UNIVERZITA KARLOVA

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Chemie

Tomas Novotny

Zmény zakladniho elektrolytu zplisobené elektrolyzou
pfi prabéhu kapilarni zénové elektroforézy

Changes in the background electrolyte caused by electrolysis in
capillary zone electrophoresis

Bakaldrska prace

Vedouci bakalarské prace: Prof. RNDr. Bohuslav Gas, CSc.

Praha, 2019



Vd

Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem tuto bakaldrskou praci zpracoval samostatné pod vedenim
Skolitele Prof. RNDr. Bohuslava Gase a Ze jsem uved| vSechny pouzité

informacéni zdroje a literaturu.

Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla predloZena k ziskani jiného nebo

stejného akademického titulu.

V Praze dne .....cocoeveeveeneenn.

Podpis



Abstrakt

Elektrodové reakce jsou nevyhnutelnym vedlejSim jevem standardni separace
kapilarni zénovou elektroforézou. Elektrolytické produkty vznikajici nasledkem
elektrolyzy vody, ke které dochdzi ve vétsiné vyuzivanych konfiguraci, mohou
zpUsobit postupné zmény zakladniho elektrolytu nachazejiciho se v zasobnich
vialkach a uvnitf kfemenné separacni kapilary. Degradaci zakladniho elektrolytu
dochazi ke snizeni presnosti a reprodukovatelnosti experiment(i provedenych
kapilarni zonovou elektroforézou. Zmény ve sloZeni zédkladniho elektrolytu jsou
vyznamné ovlivnény samotnym sloZenim vychoziho pufru, kdy rlizné elektrolyty
maji rznou tendenci se s ¢asem degradovat. Spravny vybér sloZeni a spravna
manipulace se zakladnim elektrolytem v elektrodovych vialkdch mulze vést

k vyssi pfesnosti a reprodukovatelnosti provedenych experimentu.
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Abstract

Electrode reactions are one of the inevitable side effects which occur during
standard separation measurement on capillary zone electrophoresis. Electrolytic
products arising from the electrolysis of water, which is the main procces
occuring at the electrodes in the majority of cases, can cause changes in
background electrolyte located in vials and inside the separation capillary. The
precision and reproducibility of the separation experiments is decreased due to
the degradation of background electrolyte in capillary zone electrophoresis.
Changes in the background electrolyte are highly dependent on the composition
of the buffer itself: some electrolytes are changed more than the others within
the same configuration of the experiment. A correct choice of the buffer with
the right manipulation of the background electrolyte leads to higher precision

and reproducibility of the separation measurements.
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Seznam pouzitych zkratek

CZE
BGE
CCD
GC
HPLC
DAD
EOF
UV-Vis
uv

Form/Li, 20/9,3

Ac/Li, 20/8,9

Form/Am, 20/8,3

Am/Form, 20/10

DMSO
EU

EMD

kapilarni zénova elektroforéza

zakladni elektrolyt

bezkontaktni vodivostni detektor

plynova chromatografie

vysokoucinnd kapalinova chromatografie
spektrofotometricky detektor s diodovym polem
elektroosmoticky tok

ultrafialova a viditelnd oblast spektra
ultrafialova oblast spektra

pufr slozeny zkyseliny mravenéi (c =20 mmol-dm™3)a
hydroxidu lithného (¢ = 9,3 mmol - dm™3)

pufr sloZeny z kyseliny octové (¢ = 20 mmol - dm~3) a hydroxidu
lithného (¢ = 8,9 mmol - dm™3)

pufr slozeny zkyseliny mravenéi (c =20 mmol-dm™3)a
amoniaku (¢ = 8,3 mmol - dm™3), pufrujici slozkou je kyselina
mravenci

pufr sloZeny zamoniaku (c =20 mmol-dm™3)a kyseliny

mravenéi (c = 10 mmol - dm™3), pufrujici slozkou je amoniak
dimethylsulfoxid
—1.-1

elektroforeticka jednotka, odpovida 10~° m?V~1s

elektromigracni disperze



1 Uvod

Kapilarni zénova elektroforéza je v souc¢asné dobé jednou z vyznamnych separacnich
metod umoZiujici separaci elektricky nabitych analytl v elektrickém poli dle jejich
rozdilné elektroforetické mobility. Oproti bézné vyuzivanym separacnim metodam GC a
HPLC poskytuje kapilarni zénova elektroforéza fadu vyhod, jako jsou mj. nizké pofizovaci
naklady separacnich kapildr a chemikalii, snadna vyména pouzitych pufri ¢&i minimalni
Uprava vzorku pred separaci. Casto vyuZivané vodné prostfedi spolu s nizkymi objemy
odpadnich produktl cini z kapilarni zénové elektroforézy Setrnou instrumentalni
metodu vzhledem k modernim poZadavkim na ochranu Zivotniho prostfedi. Zna¢nou
vyhodou uziti kapildarni zénové elektroforézy je vysokd dosazend ucinnost, kterd
umoziuje oddéleni velkého mnoZstvi analytl v kratkém case. Velky dlraz pfi pribéhu
separacnich méreni na kapilarni zénové elektroforéze je kladen na pFesnou
reprodukovatelnost provedenych méreni. Té je dosazeno v takovém pftipadé, jsou-li
v kapildfe zachovany konstantni podminky ve vSech po sobé nasledujicich

experimentech.

Vyznamnym vedlejSim jevem pfi pribéhu separace je pfitomnost redoxnich
reakci na elektroddch. Produkty elektrodovych reakci méni slozeni zakladniho
elektrolytu (background electrolyte, BGE) v elektrodovych nadobkach — vialkach a
mohou tedy béhem experimentl ménit rychlost elektroosmotického toku, pH pufru
v kapilare a stim souvisejici efektivni mobility analytl. VSechny zminéné vedlejsi
nezadouci jevy pfispivaji ke snizené reprodukovatelnosti a pfesnosti provadénych
experiment(. Pro presné méreni je tieba vySe zminéné nezadouci jevy minimalizovat a
udrzovat tak stale stejné podminky v separaéni kapilare a zasobnim roztoku BGE pro

vSechna po sobé jdouci méfeni.



2 Literarni prehled

2.1 Kapilarni zénova elektroforéza

Kapildrni zonova elektroforéza (CZE) je jednou z nejvyuZivanéjSich elektromigracnich
metod zaloZenych na rozdilnych elektroforetickych pohyblivostech — mobilitach —
elektricky nabitych latek. Zakladni uspofadani CZE je tvofeno dvéma zasobnimi vialkami
spojenymi kapildrou naplnénou zakladnim elektrolytem (BGE), ktery umoznuje vést
kapilarou elektricky proud. Uspofddani CZE nabizi vysokou ucinnost separace a
predstavuje fadu vyhod oproti béznym chromatografickym metodam, jako je kratky

separacni ¢as €i nizka spotfeba chemikalii [1].

2.1.1 Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok (EOF) je nedilnym privodnim jevem témér vSech separacnich
méreni v kapilarni zdnové elektroforéze. Jeho pfitomnost a chovani je tfeba stanovovat
pfi vSech experimentech, jelikoZ EOF je subtilni projev méreni v elektroforéze, ktery je
znacné zavisly na pH, iontové sile a momentalnim stavu povrchu vnitfni stény kapilary
[2]. Elektroosmoticky tok je zpUsoben pfitomnosti {-potencidlu na vnitfnim povrchu
kfemenné kapilary jako dusledek disociace silanolovych skupin povrchu stény.
Silanolové skupiny na povrchu kfemenné kapilary zacinaji byt ionizovany v okoli pH 3,0
a jsou zcela disociovany v prostredi o pH > 8,0 [3]. Pti pouziti BGE o pH blizkém hodnoté
3-4, kdy silanolové skupiny jsou jen malo disociovany, nabyva mobilita EOF jen malych a
nestabilnich hodnot. Naproti tomu v ptipadé Uplné disociace, pfi pH vysSim nez 8, je

hodnota mobility EOF nékolikandsobné vyssi a stabilnéjsi.

Pfitomnost EOF je nevyhnutelnou soucdsti uzivani kfemennych kapildr, které
nemaji vnitini povrch pokryt vrstvou ovliviujici zeta potencial. V fadé pripadd, napriklad
pfi separaci aniontd, je EOF pfi dostatecné velké mobilité u¢innym pomocnym tokem,

diky kterému lze anionty pfivést k detektoru i pres jejich pfirozené protismérny smér



migrace. Zaroven je tfeba mit na paméti, Ze elektroosmoticky tok analyty neseparuje,
pouze precerpdva vSechny pritomné latky z jedné zasobni vialky do druhé. Jiz po mnoho
let je zndmo, Ze elektroosmoticky tok v kfemenné kapilare je mozné pokrytim vnitfniho
povrchu kapilary modifikovat — zastavit ¢i Uplné prevratit v zavislosti na potiebach

konkrétniho separacniho méreni [4, 5].

