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Abstrakt

Kapildrni zénova elektroforéza (CZE) je Siroce pouzivana analytickd metoda.
Vyhodou CZE je, ze je velmi dobfe popséna teoreticky a existuje n¢kolik simula¢nich
programtll, na jejichz zdkladé je mozno predvidat vysledky elektroforetické separace,
pfipadné detailné studovat déje, které elektroforetickou separaci doprovazeji. CZE ale neni
jen ucinnou analytickou metodou, ale ¢asto se vyuZziva i k urovani fyzikalné-chemickych
parametrt latek, jako jsou komplexacni konstanty a elektroforetické mobility komplexnich
sloucenin. Mezi metody nejCastéji pouzivané k uréeni komplexacnich parametri patii
metoda afinitni kapilarni elektroforézy (ACE). Jeji alternativou je pak vakantni afinitni
kapilarni elektroforéza (VACE). Zatimco u metody ACE je konstanta stability stanovena
na zadkladé vyhodnoceni zdvislosti efektivni pohyblivosti analytu na slozeni zakladniho
elektrolytu (BGE), v ptipad¢ metody VACE jsou k tomuto ucelu vyuzity systémové piky.

Cilem této prace bylo posoudit spravnost vyuziti systémovych pikli v rdmci metody
VACE ke stanoveni konstanty stability a porovnat rtizné ptistupy jak spravné interpretovat
zakoncentrovavani komplexacniho ¢inidla v oblastech pikd, a to jak pro metodu VACE,
tak pro komplementarni metodu ACE. Pro studium byly vybrany dva typy systémid.
V prvnim systému byl jako komplexaéni ¢inidlo pouzit nenabity cyklodextrin a jako analyt
R-flurbiprofen, ktery byl pfi zvoleném pH BGE zcela disociovan na jednomocné anionty.
V druhém systému byl analytem neutrdlni S,S-hydrobenzoin a komplexacni ¢inidlo tvofil
cyklodextrin PA-B-CD, ktery byl pii zvoleném pH BGE zcela disociovan na jednomocné
kationty.

Nejprve byly metodami ACE a VACE zméfeny efektivni pohyblivosti analytu
v jednotlivych systémech pro rizné koncentrace komplexa¢niho c¢inidla a stanoveny
konstanty stability. Nasledné¢ byly provedené experimenty nasimulovany v programu
Simul 5 Complex, ktery byl vytvofen vnaSi laboratofi. Porovnanim simulaci a
experimentu byla posouzena spravnost stanovenych konstant stability. Bylo zjisténo, Ze
ACE metoda dava spravnou hodnotu konstanty stability pro vSechny studované systémy.
Metoda VACE se naopak ukazala pro vétSinu studovanych systémii jako nepouzitelna.

Pticinou selhdni VACE metody je skutecnost, ze zavislost pohyblivosti systémovych
pikli na koncentraci jednotlivych slozek BGE je podstatné slozit&jsi nez ta, ktera se bézné
pouziva. Presny teoreticky popis této zavislosti je komplikovany a bude pfedmétem dalsiho
studia.

Klicova slova: afinitni kapilarni elektroforéza (ACE), vakantni afinitni kapilarni
elektroforéza (VACE), konstanta stability, systémovy pik, Simul 5 Complex



Abstract

Capillary zone electrophoresis (CZE) is a widely used analytical method. CZE is
described theoretically very well and there are many simulation programs, which enable
one to predict results of electrophoretic separations, and alternatively to study phenomena
taking place during the electrophoretic separation in detail. The CZE method is not only an
analytical method, but is often used for determination of many physical parameters of
compounds, such as stability constants or complex mobilities. Among methods most often
used for determination of complexation parameters belongs the affinity capillary
electrophoresis (ACE). Its alternative is the vacancy affinity capillary electrophoresis
(VACE). Whereas by the ACE method the stability constant is determined from the
dependence of the analyte effiective electrophoretic mobility on the background electrolyte
(BGE) composition, in the case of the VACE system peaks are used for this purpose.

In this work the legitimacy of using system peaks in the VACE method for
determination of stability constants was investigated. Several approaches dealing with the
concentrating of complexing agent in the peak area were compared, both for the ACE and
the VACE method. Two different kinds of electrophoretic systems were studied. In the
first one, neutral cyclodextrin was used as the complexing agent and R-flurbiprofen as the
analyte. In the second system, neutral S,S-hydrobenzoin was used as the analyte and at the
given pH completely dissociated cyclodextrin PA-B-CD as the complexing agent.

First, analyte effective electrophoretic mobilities in systems with different
complexation agent concentrations were measured by both methods the ACE and the
VACE and stability constants were determined. Then all wet experiments were simulated
using the program Simul 5 Complex, which was created in our laboratory. By the
comparison of simulations and wet experiments the accuracy of the determined stability
constants was assessed. It was concluded that the ACE method provides accurate value of
the stability constant in the case of all systems under consideration. On the other hand, the
VACE method seems to be unusable for accurate determination of the stability constant in
most systems.

The reason for this failure of the VACE method is the fact that the dependence of
system peak mobilities on the BGE composition is substantially more complicated than the
usually expected one. A precise theoretical description of this dependence is complicated,
has not yet been found and will be the subject of next study.

Keywords: affinity capillary electrophoresis (ACE), vacancy affinity capillary
electrophoresis (VACE), stability constant, system peak, Simul 5 Complex
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A
AC
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N-(2-hydroxy-1,1-bis(hydroxymethyl)ethyl)glycin

2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol
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1 Uvodacil prace

Studiu interakci mezi biomolekulami je v soucasné dobé€ vénovana velka pozornost,
nebot’ znalost téchto interakci je velmi potiebnd v biochemickém a farmaceutickém
vyzkumu, zejména v oblasti chiralnich separaci a vyvoji novych lé¢iv. Rovnovédhu mezi
analytem a komplexa¢nim ¢inidlem charakterizuje konstanta stability.

Existuje tfada metod na stanoveni konstanty stability, napiiklad UV-Vis
spektrometrie, kalorimetrie, potenciometrie, chromatografické techniky, NMR a tada
metod zalozenych na kapilarni elektroforéze, mezi néZ patii také vakantni afinitni
kapilarni elektroforéza (VACE). Metoda VACE byla navrzena zejména proto, Ze jeji
experimentalni uspofadani umozinuje zesileni signdlu pozadi a navic je pouzitelna i pro
stanoveni poctu vazebnych mist. Byla napsdna ftada piehledovych ¢lanka
porovnavajicich vyhody a nevyhody jednotlivych elektroforetickych metod. Dosud se
vSak zadna prace podrobné nezabyvala spravnosti postupu vyhodnocovani systémovych
pikti v rdmci metody VACE.

Pii vyzkumu zédkladnich aspekti kapilarni elektroforézy se stale Cast&ji uplatiiuji
pocitatové simulace a vypocty. Umoziuji jednak snadné ovéfeni experimentdlnich
vysledkd, ale také pochopeni jevll spojenych s elektroforetickou separaci, a tak mohou
pfedpovidat jejich chovani. V neddvné dob& byl predstaven kompletni model
elektromigrace pro systémy s komplexujicimi slozkami, ktery umoznil zna¢ny pokrok
v pochopeni vzniku a chovani systémovych piki a rovnéz naznacil mozné nedostatky
metody VACE.

Cilem této prace bylo posoudit spravnost vyuziti systémovych pikl v kapilarni
elektroforéze v ramci metody VACE ke stanoveni konstanty stability a porovnat rizné
ptistupy jak spravné uvazit zakoncentrovavani komplexaéniho ¢inidla v oblastech pik,
a to jak pro metodu VACE, tak pro komplementarni metodu ACE vyuzivajici misto

systémovych pikti piky analytu.

13



2 Teoreticka cast

2.1 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni zénova elektroforéza (CZE) je separa¢ni metoda vyuzivajici elektroforetické
migrace iontl v elektrickém poli. CZE nalezla uplatnéni v mnoha oblastech, naptiklad ve
vyzkumu vlastnosti proteinti [ 1], separaci anorganickych iontli [2] nebo chirdlnich separaci
[3]. Elektroforeticka separace se provadi v kifemennych kapilarach o vnéj$im priméru
375 pm, vnitinim priméru 25-100 pm a délce obvykle 30-100 cm. Hlavni vyhodou
kapilarnich elektromigra¢nich metod je nizka spotfeba vzorku pfi analyze, velka ucinnost
separace a kratkd doba analyzy. Pro intenzitu elektrického pole v separacni kapilate plati

vztah

U

Ltot

E (1
kde U je vlozené napéti a Ly, je celkovd délka kapilary. lonty i-t€ho typu se
v homogennim poli o elektrické intenzité E pohybuji konstantni elektroforetickou rychlosti

v;, kterd je pfimo imérna intenzité E.
v; = sgn(z;) wE (2)

Konstanta imérnosti y; se nazyva aktualni elektroforeticka pohyblivost i-tého iontu', z; je
nabojové Cislo pfislusného iontu. Aktudlni elektroforetickd pohyblivost iontu neni
absolutni konstantou, ale zavisi na teploté, viskozité, iontové sile a pH zdkladniho
elektrolytu (BGE). Tabelovanou fyzikalni konstantou je pouze limitni elektroforeticka
pohyblivost iontu ve vodé u?, coz je elektroforeticka pohyblivost iontu v nekonedné
zfedéném vodném roztoku pfi teploté 25°C. Pokud nékterd slozka existuje v roztoku ve
vice formach, mezi kterymi se ustavuje rychld dynamickéd rovnovaha, je elektroforeticka
pohyblivost této slozky popsana jeji efektivni elektroforetickou pohyblivosti

c
Zf?it sgn(zp) s 3)

Uetr =
Zeff

!V této diplomové praci je pouzivana konvence, v niz jsou elektroforetické pohyblivosti viech iontd kladna
Cisla. Kationty a anionty jsou rozliseny hodnotou sgn(z,), kde z; je nabojové ¢islo pfislu$ného iontu.

14



kde ¢ je celkova koncentrace dané slozky, c; jsou koncentrace jeji f~té formy,
elektroforeticka pohyblivost této formy a z jeji nabojové &islo. Cislo z. je definovano
vztahem Z. = sgn (Zfi sgn(z) ,uf).

Kromé migrace iontii v elektrickém poli vyuziva kapilarni elektroforéza jest¢ dalsi
transportni jev, a to elektroosmoticky tok (EOF). Elektroosmoticky tok je tok zékladniho
elektrolytu jako celku kapilarou, ktery v neupravené kiemenné kapiladfe méa smér od anody
ke katodé. Pfi kontaktu vnitintho povrchu kiemenné kapilary s vodnym roztokem
zakladniho elektrolytu dochazi k hydrolyze siloxanovych skupin na skupiny silanolové,
které nasledné disociuji. U vnitintho povrchu kapilary se tedy vytvaii elektricka
dvojvrstva. Elektroosmoticky tok vznika v disledku pisobeni elektrického pole na difizni
¢ast této dvojvrstvy. Rychlostni profil kapaliny v kapilafe zpiisobeny elektroosmotickym
tokem je plochy a nepfispivd tedy krozmyvani separovanych zén. Pro rychlost
elektroosmotického toku vggp plati vztah

eEq

4 4)

Vgor =

kde € je permitivita roztoku, 1 je viskozita roztoku a { je elektrokineticky potencial
charakterizujici elektrickou dvojvrstvu pfi vnitfnim povrchu kapilary. Pohyblivost

elektroosmotického toku je definovéana jako
=— 5
HEoF E (5)

Velicina uggr zavisi na pH a iontové sile zakladniho elektrolytu.

V disledku existence elektroosmotického toku neni efektivni elektroforeticka
pohyblivost (3) dané slozky roztoku ta, kterd je ve skute¢nosti pozorovana. Pohyblivost
vztahujici se ke skutecné rychlosti pohybu dané slozky v kapiléfe se nazyva zdanlivé a je

souctem efektivni pohyblivosti zvolené slozky a pohyblivosti elektroosmotického toku

Zeff Hetf + UEOF
SEN(Zegr Hefr + UEOF)

Uzqg = (6)
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2.2 Systémové piky a linearni model elektromigrace

Pti elektroforéze se uplatiiuji zejména tyto Ctyfi fyzikalni zdkony: Ohmiv zékon,
chemicka rovnovaha, podminka elektroneutrality a zdkon zachovdni hmoty v podobé
rovnic kontinuity. Rovnice kontinuity piedstavuji soustavu parcidlnich diferencialnich
rovnic, kterou neni mozné vyiesit analyticky. Stédry a kol. pfedstavili v pracich [4,5,6]
linedrni model elektromigrace. Tento model vychdzi ze zlinearizované soustavy rovnic
kontinuity zapsané v maticové podob¢, kterd je feSena metodou nalezeni vlastnich ¢isel a
vlastnich vektorti pfisluSné matice. Linearni model elektromigrace ptedpovida, ze
v systému tvofeném N sloZzkami vznikne N elektromigracnich zén. Kazdému analytu
odpovida jedna elektromigra¢ni zdéna, jejiz pohyblivost je rovna pohyblivosti daného
analytu. Zbylé zony nesou oznaceni ,,systémové”, nebot’ jsou neoddélitelnou vlastnosti
systému jako celku, a nikoli jen nékteré jeho slozky. Linearni model elektromigrace je
schopen vysvétlit pivod téchto zon. V rdmcei téhoz modelu bylo déale odvozeno, Ze
elektroforeticka pohyblivost systémové zony je funkci nabojovych ¢isel, elektroforetickych
pohyblivosti a koncentraci slozek zakladniho elektrolytu a nezavisi na vlastnostech
analytl. Z definice systémovych zon je ziejmé, ze tyto zony jsou detekovany pouze tehdy,
je-li detektor citlivy na nékterou slozku zakladniho elektrolytu. Dalsi vlastnosti
systémovych zon jsou podrobné popsany v [7,8]. Systémové zony jsou vétSinou vnimany
jako rusivy jev. Moznost jejich vyuziti v kapilarni elektroforéze byla poprvé navrzena
v ¢lancich [9,10].