2.1.2 ZpUsoby detekce latek pfi méreni na kapilarni elektroforéze

Stézejnimi detekénimi metodami uzivanymi vanalyze CZE jsou optické metody
vychazejici z interakce elektromagnetického vinéni o urcité vinové délce s analytem [6].
Nejcastéji pouzivanou detekéni metodou CZE je detekce v UV-Vis (asti spektra.
Fluorescencni detekce nabizi sice jeSté vyrazné vyssi citlivost, jeji pouZiti je vSsak méné
univerzalni v porovnani s béZnou UV-Vis detekci. Pro analyty, které neabsorbuji
v pozadovaném intervalu vinovych délek, se nabizeji dalsi mozné alternativy detekce.
Casto pouzivanou metodou je detekce pomoci nepfimé UV absorpce, béhem které
absorbuje zareni zakladni elektrolyt namisto analytu. Pfitomnost analytu na detektoru
je zaznamenana jako zména koncentrace absorbujiciho BGE, diky éemuz dojde ke zméné

absorpce a prislusSnému signalu.

Nepfilis komercné pouZivanou, ovsem velmi univerzalni detekéni metodou, je
bezkontaktni vodivostni detekce (CCD). Bezkontaktni vodivostni detekce umoznuje
stanoveni mérné vodivosti uvniti kfemenné kapilary, aniz by elektrody byly ve styku
s migrujicimi analyty a BGE. CCD detekce umozniuje stanoveni viech analytu, které maji
odliSnou vodivost od zakladniho elektrolytu, pro neabsorbujici analyty je vodivostni
detekce zvlast vyhodna, jelikoz jeji citlivost je vyssi neZ v pripadé nepfimé UV detekce
[7]. Podobné jako u neprimé UV detekce i v bezkontaktni vodivostni detekci je mozné
analyzovat zmény a poruchy zdkladniho elektrolytu, tzv. systémové piky, které mohou
v urcitych pripadech zplGsobovat znacné komplikace v separaci analyt( [8]. Pomoci CCD
detekce Ize méfit zmény tykajici se separacniho systému, napfiklad zmény v mérné

vodivosti vznikajici jako dlsledek koncentraénich zmén zékladniho elektrolytu vlivem
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elektrodovych procest. Zarizeni CZE firmy Agilent vsoucasné dobé neposkytuje
komercné dostupné vodivostni detektory, i presto viak je moZzné na jejich pfistrojich
vodivostni detekci méfit — nase laboratof vyvinula pro podobné pouZiti konstrukci

bezkontaktniho vodivostniho detektoru [9].

2.1.3 Vybér a optimalizace sloZeni BGE

Zakladni elektrolyt pfitomny v separacni kapilafe a v zasobnich vialkdch na Ustich
kapilary hraje dualezitou roli v celkovém separacnim procesu v CZE. Mezi nejvyznamnéjsi
funkce BGE patti vedeni elektrického proudu a udrzovani stalych hodnot pH v pribéhu
celého méreni. Standardné se pro sestaveni BGE pouzivaji elektrolyty, slabé kyseliny,
resp. baze, spolecné se silnymi bazemi, resp. kyselinami, za ucelem vytvoreni pufru o
vhodném pH. V radé pripadd je vyhodné pouziti amfolytl pfi pfipravé BGE diky jejich

stabilnéjSimu chovani pfi pribéhu dlouhych separa¢nich méreni [10].

Diky spravnému sloZzeni BGE pro konkrétni sérii separacnich méreni je mozné
dosdhnout vhodnych podminek na zdkladé optimalizace parametrd uplatiiujicich se
v kvalité provedeného méreni. Je-li koncentrace analytu alespon stokrat mensi nez
koncentrace BGE, je pfi vhodné zvolenych slozkdch BGE mozZné dosdhnout nizké
hodnoty elektromigraéni disperze (EMD), a tedy vy3siho rozlieni [11]. Castym
problémem separace proteinl je jejich adsorpce na zaporné nabitou sténu kapilary.
Vysokda koncentrace koiontll BGE muze poté zlepsit kvalitu rozliseni diky kompetitivni
adsorpci koiont(l a analyzovaného proteinu na sténu kfiemenné kapilary [11]. Mobilita
EOF je silné zavisld na pH separacniho prostiedi, BGE, zaroven je uréena koncentraci
zakladniho elektrolytu [11]. Rychlost EOF lze tedy optimalizovat vhodnym sloZzenim

pufra.

Rusivym jevem doprovazejicim elektroforetické méreni jsou systémové piky.
Systémové piky vznikaji jako dlsledek lokdlni poruchy (zmény koncentrace) v axialni
distribuci BGE, bézné je mozné se s nimi setkat jako nasledek davkovani analytu, béhem

kterého se vytvori lokdlni porucha na misté nadavkovaného vzorku. Systémové piky
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nasledné migruji kapilarou s jistymi mobilitami, pocet systémovych pikd odpovida
celkovému poctu slozek elektrolytd tvoricich BGE. Blizi-li se mobilita systémového piku
mobilité jednoho ze separovanych analyt(l, dochazi k rezonanénimu efektu, podobné jak
je tomu v pfipadé elektrickych ¢i mechanickych oscilaci, ndsledkem éehoz neni mozné
kvantitativni stanoveni analytu a vyhodnoceni méreni [8, 12, 13]. Pro optimalizaci
separacniho prostredi je tfeba sestavit takovy pufr, jehoZz mobility systémovych zén
budou vzdaleny od mobilit méfenych analytli. Metoda zkusmého vybéru vhodnych
elektrolytli je mozind, nicméné casové neuspornd, a proto je efektivnéjsi vyuziti
simulacnich programt [14]. Mobility systémovych zén jsou rovny vlastnim hodnotam

matice M, podle vztahu (1):

i T 1
ot Kpgg OX

Pro vypocet mobility systémovych zdn je zapottebi specidlni software. Jedinym
softwarem pro vysSe zminéné vypocty je program PeakMaster, ktery byl vyvinut v nasi
skupiné na zdkladé linearizovanych rovnic vychazejicich z rovnice kontinuity [15].
Pomoci programu PeakMaster lze teoreticky navrhnout sloZzeni BGE tak, aby rusivé vlivy

byly minimalizovany.

2.2 Koncentracni zmény BGE jako projev elektrodovych reakci

Pfesnost a reprodukovatelnost separaénich méreni na kapilarni zénové elektroforéze
muzZe byt negativné ovlivnéna radou rusivych jev(, které vice ¢i méné narusuji prabéh
provadénych experimentl. Separace analytd vmddu CZE probihd pomoci zdroje
vysokého napéti, pritomnost elektrod a s nimi spojené elektrodové reakce jsou tedy
nevyhnutelnymi vedlejSimi projevy separacniho procesu. Produkty elektrodovych reakci
vznikaji na prislusnych elektrodach a nasledné na zakladé koncentracniho gradientu
prochdzeji difuzi do celého objemu zasobnich vialek BGE. Pomoci simula¢niho programu
zalozeného na software COMSOL je moziné pozorovat propagaci produktu

elektrodovych reakci a jejich progresivni vstup do Usti kapilary. Pfi malé vzdalenosti Usti
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kapilary a prislusné elektrody mulze byt efekt elektrodovych produktd vstupujicich do
kapilary velky, jelikoz ma za nasledek znaénou zménu vnitfniho prostfedi separacni
kapilary. Macka testoval zdvislost pozice kapilary vici pfitomné elektrodé a dosel
k zavéru, Ze pro malo pufrované BGE je reprodukovatelnost experimentd snizena, je-li
usti separacni kapilary v blizkosti elektrody ¢i v pozici nad elektrodou [16]. V béZném
komerénim instrumentdlnim zapojeni CZE firmy Agilent vSak k podobnému jevu
nedochazi, jelikoZ usti separacni kapilary je umisténo 4 a vice milimetr( pod elektrodou.
V zafizeni je zaroven umisténa membrdnovd pumpa, kterd zpusobuje vibraci celého
pfistroje a tim napomdaha homogenizaci zakladniho elektrolytu v zasobnich vialkach. Do
kapilary poté nevstupuji koncentrované elektrolytické produkty vytvofené na povrchu
elektrod, jelikozZ je témito vibracemi obsah vialek promichdvan. Pokud tedy do kapilary
vstupuje BGE z vialky — napfiklad jako dasledek pfitomnosti EOF — jedna se pouze o

rovhomeérné pozménény a homogenizovany elektrolyt.