Na linearnim modelu elektromigrace je zaloZen program PeakMaster, ktery byl
vyvinuty v nasi laboratofi [11]. PeakMaster umoziiuje rychly vypocet elektroforetickych
pohyblivosti jednotlivych zén, mnohych fyzikdlnich parametri BGE, jako je pH,
specifickd vodivost, iontovd sila nebo pufracni kapacita, a né€kterych velicin
charakterizujicich zony analytl, naptiklad relativni smérnici rychlosti nebo molarni odezvu
vodivostni detekce. Nové€jsi verze PeakMasteru [12,13] v sobé zahrnuje 1 popis nékterych
nelinedrnich efekti a dovoluje zobrazeni tvaru systémovych piki na vysledném
elektroferogramu. Posledni verze PeakMasteru [14,15] umoziuje téz studium systémd,
v nichZ se uplatituje komplexacni rovnovéha, zatim vSak pouze takovych systémt, jejichz
BGE je tvofené dvéma slozkami, komplexacni Cinidlo je neutralni a analyt je v daném

BGE zcela disociovany.
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2.3 Metody stanoveni konstant stability pomoci CE

Nekovalentni interakce mezi molekulami jsou v ptirod¢ velmi €asté. Znalost konstant
stability nekovalentné vazanych komplexti je dilezitd zejména v oblasti vyvoje novych
1é¢iv, chirdlnich separaci nebo v biochemii. Komplexa¢ni rovnovéha S+ C = SC je
charakterizovana termodynamickou konstantou stability K

asc
K =—>
asac

(7)

kde asg, ac, resp. asc je aktivita volného substratu, aktivita volného komplexaéniho ¢inidla,
resp. aktivita komplexu substratu a komplexa¢niho &inidla. Castokrat se vsak misto
termodynamické konstanty stability uréuje zdanlivd konstanta stability K, v niz jsou
aktivity nahrazeny rovnovaznymi koncentracemi

K = 8¢ (8)

[S][C]
a ktera tudiz zavisi na iontové sile.

V soucasné dobé je znamo Sest metod vyuzivajicich kapilarni elektroforézu ke
stanoveni konstanty stability: afinitni kapilarni elektroforéza (ACE), vakantni afinitni
kapilarni elektroforéza (VACE), Hummel-Dreyerova metoda (HD), metoda vakantnich
pikit (VP), frontdlni analyza (FA) a kontinudlni frontalni analyza v kapilarni elektroforéze
(FACCE). Jejich historicky vyvoj muze byt nalezen v nékolika piehledovych ¢lancich
[16,17,18]. Souhrnny piehled téchto metod véetné jejich vyhod a nevyhod je uveden
v ¢lancich Bushe a kol. [19,20]. Zékladni odliSnosti v jejich experimentalnim uspotfadani a
v principu stanoveni komplexacni konstanty jsou shrnuty v tab. 1. VSechny uvedené
metody jsou zaloZeny na spolecném principu. Vzdy je provedena série experimentll, pfi
nichz se méni koncentrace jedné ze slozek vstupujicich do studované komplexaéni
rovnovahy, zatimco koncentrace druhé slozky je ve vsech experimentech drzena
konstantni. V souladu s linedrnim modelem elektromigrace popsanym v oddilu 2.2 se
pridani substratu a komplexa¢niho c¢inidla do systému projevi vznikem dvou novych
elektromigracnich zo6n, které jsou pifi pouziti vhodného detektoru zaznamenany na

elektroferogramu jako dva nové piky. Kazda z uvedenych metod sleduje jisté parametry
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téchto novych zo6n a vyhodnocenim zavislosti téchto parametri na koncentraci substratu,

resp. komplexacniho ¢inidla v dané sérii experimentll je stanovena konstanta stability.

Tab. 1 Metody stanoveni konstanty stability zaloZené na kapilarni elektroforéze. Prevzato z [21].

zakladni o
metoda vzorek princip stanoveni K
elektrolyt
S pufr + C zména efektivni pohyblivosti S
ACE
C pufr + S zména efektivni pohyblivosti C
zména pohyblivosti vakantniho
VACE pufr pufr+S+ C
piku S nebo C
HD pufr + S pufr + C plocha negativniho systémového
pufr + C pufr + S piku
plocha negativniho
VP pufr pufr+S+ C
systémového piku
FA fr+S+C fr ka pl
ufr +S + u vyska plata
FACCE P P YA

Metody ACE, VACE, HD a VP ptedpokladaji, Ze separace probihd za stacionarnich
podminek, kdy volné formy obou interagujicich slozek jsou v kazdém okamziku
v rovnovaze s komplexem. Proto je pouzitelnost t€chto metod omezena na systémy, ve
kterych se komplexacni rovnovéha ustavuje za dobu mnohonéasobné kratsi nez je typicky

migracni Cas.

a) afinitni kapilarni elektroforéza (ACE)

Afinitni kapilarni elektroforéza je ze vSech metod stanoveni konstanty stability
zalozenych na kapilarni elektroforéze tou nejcastéji pouzivanou [22]. Zékladni elektrolyt je
tvofen pufrem, v némz je rozpusténo komplexacni c¢inidlo. Davkovany vzorek je tvofen
stejnym pufrem, vnémz je rozpusStén substrat. V kontextu tohoto experimentalniho
usporddani, kdy je substrat obsazen pouze v davkovaném vzorku, bude substrat dale

oznaCovan terminem analyt. Koncentrace davkovaného analytu je drzena konstantni,
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zatimco koncentrace komplexa¢niho cinidla v zdkladnim elektrolytu se méni. Na
elektroferogramu je pozitivni pik analytu a negativni systémovy pik komplexacniho
¢inidla. Pohyblivost tohoto systémového piku komplexaéniho Cinidla je nulova, pokud je
komplexaéni €inidlo nenabité. Metoda ACE sleduje pohyblivost piku analytu. Vychazi
pfitom z predpokladu, Ze pohyblivost tohoto piku je totoznd s efektivni pohyblivosti
analytu. Pohyblivost piku analytu lze vypocitat ze vztahu

Ldet

sgn(z,) 1
Haeff = +

tA,max teor

)

kde Lge je délka kapilary od mista davkovani k detektoru, ty .y je migracni ¢as maxima
piku analytu, z, je nabojové Cislo analytu a tpor je migra¢ni ¢as markeru EOF. Za
pfedpokladu, Ze analyt a komplexacni Cinidlo vytvari komplex ve stechiometrickém
poméru 1:1 a Ze charakteristickd doba potfebna na ustaveni komplexacni rovnovahy je

mnohem krat$i nezZ migra¢ni €as, plati pro efektivni pohyblivost analytu vztah

[AC] [A]

Haelt = Ta7 1 [AC] H4C + TA] + [ACTH (10)

kde upc je elektroforeticka pohyblivost komplexu, p, je elektroforeticka pohyblivost
volného analytu. Vyjadiime-li z rovnice (8) (pfi zaméné symboli S a A) pomér [AC]/[Al],

dostaneme po dosazeni do (10) nasledujici vztah

pia + pack [C]

= a 11
Rovnici (11) je mozné piepsat n€kolika zpisoby na linearizovany tvar [23]:
1 B 1 1 N 1 (12)

Hacr — Ha  (bac — K [C] * pac — pa

C C 1

Lc] = Lc] + ; (13)
Haeff — Mo Hac —Ha  (Hac — Ha)K
Haeff — Ha . .
E}[T = —K (taerr — a) + (ac — u)K (14)

Je-li analyt nenabity, je jeho elektroforetickd pohyblivost nulova a vztah (11) se zjednodusi

na tvar
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uack [C]

_ | 15

Zdanliva konstanta stability komplexu K a pohyblivosti ps. uac se ziskaji nelinedrni
regresi dle vztaht (11), resp. (15) nebo linearni regresi dle nekterého z linearnich vztahii
(12)-(14). Bylo zjisténo, Ze stanoveni konstanty stability nelinearni regresi poskytuje
nejspravngjsi a nejpresnejs$i hodnoty [23,24]. Koncentrace volného komplexacniho ¢inidla
[C] v misté piku se tradicné poklada rovna celkové koncentraci komplexaéniho ¢inidla
v BGE, coz vSak vnasi do méfeni ur¢itou chybu [19].

V principu je mozné zaménit v metodé ACE roli substratu a komplexa¢niho cinidla.
V tomto piipadé je davkovano komplexaéni ¢inidlo, zatimco substrat je rozpustén v BGE.
Jednim z rozhodujicich faktorii pro volbu jednoho ¢i druhého médu metody ACE je
pozadavek, aby elektroforetickd pohyblivost slozky pfitomné v davkovaném vzorku se co
nejvice liSila od pohyblivosti komplexu. Dal§im dalezitym faktorem je rozpustnost obou
interagujicich slozek v BGE. Nevyhodou metody ACE je, Ze neumoziiuje studium

komplexti o jiné stechiometrii nez 1:1.

b) Hummel-Dreyerova metoda (HD)

Experimentalni uspofadani metody HD je stejné jako uspotfadani metody ACE. Jedina
odliSnost obou metod spociva v tom, Ze v metodé HD je s vyuZitim kalibracni kiivky
pfepoctena plocha negativniho systémového piku na koncentraci vazané formy té
z interagujicich slozek, kterd je soucasti BGE. Dle Busche a kol. [25] plati pro koncentraci

volné formy komplexaéniho ¢inidla [C] nasledujici vztah

k .
Clou =101y, K1 6

Nyazb TK][C]

kde [S]io: je celkova koncentrace substratu, [C],. je celkova koncentrace komplexaéniho
Cinidla, k je pocet typlti vazebnych mist na substratu (ma-li substrat vice vazebnych mist),
nl . je podet vazebnych mist i-tého typu a K; jsou konstanty stability pro jednotlivé typy
vazebnych mist. Je-1i souc¢asti BGE komplexac¢ni ¢inidlo, je stanoveni konstanty stability
provedeno nelinearni regresni analyzou na zakladé vztahu (16). Koncentrace volné formy
komplexaéniho €inidla, kterd je potfebnd pfi regresni analyze, se obvykle poklada rovna

jeho celkové koncentraci v BGE.
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¢) vakantni afinitni kapilarni elektroforéza (VACE)

Metoda vakantni kapilarni elektroforézy byla poprvé popsana v praci Busche a kol.
[25]. Zékladni elektrolyt je tvofen pufrem, v némz je rozpusténo jak komplexacéni ¢inidlo,
tak analyt>. Vyhodou je moznost zesilit signal pozadi v detektoru volbou koncentrace obou
komplexujicich slozek v zdkladnim elektrolytu, a tim zlepsit citlivost detekce. Nevyhodou
metody je naopak velkd spotfeba analytu i komplexa¢niho Ccinidla. Jako vzorek je
davkovan pouze samotny pufr. Koncentrace jedné z komplexujicich sloZzek je v zdkladnim
elektrolytu drzena konstantni, zatimco koncentrace druhé se méni. Na elektroferogramu
v disledku ptitomnosti komplexacniho ¢inidla a analytu v zdkladnim elektrolytu vznikaji
dva negativni systémové piky. Elektroforetickd pohyblivost jednoho systémového piku lezi
mezi pohyblivosti volného analytu a pohyblivosti komplexu (tento pik dale oznacuji jako
pik ,,pfislusejici analytu) a pohyblivost druhého systémového piku lezi mezi pohyblivosti
volného komplexacniho ¢inidla a pohyblivosti komplexu (tento pik dale oznacuji jako pik
,prislusejici komplexacnimu ¢inidlu*). Podobné jako metoda ACE sleduje metoda VACE
pohyblivost jednoho ze systémovych pikli a konstanta stability je ziskana vyhodnocenim
zavislosti  pohyblivosti vybraného systémového piku na koncentraci volného
komplexaéniho ¢inidla v misté piku.

V ptipadé, Ze je sledovana pohyblivost systémového piku, ktery ptislusi analytu, je
vyhodnoceni metody VACE totozné s vyhodnocenim metody ACE. Pohyblivost tohoto
systémového piku je ztotoznéna s efektivni pohyblivosti analytu a jeji zavislost na
koncentraci volného komplexaéniho ¢inidla v misté piku je fitovana vztahem (11), je-li
analyt nabity, resp. (15), je-1i analyt nenabity.

Meéteni pohyblivosti druhého systémového piku, ktery prislusi komplexacnimu
¢inidlu, nabizi moznost studovat i systémy, ve kterych tvorba komplexu neprobihd ve
stechiometrickém poméru 1:1, ale na jednu molekulu analytu se véze vice molekul
komplexaéniho ¢inidla, a urcit kromé hodnoty konstanty stability také pocet vazebnych
mist analytu n,,,,. Pohyblivost systémového piku ptislusného komplexa¢nimu cinidlu se

v tomto pfipadé ztotoziuje s efektivni pohyblivosti komplexacniho ¢inidla, pro kterou plati

2 Zde by spravné mél byt pouzit termin substrat. Avsak pro zdiraznéni, Ze se jedna o tutéz latku, ktera je
v metodé¢ ACE oznacovana jako analyt, budou i v ptipadé¢ metody VACE inetragujici slozky ozna¢ovany
jako komplexacni ¢inidlo a analyt, nikoli komplexacni ¢inidlo a substrat.
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_ g )
MC,eff - [C] + [AC] Uac [C] + [AC] Uc (

Vztah (17) je mozné déle upravit na tvar

[C]

Uceft = Hac + 7 (Uc — Hac) (18)
[Clot

kde bylo pouzito oznaceni [Cli,; = [C] + [AC] pro celkovou koncentraci komplexa¢niho
¢inidla. Pokud bychom postupovali ptfesné, bylo by tieba za [C]i, dosadit aktualni
koncentraci komplexacniho C¢inidla v mist¢ piku, kterda mize byt v dasledku
zakoncentrovavani vyssi nezZ koncentrace v BGE. Tato koncentrace je ale experimentalné
nedostupna a je proto obvykle ztotoziiovdna s celkovou koncentraci komplexujiciho
¢inidla. Vztah (16) je mozné za ptedpokladu, Ze existuje pouze jeden typ vazebnych mist,

upravit na tvar

nvasz , [C]

[C]tOt = 1 + K'[c]

[Alor + [C] (19)

Vyjadiime-li ze vztahu (19) koncentraci volného komplexaéniho ¢inidla [C] a dosadime-1i
ji do (18), dostaneme kone¢ny tvar zavislosti pcer na [Cly. Hledané parametry této
zavislosti K, s, Hac @ Nyagp je mozné ziskat regresni analyzou. Hodnoty takto uréenych
parametrl jsou ovSem obvykle zatizeny jistou chybou, kterd je zplisobena ztotoZznénim

celkové koncentrace komplexacniho ¢inidla v misté piku s jeho koncentraci v BGE.

d) metoda vakantniho piku (VP)

Metoda VP ma stejné experimentdlni usporddani jako metoda VACE. Plocha
negativniho systémového piku ptislusného komplexa¢nimu cinidlu je na zaklad€ vnitini
kalibrace piepoétena na koncentraci volné formy komplexaéniho ¢inidla [C] v BGE.
Celkova koncentrace komplexa¢niho ¢inidla [Cl,, v BGE a celkova koncentrace substratu
[Sliot v BGE jsou znamy. Konstantu stability je proto mozné stanovit regresni analyzou

s vyuzitim vztahu (16).
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e) frontdlni analyza (FA), kontinudlni frontdalni analyza (FACCE)

Pfi metodé FA je separacni kapilara naplnéna pouze Cistym pufrem. Davkuje se velky
objem vzorku, ktery je tvofen substratem a komplexa¢nim ¢inidlem rozpusténymi v pufru.
Nutnou podminkou pouzitelnosti FA je, aby se elektroforetickd pohyblivost alespoil jedné
z interagujicich slozek liSila od pohyblivosti komplexu a pohyblivost druhé sloZzky byla
naopak pohyblivosti komplexu co nejblizsi. Je-li napiiklad pohyblivost komplexa¢niho
¢inidla vétsi nez pohyblivost komplexu a substratu, migruje v priabéhu elektroforézy volna
forma komplexacniho ¢inidla ven z davkované zony a vytvati “plato”. Pomoci kalibrace je
vyska plata ptfepoctena na koncentraci volné formy komplexaéniho ¢inidla v davkovaném
vzorku. Konstanta stability je stanovena regresni analyzou zavislosti koncentrace volné
formy komplexacniho ¢inidla na jeho celkové koncentraci v davkovaném vzorku dle
vztahu (16).

Metoda FA je pouzitelna jak pro systémy, v nichZ se rovnovaha ustavuje rychle, tak
pro systémy s pomalou kinetikou. Metoda je zejména vhodnd pro urcovani konstant
stability v intervalu 10°-10° dm®mol™ [26]. Mezi vyhody metody FA pati jeji necitlivost
vici fluktuacim EOF nebo aplikovaného napéti v pribéhu elektroforézy [27]. Metoda
FACCE je analogickd metodé FA, li§i se pouze tim, Zze vzorek je davkovan kontinudlné

v prabéhu celé analyzy.

2.4 Simula¢ni programy pro CE

Pokrok ve vyvoji pocitacli umoznil, aby se pocitacové vypocty staly pevnou soucasti
vyzkumu v oblasti kapilarni elektroforézy. Prvni pokusy o vytvofeni programu umoziiujici
dynamickou simulaci elektroforézy probéhly jiz v poloviné sedmdesatych let 20. stoleti.
Historicky vyvoj simulac¢nich programii pro elektroforézu a nékteré piiklady vyuziti
simulacnich programil jsou uvedeny v ¢lancich Thormanna a kol. [28, 29]. Mezi hlavni
vyhody simulaénich programi patii moznost optimalizace experimentdlnich podminek
pfed vlastnim méfenim a ziskani detailnich informaci o veskerych aspektech dé&ju
probihajicich pfi elektroforéze, které jsou jinak experimentdlné tézko dostupné.

Matematické modely elektroforézy jsou zaloZené na rovnicich popisujicich acidobazické,
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piipadné komplexacni rovnovahy, rovnicich kontinuity, které predstavuji zakon zachovani
hmoty, a podmince elektroneutrality.

V soucasné dob¢ jsou nejcastéji vyuzivany tyto tfi simulaéni programy elektroforézy:
SPRESSO [30], GENTRANS [31,32] a Simul 5 [33]. VSechny tyto programy jsou
zalozeny na jednodimenzionalnim modelu elektroforézy, ktery predpoklada, ze
koncentrace vSech slozek a vSechny fyzikalni parametry systému jsou v radidlnim sméru
(kolmém k ose kapilary) konstantni. Programy se 1i§i pfedevSim algoritmem, ktery
pouzivaji k numerickému feSeni rovnic kontinuity. GENTRANS a Simul 5 aproximuji
kapilaru uniformni mfiZzkou tvofenou body rovnomérné rozdélenymi podél cel¢ délky
simulovaného Useku kapilary. SPRESSO pouziva adaptivni miizku [34], kterd umozZiluje
v priabéhu vypoctu koncentrovat body v mistech velkého gradientu koncentrace nckteré
slozky, a tim v nékterych ptipadech vypocet urychlit. GENTRANS navic pouziva specidlni
algoritmy pro jednotlivé typy systémi. Simul 5 oproti ostatnim programim nabizi
uzivatelsky ptfijemné grafické rozhrani, obsahuje také Sirokou databdzi vstupnich
parametrti pro fadu analytd i slozek pufri. Umoznuje také korekci na iontovou silu.
Podrobné porovnani téchto tfi hlavnich simulacnich programii z hlediska jejich

pouzitelnosti a rychlosti lze najit v ¢lanku Moshera a kol.[35].

2.4.1 Simul 5 Complex

Vélenéni komplexacni rovnovdhy do matematickych modelti elektroforézy je
vzhledem k nelinearité rovnic popisujicich komplexacni rovnovahu dosti komplikované a
dosud neexistuje zcela obecny model, ktery by v sobé zahrnul komplexaéni rovnovahy bez
dodatecnych zjednoduSujicich ¢i omezujicich predpokladd. Prvni pokusy o zahrnuti
komplexacni rovnovahy do matematického modelu elektroforézy byly provedeny v roce
1992 [36]. Tento prvni model vSak byl pouzitelny pouze pro neutralni komplexacni ¢inidla.
Dalsi pfiblizny model byl pouzit v préci [19] zabyvajici se porovnanim metod na stanoveni
konstant stability pomoci CZE. Také Fang a kol. [37,38] a Righetti a kol. [39] pouzili
simulacni programy ke studiu metody ACE, ovSem opét pouze za znacnych
zjednodusujicich predpokladi. Nedavno byla komplexacni rovnovéha ptidana do
programu GENTRANS [40,41].

Nasi skupinou byl publikovan teoreticky model elektromigrace pro systémy

s komplexujicimi slozkami. Tento model byl implementovan do programu Simul 5 [42,43].
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Roz8ifena verze programu nese ndzev Simul 5 Complex. UmozZiuje simulovat systémy
tvofené libovolnym poctem slozek BGE a libovolnym poctem analytli bez omezeni na
jejich acidobazické chovani. Libovolny pocet slozek BGE, resp. analyti miZze
komplexovat s jednim zvolenym komplexa¢nim ¢inidlem, ptfi¢emz program piedpoklada
pouze tvorbu komplexi se stechiometrii 1:1. Program Simul 5 Complex je volné ke staZeni
na http://www.natur.cuni.cz/gas.

Pro zjednoduseni vypoctu rovnovaznych koncentraci jsou v matematickém modelu, na
némz je zalozen program Simul 5 Complex, zavedeny kumulativni rovnovazné konstanty.
Kumulativni konstanty L;, pro vSechny sloZky s vyjimkou komplexa¢niho ¢inidla jsou

definovény predpisem

( -1 1
z<0 1_[—
Z=z Ki’Z
L,={ z=0 1 (20)
Z
zZ > 0 HKLZ
\ 7=1

K; , jsou rovnovazné konstanty charakterizujici acidobazické rovnovahy

Ci,zCH
z<0

Ci,z+1
K,=1 z=0 1 (21)

Ci,z—ch
z>0 ——

Ciz
kde cy je koncentrace hydroxoniovych iontil a ¢; , je koncentrace volné iontové formy i-té
slozky, jejiz nabojové cCislo je z. Kumulativni konstanty pro komplexacni cinidlo jsou
definovény pfedpisem

(=1
KL,Z <0 ny, <0

K, [>20 n. <0
Ly, ={11"" L (22)

K, 1>0 n =0

\ 1 l:TlL
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kde ny, je nejzaporngjsi hodnota ndbojového Cisla, jaké mize komplexaéni ¢inidlo nabyvat
a K, , je rovnovazna konstanta acidobazické rovnovéhy, pro niz plati vztah (21) po zdméné
indexti i —» L. V préci [42] je ukdzano, Ze molarni zlomek a,; volné iontové formy i-té
slozky, jejiz nabojové Cislo je z, a molarni zlomek a;; volné iontové formy
komplexaéniho €inidla, jejiz ndbojové ¢islo je [, je mozné vyjadrit jako funkci koncentrace
hydroxoniovych iontli a molarniho zlomku A nejzapornéji nabité iontové formy volného

komplexacniho ¢inidla
A,
Az =T g
1+ BiCLA (23)
aL,l = LL,lCll{_nLA

kde ¢ je celkova koncentrace komplexac¢niho ¢inidla. Veli€iny A; a B; vystupujici v (23)

jsou funkci koncentrace cy

Lizcﬁ
A= 3 24
l Z?:ni Lizch 29)
pi PL
l_
Bi= D D Lucy Ak (25)
Z=nj l=nL

kde p;, resp. n; je nejkladnéjsi, resp. nejzapornéjsi hodnota ndbojového ¢isla i-té slozky, p;,
a n;, maji tentyZ vyznam pro komplexacni Cinidlo. K ;,, je rovnovdzna konstanta
popisujici tvorbu komplexu iontové formy i-té slozky o nébojovém Ccisle z s iontovou

formou komplexac¢niho ¢inidla o nabojovém cisle [
Cx,iz,l
Kejz1 = — (26)
CizCL1
kde c¢,;,; je koncentrace pfisluSného komplexu a c¢;; je koncentrace iontové formy
komplexacniho ¢inidla o ndbojovém Cisle [. Ze vztahi (23) a (26) je patrné, ze pro urceni
rovnovaznych koncentraci volnych a v komplexu véazanych iontovych forem vSech slozek
staCi v piipadé, Ze zndme celkové koncentrace jednotlivych slozek, vypocitat cy a A.
K tomu lze vyuzit podminky elektroneutrality a bilan¢ni rovnici pro komplexacni ¢inidlo,

které tvofi soustavu dvou rovnic pro dvé neznamé cy a A. Tato soustava je v programu

Simul 5 Complex feSena numerickou metodou Newtona a Raphsona.
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Vyvoj koncentraci s cCasem popisuji rovnice kontinuity. Rovnice kontinuity
zabudované v programu Simul 5 Complex vsobé zahrnuji elektromigraci, diftizi a

elektroosmoticky tok
0o _ _ D (%)
ot : ox (27)

Index f probihd pies vSechny iontové formy (volné i vézané v komplexu) k-té slozky
systému a J ¢ je odpovidajici molarni latkovy tok

dcyg | sen (Zif) Crothics

Jxe = —Dyg i » (U = Jaif) + VEorCks (28)

kde Dy ¢ a py ¢ jsou difuzni koeficient a elektroforetickd pohyblivost f-té formy k-té slozky, j
je proudova hustota, jgir je difuzni proudova hustota, x je specifickd vodivost a vgor je
rychlost elektroosmotického toku. Podrobny popis numerického feseni rovnic kontinuity je
uveden v [42].