Pti pouziti béZnych elektrolytovych systém( dochdazi ve vétsiné pripadl pfi
pribéhu separaéniho méreni nikoliv k elektrolyze sloZzek BGE, ale k elektrolyze vody,
béhem které na anodé vznikaji molekuly O; a na katodé molekuly H; [17, 18].
Koncentracni zmény v dlsledku elektrolyzy vody i zmény pH elektrolytd v obou vialkach
jsou Uzce spojeny s pouZitym typem BGE, jelikoZz pufry slozené z elektrolytl o vysoké
efektivni mobilité vedou k vétsim koncentracnim zménam v zdsobnich vialkadch, zaroven
jejich pouziti ma za nasledek vysoké hodnoty prochdzejiciho proudu, tedy i vyssi miru
tvorby elektrolytickych produktd pramenici z Faradayova zdkona. Elektromigrace iontu
tvoficich BGE vede k postupnym zménam pH zasobnich vialek, pfiéemz na anodé dochazi
ke snizovani hodnoty pH, zatimco na katodé dochdzi ke zvySovani hodnoty pH [19, 20].
Pfitomnost elektroosmotického toku dale tyto jevy komplikuje, protoze se pozménény
elektrolyt dostava ze zdsobni vialky do prostredi separacni kapilary a nasledné do druhé
vialky, kde tedy dochdzi k postupné zméné plvodniho elektrolytu. Zmény pH elektrolytu
v kapilare vychazejici z elektrodovych reakci zaroveri mohou ménit béhem pribéhu
separace {-potencial stény kapilary, coz vede ke kontinualni zméné velikosti mobility
EOF. To vse je doprovazeno zménou efektivni mobility analytli a mérné vodivosti BGE.

VSechny zminéné vlivy vedou ke snizeni reprodukovatelnosti a robustnosti separace tim
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vice, ¢im méné je pufrovany zasobni roztok BGE [20]. Jiz zmény v fadu 0,03 jednotky pH

mohou negativné ovlivnit pribéh a presnost mérenych experimentt [21].

Pro optimalizaci a udrzeni reprodukovatelnosti méreni na CZE pfi fadé po sobé
nasledujicich experimentl se nabizi nékolik moznych preventivnich opatfeni. Prvnim
mozZnym teSenim je pouzivani takovych zdsobnich roztokd BGE, které jsou sloZeny
z elektrolytll o nizké mobilité. Pufry slozené z takto vybranych elektrolytl maji pfi
prabéhu CZE za nasledek nizsi koncentraéni zmény v zasobnich vialkach oproti pufrim
slozenym z elektrolytd o vysoké mobilité. Pouzitim amfolytl lze koncentracni zmény
vyvolané dlouhym priibéhem nékolika po sobé jdoucich méreni efektivné minimalizovat
[10]. Druhou moZnosti, pomoci které se lze vyhnout negativnim vedlejSim vliviim
vyplyvajicim z tvorby elektrolytickych produktd, je ¢asta vyména zasobnich vialek [22].
Tim lze minimalizovat koncentracni a vodivostni zmény, které sniZuji presnost a
reprodukovatelnost mérenych experimentu. Pfi elektrokinetickém davkovani analytu
doporucuji nékteti autofi ménit vialku s analytem po kazdém méreni [23]. V neposledni
fadé je moziné predejit negativnim vliviim vznikajicich elektrodovych produkt( na
separacni proces CZE alternativni konfiguraci, béhem které je prostor zasobni vialky
s elektrodou oddélen od Usti samotné separacni kapilary [24]. V takto navrieném
usporadani je elektrodovy prostor oddéleny od kapilary solnym mustkem, diky ¢emuz
se produkty elektrolyzy nemohou dostat do kontaktu s kapildarou a méfenymi analyty.
Podobné schéma muZe najit uplatnéni pfi praci s malo pufrovanymi roztoky ¢i pfi
optimalizaci podminek pro elektrolyzu na Cipu [24]. V konvencni konfiguraci kapilarni

zonové elektroforézy firmy Agilent vSak podobné usporadani neni mozné.
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3 Cile prace

e Analyzovat vliv elektrolyzy na degradaci zakladniho elektrolytu
v kapilarni zénové elektroforéze

e Porovnat teoreticky model pro vypocet vodivostnich zmén
zakladniho elektrolytu s experimenty
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4 Vysledky prace

4.1 Model pro vypocet koncentracnich a vodivostnich zmén

Pro vypocet relativnich vodivostnich zmén BGE v zdsobnich vialkach na anodé, resp.
katodé, je tfeba nejprve vypocitat koncentracni zmény, ke kterym dochazi v dlsledku
elektroforetickych mobilit pfislusnych elektrolytl tvoficich BGE. Anionty tvofici zasobni
elektrolyt migruji pfi pribéhu separacniho méreni ke kladné elektrodé, anodé, zatimco
kationty migruji k opacéné zaporné elektrodé, katodé. Pro vypocet zmén latkového
mnozstvi v jednotlivych zasobnich vialkach jsme navrhli nasledujici zpGsob, ktery dosud

nebyl publikovan.

Kapildru slouZzici k separaci analytll a spojujici obé vialky si lze pfedstavit jako
valec o délce, L, a prirezu, S. Objem takového valce poté ziskdme jako soucin délky valce,

L, a jeho prlrezu, S, podle vztahu (2):
V=L-S 2
Pouzijeme-li obecné platné vztahy (3) a (4):
v=L-t1 3
S=m-r? 4

kde v predstavuje rychlost pohybu ve sméru valce, L délku vdlce, t cas, za ktery
elektricky nabitd castice prejde pres vzdalenost L, S prliez kapilary a r jeji polomér,

mUlzZeme objem valce vyjadfit pomoci rovnice (5):
V=v-t-m-r? 5
Dosazenim vztahu (5) do vSseobecné platné rovnice (6):
n=c'V 6

ziskame rovnici (7) popisujici vztah pro latkové mnozstvi migrujici latky v objemu

separacni kapilary, V:
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n,=c¢ v t-m-r? 7

kde n; predstavuje latkové mnozstvi migrujici i-té latky, c¢; koncentraci migrujici i-té latky
a v; rychlost, jakou se i-ta latka propaguje kapildrou. Rovnice (7) nam fika, jaké latkové
mnozstvi migrujici latky projde kapilarou o délce L za dobu t. Pokud nahradime v;
v rovnici (7) za soulin elektroforetické mobility migrujici i-té latky, u;, a intenzity

elektrického pole v kapilare, E, podle vztahu (8):
vi=u;'E 8
ziskdme vztah (9):
n=u-E-¢c-t-mr? 9

Vztah (9) lze ndasledné pouZit pro vypocet koncentracnich zmén, ke kterym
dochazi v disledku Ubytku zaporné nabitych elektrolytli na katodé a jejich pribytku na
anodé a opacné v pripadé kladné nabitych elektrolyt(, které jsou pfitahovany zapornou
elektrodou. Latky jsou transportovany kapildrou z jedné zdsobni vialky do druhé na

zakladé

(i) své vlastni efektivni mobility, kde hnaci silou je rozdilny potencial na

pfislusnych elektrodach,

(i) a kvuli EOF, ktery je vyvolan {-potencidlem na sténdch nepokryté kiemenné

kapilary.

Clen u; v rovnici (8) a (9) pFedstavuje soucet efektivni mobility i-té migrujici latky
a mobility EOF v pfislusné konfiguraci daného pufru. Je tfeba brat do uvahy skutecnost,
Ze pfitomnost EOF urychluje castice migrujici ve sméru elektroosmotického toku a
naproti tomu zpomaluje ¢astice migrujici ve sméru opacéném. V pripadé standardniho
anodického sméru EOF tedy budou urychleny kationty migrujici od anody ve sméru ke
katodé, zatimco efektivni mobility aniontl budou snizeny o mobilitu EOF, jelikoz jejich
smér je opacny. Hodnotu mobility EOF neni teoreticky mozné stanovit, proto musi byt
jeji hodnota stanovena experimentdlné pro kazdy konkrétni pufr a konkrétni kapildru
zvlast. Pripad koncentra¢niho Ubytku aniontl na katodé Ize zapsat podle nasledujiciho

vztahu (10):
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n,cl,K,t_nA,o—nA_CA,O'Vo—uA'E'CA-t-n-r2

= 10
cak Vi Vi Vi

kde ¢4 i ¢ znaci koncentraci aniontl na katodé v Case t, ny i, |dtkové mnoZstvi aniontd
na katodé v case t,n, o pocdtecni ldtkové mnoZstvi aniontd na katodé, n, latkové
mnozstvi aniontd, které ubylo v zasobni katodické vialce v dudsledku migrace elektrolytu
smérem k opacné elektrodg, V; celkovy objem vialky v ¢ase t, ¢, o pocatecni koncentraci

aniontd v zdsobni vialce na katodé a V,, pocatecni objem zasobni katodické vialky.

Ze vztahu (10) je zfejmé, Ze nelze pro vSechny pfipady ztotoZznit pocatecni objem
BGE v zasobni vialce, V,, s celkovym objemem BGE v zasobni vialce v Case t, V;, protoze
EOF precerpdva roztoky mezi vialkami. To je moZné uvaZovat pouze v pfipadé, je-li EOF
pfi pribéhu méreni nulovy. Toho je mozné dosahnout ve velmi kyselych pufrech, kdy
EOF je maly [25], ¢i ve specidlné pokrytych, tzv. koutovanych kapilarach [5, 26].
Objemové zmény zplsobené migrujicimi ionty tvofici BGE Ize vzhledem k jejich nizké
pocatecni koncentraci a vzhledem k celkovému objemu zasobnich vialek zanedbat.