V préci [38] bylo ukazéano, Ze simula¢ni programy mohou byt uzitecnym nastrojem pii
studiu komplexacnich interakci metodami ACE, VACE, HD, VP a FA. K simulacim byl
v této praci pouzit program SimDCCE, jehoZz algoritmus je zaloZzeny na podobném
principu jako Simul 5, ackoliv oproti Simulu 5 je velmi zjednoduseny. Fang a Chen navrhli
postup stanoveni konstanty stability, ktery je zalozeny na vyuziti simulacniho programu
[44]. Pii tomto postupu je provedena fada simulaci studovaného systému pro hodnoty
konstanty stability a pohyblivosti komplexu z pfedem stanovenych intervalii, a tak je
ziskdna zavislost migracniho Casu piku analytu na konstanté stability a pohyblivosti
komplexu. Pro n¢kolik riznych slozeni BGE je pak porovnana tato zavislost
s experimentalné zméfenym migra¢nim ¢asem, coz umoziuje stanovit konstantu stability.
V [44] bylo ukéazéno, Ze piesnost tohoto postupu je srovnatelna s piesnosti obvykle
pouzivané nelinedrni regrese afinitni izotermy. Nicméné vypocetni metoda ma oproti
vyhodnocovani nelinedrni regresi nékolik vyhod. Je schopnd postihnout zmény
pohyblivosti piki, k nimZ dochéazi na pocatku separace pted ustavenim rovnovahy, zatimco
vyhodnoceni zalozené na nelinedrni regresi predpokladd, Ze komplexaéni rovnovéha se
ustavuje ihned po nadavkovani vzorku a ze pohyblivost pikil je po celou dobu separace
konstantni. Dal$i vyhodou je, ze staci provést méfeni jen pro dvé az tfi rizna slozeni BGE,

zatimco pii vyhodnocovani nelinearni regresi by experimentalni body mély pokryvat celou
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afinitni izotermu. Program pouzity v praci [44] je v porovnani se Simulem 5 znacéné
zjednodusSeny a zjisténé hodnoty komplexacnich konstant maji pouze orientacni vyznam.
Simul 5 Complex vychazi pfi simulacich z ptesnéjsiho matematického modelu, ale
vypocetni naro¢nost simulaci neumoziuje, aby velké mnoZzstvi potiebnych simulaci mohlo
byt provedeno v piijatelném case, proto metoda navrzend v [44] neni v soucasné dobé pro

stanoveni komplexac¢nich konstant pouzitelna.

2.5 Disperznijevy v CE

Disperzni jevy zplsobuji rozSifovani a deformaci pikdi pozorovanych na

elektroferogramech kapilarni elektroforézy, a proto mohou vyrazn€ ovlivnit vysledek
elektroforetické separace. Lze je rozdelit podle jejich pfi¢iny do Etyf skupin: difuze,
tepelné efekty zptisobené Joulovym teplem, adsorpce na sténu kapilary a elektromigracni
disperze (EMD). Disperzni jevy uplatiiujici se pii elektroforetické separaci jsou podrobné
popsany v ¢lancich Gase a kol. [45,46].
v dasledku zavislosti migracni rychlosti analytu na jeho koncentraci. EMD obvykle souvisi
se zménami pH a vodivosti v zoné analytu. NaSe skupina prokdzala, Ze mize vznikat
ivdisledku komplexace [43,47]. Asymetrie piku zplisobena elektromigracni disperzi se
obvykle charakterizuje pomoci relativni smérnice rychlosti (.S), ktera byla zavedena v praci
Horké a Slaise [48]. Kvantitativni vyjadieni této veli¢iny pro pik i-tého analytu bylo
odvozeno v ¢lanku Stédrého a kol. [4]

Kk dvy;
S; = lim —
¢i—~0 V; dCi

(29)

kde x je specificka vodivost v misté piku, c; je koncentrace i-t¢ slozky a v; je jeji migracni
rychlost. V ¢lanku Hrusky a kol. [14] byla zavedena nova veli¢ina Sgyp, nazvana smérnice
nelinearni elektromigracni pohyblivosti, charakterizujici miru elektromigracni disperze.

Veli¢ina Sgyp; je pro i-ty analyt definovana vztahem

K dv;
Semp,i = 2 ide (0) (30)
1
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Vyhodou Sgvp; je, Zze mize byt snadno odhadnuta ze zméfeného -elektroferogramu

s vyuzitim nasledujiciho vztahu

Sewpy = e — el (1)
Ci,max
kde pimax je pohyblivost zony i-tého analytu vypoctena z Casu maxima piku, pjee je
efektivni pohyblivost i-t¢ho analytu vypoctena na zéklad¢ fitovani piku HVL funkci
(viz niZe) a ¢; max j€ koncentrace i-tého analytu v misté maxima piku.

Vhodnym nastavenim experimentalnich podminek je mozné vétSinu disperznich jeva
potlacit. Vyjimkou je diftize a disperze zplisobena komplexaci. Vliv vzniku komplexu na
asymetrii piku v uspofadani metody ACE je popséan v [15,47,49] a pro uspofadani metody
VACE v [50]. Pii vypoctu pohyblivosti piku v metodich ACE a VACE se jako migra¢ni
Cas uvazuje tradicn€ ¢as maxima piku. V piipad¢ vyrazné asymetrie pikti vSak vyvstava
otazka, jakou hodnotu migra¢niho Casu pouzit pro vypocet pohyblivosti piku. Jednou
z moznosti je vyuzit vypocetni metody zaloZené na simulacich [44]. Jiné feSeni tohoto
problému nalezli Le Saux a kol. [51], ktefi ukazali, Ze spravny postup spociva v prolozeni

trojuhelnikovitého piku HVL funkei [52,53]

2 2
agaz| 1 <_ (t—ay) )
a;as laZ\/Zn cxp 2a;

1 1 t—a (32)
+ 5|1+ erf 1)]
exp <—a1§l3) —1 2 [ (az\/E

a;

f®) =

kde parametr ap ma vyznam plochy piku, a; je stfed a a, standardni odchylka gaussovské
komponenty HVL funkce a a3 charakterizuje miru asymetrie piku. Ve vztazich pro vypocet
pohyblivosti je pak tfeba nahradit ¢as maxima piku parametrem a; HVL funkce. Vztah (9)
upraveny na tvar

Ldet

sgn(zy) 1
Paeft = —p~ +—

aq teor

(33)

jiz dava spravnou hodnotu pohyblivosti. Z vlastnosti HVL funkce vyplyva, ze takto uréena
efektivni pohyblivost odpovidé efektivni pohyblivosti pfi nekoneéném ziedéni analytu a
nezavisi na koncentraci analytu. Pii nekone¢ném zfedéni analytu se ovSem koncentrace

volného komplexaéniho ¢inidla limitné€ bliZi jeho koncentraci v BGE, a proto je spravné pii
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stanovovani konstanty stability vynaset pohyblivosti vypoctené podle vztahu (33) proti
koncentraci komplexaéniho ¢inidla BGE. Tim byl soucasné odstranén dalsi z nedostatkil
metod ACE a VACE, totiz skute¢nost, Ze pro spravné vyhodnoceni podle vztahii (11) a
(15) je tfeba znat koncentraci komplexacniho €inidla, resp. jeho volné formy v misté piku,

ale tato koncentrace se obecné 1isi od koncentrace v BGE.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

Vs8echny pouzit¢ chemikalie byly analytického stupné cCistoty. Jako analyty byly
vybrany  (R)-(-)-2-fluoro-a-methyl-4-bifenyloctova  kyselina  (R-flurbiprofen) a
(S,S)-(-)-1,2-difenylethan-1,2-diol (S,S-hydrobenzoin). Jako zdkladni -elektrolyt byly
zvoleny Tris/Tricine pufr a acetatovy pufr. K piipravé téchto zékladnich elektrolytii byly
pouzity 2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol (Tris), N-(2-hydroxy-1,1-
bis(hydroxymethyl)ethyl)glycin (Tricine), monohydrat hydroxidu lithného a kyselina
octova (Lachema, Neratovice, Ceska republika). Jako komplexaéni &inidlo byly pouzity
B-cyklodextrin (B-CD), heptakis(2,6-di-O-methyl)-B-cyklodextrin (DM-B-CD),
heptakis(2,3,6-tri-O-methyl)-B-cyklodextrin  (TM--CD) a 6-monodeoxy-6-mono(3-
hydroxy)propylamino-p-cyklodextrin chlorid (PA-B-CD) (CycloLab Ltd., Budapest,
Mad’arsko). K urceni elektroosmotického toku byl pouzit dimethylsulfoxid (DMSO). Voda
pouzitd na piipravu vSech roztokd byla deionizovana pomoci systému Milli-Q (Millipore,
Bedford, USA). Neni-li uvedeno jinak, byly chemikalie zakoupeny od Sigmy Aldrich,
Praha, Ceska republika.

3.2 Instrumentace

Elektroforetické experimenty byly provedeny na pfistroji pro kapilarni elektroforézu
PCE (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko), ktery byl ovladan pomoci programu
ChemStation. Byla pouzita kfemennd kapilara s vnéjSim primérem 375 um a vnitfnim
primérem 50 pm (Polymicro Technologies, Phoenix, USA). Celkova délka kapilary byla
52,0 cm. Délka kapilary od mista davkovani k detektoru byla 43,5 cm. Byla pouzita DAD
detekce pfi vinové délce 214 nm. K méfeni pH byl pouzit pH-metr PHM 220 (Radiometer,
Copenhagen, Dansko), ktery byl kalibrovan standardnimi IUPAC pufry pH 1,679, pH
7,000 a pH 10,012 (Lyon, Francie). Experimentalni data byla zpracovana a analyzovana

v programu Origin 8.1 (OriginLab, Northhampton, USA).
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3.3 Priprava roztoku a experimentalni podminky

Nova kapiléra byla pfed méfenim proplachovéana 0,1 M roztokem hydroxidu sodného
(Agilent Technologies, Némecko) po dobu 5 min a poté destilovanou vodou po dobu
10 min. Mezi jednotlivymi méfenimi byla kapilara proplachovana zakladnim elektrolytem
po dobu 3 min. Pfi vSech experimentech byla kapildra termostatovana na teplotu 25 °C.
Vsechny roztoky pouzité pii experimentech byly filtrovany pomoci syringe filtrl

(Whatman, Clifton, USA) o velikosti pért 0,45 pm.

a) Systém nenabity cyklodextrin, nabity analyt

Jako analyt byl vybran R-flurbiprofen (R-FLU). Jako pufr byl pouzit 50 mM Tris a
50 mM Tricine o experimentdlnim pH 8,13 a iontové sile 25,76 mM. Tento pufr byl
zvoleny proto, Ze pfi daném pH je R-flurbiprofen jiz zcela disociovany a stai tedy
uvazovat jen jednu komplexa¢ni rovnovahu. Neutralni cyklodextriny pouzité jako
komplexaéni c¢inidla byly vybrany tak, aby se konstanty stability jejich komplexu
s R-flurbiprofenem vyrazné liSily. Tti sady zékladnich elektrolyti pro ACE experimenty a
tti sady zdkladnich elektrolyti pro VACE experimenty byly pfipraveny piimym
rozpuSténim cyklodextrinti B-CD, DM-B-CD a TM-B-CD v pufru. SloZeni zakladnich

elektrolytii je uvedeno v tab. 2.

Tab. 2: Systém nenabity cyklodextrin, nabity analyt - sloZeni BGE.

BGE
metoda cyklodextrin coo/mMM ¢,/ mM Crricine ! Crrry/
mM mM
B-CD _
ACE DM-B-CD 0.1-10 50 50 0
TM-B-CD 0,1 -40
p-CD 0,1 - 10
VACE DM-B-CD 50 50 0,3
TM-B-CD 0,1 —40

Vzorek pro metodu ACE byl tvofen 0,3 mM R-FLU a 0,07 % (obj.) DMSO, ktery slouzil
jako marker EOF. Obé¢ slozky byly rozpustény piimo v pufru. Vzorek byl davkovan
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hydrodynamicky tlakem 10 mbar po dobu 3 s. V ptipadé¢ metody VACE byl jako vzorek
davkovan pouze 0,07 % (obj.) DMSO rozpustény v pufru. Davkovani bylo opét
hydrodynamické tlakem 10 mbar po dobu 3 s. V piipadé¢ obou metod bylo aplikované
napéti 20 kV. Kazdé méteni bylo provedeno ctyfikrat.

b) Systém nabity cyklodextrin, nenabity analyt

Jako analyt byl vybran S,S-hydrobenzoin (S,S-HB), ktery je v Sirokém rozmezi pH
neutralni. Pufr byl tvofeny kyselinou octovou a hydroxidem lithnym v poméru 2:1
o experimentalnim pH 4,67. Pfi tomto pH je zvoleny cyklodextrin PA-B-CD zcela
disociovany na jednomocné kationty. Sada dvandcti zékladnich elektrolyti pro VACE
experimenty byla pfipravena pfimym rozpusténim PA-B-CD a S,S-HB v pufru.
Koncentrace kyseliny octové a hydroxidu lithného byla volena tak, aby vysledny zdkladni
elektrolyt mél vzdy iontovou silu 40 mM. Méfeni metodou ACE nebyla pro tento systém
v ramci této prace provadeéna, ale jejich vysledky byly pfevzaty z praci Svobodové a kol.
[43] a Benese a kol. [54]. Slozeni zakladnich elektrolytl je uvedeno v tab. 3. Pro Gplnost je
v tab. 3 uvedeno také slozeni zakladnich elektrolyti pro metodu ACE ptevzaté z [43, 54].

Tab. 3: Systém nabity cyklodextrin, nenabity analyt — sloZeni BGE.

BGE

metoda  cyklodextrin co/ mM Concoon/ MM o/ mM Cosrm/ MM

ACE 0
VACE PA-B-CD 1-30 78 - 20 39-10 1

Vzorek pro metodu VACE byl tvoten 0,07 % (obj.) DMSO, ktery slouzil jako EOF
marker, rozpusSténym pifimo v pufru. Vzorek byl davkovan hydrodynamicky tlakem 10

mbar po dobu 6s. Kazdé méteni bylo provedeno tiikrat.
3.4 Podminky simulaci

Provedené experimenty byly nasimulovdny v programu Simul 5 Complex.
Experimentalni podminky byly v simulacich nastaveny stejné, jaké byly v redlném

experimentu. Aby byl co nejvice zkracen vypocetni ¢as, byla jako délka kapilary nastavena

vzdalenost, kterou elektromigracni zéna s nejveétsi absolutni hodnotou elektroforetické
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pohyblivosti urazi za svilj experimentalni migrac¢ni €as. Soucasné bylo vloZené napéti

pfepocteno tak, aby intenzita elektrického pole byla stejna jako v redlném experimentu.

Elektroosmoticky tok byl nahrazen pohybem detektoru rychlosti vgor smérem k mistu

davkovani. Jako konstanta stability komplexu byla v simulaénim programu zaddna hodnota

experimentalné¢ ziskand metodou ACE. Pocatecni parametry davkované zoény byly

nastaveny tak, aby odpovidaly zén¢ vzorku davkované ve skute¢ném experimentu. Piiklad

nastaveni parametrii simulace pro systém nenabity cyklodextrin, nabity analyt je uveden

v tab. 4 a pro systém nabity cyklodextrin, nenabity analyt v tab. 5. VSechny simulace byly

provedeny na poéitaéi Intel® Core™ i7-960 Processor 3,40 GHz, simula¢ni ¢as byl v fadu

hodin.

Tab. 4 Parametry simulace v programu Simul 5 Complex pro vybrané experimenty. Systém nenabity
cyklodextrin, nabity analyt. ci,; je koncentrace dané slozky v davkovaném vzorku, cgce je koncentrace
dané slozky v zakladnim elektrolytu, L je celkova délka kapilary, /4. je pocatecni vzdalenost

detektoru od zac¢atku kapilary a ;,; vzdalenost mista davkovani od zac¢atku kapilary.

CR-FLU / Cp-cD / , ;
HEoF / U/ Lt/ g/ linj / Sitka piku / Sifka hrany
metoda mM mM o 211
10" m"V's v mm mm mm mm piku/ mm
Cinj CBGE Cinj CBGE
1192
0,3 0 0,1 45,83 310 725 290 0,4 0,2
ACE 3
0,3 0 10 47,01 6154 160 575 140 0,4 0,2
1346
0,3 0,1 48,28 350 765 330 0,4 0,2
VACE 2
0 0,3 10 46,71 5769 150 565 130 0,4 0,2

Tab. 5 Parametry simulace v programu Simul 5 Complex pro vybrané experimenty. Systém nabity

cyklodextrin, nenabity analyt. c,; je koncentrace dané sloZky v davkovaném vzorku, cpce je
koncentrace dané slozky v zakladnim elektrolytu, L je celkova délka kapilary, /4. je pocatecni
vzdalenost detektoru od zacatku kapilary a /;,; vzdalenost mista davkovani od zac¢atku kapilary.

Cs,S-HB / CPA-B-CD /
HEoF / U/l' Lo/ la/ ln/  Sitkapiku/  Sitka hrany
metoda mM mM o 91
10" m"V's v mm mm mm mm piku/ mm
Cinj CBGE Cinj CBGE
0 1,0 0 3 14,58 2308 80 445 10 0,8 0,4
VACE
0 1,0 0 20 13,82 4471 155 445 10 0,8 0,4

Pro posouzeni vlivu velikosti konstanty stability na spravnost metody VACE pro

systém typu nabité komplexa¢ni €inidlo, nenabity analyt byly dale provedeny simulace
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hypotetického systému s nabitym komplexacnim ¢inidlem a nenabitym analytem tvoticimi
siln€ vazany komplex. Jako analyt byla zvolena neutralni latka, jako komplexacni ¢inidlo
jednosytna siln4 baze o pK, =14 a jako BGE acetatovy pufr tvofeny kyselinou octovou a
hydroxidem lithnym v poméru 2:1, ¢emuz odpovida pH = 4,61. Komplexacni €inidlo je
tedy v BGE zcela disociovano. Pohyblivost volného komplexac¢niho ¢inidla byla zvolena
stejna jako pohyblivost komplexu pac = 20-10° m*V's™. Komplexaéni &inidlo vytvari
s analytem komplex ve stechiometrickém poméru 1:1, konstanta stability tohoto komplexu
byla zvolena pK = 3.6, tedy K = 3981 dm’ mol™. Parametry simulaci byly nastaveny takto:
Lt = 100 mm, [ipj=10 mm, /¢ = 90 mm a U=3000 V. Podobn¢ jako u pfedchozich
systéml byla délka kapilary volena co nejmensi, aby byl zkradcen vypocetni Cas, zaroven
vSak dostate¢n¢ dlouhd na to, aby se jednotlivé systémové piky od sebe zietelné oddélily.
Vlozené napéti bylo zvoleno tak, aby odpovidajici intenzita elektrického pole byla
srovnatelna s intenzitou v diive provadénych realnych experimentech. Elektroosmoticky
tok nebylo tfeba uvazovat, nebot’ ten by se projevil pouze posunem vSech migracnich asii
o konstantu.

Experimenty byly provedeny pro dvé rtizné koncentrace analytu, a to 0,3 mM a
0,05 mM. Koncentrace komplexacniho ¢inidla byly vybrany tak, aby pro piipad
koncentrace analytu 0,3 mM pokryvaly oblast od koncentraci srovnatelnych s koncentraci
analytu aZ po hodnoty, kdy je analyt komplexa¢nim cCinidlem saturovén. V zdvislosti na
koncentraci komplexa¢niho ¢inidla byly koncentrace kyseliny octové a hydroxidu lithného

v jednotlivych simulacich nastaveny tak, aby iontova sila BGE byla 40 mM.

35



4 Vysledky

4.1 Stanoveni efektivni pohyblivosti

V systémech, v nichz byly jako komplexacni ¢inidlo pouzity cyklodextriny B-CD a
DM-B-CD v koncentraci srovnatelné s koncentraci analytu, dochézelo u obou metod ACE
1 VACE k deformaci piku analytu elektromigracni disperzi na trojuhelnikovity tvar.
Elektromigra¢ni disperze je vtomto piipadé zpisobena tvorbou komplexu mezi
cyklodextrinem a analytem. Tento typ elektromigracni disperze byl poprvé popsan v praci
Fanga a kol. [47] a vysvétlen na zdkladé modelu elektromigrace v komplexujicich
systémech nasi skupinou [43]. V piipad¢ systémi TM-B-CD, R-flurbiprofen a PA-B-CD,
S,S-hydrobenzoin byl efekt elektromigracni disperze mnohem slabsi, nebot konstanta
stability vznikajiciho komplexu je mald. Pro korekci dat na elektromigracni disperzi byly
piky analytu prolozeny HVL funkci. Efektivni pohyblivost analytu byla vypoctena dle
vztahu (33), kde za migracni Cas je dosazen parametr a; HVL funkce, nikoli ¢as maxima
piku. Prolozeni piku analytu HVL funkci bylo pouzito i v téch ptipadech, kdy pik analytu
mél pfiblizné gaussovsky tvar, a to pro metody ACE i VACE. Piiklad prolozeni
trojuhelnikovitého piku HVL funkci je uveden na obr. 1.

— elektroferogram
—— HVL funkce

Absorbance / AU

6,3 6,4 6,5 6,6
t/ min

Obr. 1 Piiklad proloZeni trojuhelnikovitého piku HVL funkci. Na obrazku je vyznacen ¢as maxima

piku 7 a ¢as odpovidajici parametru @, HVL funkce.

max
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4.2 Systém nenabity cyklodextrin, nabity analyt

Byla studovédna interakce neutrdlnich cyklodextrini s R-flurbiprofenem. Ke studiu
byly vybrany tii neutralni cyklodextriny B-CD, DM-B-CD a TM-B-CD, které se podstatné
1i8i velikosti konstanty stability jejich komplexu s R-flurbiprofenem. VSechny zminéné
cyklodextriny pfitom vytvareji s R-flurbiprofenem komplex v poméru 1:1. Hodnoty vSech
pohyblivosti a konstant stability, které byly v radmci této prace pro tyto systémy stanoveny,

odpovidaji iontové sile 25,76 mM.

4.2.1 Metoda ACE

a) komplexujici ¢inidlo p-CD

Nejprve byla provedena série ACE experimentl, kdy byl jako komplexacni ¢inidlo
pouzit B-CD. R-flurbiprofen, ktery slouzil jako analyt, byl davkovan vzdy v koncentraci
0,3 mM. Koncentrace B-CD v BGE byla postupné zvySovana z(0 mM aZ na hodnotu
10 mM. Tyto koncentrace B-CD byly zvoleny tak, aby pokryvaly oblast od koncentraci
srovnatelnych s koncentraci analytu aZ po hodnoty, kdy byl analyt cyklodextrinem
saturovan. Opacné uspotradani ACE metody, kdy by byl B-CD davkovan v konstantni
koncentraci a R-flurbiprofen by byl soucasti BGE, neni mozné pro studovany systém
pouzit z diivodu Spatné rozpustnosti R-flurbiprofenu a malého rozdilu mezi mobilitou
volného CD a mobilitou komplexu’. Na obr. 2 je uveden piiklad elektroferogramu
zaznamenané¢ho DAD detektorem. V systému vznikaji dva systémové piky s témét
nulovou pohyblivosti (na zaznamu z DAD detektoru piekryty markerem EOF) a jeden pik
odpovidajici analytu.

Postupem uvedenym voddilu 4.1 byly stanoveny efektivni pohyblivosti
R-flurbiprofenu, vyneseny do grafu v zavislosti na celkové koncentraci B-CD v BGE a
prolozeny regresni funkci (11), viz obr. 3. Efektivni pohyblivost R-flurbiprofenu byla
vynasena proti celkové koncentraci f-CD v BGE, nebot’ efektivni pohyblivosti vypoctené

podle postupu v oddilu 4.1 odpovidaji nekone¢nému ztedéni analytu.

* Tento pozadavek na usporadani ACE metody plati nejen pro p-CD, ale i pro DM-B-CD a TM-B-CD.

37



EOF marker, DMSO

pik analytu

Absorbance / AU

t/ min

Obr. 2 Elektroferogram zaznamenany DAD detektorem (detekce pii vinové délce 214 nm), metoda

ACE. SloZeni BGE: 50 mM Tris, 50 mM Tricine, 0,2 mM B-CD.
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Obr. 3 Zavislost efektivni pohyblivosti R-flurbiprofenu, zméifené metodou ACE a VACE, na celkové
koncentraci B-CD v zikladnim elektrolytu. Obé zavislosti byly proloZeny regresni funkeci (11).
Podminky méieni jsou popsany v oddilu 3.3.
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Experimentalni body lezi vramci chyby na teoretické kiivce. Regresni analyzou byla
stanovena konstanta s‘[abili‘[y4 komplexu Klﬁ CC% = (4040 £190)dm’mol ', pohyblivost
volného R-flurbiprofenu ps = (19,7 £ 0,2)10° m*V's™ a pohyblivost komplexu B-CD
s R-flurbiprofenem pac = (8,82 + 0,04)10° m*V™'s™. Korigovany koeficient determinace
regresni analyzy byl R... =0,99952.

Pfi zpracovani experimentdlnich dat nebyl uvazovan vliv viskozity. JelikoZ stejné
zanedbani bylo provedeno i pfi vyhodnoceni experimentdlnich dat z metody VACE, je

odivodnéné predpokladat, ze se neprojevi na vysledném porovnani obou metod. Vliv

viskozity byl zanedban i u vSech dalSich studovanych systémi.

b) komplexujici ¢inidlo DM-B-CD

Byla provedena obdobna série ACE experimentii jako v bodé a). Nyni byl jako
komplexaéni ¢inidlo pouzit DM-B-CD. Konstanta stability komplexu DM-B-CD
s R-flurbiprofenem je o 20% vetsSi nez konstanta stability komplexu p-CD
s R-flurbiprofenem. Koncentrace DM-B-CD v BGE byly proto pouzity stejné jako
v piipad¢ a). Zavislost efektivni pohyblivosti R-flurbiprofenu na celkové koncentraci

DM-B-CD v BGE je na obr. 4. Experimentdlni body lezi v ramci chyby na teoretické

kiivce. Regresni analyzou byla stanovena konstanta stability
Ky p-cp = (48004 400) dm’mol ™, pohyblivost volného R-flurbiprofenu

pa= (19,3 + 0,4)10° m*V's' a pohyblivost komplexu DM-B-CD s R-flurbiprofenem
pac= (7,54 +0,07)10° m*V™'s™. Korigovany koeficient determinace regresni analyzy byl

R =0,99866 .