V této praci jsme uvazovali pouze objemové zmény roztokl zptisobené EOF.

Elektroosmoticky tok md za nasledek ¢erpani viech latek z jedné zasobni vialky
do druhé, cerpd vsechny latky stejnou rychlosti bez ohledu na jejich elektricky naboj,
nepodili se tedy na separaci analytl. Ma-li EOF rychlost v ve sméru kapilary, mizeme
podle vztahu (8) pfi znalosti intenzity elektrického pole v separacéni kapilare spocitat jeho
mobilitu u a ndsledné pro vypocet zmény latkového mnozstvi BGE v zasobnich vialkach
mulzZeme pouZit identicky vztah (9) jako v pfipadé migrujicich iont(. Zakladni elektrolyt
v zasobnich vialkach je vodnym roztokem pufru tvofictho BGE. JelikoZz koncentrace
elektrolytli v BGE je oproti vodé nizka, |ze ji zanedbat a dale uvaZovat pouze presun vody
v ramci EOF. Zménu latkového mnozstvi vody lze tedy snadno spodist ze vztahu (9), kde
mobilita ugyr odpovida mobilité EOF, kterou je tfeba stanovit experimentalné pomoci
elektroneutralniho markeru pro kazdy pufr zvlast, jelikoZ jeho hodnota zavisi na sloZzeni

pufru, iontové sile, pH ¢i teploté [2].

Spocteme-li zménu latkového mnoiZstvi vody v zasobnich vialkach za cas t,

mulzZeme vyjit ze vztahu (6) a stanovit zménu objemu pro dany pufr. Koncentrace vody,
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Ch,0, V zdsobnich vialkach je béhem pribéhu separatniho méFeni pozménéna pouze
rozdilnymi zménami latkového mnozstvi jednotlivych elektrolyti tvoricich BGE, kdy
Ubytek latkového mnoZstvi aniontl je jiny nez pribytek latkového mnoZstvi kationtl na
katodé a opacné v ptipadé anody. V porovnani s latkovym mnozZstvim vody v zasobnich
vialkach jsou vsak takové zmény zanedbatelné, a proto lze povaZzovat cy, o za konstantni
po celou dobu probihajicich experimentld. MiZeme proto zavést vztah (11) slouzici

k vypoctu objemu zasobnich vialek po separa¢nim méreni v Case t:

. N 7l cF a2
V. = ne _noin_CO VOquOF E CHZO t-m-r 11
= = =
CHy0 CHy0 CHy0

kde n; predstavuje latkové mnozstvi vody v zasobni vialce v ¢ase t, ny znaci pocatecni
latkové mnozstvi vody v zasobni vialce a n predstavuje zménu latkového mnoZstvi vody
za Cas t, ktera byla pfesunuta z jedné zasobni vialky do druhé jakozto disledek mobility
EOF. Znaménko ve vztahu (11) zavisi na sméru propagace EOF, zdporné znaménko
v pfipadé standardniho anodického sméru EOF pfi pouziti nepokryté kiemenné kapilary,
méfime-li objemovou zménu na anodé, kladné znaménko v pfipadé standardniho
anodického sméru EOF pfi pouziti nepokryté kiemenné kapilary, métime-li objemovou
zménu na katodé. Dosazenim V; do vztahu (10) lze ndsledné spocist vSechny
koncentrace elektrolytd tvoficich BGE v Case t. Je zfejmé, Ze koncentracni zmény budou
v pfitomnosti elektrického proudu s plynoucim casem rast. To je dldvod sniZzené
robustnosti elektroforetickych separaci v duasledku elektrolyzy v elektrodovych

nadobkach — vialkach.

Vyvstava otdzka jak ovéfit tento model zmén elektrolytd experimentalné. Zmény
koncentraci jednotlivych iontl by bylo velmi obtizné a pracné méfit pfimo. Nastésti se
nabizi pro tento ucel vyuziti méreni vodivosti. Na zakladé koncentracnich zmén vsech
iontu ve vialkdch spoctenych podle rovnice (10), Ize urcit i mérnou vodivost BGE pro obé
zasobni vialky s pozménénym zakladnim elektrolytem. To uZ nelze tak jednoduse
pomocivzorcu, ale pro tento ucel Ize s vyhodou pouZzit vypocetni engine pouzity v nasem
software Simul 5 [27] ¢i PeakMaster [28]. Porovnanim spoctenych mérnych vodivosti

pozménénych elektrolytd na anodé, resp. katodé, svychozim nepozménénym
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elektrolytem lze predpovédét relativni zmény v mérné vodivosti pro obé zasobni vialky
a snadno tak ovéfit validitu vySe popsaného modelu. Nase laboratof ma k dispozici
stabilni bezkontaktni vodivostni detektory, které jsou schopné méreni vodivosti snadno

provadét.

4.2 Experimentalni ovéreni teoretického modelu
4.2.1 Pouzité chemikalie, pfistroje a software

Pro pfipravu pufrl slouzicich jako zakladni elektrolyty byly pouzity nasledujici

chemikalie:

e hydroxid lithny, monohydrat (Honeywell Fluka, USA, >99,0%)
e kyselina mravenci (Honeywell, USA, >95%)
e amoniak (Sigma-Aldrich, Némecko, 28-30%)

e kyselina octova (Sigma-Aldrich, Némecko, >99%)

Pro méreni EOF byl pouzit elektroneutralni marker DMSO (Sigma-Aldrich, Némecko,

99,9%).
K proplachu kapilary byl pouzit 1M roztok NaOH (Agilent Technologies, Némecko).

Pro kalibraci vodivostniho detektoru byl pouzZit chlorid draselny (LACHEMA n. p. Brno,
Ceska republika, >99,5%).

Zakladni elektrolyty byly nasledné pfipraveny a jejich vlastnosti byly zméreny za

soucasného vyuziti nize zminéné instrumentace:

e pH-metr PHM 240 (Meterlab, Italie)

e analytické vahy Mettler AE 240 (Mettler Toledo, Svycarsko)
e injekéni stiikacka 20 ml (B. Braun, Némecko)

o teflonové filtry Minisart 0,20 pl (Sartorius, Némecko)

e pipety 500 pl, 100-1000 pl a 20-100 pl (Eppendorf, Némecko)
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Pro zpracovani a interpretaci namérenych vysledk( byl vyuzit nasledujici software:

e MS Excel (Microsoft, USA)

e Origin 2018b (OriginLab, UK)

e ChemStation B.01.03 (Agilent Technologies, Némecko)
e PeakMaster 5.3 (skupina prof. Gase, Ceska republika)

e Simul 5 (skupina prof. Gase, Ceska republika)

Vlastni méreni bylo provedeno na kapildrni zénové elektroforéze G7100A (Agilent
Technologies, Némecko) za soucasné pritomnosti CCD detektoru (skupina prof. Gase,
Ceska republika) a UV-Vis detektoru s diodovym polem DAD v rozsahu vinovych délek
190-600 nm. Samotné experimenty byly uskutecnény vtenké kiemenné kapilare
potaZené zvnéjsku vrstvou polyimidu s vnitfnim prdmérem 50 um a vnéjsim prdmeérem
375 pum (Labicom s.r.0., Ceskd republika). Bylo pracovéno pfi napéti 20 kV pfi délce
kapilary 48 cm; intenzita elektrického pole uvnitf kapilary byla 41 667 V/m. Vzdalenost
k DAD detektoru od pocatku kapilary byla 39,5 cm, vzdalenost k CCD detektoru byla
33 cm.

4.2.2 Postup experimentalniho ovéreni teoretického modelu

Byly pfipraveny pufry o nasledujicim sloZeni:

Tabulka 1, sloZeni zakladnich elektrolyta

Slozka ¢. 1 Slozka ¢. 2
Pufr 1 kyselina mravenci, c =20 mM amoniak, ¢ = 8,3 mM
Pufr 2 kyselina octova, c = 20 mM hydroxid lithny, c = 8,9 mM

Pufr 3 kyselina mravenci, c =20 mM hydroxid lithny, c = 9,3 mM

Pufr 4 amoniak, c =20 mM kyselina mravenci, c = 10 mM
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Pufry byly prefiltrovany a nasledné bylo zméreno pH jednotlivych roztokd.
V programu Simul 5 byla spoctena specifickd vodivost pfislusnych roztok( na zakladé
koncentraci viz Tabulka 1. Fyzikalné-chemické vlastnosti takto pripravenych roztokd jsou

popsany v Tabulce 2:

Tabulka 2, fyzikalné-chemické vlastnosti pfipravenych zakladnich elektrolytt

BGE pH K[S-m™1]

Pufr1 3,588 0,1113
Pufr 2 4,621 0,06603
Pufr 3 3,669 0,08935
Pufr 4 9,291 0,1209

Pfed pocatkem experimentalniho ovéreni teoretického modelu koncentracnich
a vodivostnich zmén BGE bylo tfeba pfipravit instrumentalni sestavu. Byla pfipravena
kifemenna nepokryta kapildra o délce 48 cm, na které byl nasledné vypalen polyimid
kryjici kapilaru ve vzdalenosti 8,5 cm od konce kapilary. Takto upravena kapilara byla

nasledné umisténa do kazety s vodivostnim detektorem a okénkem pro DAD detekci.