* Hovoti-li se v kapitole 4 o konstanté stability, je vidy minéna zdanliva konstanta stability. Nicméné
z dlvodu vétsi prehlednosti je vynechavana ¢arka u symbol( zdanlivych konstant stability a stejné tak je
v textu vynechavan i privlastek ,zdanliva“.
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Obr. 4 Zavislost efektivni pohyblivosti R-flurbiprofenu, zméifené metodou ACE a VACE, na celkové
koncentraci DM-B-CD v zakladnim elektrolytu. Obé zavislosti byly proloZeny regresni funkci (11).
Podminky méieni jsou popsany v oddilu 3.3.

¢) komplexujici ¢inidlo TM-p-CD

Byla provedena dalsi série ACE experimentll, tentokrat byl jako komplexacni ¢inidlo
pouzit TM-B-CD. Konstanta stability komplexu TM-B-CD s R-flurbiprofenem je piiblizné
K =500, zatimco v systémech a) a b) byla K >4000. Z tohoto divodu bylo tfeba méfit
ve ve&tsim rozsahu koncentraci TM-B-CD vBGE 0 - 40 mM. Zavislost efektivni
pohyblivosti R-flurbiprofenu na celkové koncentraci TM-B-CD v BGE je uvedena na
obr. 5. Experimentalni body lezi vramci chyby na teoretické kiivce s vyjimkou bodu
odpovidajicimu koncentraci TM-B-CD 40 mM, ktery lezi pod teoretickou zavislosti. Pfi
této koncentraci se jiz vyrazn€ projevuje vysSi viskozita BGE, v jejimz disledku je
stanovena efektivni pohyblivost analytu menSi nez jeji skute€nd hodnota. Regresni
analyzou byla stanovena konstanta stability Kﬁfi&@ = (552 +46)dm’mol ™", pohyblivost
volného R-flurbiprofenu pux= (19,7 = 0,2)10° m*V's™ a pohyblivost komplexu TM-B-CD
s R-flurbiprofenem pxc= (6,5 +0,2)10° m’V''s". Korigovany koeficient determinace

regresni analyzy byl R}, =0,99701.

40



20 -

18

16

My 107 m?V'sT
R

cCD/ mM

Obr. 5 Zavislost efektivni pohyblivosti R-flurbiprofenu, zméfené metodou ACE a VACE, na celkové
koncentraci TM-B-CD v zikladnim elektrolytu. Obé zavislosti byly proloZeny regresni funkei (11).
Podminky méieni jsou popsany v oddilu 3.3.

4.2.2 Metoda VACE

Nasledné byly konstanty stability stanoveny pomoci metody VACE. Byla provedena
série VACE experimentl, pii nichz byla koncentrace analytu v BGE drZena konstantni na
hodnoté 0,3 mM, zatimco koncentrace cyklodextrinl se ménila. Koncentrace cyklodextrinii

v BGE byly pouzity stejné jako u metody ACE, aby bylo moZzné obé metody snadno

porovnat.
a) komplexujici ¢inidlo B-CD

Ptiklad elektroferogramu zaznamenané¢ho DAD detektorem je na obr. 6. V systému
vznikaji Ctyfi systémové piky. Dva systémové piky maji témef nulovou pohyblivost, na
obr. 6 jsou prekryty pikem markeru EOF, dalsi systémovy pik pfislusi systémovému piku

cyklodextrinu a zbyvajici analytu’. Efektivni pohyblivosti analytu, které jsou v ramci

> Elektroforetick4 pohyblivost jednoho systémového piku leZi mezi pohyblivosti volného analytu a
pohyblivosti komplexu (tento pik oznacuji jako pik ,,pfislusejici analytu) a pohyblivost druhého
systémového piku lezi mezi pohyblivosti volného komplexacniho ¢inidla a pohyblivosti komplexu (tento pik
oznacuji jako pik ,,pfislusejici komplexacnimu ¢inidlu®)
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metody VACE ztotoziiované s pohyblivosti systémového piku ptisluSejiciho analytu, byly
stanoveny postupem uvedenym v oddilu 4.1, vyneseny do grafu v zavislosti na celkové

koncentraci f-CD v BGE a prolozeny regresni funkci (11), viz obr. 3. Byla urcena

konstanta stability komplexu K,y =(2930+460)dm’mol™', pohyblivost volného

R-flurbiprofenu  ux=(22,4 + 0,7)-10°m*V's"’ a pohyblivost komplexu B-CD
s R-flurbiprofenem pac=(8,6 + 0,2)-10° m*V's™. Korigovany koeficient determinace
regresni analyzy byl R}, = 0,99463 .

Oproti ACE metod€ jiz neni shoda mezi experimentdlnimi body a teoretickou
zavislosti tak dobra. Korigovany koeficient determinace u metody ACE byl
R?2 =0,99952, zatimco u metody VACE R.,.; = 0,99463. P¥i koncentraci p-CD vétsi
nez 1 mM neleZi experimentalni body na teoretické kiivce ani v ramci chyby. Efektivni
pohyblivost analytu ziskand metodou VACE je vzdy vyssi nez ta ziskand metodou ACE.
Rozdil mezi obéma metodami vSak velmi zavisi na koncentraci B-CD v BGE. Pfti
koncentraci f-CD 8 mM a 10 mM davaji obé metody podobné vysledky. Naopak pii
koncentracich mensich nez 1 mM se hodnoty efektivnich pohyblivosti ziskané obéma
metodami lisi o vice nez 2:10° m*V™'s™.

Stfedni hodnoty efektivni pohyblivosti R-flurbiprofenu stanovené jak metodou ACE,
tak VACE jsou shrnuty vtab. 6. Hodnoty konstanty stability komplexu, jeho
elektroforetické pohyblivosti a elektroforeticka pohyblivost volného R-flurbiprofenu
stanovené obéma metodami jsou porovnany v tab. 7. Z vysledkt vyplyva, Ze komplexacni

parametry stanovené¢ metodami ACE a VACE se zna¢né odliSuji a metoda VACE ma

podstatné vyssi chybu stanoveni.
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Obr. 6 Elektroferogram zaznamenany DAD detektorem (detekce pii vinové délce 214 nm), metoda

VACE. SloZeni BGE: 50 mM Tris, 50 mM Tricine, 0,2 mM -CD.

Tab. 6 Sti‘edni hodnoty efektivni pohyblivesti R-flurbiprofenu v zavislosti na koncentraci -CD v BGE.
Jako chyba je uvadéna vybérova smérodatna odchylka.

/ ACE VACE

Cp-cp /MM Hper /107 m*V7's! Hper /107 m*V7's!
0,1 16,59 + 0,05 19,00 £ 0,02
0,2 14,76 £ 0,02 17,67 £0,01
0,5 12,382 + 0,009 14,379 + 0,003
1,0 11,053 + 0,005 11,761 £ 0,005
2,0 10,057 + 0,003 10,35 £ 0,02
5,0 9,361 + 0,003 9,544 + 0,006
8,0 9,103 + 0,006 9,294 + 0,007
10 9,036 = 0,006 9,204 + 0,01

Tab. 7 Konstanta stability a elektroforeticka pohyblivost komplexu R-flurbiprofenu s p-CD a
elektroforeticka pohyblivost volného R-flurbiprofenu stanovené metodami ACE a VACE.

K /dm® mol™ W /107 m?V7's! w, /107 m*v's!
ACE 4040 + 190 8,82 + 0,04 19,7 £0,2
VACE 2930 + 460 8,6+0,2 22,4 £0,7

Postup vyhodnoceni elektroferogramt u nasledujicich systémi b), ¢) byl stejny jako
u systému a).
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b) komplexujici ¢inidlo DM-B-CD

Zavislost efektivni pohyblivosti R-flurbiprofenu na celkové koncentraci DM-B-CD
v BGE prolozena regresni funkci (11) je na obr. 4. Byla urena konstanta stability

VACE
K

komplexu pm_pcp = (38001 690) dm’mol™", pohyblivost volného R-flurbiprofenu
pa=(24 £ 1)-10° m*V's™ a komplexu DM- B-CD s R-flurbiprofenem pac=(7,1 + 0,3)-10”
m°V™'s”. Korigovany koeficient determinace regresni analyzy byl R\p =0,99273.

Vysledky jsou zde kvalitativné stejné jako v ptipadé a). Metoda ACE se opét shoduje
s teoretickou zavislosti 1épe nez metoda VACE. Korigovany koeficient determinace

u metody ACE byl R} =0,99866 aumetody VACE R/, =0,99273.

Stfedni hodnoty efektivni pohyblivosti R-flurbiprofenu stanovené jak metodou ACE,
tak VACE jsou shrnuty vtab. 8. Hodnoty konstanty stability komplexu, jeho
elektroforetické pohyblivosti a elektroforeticka pohyblivost volného R-flurbiprofenu
stanovené obéma metodami jsou porovnany v tab. 9. Opét pozorujeme odlisné hodnoty
komplexac¢nich parametrt ziskanych obéma metodami a vyssi chybu stanoveni v ptipadé

metody VACE.

Tab. 8 Sti‘edni hodnoty efektivni pohyblivosti R-flurbiprofenu v zavislosti na koncentraci DM-p-CD
v BGE. Jako chyba je uvadéna vybérova smérodatna odchylka.

/ ACE VACE
Cpmp-cp / MM 1y 1107 m2V-'s™! n 110~ m2V-'s"!
0,1 15,56 £ 0,04 18,87 £ 0,01
0,2 13,44 + 0,02 17,16 £ 0,02
0,5 10,99 + 0,07 12,843 + 0,005
1,0 9,640 % 0,004 10,145 £ 0,002
2,0 8,750 £ 0,009 8,930 + 0,004
5,0 8,080 + 0,009 8,15+0,01
8,0 7,800 + 0,003 7,780 + 0,004
10 7,640 + 0,004 7,592 + 0,005

Tab. 9 Konstanta stability a elektroforeticka pohyblivost komplexu R-flurbiprofenu s DM-B-CD a
elektroforeticka pohyblivost volného R-flurbiprofenu stanovené metodami ACE a VACE.

K /dm® mol™ W /107 m?V7's! f, /107 m*V's!
ACE 4800 + 400 7,54 £0,07 193404
VACE 3800 + 690 7,1+0,3 24+ 1
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¢) komplexujici ¢inidlo TM-B-CD

Zavislost efektivni pohyblivosti R-flurbiprofenu na celkové koncentraci TM-B-CD
v BGE prolozena regresni funkci (11) je na obr. 5. Byla urena konstanta stability

komplexu K;’QSE?CD =(526+28)dm’mol™", pohyblivost volného R-flurbiprofenu

pua=(203  + 0,1)10°m*V's’ a komplexu TM-B-CD s R-flurbiprofenem
pac=(6,4 £ 0,1)-10° m’V’'s". Korigovany koeficient determinace regresni analyzy byl
Rlve =0,99882.

Piestoze i v piipad¢ tohoto systému davda VACE metoda vyssi hodnoty efektivni
pohyblivosti R-flurbiprofenu nez metoda ACE, je rozdil mezi obéma metodami mnohem
mensi nez u systémt a) a b), a to v celém rozsahu koncentraci TM-B-CD od 0 mM az po 40
mM. Také shoda experimentalnich bodu s teoretickou zavislosti je v ptipadé systému c)

uobou metod srovnatelnd. Korigovany koeficient determinace u metody ACE byl

Rl =0,99701 aumetody VACE R_,.. =0,99882.

Stfedni hodnoty efektivni pohyblivosti R-flurbiprofenu stanovené jak metodou ACE,
tak VACE jsou shrnuty vtab. 10. Hodnoty konstanty stability komplexu, jeho
elektroforetické pohyblivosti a elektroforeticka pohyblivost volného R-flurbiprofenu
stanovené obéma metodami jsou porovnany v tab. 11. U tohoto systému jsou hodnoty

komplexaénich parametrii, stejn¢ jako chyba jejich odhadu pro obé metody srovnatelné.

Tab. 10 Stfedni hodnoty efektivni pohyblivosti R-flurbiprofenu v zavislosti na koncentraci TM-$-CD
v BGE. Jako chyba je uvadéna vybérova smérodatna odchylka.

ACE VACE
C1yi-p-cp /MM Haer /10° m*V g™ JT /10° m*V's™
0,1 19,19 £ 0,06 19,57 £ 0,03
0,2 18,51 £ 0,03 19,06 + 0,01
0,5 16,72 + 0,04 17,33 £ 0,01
1,0 14,75 £ 0,01 15,52 + 0,005
2,0 12,72 £ 0,01 12,927 + 0,004
5,0 10,194 + 0,007 10,221 + 0,003
8,0 9,227 + 0,009 9,207 + 0,009
10 8,777 £ 0,005 8,735 £ 0,004
20 7,734 + 0,008 7,726 + 0,003
30 7,113 £ 0,008 7,127 £ 0,002
40 6,658 + 0,009 6,706 £ 0,003
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Tab. 11 Konstanta stability a elektroforeticka pohyblivost komplexu R-flurbiprofenu s TM-B-CD a
elektroforeticka pohyblivost volného R-flurbiprofenu stanovené metodami ACE a VACE.