Z pristroje pro kapilarni elektroforézu byly vyjmuty platinové elektrody a hadicky
slouzici k aplikaci tlaku na koncové vialky — tyto soucasti instrumentalniho usporadani
byly ponofeny do ultrazvukové |azné v deionizované vodé, resp. propan-2-olu, po dobu
10 minut pro oba pfipady. Po vycisténi elektrod a tlakovych hadiéek byl pfistroj sestaven
véetné kazety s pripravenou kfemennou kapildrou. Pred pouzitim byla kapilara
proplachnuta 1M roztokem NaOH po dobu 5 minut, diky ¢emuz byly odstranény

necistoty na vnitinim povrchu kfemenné mikrokapilary.

Vlastni experimenty byly provedeny pro kazdy pufr zvlast v experimentdlnim
usporadani totozném pro vSechny mérené pufry. Pfed pocatkem samotného priabéhu

elektrolyzy byla kapildra proplachnuta pfrislusnym pufrem (Pufr 1-4) po dobu 5 minut pfi
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tlaku 940 mbar. Pomoci elektroneutralniho markeru byla nasledné stanovena mobilita
EOF pro dany pufr: hydrodynamicky byl nadavkovan DMSO jako elektroneutralni marker
(150 mbar - s), jehoZ elektroforetickd mobilita je nulova, tudiz jeho pohyb v kapilare
vychdzi vyhradné z pohybu zpUsobenym mobilitou EOF. Elektroneutralni marker byl
detekovan pomoci UV-Vis DAD detektoru pfi vinové délce 210 nm, jelikoz DMSO
absorbuje v UV oblasti spektra. Mobilita DMSO, kterd odpovidd mobilité EOF, byla
stanovena pomoci vzorcl (3) a (8). Experimentalné stanovena mobilita EOF byla vyuZita
v teoretickém modelu koncentracnich a vodivostnich zmén, jelikoZ teoreticky nelze
mobilitu EOF stanovit. Po stanoveni mobility EOF pro dany pufr byla kapilara opét
proplachnuta zakladnim elektrolytem po dobu 5 minut pfi tlaku 940 mbar a ndsledné

bylo na elektrody vloZeno elektrické napéti po dobu jedné hodiny.

Pro kazdy pufr bylo celkem zméreno pét sad vialek s elektrolyticky pozménénym
zasobnim elektrolytem, délka trvani elektrolyzy Cinila pro vSechny sady jednu hodinu.

Vysledky byly statisticky zpracovany.

Byly zméreny signdly vodivostniho detektoru u vialek s elektrolyzou
pozménénym zdkladnim elektrolytem: na davkovaci konec kapildry byla nasazena
analyzovana vialka a byl aplikovan tlak 940 mbar az do ustdleni konstantni hodnoty
odezvy vodivostniho detektoru. Ciselna hodnota signalu byla zaznamenana pro viechny
analyzované pripady. Ddle byla zméfena odezva vodivostniho detektoru pro
elektrolyzou nepozménéné zakladni elektrolyty, které slouZily jako reference. Pro
méreni nepozménénych referencnich vialek bylo zajisténo, aby jejich doba setrvani na
vzduchu byla stejnd jako pro vialky, které byly elektrolyzovany. Zvlast v alkalickém
prostiedi (Pufr 4) bylo toto zajisténi Zadouci, jelikoz ve vzduchu ptitomny oxid uhlicity se
v alkalickych roztocich rozpousti za vzniku aniontu HCO3, ktery pozménuje mérnou
vodivost pufru nezavisle na probéhlé elektrolyze. Rlizna doba setrvani vialky na vzduchu
ma za nasledek rGzné rozpusténé mnozstvi oxidu uhli¢itého na vzduchu — je tfeba tento

vedlejsi jev minimalizovat.

Experimenty byly provedeny jak ve velkych (V' = 500 pl) tak v malych (V =
100 pl) vialkach pro vsechny analyzované pufry (Pufr 1-4). Celkem bylo ziskano 40 sad
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elektrolyzou pozménénych roztokd BGE, u kterych byla zjisténa odezva vodivostniho

detektoru.

Procentudlni vodivostni zmény jednotlivych pufri byly stanoveny na zakladé
namérenych mérnych vodivosti pozménénych a plvodnich elektrolytl. Vztah mezi
signalem vodivostniho detektoru a mérnou vodivosti neni linedrni zavislosti, a proto bylo
tfeba vodivostni detektor kalibrovat na zakladé tabelovanych hodnot mérnych vodivosti
pro zvolenou standardni latku. Pro tyto Ucely byl zvolen chlorid draselny, jehoz hodnoty
mérnych vodivosti jsou pro dané koncentrace tabelované [29]. Mérné vodivosti chloridu

draselného odpovidajici prislusnym koncentracim jsou uvedeny v Tabulce 3:

Tabulka 3, mérné vodivosti roztoku pro prislusné koncentrace KCI

Ckci [mol - dm™3] 1073 Ko [S - m™1]
0,0005 7,387
0,001 14,69
0,005 71,74
0,01 141,2
0,02 276,5

Byly pfipraveny roztoky KCl podle Tabulky 3 rozpusténim pevného KCI
v deionizované vodé. Takto pfipravené roztoky byly postupné protlaéovany kfiemennou
kapildrou pod tlakem 940 mbar az do ustdleni konstantniho signdlu vodivostniho
detektoru. Pro kazdy roztok KCl byla zaznamenana hodnota signalu vodivostniho
detektoru. Byla vynesena zavislost tabelovanych mérnych vodivosti na signdlech
vodivostniho detektoru, obdrzené body byly prolozeny polynomem tretiho stupné
pomoci programu Origin 2018b. Takto provedenou kalibraci bylo nasledné moziné
prevést signdly vodivostniho detektoru pfi pradbéhu kapilarni zonové elektroforézy na

mérné vodivosti.
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Pomoci polynomu vychazejiciho ze ziskané zavislosti mezi mérnou vodivosti a
odezvou vodivostniho detektoru bylo moZné prevést vSechny experimentdlné
namérené odezvy vodivostniho detektoru na mérné vodivosti. VSechny hodnoty
mérnych vodivosti zakladnich elektrolytd pozménénych elektrolyzou byly porovnany
s mérnymi vodivostmi pfislusnych nepozménénych zakladnich elektrolytd. Relativnim
srovnanim byly ziskany ubytky ¢i prirGstky mérné vodivosti oproti plvodnimu roztoku
BGE vyjadiené v procentech. Ziskané hodnoty vodivostnich zmén byly porovnany
s teoreticky odvozenym modelem pro koncentraéni a vodivostni zmény uvedeném

v prvni ¢asti kapitoly Vysledky této prace.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Experimentalné stanovené vodivostni zmény

5.1.1 Kalibrace vodivostniho detektoru

Vodivost zakladniho elektrolytu byla mérena na bezkontaktnim vodivostnim detektoru,
ktery poskytuje vodivostni odezvu v jednotkach V ¢i mAU. Pro porovnani s teoretickymi
vypocty je vsak tfeba vyjadieni mérné vodivosti v jednotkdch S/m. JelikoZ zavislost
odezvy vodivostniho detektoru na mérné vodivosti neni zavislosti linearni, bylo nutné
nejprve kalibrovat vodivostni detektor pomoci standardni latky, jejiz hodnoty mérné
vodivosti jsou pro dané koncentrace tabelované. Zaroven bylo Zadouci, aby mérné
vodivosti analyzovanych zakladnich elektrolytd (Pufr 1-4) byly v rozsahu intervalu této
kalibrace. Jako standard byl proto zvolen KCl, jehoz hodnoty mérnych vodivosti jsou

tabelovany viz Tabulka 3.

V nize uvedené Tabulce 4 jsou uvedeny hodnoty mérnych vodivosti pro pfislusné
koncentrace roztoku KCl spolu s experimentalné nameérenymi signaly bezkontaktniho

vodivostniho detektoru:

Tabulka 4, naméfené a tabelované hodnoty mérné vodivosti pro kalibraci CCD

Ckci [mol dm3] 1073 Kk [S/m] Odezva CCD [mAU]
0,0005 7,387 188,6
0,001 14,69 198,7
0,005 71,74 631,6
0,01 141,2 1181
0,02 276,5 2150
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Zavislost mérné vodivosti na signalu vodivostniho detektoru byla proloZena

polynomem tretiho fddu v programu Origin 2018b:

Graf 1, Zavislost mérné vodivosti na odezvé CCD
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Mérna vodivost (y) byla spocétena z odezvy CCD (x) na zakladé nasledujiciho polynomu

(12):

y = —0,0192 + 1,624 - x — 3,597 - x%2 + 1,1356 - x3 12

V nasledujicich  kapitolach bude ddle pracovano smérnou vodivosti
analyzovanych pufrl vyjadienou v jednotkach [S/m], kterd byla ziskdana pomoci

kalibracni zavislosti (12).
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5.1.2 Stanoveni relativnich vodivostnich zmén BGE

Jelikoz experimentalni ovéreni jednotlivych pufrd bylo méfeno v sekvenénim
usporadani, byly jednotlivé pufry s pozménénym elektrolytem ponechdny v klidu po
dobu 5-10 hodin. Diky tomu byla zajisténa homogenizace obsahu vialek pomoci difuze.
Nasledné byly zméreny mérné vodivosti vsech elektrolyzou pozménénych BGE. Vysledky
méreni jsou uvedené v Tabulce 5 a Tabulce 6 pro velké, resp. malé, vialky véetné
pramérnych hodnot spolecné se smérodatnou odchylkou méreni. Slozeni jednotlivych
pufri vychazi z nasledujiciho rozpisu: Form/Am, 20/8,3 predstavuje pufr sloZzeny
z kyseliny mravenci o koncentraci 20 mM a amoniaku o koncentraci 8,3 mM; Ac/Li,
20/8,9 predstavuje pufr sloZzeny z kyseliny octové o koncentraci 20 mM a hydroxidu
lithného o koncentraci 8,9 mM; Form/Li, 20/9,3 predstavuje pufr sloZeny z kyseliny
mravenci o koncentraci 20 mM a hydroxidu lithného o koncentraci 9,3 mM a Am/Form,
20/10 predstavuje pufr sloZeny z amoniaku o koncentraci 20 mM a kyseliny mravenci o

koncentraci 10 mM.

Tabulka 5, Mérné vodivosti elektrolyzou pozménénych BGE po 1 hodiné, velké vialky (V = 500 pl)

Pufr 1 Pufr 2 Pufr 3 Pufr 4
Slozeni Form/Am, 20/8,3 Ac/Li, 20/8,9 Form/Li, 20/9,3 Am/Form, 20/10
K [S/m]
Anoda katoda anoda katoda anoda katoda Anoda  Katoda

Sadal | 0,1132 10,1226 | 0,06668 0,07115 | 0,08960 0,09210 | 0,1543 0,1482
Sada2 | 0,1145 0,1225 | 0,06676 0,07041 | 0,08895 0,09245 | 0,1543 0,1475
Sada3 | 0,1149 10,1232 | 0,06732 0,06988 | 0,08902 0,09203 | 0,1535 0,1468
Sada4 | 0,1149 0,1231 | 0,06701 0,07062 | 0,08899 0,09167 | 0,1524 0,1470
Sada5 | 0,1149 0,1228 | 0,06716 0,07054 | 0,08888 0,09198 | 0,1512 0,1496

Prdmér | 0,1145  0,1228 0,06699 0,07052 0,08909 0,09205 0,1531 0,1478
+0,0007 £0,0003| +£0,00024 +0,00041| £0,00026 +0,00025| +0,0012 =+0,0010
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Tabulka 6, Mérné vodivosti elektrolyzou pozménénych BGE po 1 hodiné, malé vialky (V = 100 pl)

Pufr 1 Pufr 2 Pufr 3 Pufr 4
Slozeni  Form/Am, 20/8,3 Ac/Li, 20/8,9 Form/Li, 20/9,3 Am/Form, 20/10

K [S/m]

anoda katoda anoda katoda anoda katoda  Anoda Katoda

Sada 1 0,1041 0,1462 0,06207 0,07754 0,07999 0,09732 0,1668 0,1429
Sada 2 0,1021 0,1448 0,06499 0,08141 0,08012 0,09707 0,1561 0,1315
Sada 3 0,1000 0,1396 0,06061 0,07819 0,08398 0,09959 0,1640 0,1380
Sada 4 0,1012 0,1438 0,05954 0,07793 0,08423 0,09921 0,1654 0,1412

Sada5 | 0,0938 0,1396 0,06021  0,07819 | * * 0,1655 0,1347

Primér | 0,1002 0,1428 0,06148 0,07865 0,08208 0,09830 0,1636 0,1377

+0,0035 +0,0027 +0,00194 +0,00140 | +0,00203 +0,00110 | +0,0038 +0,0042

*Nameérené hodnoty v pdté sadé byly vyznamné odchyleny od zbylych, proto byly vylouceny.

Namérené hodnoty mérnych vodivosti v Tabulce 5 a Tabulce 6 byly v rdmci péti,
resp. Ctyf, namérenych sad zprGmérovany a porovnany s referencemi, hodnotami
mérnych vodivosti nepozménénych zdkladnich elektrolytli pro jednotlivé pufry viz
Tabulka 7. Relativni zmény mérné vodivosti elektrolyzou pozménénych zakladnich
elektrolytli vyjadrené v procentech jsou dale uvedeny v Tabulce 8 jak pro pfipady

velkych (V =500 pl), tak pro pfipady malych (V =100 pl), vialek.

Tabulka 7, mérné vodivosti nepozménénych zakladnich elektrolytt slouzZicich jako referencni hodnoty

Slozeni K [S/m)], velké vialky K [S/m], malé vialky**
Pufr 1 Form/Am, 20/8,3 0,1192 0,1202
Pufr 2 Ac/Li, 20/8,9 0,06776 0,07038
Pufr 3 Form/Li, 20/9,3 0,09099 0,09061
Pufr 4 Am/Form, 20/10 0,1510 0,1510

**Mérné vodivosti zakladnich elektrolyti pro malé a velké vialky se v Fadé pripada lisi (Pufr 1-3), jelikoZ sady malych
vialek byly méreny v jiné dobé neZ sady velkych vialek a tedy i s nové pripravenymi roztoky.
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Tabulka 8, Pfehled relativnich vodivostnich zmén pro malé a velké vialky

Pufr 1 Pufr 2 Pufr 3 Pufr 4
SloZeni Form/Am, 20/8,3 Ac/Li, 20/8,9 Form/Li, 20/9,3 Am/Form, 20/10
Relativni vodivostni zména [%]
anoda katoda anoda katoda anoda Katoda anoda Katoda
velké vialky | —3,943 3,020 —1,136 4,073 —2,088 1,165 1,391 —2,119
V=500pul | £0587 +0252 | +0354 +0605 | +0,286 +0275 | £0,795 10,662
malé vialky | —16,64 18,80 —12,65 11,75 —9,414 8,487 8,344 —8,808
V=100pu | 291 +2,25 +276  +199 | +2240 +1214 | +2517 +2,781

5.2 Vysledky vodivostnich zmén dle teoretického modelu
5.2.1 Stanoveni elektroosmotického toku

Ackoliv elektroosmoticky tok nepfispiva ke koncentraénim zméndm, jelikoz sam o sobé
precerpava vsechny latky ve vsech formach stejnou rychlosti, je nutné jeho pfitomnost
brat do uvahy. V teoretickém odvozeni modelu pro koncentraéni a vodivostni zmény
byla brdna do Uvahy zména objemu zdsobnich vialek, na které se podili témér vyhradné
EOF. Znalost mobility EOF tedy umozZnuje spocéteni objemovych zmén a nasledné
dopocteni koncentracnich a vodivostnich zmén zakladniho elektrolytu podle rovnice

(11) prvni ¢asti kapitoly Vysledky.

Stanoveni hodnoty mobility EOF bylo provedeno za pomoci elektroneutralniho
markeru DMSO, ktery byl davkovan hydrodynamicky (150 mbar - s). Elektroneutrdlni
marker DMSO byl detekovdn pomoci DAD detektoru pfi vinové délce A = 210 nm. Dle
rovnice (3) byla spoctena rychlost migrace DMSO v axialni soufadnici kapilary a na
zakladé jeji znalosti mohla byt pfi zndmé hodnoté elektrické intenzity uvnitf kapilary

spoctena hodnota mobility EOF, jelikoz plati vztah (13):

Upmso = HEOF 13
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Vzorovy elektroferogram z méreni elektroosmotického toku pro Pufr 1 je
zobrazen na Grafu 2. Mobility elektroosmotického toku byly pro vSechny pripady

stanoveny experimentalné. Hodnoty mobility EOF jsou uvedeny v Tabulce 9:

Tabulka 9, experimentalné stanovené mobility EOF analyzovanych pufrt

pH Ugor [EV]

Pufr1 3,588 11
Pufr 2 4,621 15
Pufr3 3,669 13
Pufr 4 9,291 72

Graf 2, elektroferogram méreni EOF v pufru Form/Am, 20/8,3
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5.2.2 Vypocet koncentracnich zmén BGE