K /dm® mol™ W /107 m?V7's! f, /107 m*V's!
ACE 552 46 6,5+0,2 19,7 0,2
VACE 526 + 28 6,4 +0,1 20,3 +0,1

4.2.3 Simulace pomoci programu Simul 5 Complex

Rozhodnout, ktera z metod ACE a VACE davé spravnou hodnotu konstanty stability,
bylo mozné s vyuzitim programu Simul 5 Complex. Byl nasimulovan vzdy jeden run pro
kazdy ACE experiment a kazdy VACE experiment. Srovndni experimentdlnich a
nasimulovanych elektroferogramil je uvedené na obr. 7, 9, 11, 13, 15 a 17. Experimentalni
a nasimulované profily se velmi dobie shoduji v polohach, vyskach i v tvarech piki.
Nasimulované elektroferogramy byly vyhodnoceny stejnym  postupem jako
elektroferogramy experimentalni. Piky byly opét prokladany HVL funkci a byly vypocteny
efektivni pohyblivosti analytu. V ptipadé ACE metody se takto uréené hodnoty efektivni
pohyblivosti analytu shoduji s hodnotami urenymi experimentalné. Program Simul 5
Complex umi rovnéz ptimo spocitat efektivni pohyblivost analytu pii nekone¢ném ziedéni.
I takto ziskané hodnoty efektivni pohyblivosti analytu se shoduji s experimentalnimi
hodnotami. V ptipadé VACE metody neni shoda jiz tak dobrd. Mozné vysvétleni horsi
shody u metody VACE bude podéno déle. Porovnani zavislosti efektivni pohyblivosti
analytu na celkové koncentraci cyklodextrinu v BGE zjisténé experimentalné a ziskané

vyhodnocenim simulaci je uvedeno na obr. 8, 10, 12, 14, 16 a 18.
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Obr. 7 Metoda ACE, srovnani experimentilnich (A) a nasimulovanych (B) elektroferogrami pro
systém: analyt R-flurbiprofen, komplexa¢ni ¢inidlo B-CD. Z diivodu vétsi pirehlednosti byly jednotlivé
elektroferogramy posunuty podél y-ové osy. Hodnota absorbance na y-ové ose tedy predstavuje pouze
relativni velikost signalu.
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Obr. 8 Metoda ACE. Zavislost efektivni pohyblivesti R-flurbiprofenu, stanovené z experimentu a ze
simulaci, na celkové koncentraci -CD v BGE. Obé zavislosti byly proloZeny regresni funkei (11).
Podminky méieni jsou popsany v oddilu 3.3.
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Obr. 9 Metoda ACE, srovnani experimentilnich (A) a nasimulovanych (B) elektroferogramii pro
systém: analyt R-flurbiprofen, komplexa¢ni ¢inidlo DM-B-CD. Z diivodu vétsi piehlednosti byly
jednotlivé elektroferogramy posunuty podél y-ové osy. Hodnota absorbance na y-ové ose tedy
predstavuje pouze relativni velikost signalu.
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Obr. 10 Metoda ACE. Zavislost efektivni pohyblivosti R-flurbiprofenu, stanovené z experimentu a ze
simulaci, na celkové koncentraci DM-B-CD v BGE. Obé zavislosti byly proloZeny regresni funkcei (11).
Podminky méieni jsou popsany v oddilu 3.3.
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Obr. 11 Metoda ACE, srovnani experimentalnich (A) a nasimulovanych (B) elektroferogrami pro
systém: analyt R-flurbiprofen, komplexa¢ni ¢inidlo TM-B-CD. Z diivodu vétsi piehlednosti byly
jednotlivé elektroferogramy posunuty podél y-ové osy. Hodnota absorbance na y-ové ose tedy
predstavuje pouze relativni velikost signalu.
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Obr. 12 Metoda ACE. Zavislost efektivni pohyblivosti R-flurbiprofenu, stanovené z experimentu a ze
simulaci, na celkové koncentraci TM-B-CD v BGE. Obé zavislosti byly proloZeny regresni funkei (11).
Podminky méi‘eni jsou popsany v oddilu 3.3.
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Obr. 13 Metoda VACE, srovnani experimentalnich (A) a nasimulovanych (B) elektroferogrami pro
systém: analyt R-flurbiprofen, komplexa¢ni ¢inidlo B-CD. Z diivodu vétsi pirehlednosti byly jednotlivé
elektroferogramy posunuty podél y-ové osy. Hodnota absorbance na y-ové ose tedy predstavuje pouze
relativni velikost signalu.

20 T T T T T T T T T T
18 * experiment i
simulace

- 184 :
_UJ
> 1 ]
£
s 14 _
5 ; |
SN

12 .

10 -

8 T T T T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10
c../mM

Obr. 14 Metoda VACE. Zavislost efektivni pohyblivosti R-flurbiprofenu, stanovené z experimentu a ze
simulaci, na celkové koncentraci -CD v BGE. Obé zavislosti byly proloZeny regresni funkei (11).
Podminky méieni jsou popsany v oddilu 3.3.
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Obr. 15 Metoda VACE, srovnani experimentalnich (A) a nasimulovanych (B) elektroferogrami pro
systém: analyt R-flurbiprofen, komplexa¢ni ¢inidlo DM-B-CD. Z diivodu vétsi piehlednosti byly
jednotlivé elektroferogramy posunuty podél y-ové osy. Hodnota absorbance na y-ové ose tedy
predstavuje pouze relativni velikost signalu.
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Obr. 16 Metoda VACE. Zavislost efektivni pohyblivosti R-flurbiprofenu, stanovené z experimentu a ze
simulaci, na celkové koncentraci DM-B-CD v BGE. Obé zavislosti byly proloZeny regresni funkci (11).
Podminky méieni jsou popsany v oddilu 3.3.
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Obr. 17 Metoda VACE, srovnani experimentalnich (A) a nasimulovanych (B) elektroferogrami pro
systém: analyt R-flurbiprofen, komplexa¢ni ¢inidlo TM-B-CD. Z diivodu vétsi piehlednosti byly
jednotlivé elektroferogramy posunuty podél y-ové osy. Hodnota absorbance na y-ové ose tedy
predstavuje pouze relativni velikost signalu.
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Obr. 18 Metoda VACE. Zavislost efektivni pohyblivosti R-flurbiprofenu, stanovené z experimentu a ze
simulaci, na celkové koncentraci TM-B-CD v BGE. Obé zavislosti byly proloZeny regresni funkei (11).
Podminky méieni jsou popsany v oddilu 3.3.
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Vtab. 12-14 jsou shrnuty konstanty stability ziskané¢ vyhodnocenim experimentalnich
1 nasimulovanych elektroferogramt.

Tab. 12 Konstanty stability, systém p-CD, R-flurbiprofen.

K., /dm’ mol™ K, /dm’mol™
ACE 4040 + 190 4024 £ 18
VACE 2930 + 460 2890 + 400

Tab. 13 Konstanty stability, systém DM--CD, R-flurbiprofen.

K., /dm’ mol™ K, /dm’mol™
ACE 4800 + 400 4825 +£20
VACE 3800 + 690 3360 + 580

Tab. 14 Konstanty stability, systém TM-p-CD, R-flurbiprofen.

K., /dm’ mol™ K, /dm’mol™
ACE 552+ 46 552.5 £ 0.6
VACE 526 + 28 489 + 12

V ramci chyby se hodnoty konstanty stability ziskané z experimentii a ze simulaci
shoduji. Tato shoda je lepsi v ptipadé ACE metody, nez v ptipadé metody VACE. Jak
plyne z linearniho modelu elektromigrace (viz oddil 2.2) je pohyblivost systémového piku
funkci elektroforetickych pohyblivosti a koncentraci vSech slozek BGE. Systémové piky
ve VACE metod€ jsou proto mnohem citlivéjsi na zménu slozeni BGE neZ pik analytu
v metodé¢ ACE. Piipadné nepiesnosti pii piipravé roztoki se tak vice projevi v metodé
VACE a shoda se simulacemi je v jejim piipad¢ mensi.

Spravna metoda na stanoveni konstanty stability by méla poskytnout stejnou hodnotu
konstanty stability, jaka byla zadana jako parametr v simulacich. JelikoZ v simulacich byla
jako vstupni parametr zadana konstanta stability ziskana experimentalné¢ metodou ACE, je
z hodnot uvedenych v tab. 12-14 ziejmé, Ze vysledky ziskané ACE metodou jsou spravné.
Naopak postup pouzivany pii vyhodnocovani elektroferogramtit VACE metody spravny
neni. VACE metoda dava obecné efektivni pohyblivosti vyssi nez ACE metoda, pficemz
nejvetsi rozdil je v oblasti nizkych koncentraci cyklodextrinu 0,1 — 2 mM. V této oblasti
koncentraci ma vSak posun v hodnoté efektivni pohyblivosti analytu nejvétsi vliv na
vysledek regresni analyzy, a tedy na wurCeni konstanty stability. Rozdil mezi

efektivnimi pohyblivostmi R-flurbiprofenu stanovenymi metodami ACE a VACE se
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s rostouct stabilitou vznikajiciho komplexu zvétSuje. Jak bude ukazano v dalsi podkapitole,
zavisi rozdil mezi obéma metodami také na zvolené koncentraci analytu. Vztah (11)
pouzity pti vyhodnoceni metody VACE na rozdil od linedrniho modelu elektromigrace
pfedpokladd, Ze pohyblivost systémového piku zédvisi jen na koncentraci volného
komplexacniho ¢inidla. Je proto ziejmé, ze vztah (11) neni schopen korektné popsat
zavislost pohyblivosti systémového piku na koncentraci komplexacniho ¢inidla. Pfesny
tvar této zavislosti neni bohuzel vzhledem ke sloZitosti maticovych rovnic plynouci

z linedrniho modelu elektromigrace mozné vyjadfit v analytickém tvaru.

4.2.4 Vliv koncentrace analytu na piresnost ACE a VACE metody

Aby byl prozkouman také vliv koncentrace analytu na vysledek stanoveni konstanty
stability metodami ACE a VACE, byly simulace n¢kterych experimentii provedeny pfi
dalsich koncentracich R-flurbiprofenu. Simulace byly provedeny v systémech
s cyklodextriny TM-B-CD a DM-B-CD, tj. v systémech s nejvétsi a nejmensi hodnotou
konstanty stability komplexu, pfi koncentraci R-flurbiprofenu 3 mM a pro DM-B-CD 1 pfi
koncentraci R-flurbiprofenu 0,03 mM. Tyto vysledky jsou nedostupné experimentaln¢:
koncentrace 3 mM nelze dosdhnout zdivodu Spatné rozpustnosti R-flurbiprofenu,
koncentrace 0,03 mM je naopak pfili§ nizkd, aby mohly byt systémové piky detekovany.
Simulace tak nabizi jedinou a unikdtni moZnost detailn¢ studovat chovani takovychto
systéml.

S vyjimkou vySe zminéné koncentrace analytu zlistaly parametry simulaci nezménény.
Elektroferogramy byly vyhodnoceny stejnym postupem jako v pododdilu 4.2.3. Na
obr. 19-21 jsou porovnany zavislosti efektivni pohyblivosti R-flurbiprofenu na celkové
koncentraci cyklodextrinu v BGE ziskané vyhodnocenim simulaci metod ACE a VACE
pro vyse popsané systémy. VSechny zavislosti jsou proloZeny teoretickym vztahem (11).
Konstanty stability ziskané vyhodnocenim téchto simulaci jsou uvedeny v tab. 15.

Metoda ACE dava sice pro oba cyklodextriny pfi koncentraci analytu 3 mM horsi
vysledek nez pfi koncentraci analytu 0,3 mM, nicméné relativni odchylka od spravné
hodnoty je mensi nez 1%. Metoda VACE pro koncentraci analytu 3 mM zcela selhava.
Efektivni pohyblivosti R-flurbiprofenu nelezi na teoretické zévislosti (11). U systému
s DM-B-CD jsou odchylky od teoretické zavislosti (11) pochopitelné mnohem vyraznéjsi,

jelikoz konstanta stability vznikajiciho komplexu je vice jak osmkrat vEét$i nez u systému
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s TM-B-CD. V ptipad¢ koncentrace R-flurbiprofenu 0,03mM byly pro DM-B-CD ziskany
obéma metodami hodnoty konstanty stability blizké vstupni hodnoté.

Je tedy mozno konstatovat, Ze tato metoda VACE muze vést k zcela zavadéjicim
vysledkiim, jelikoz hodnota konstanty stability stanovena touto metodou vyrazné zavisi na

koncentraci analytu v systému.
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Obr. 19 Zavislost efektivni pohyblivosti R-flurbiprofenu, ziskané vyhodnocenim simulaci metody ACE
a VACE, na celkové koncentraci TM-$-CD v zakladnim elektrolytu. Koncentrace R-flurbiprofenu,
ktery slouzil jako analyt, byla 3 mM. Obé zavislosti byly proloZeny regresni funkei (11).
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Obr. 20 Zavislost efektivni pohyblivosti R-flurbiprofenu, ziskané vyhodnocenim simulaci metody ACE
a VACE, na celkové koncentraci DM-B-CD v zdkladnim elektrolytu. Koncentrace R-flurbiprofenu,
ktery slouzil jako analyt, byla 3 mM. Obé zavislosti byly proloZeny regresni funkci (11).
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Obr. 21 Zavislost efektivni pohyblivosti R-flurbiprofenu, ziskané vyhodnocenim simulaci metody ACE
a VACE, na celkové koncentraci DM-B-CD v zdkladnim elektrolytu. Koncentrace R-flurbiprofenu,
ktery slouzil jako analyt, byla 0,03 mM. Ob¢ zavislosti byly proloZeny regresni funkci (11).
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Tab. 15 Vliv koncentrace analytu na hodnotu konstanty stability stanovené metodami ACE a VACE,
hodnoty konstant stability ziskané ze simulaci.