Vychozi koncentrace analyzovanych pufrli jsou uvedeny v Tabulce 1. Mérna vodivost
téchto elektrolyzou nepozménénych pufri byla uvazovana jako reference, ke které jsou
vztazeny vSechny elektrolyticky pozménéné BGE v ramci provedenych experimentd.
Zatimco v experimentdlnim modelu byla referen¢ni hodnota vodivosti daného pufru
stanovena instrumentalné za pomoci kalibrovaného bezkontaktniho vodivostniho
detektoru, v teoretickém modelu budeme uvaZovat mérnou vodivost vypoctenou na
zakladé pfislusnych koncentraci programem Simul 5. Takto spo¢tené hodnoty mérnych

vodivosti jsou uvedeny v Tabulce 10:

Tabulka 10, prehled mérnych vodivosti elektrolyzou nepozménénych BGE

Slozeni K [S/m]
Pufr 1 Form/Am, 20/8,3 0,1159
Pufr 2 Ac/Li, 20/8,9 0,07169
Pufr3 Form/Li, 20/9,3 0,09469
Pufr 4 Am/Form, 20/10 0,1286

Je zfejmé, Ze teoreticky spoctené hodnoty mérnych vodivosti se v pfipadé Pufrd
1-3 blizi experimentdlné stanovenym hodnotam (Tabulka 8). Rozdilné hodnoty mérné
vodivosti u Pufru 4 mohly byt zplsobeny mj. rozpusténym oxidem uhlicitym v redlném

roztoku alkalického pufru.

Elektrolyzou pozménéné zakladni elektrolyty byly stanoveny obdobnym
zpUsobem za vyuZiti programu Simul 5. Aby tak mohlo byt u¢inéno, bylo nutné nejprve
zjistit koncentrace elektrolytd v pufru po pribéhu hodinové elektrolyzy. Ty budou od
pGvodnich hodnot odchylené z divodu migrace aniont(, resp. kationtd, tvoricich BGE

k prislusnym elektrodam.
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Koncentrace elektrolytll po hodinovém priabéhu elektrolyzy byly spocteny na
zdkladé rovnice (10) a rovnice (11). Nejprve bylo nutné vysetfit objemové zmény
zplUsobené primdarné pritomnosti EOF podle rovnice (11), diky ¢emuZ bylo mozné
stanovit konecny objem anody, resp. katody, pro vSechny analyzované pufry v zavislosti
na mobilité EOF viz Tabulka 9. Spocteny objem vialky v ¢ase t, V;, bylo ndsledné mozné
dosadit do rovnice (10), pomoci které bylo mozZné postupné vypocitat vSechny
koncentrace elektrolytl tvoficich BGE v ¢ase t. SloZeni Pufrd 1-4 po hodinovém priabéhu
elektrolyzy na kapildrni elektroforéze je zobrazeno pro velké vialky v Tabulce 11 a pro

malé vialky v Tabulce 12:

Tabulka 11, SloZeni BGE ve velkych vialkach na pocatku a po jedné hodiné prabéhu elektrolyzy

Co [m01 m_3] Ctanoda [m01 m_3] Ctkatoda [mOI m—3]

amoniak 8,300 7,944 8,651
Pufr 1

kys. mravenci 20,00 20,27 19,73

lithium 8,900 8,705 9,091
Pufr 2

kys. octova 20,00 20,21 19,80

lithium 9,300 9,097 9,500
Pufr 3

kys. mravenci 20,00 20,30 19,71

amoniak 20,00 19,56 20,41
Pufr 4

kys. mravenci 10,00 10,32 9,706
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Tabulka 12, SloZeni BGE v malych vialkach na pocatku a po jedné hodiné pribéhu elektrolyzy

Co [mOI m_3] Ctanoda [mOI m—3] Ctkatoda [mOI m_s]

amoniak 8,300 6,473 10,01
Pufr 1

kys. mravenci 20,00 21,39 18,70

lithium 8,900 7,891 9,823
Pufr 2

kys. octova 20,00 21,07 19,02

lithium 9,300 8,255 10,27
Pufr 3

kys. mravenci 20,00 21,54 18,57

amoniak 20,00 17,31 21,75
Pufr 4

kys. mravenci 10,00 11,94 8,736

5.2.3 Vypocet mérné vodivosti a vodivostnich zmén

Pro vypocet mérné vodivosti bylo vyuZito udajli uvedenych v Tabulce 11 a Tabulce 12,
které popisuji findlni koncentrace elektrolytli tvoricich BGE v prislusnych vialkach. Na
zakladé téchto pozménénych koncentraci byla pro jednotlivé pufry spoctena mérna
vodivost pomoci softwaru Simul 5. Vysledky stanoveni mérnych vodivosti pro pivodni a
elektrolyzou pozménéné pufry jsou uvedeny v Tabulce 13 pro vypolty mérnych
vodivosti ve velkych vialkach a v Tabulce 14 pro vypocty mérnych vodivosti v malych

vialkach:
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Tabulka 13, Pfehled mérnych vodivosti plvodnich a elektrolyzou pozménénych BGE, velké vialky

Velké vialky (V =500 ul)

Pufr 1 Pufr 2 Pufr 3 Pufr 4
Slozeni Form/Am, 20/8,3 Ac/Li, 20/8,9 Form/Li, 20/9,3 Am/Form, 20/10
K [S/m]

anoda katoda anoda katoda anoda katoda Anoda katoda

Elektrolyticky

pozménéné 0,1123  0,1196 | 0,07019 0,07317 | 0,09333 0,09605 | 0,1327 0,1249
BGE

Plvodni BGE 0,1159 0,07169 0,09469 0,1286

Tabulka 14, Pfehled mérnych vodivosti pivodnich a elektrolyzou pozménénych BGE, malé vialky

Malé vialky (V = 100 pl)

Pufr 1 Pufr 2 Pufr 3 Pufr 4
Slozeni Form/Am, 20/8,3 Ac/Li, 20/8,9 Form/Li, 20/9,3  Am/Form, 20/10

K [S/m]

anoda katoda anoda katoda anoda Katoda Anoda Katoda

Elektrolyticky
pozménéné 0,09814 0,1343 0,06395 0,07883 | 0,08795 0,1014 | 0,1532 0,1127
BGE

Plvodni BGE 0,1159 0,07169 0,09469 0,1286
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Je zfejmé, Ze vSechny spoctené mérné vodivosti se odchyluji od vychozi mérné
vodivosti elektrolyzou nepozménéného BGE. V kazdém z analyzovanych pufrd se mérna
vodivost sniZuje, resp. zvySuje, v zavislosti na polarité elektrody, kterd je do
analyzovaného zakladniho elektrolytu vnorena. Diky tomu Ize podobné jako v kapitole
5.1, Tabulka 8, stanovit relativni vodivostni zmény elektrolyzou pozménénych BGE.

Relativni vodivostni zmény pro velké a malé vialky jsou uvedeny v Tabulce 15:

Tabulka 15, Relativni vodivostni zmény elektrolyzou pozménénych BGE, malé a velké vialky

Pufr 1 Pufr 2 Pufr 3 Pufr 4
Slozeni Form/Am, 20/8,3 Ac/Li, 20/8,9 Form/Li, 20/9,3 Am/Form, 20/10

Relativni vodivostni zména [%]

anoda katoda anoda katoda anoda katoda anoda katoda
velké vialky

—3,106 3,192 —2,092 2,064 —1,436 1,436 3,188 —2,877
V =500 pl
malé vialky

—15,32 15,88 —10,80 9,960 —-7,118 7,086 19,23 —12,36
V =100 pl

5.2.4 Zména pH zakladnich elektrolytl

S ménicim se sloZzenim zakladnich elektrolytli dochazi téz ke zménam pH pfislusnych
roztokd. Pri separaénim méreni na kapildrni zénové elektroforéze je zadouci, aby pH
v separacni kapilare bylo konstantni po celou dobu méreni, a to predevsim u analytd,

jejichz vlastni elektroforetickad mobilita zavisi na prfitomném pH.

Zmény pH vychazejici z koncentraénich zmén BGE byly studovadny v ramci
teoretického modelu prezentovaném v kapitole 5.1. Hodnoty pH po hodinovém
pribéhu elektrolyzy byly stanoveny na zakladé koncentraci uvedenych v Tabulce 11 a
Tabulce 12 pomoci programu PeakMaster 5.3 vyuzZivajictho G-funkci pro presné

stanoveni pH roztokd tvorenych elektrolyty. Vysledné hodnoty pH pro elektrolyzou
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pozménéné malé a velké vialky véetné hodnot pH puvodnich BGE jsou uvedeny

v Tabulce 16:

Tabulka 16, Hodnoty pH elektrolyzou pozménénych a pavodnich roztokd BGE, malé a velké vialky

Pufr 1 Pufr 2 Pufr 3 Pufr 4

SloZeni Form/Am, 20/8,3 Ac/Li, 20/8,9 Form/Li, 20/9,3 Am/Form, 20/10
pH
anoda katoda anoda katoda anoda  katoda anoda  katoda

velké vialky | 3,549 3,627 4,596 4,645 3,641 3,697 9,244 9,333
malé vialky | 3,394 3,787 4,497 4,743 3,532 3,816 8,948 9,461
plvodni

3,588 4,621 3,669 9,291
vialky

37



5.3 Porovnani teoretického modelu s experimentem a diskuze

Na zakladé provedenych experimentl je zfejmé, Ze roztok zadkladniho elektrolytu se
v prlibéhu separacniho méreni na kapildrni zénové elektroforéze méni a dochazi k jeho
postupné degradaci. Mechanismus degradace je zaloZen predevSim na vlastni
elektromigraciiontl tvoficich BGE, ktera ma za nasledek koncentraéni zmény elektrolytu
v zasobnich vialkdch vedouci ke zménam mérnych vodivosti takto pozménénych
roztokd. Elektrolyzou degradované zakladni elektrolyty mohou ovlivnit presnost a
reprodukovatelnost separacnich stanoveni, jelikoZz rozsah degradace s ¢asem roste, a
tedy i analyty stanovené v jiz pouzitém BGE mohou vykazat odliSny migracni ¢as oproti
analytim separovanym v Cerstvé pfipraveném BGE. Koncentracni zmény zakladniho
elektrolytu zdrovent vedou ke zméné pH, nasledkem ¢ehoZz samotné analyty, jejichz
elektroforetickd mobilita zavisi na hodnoté pH, mohou vykazovat odliSnou pohyblivost
v nékolikrat pouzitych zakladnich elektrolytech oproti ¢erstvé pfipravenym. Komplikace
s Casem se ménici hodnotou pH nabyva na dUlezZitosti predevsim u pufrQ s nizkou
pufracni kapacitou, kde i malé zmény v koncentracich elektrolytd vedou k vyznamnym
zméndm hodnoty pH. Naproti tomu zakladni elektrolyty tvorené dobre pufrujicimi
roztoky, jejichz pH je rovné pKa ¢i v okoli pKa pufrujici slozky jsou vici koncentra¢nim

zméndam odolnéjsi, coz bylo ukazano v kapitole 5.3.

Analyzované roztoky zakladnich elektrolytl v této praci byly pripraveny tak, aby
hodnota jejich pH byla v okoli jejich pKa. | pfes to byly pozorovany zmény v rozsahu
0,024-0,047 jednotky pH v ptipadé velkych vialek a 0,122-0,343 v pfipadé malych vialek.
Bylo ukdzdno, Ze i zmény v rozsahu 0,03 jednotky pH mohou sniZovat presnost a
reprodukovatelnost separacnich experimentl na kapilarni elektroforéze [21]. Pro
vétSinu analyzovanych roztokd je tedy hodinovy pribéh méreni pfi konfiguraci CZE

dostacujici k prilis rozsahlé degradaci BGE.

Byly studovéany relativni zmény mérné vodivosti u elektrolyzou pozménénych
BGE v pripadé malych a velkych vialek. Vysledky dle teoretického modelu byly
porovnany s experimentalné stanovenymi mérnymi vodivostmi pomoci kalibrovaného

CCD. Souhrnny prehled je k dispozici v Tabulce 17:
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Tabulka 17, porovnani relativnich vodivostnich zmén experimentalné namérenych hodnot proti teoretické predpovédi

Pufril Pufr 2 Pufr 3 Pufr 4
Slozeni Form/Am, 20/8,3 Ac/Li, 20/8,9 Form/Li, 20/9,3 Am/Form, 20/10
anoda katoda anoda katoda anoda katoda anoda katoda
Relativni vodivostni zména [%]
Experimentalni model
velké vialky
—3,943+ 0,587 3,020+ 0,252 | —1,136+ 0,354 4,073+ 0,605 | —2,088+ 0,286 1,165 + 0,275 1,391+ 0,795 —2,119 + 0,662
V =500 ul
malé vialky
—16,64 + 2,91 18,80 + 2,25 —12,65+ 2,76 11,75+ 1,99 | —9,414+ 2,240 8,487 + 1,214 | 8344+ 2517 —8,808 + 2,781
V=100pul
Teoreticky model
velké vialky
—3,106 3,192 —2,092 2,064 —1,436 1,436 3,188 —2,877
V=500ul
malé vialky
—15,32 15,88 —10,80 9,960 —7,118 7,086 19,23 —12,36
V=100 pul
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Na zakladé Tabulky 18 je patrné, Ze degradace zakladnich elektrolytd pri pouZiti
béZznych vialek o objemu 500 pl je v fadu jednotek procent a mizZe negativné ovlivnit
separac¢ni méreni na kapilarni zénové elektroforéze. Zaroven je patrné, Ze rozsah
degradace zavisi mimo instrumentdlni nastaveni téz na slozeni zakladniho elektrolytu:
slozky BGE svysokou elektroforetickou mobilitou maji vétsi tendenci k vytvoreni
rozsahlych koncentra¢nich zmén oproti slozkam s nizkou elektroforetickou mobilitou.
Nejrozsahlejsi vodivostni zmény byly pozorovany u pufrd tvofenych mobilnimi
elektrolyty (kyselina mravenci, amoniak), oproti tomu u pufrd tvofenych méné

pohyblivymi slozkami (kyselina octova, lithium) byly vodivostni zmény méné dramatické.

Degradace zakladnich elektrolytl pfitomnych ve vialkdch o objemu 100 pl byla
vyrazné rozsahlejsi, ve vétsiné pripadd priblizné pétinasobnda oproti velkym vialkam.
Pouziti malych vialek jako elektrodovych nadobek pro BGE je znaéné rizikovéjsi, je treba
volit pufry sloZzené z méné mobilnich slozek a ménit nadobky s BGE mnohem ¢astéji pro

udrZeni konstantnich separacnich podminek.

Teoreticky model pro vypocet koncentracnich a vodivostnich zmén
elektrolyt(i poskytuje velmi dobrou shodu s experimentalnim ovéfenim, predevsim
v pfipadé kyselych pufri. Vétsi odchylky od teoretického modelu v pfipadé analyzy
alkalického pufru (Pufr 4, pH = 9,291) mohly byt zplUsobeny rozpoustéjicim se oxidem
uhli¢itym v bazickém prostredi, ktery ovliviiuje mérnou vodivost ptipraveného roztoku

a ke kterému v pripadé prostredi o hodnoté pH 3-5 prakticky nedochazi.
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6 Zavéer

V dvodni casti této prace byly popsany zdkladni principy a vyhody vyuziti kapilarni
zénové elektroforézy jakozto separacni instrumentalni metody. Byl kladen dliraz na
popis a charakterizaci rusivych vedlejSich jevl, které pribéh separacniho méreni
doprovazi, predevsim poté na pritomnost a vliv elektrolyzy jakoZto nedilné soucasti
instrumentalniho usporadani CZE. Byl popsan mechanismus degradace zakladniho
elektrolytu spocivajici v koncentracnich zménach vedoucich mj. ke zménam mérné

vodivosti BGE.

V dalsi kapitole byly odvozeny vztahy tvofici teoreticky model FeSici rozsah

degradace zakladniho elektrolytu spocivajici:

(i) ve zméné koncentraci elektrolytll tvoficich BGE pfi pribéhu CZE
v dUsledku jejich migrace k prislusnym elektrodam

(ii) ve zméné mérné vodivosti vychazejici z koncentracnich zmén BGE
v pfislusnych vialkach

(iii) ve zméné pH vychazejici z koncentracnich zmén BGE pfislusnych

zakladnich elektrolyt(
Tento odvozeny teoreticky model nebyl dosud publikovan v odborné literature.

V kapitole 5, Vysledky a diskuze, byly vypocteny koncentracni zmény BGE na
zakladé teoretického modelu, pomoci kterych byly stanoveny zmény v mérné vodivosti
a zmény pH elektrolyzou pozménénych zdakladnich elektrolytl. Vypoctené hodnoty
mérné vodivosti byly porovnany s experimentdlné ziskanymi daty, které byly obdrzeny
pomoci kalibrovaného CCD detektoru. Bylo konstatovano, Ze rozsah vodivostnich zmén
po hodinovém priibéhu elektrolyzy pfi konfiguraci CZE za poutziti napéti 20 kV je dost
vysoky na to, aby ovlivnil presnost a reprodukovatelnost separaéniho méfeni. Zaroven
bylo zjisténo, Ze velikost vodivostnich zmén zavisi na objemu pouzitych vialek se
zakladnim elektrolytem. Elektrolyzou vyvolané zmény v mérné vodivosti zdkladnich

elektrolytl byly blizké teoreticky predpovézenym hodnotdm a potvrzuji tak nas
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teoreticky model. Bylo pozorovano, Zze zmény v hodnotach pH zakladnich elektrolytd

mohou zpusobit snizeni presnosti a reprodukovatelnosti separacnich méreni.

V ramci této bakaldrské prace byly splnény vSechny pfedem stanovené cile.
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