K / dm’ mol™
CA / l’IlM
DM-B-CD TM-B-CD
ACE 4790 + 50 —
0,03
VACE 4830 + 120 —
03 ACE 4830 £ 20 552,5+0,6
’ VACE 3360 + 580 489 + 12
ACE 4780 + 50 549 +3
3,0
VACE 190 £ 100 220 + 40
vstupni hodnota v simulacich 4801 552

4.3 Dalsi moznosti vyhodnoceni

V préci [25] je navrZen postup zpracovani zavislosti efektivni pohyblivosti analytu na
koncentraci cyklodextrinu v BGE, ktery nevyuziva prokladani piki HVL funkci. Jako
elektromigracni ¢as piku analytu je bran Cas maxima piku. Z tohoto Casu je vypoctena
efektivni pohyblivost analytu a vynesena proti celkové koncentraci cyklodextrinu.
ProloZenim této zavislosti vztahem (11) je ziskan odhad konstanty stability Ky. Spravna
hodnota konstanty stability by byla ziskana, kdyby efektivni pohyblivosti byly vynaseny
proti koncentraci volného cyklodextrinu, nebot ta vystupuje ve vztahu (11). Pro

koncentraci volného cyklodextrinu plati

1 1 K([Alior — [Clio) + 1) [Cliot
[C] = _E([A]mt - [C]tot) _ﬁ + \[{ 2K } + X (34)

Vyrazu (34) Ize vyuzit ke stanoveni konstanty stability iteraéni metodou.
Vsechny experimenty provedené pro systémy nenabité komplexacni Cinidlo, nabity
analyt byly nyni vyhodnoceny timto alternativnim postupem. Byly vyzkouSeny tfi varianty

itera¢ni metody.
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metoda A

Koncentrace volného cyklodextrinu byla vypoctena ze vztahu (34), kde za K bylo
dosazeno Ky, za [A];,; byla dosazena hodnota 0,3 mM a za [C],; byla dosazena
koncentrace komplexa¢niho ¢inidla v BGE, [Cli,. = [Clggg. Efektivni pohyblivosti analytu
byly vyneseny proti vypoétené koncentraci [C] a ziskana zavislost byla proloZzena vztahem
(11). Timto postupem byla ziskdna nova hodnota konstanty stability K, kterd byla opét
dosazena do vztahu (34), a tak byla vypoétena nova hodnota [C]. Postup byl opakovan,

dokud se konstanta stability liSila od své pifedchozi hodnoty o vice nez 1%.
Varianty B, C se od varianty 4 1isi jen ve volbé hodnot [A]; a [Cliot.
metoda B

Jak hodnota [A],y, tak hodnota [C],, byly odettené z elektroferogramu ziskaného

pomoci programu Simul 5 Complex pfimo v misté piku.
metoda C

Za [Alix byla dosazena hodnota odeétena z elektroferogramu v programu Simul 5

Complex v misté piku a za [C], bylo dosazeno [Cl,: = [ClggE-
Konstanty stability uréené iteracni metodou jsou shrnuty v tab. 16.

Tab. 16 Konstanty stability uréené iteraéni metodou, K / dm’ mol™.

B-CD DM-B-CD TM-B-CD
metoda
ACE VACE ACE VACE ACE VACE
5230 £ 470 3830 + 180 6310 £ 680 4500 + 250 585+6 536+3
4017 £ 26 3790 £ 210 4787 + 38 4450 + 270 545,8 +0,8 532+5
4334 + 25 3610+ 200 5205 +£ 52 4250 + 260 552,8 +0,7 528 £5

Z tab. 16 je vidét, Ze tyto alternativni postupy davaji horsi vysledky nez postup pouzity
v pododdilech 4.2.1 a 4.2.2. Pfipadna konvergence konstanty stability ke spravné hodnoté¢
je jen otazkou $tésti a ndhody, ne pravidlem. Jak jiz bylo diskutovano v praci [51], jediny
spravny postup vyhodnoceni elektroferogramu je tedy ten, ktery je zalozeny na prokladani

piktt HVL funkei.
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4.4 Systém nabity cyklodextrin, nenabity analyt - slabé komplexujici

Dale byl studovan systém, v némz byl jako komplexaéni ¢inidlo pouzit cyklodextrin
PA-B-CD a jako analyt S,S-hydrobenzoin. Tyto latky byly vybrany proto, ze vytvateji
komplex v poméru 1:1, S,S-hydrobenzoin je ve velké oblasti pH neutralni a PA-B-CD je
jednosytnd slaba kyselina. Vhodnou volbou pH tak mutzeme dosdhnout jeho uplné
disociace na kationty s ndbojovym ¢&islem +1. Konstanta stability komplexu PA-B-CD
s S,S-HB je K=160. Podle vysledkt studia pfedchozich systémil by bylo vhodnéjsi, kdyby
byla konstanta stability komplexu vétsi, nebot’ pak 1ze ocekavat vétsi rozdil mezi ACE a
VACE metodou. BohuZel ndm neni zndm jiny piesné definovany kationtovy jednomocny
cyklodextrin, pfipadné jiny vhodny analyt, ktery by vytvarel komplex s vétsi konstantou

stability, a pfitom ve stechiometrickém poméru 1:1.

4.4.1 Experiment

Systém PA-B-CD, S,S-HB byl jiz diive studovin ACE metodou [43, 54]. V této
diplomové préci byla proto provedena pouze sériec VACE experimentli. V praci Benese a
kol. [54] byla koncentrace davkovaného S,S-HB zvolena 0,3 mM. Aby byly piky Iépe
detekovatelné, byla v metodé¢ VACE koncentrace S,S-HB zvySena na 1 mM. Koncentrace
PA-B-CD byly zvoleny tak, aby pokryvaly oblast od hodnot srovnatelnych s koncentraci
analytu do hodnot, kdy je analyt cyklodextrinem saturovan. Protoze konstanta stability a
elektroforetické pohyblivosti zavisi na iontové sile, byla ve vSech experimentech
udrZzovana konstantni iontova sila 40 mM. Pfiklad elektroferogramu VACE experimentu
zaznamenany DAD detektorem je uveden na obr. 19. V systému vznikaji dva systémoveé
piky s témét nulovou pohyblivosti (na obr. 19 prekryty pikem markeru EOF), dale jeden
systémovy pik pfislusejici analytu a jeden systémovy pik prislusejici PA-B-CD.

Postupem uvedenym v oddilu4.1 byly stanoveny efektivni pohyblivosti S,S-HB,
vyneseny do grafu v zavislosti na celkové koncentraci PA-B-CD v BGE a proloZeny

regresni funkci (15), viz obr. 20. Regresni analyzou byla stanovena konstanta stability

komplexu K;/:—CBE—CD = (105+8) dm’ mol”'. Efektivni pohyblivosti stanovené ACE

metodou, prevzaté z[54], byly vyneseny do grafu proti celkové koncentraci PA-B-CD

v BGE a téz prolozeny regresni funkci (15), viz obr. 20. Regresni analyzou byla stanovena

konstanta stability komplexu K, E&CD = (163+5) dm’ mol™" . V piipadé ACE metody se
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experimentalni body shoduji s teoretickou zavislosti mnohem 1épe nez v ptipadé¢ metody
VACE.

EOF marker, DMSO

] .

5-: "" /W

1.systémovy pik, "PA-3-CD"

Absorbance / AU

2.systéemovy pik, "analyt"

Obr. 19 Zaznam z DAD detektoru, metoda VACE. Slozeni BGE: 78 mM CH;COOH, 39 mM LiOH,
1 mM PA-B-CD.
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Obr. 20 Zavislost efektivni pohyblivosti S,S-HB, zméi'ené metodou ACE a VACE, na celkové
koncentraci PA-B-CD v BGE. Obé zavislosti byly proloZeny regresni funkci (15). Podminky méfeni
jsou popsany v oddilu 3.3.
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Stfedni hodnoty efektivni pohyblivosti S,S-hydrobenzoinu stanovené jak metodou
ACE, tak VACE jsou shrnuty v tab. 17. Hodnoty konstanty stability komplexu a jeho
elektroforetické pohyblivosti stanovené obéma metodami jsou porovnany v tab. 18. Je
ziejmé, Ze 1 v tomto systému s nizkou hodnotou konstanty stability davaji metody ACE a
VACE odlisné vysledky.

Tab. 17 Stfedni hodnoty efektivni pohyblivosti S,S-HB v zavislosti na koncentraci PA-p-CD v BGE.
Jako chyba metody VACE je uvadéna vybérova smérodatna odchylka.

/ ACE VACE
Crap-co /MM Hactr /107° m*V g™ Mot /10° m*V s

1 0,87 0,599 + 0,002
2 1,65 1,292 + 0,003
3 2,25 1,84 + 0,04

4 2,77 2,400 £+ 0,004
6 3,44 3,224 + 0,004
8 3,93 3,831 £ 0,008
10 4,34 4,27 +0,01

12 4,69 4,775 £ 0,002
15 5,04 5,188 +£ 0,006
20 5,35 5,630 + 0,008
25 5,56 5,88 £ 0,02

30 5,66 6,045 + 0,009

Tab. 18 Konstanta stability a elektroforeticka pohyblivost komplexu S,S-hydrobenzoinu s PA-B-CD
stanovené metodami ACE a VACE.

K /dm® mol™ W /107 m?V7's!
ACE 1635 7,0+0,1
VACE 105 £8 8,2+0,3

4.4.2 Simulace

Pro ovéfeni vysledki VACE metody byly VACE experimenty nasimulovany
v programu Simul 5 Complex. Vzhledem k malym hodnotdm efektivni pohyblivosti
analytu se vypocetni ¢as simulaci pohyboval v fddu jednoho tydne. Z tohoto diivodu byly
nasimulovany VACE experimenty pouze pro vybrané koncentrace PA-B-CD a pouze
v pfipad¢ dvou koncentraci, 4 mM a 10 mM, byl nasimulovdn cely elektroferogram.

U ostatnich koncentraci byla simulovana pouze ¢ast separace tak, aby bylo mozno urcit
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dostatecné presné efektivni pohyblivost ptislusného systémového piku. V simulacich byla
jako vstupni hodnota zaddna konstanta stability ziskana experimentalné metodou ACE.
Srovnani experimentélnich a nasimulovanych elektroferogrami je uvedené na obr. 21.
Experimentalni a nasimulované profily se velmi dobie shoduji v polohdch, vySkach
ivtvarech piki. Nasimulované elektroferogramy byly vyhodnoceny stejnym postupem
jako elektroferogramy experimentalni. Piky byly opét prolozeny HVL funkci a nasledné
byly vypocteny efektivni pohyblivosti analytu. Hodnoty takto uréenych efektivnich
pohyblivosti analytu jsou blizké experimentdlnim hodnotdm. Porovnani zavislosti efektivni
pohyblivosti analytu na celkové koncentraci PA-B-CD v BGE zji§téné experimentalné a

ziskané vyhodnocenim simulaci jsou uvedeny na obr. 22.
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Obr. 21 Metoda VACE, srovnani experimentalnich a nasimulovanych elektroferogramii pro systém
analyt S,S-HB, komplexa¢ni c¢inidlo PA-B-CD. Z divodu vétsi piehlednosti byly jednotlivé
elektroferogramy posunuty podél y-ové osy. Hodnota absorbance na y-ové ose tedy predstavuje pouze
relativni velikost signalu.
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Obr. 22 Metoda VACE. Zavislost efektivni pohyblivosti S,S-hydrobenzoinu na celkové koncentraci
PA-B-CD v zikladnim elektrolytu. Obé zavislosti byly proloZeny regresni funkci (15). Podminky
méfeni jsou popsany v oddilu 3.3.

V tab. 19 jsou shrnuty hodnoty konstant stability ziskané vyhodnocenim experimentalnich
1 nasimulovanych elektroferogramt.

Tab. 19 Konstanty stability. Systém PA-B-CD, S,S-hydrobenzoin.

K. /dm’ -mol ™’ K, /dm’-mol'
ACE 163 +5 —
VACE 105+ 8 112+ 10

ACE VACE
exp a K sim

Prestoze komplexace je vtomto systému velmi slabd, neshoduji se K ani

v ramci svych chyb. V systémech nenabity analyt, nabité komplexacni ¢inidlo neni tedy
VACE metoda pouzitelna ani pfi malych hodnotich komplexacni konstanty. Pfiinou
muze byt to, Ze se vsérii VACE experimentli méni slozeni BGE z divodu zachovani

konstantni iontové sily, coz mlize vyrazné€ ovlivnit chovani systémovych pik.
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4.5 Systém nabity cyklodextrin, nenabity analyt - silné komplexujici

Studium ptfedchoziho systému s analytem S,S-HB a komplexacnim ¢inidlem PA-B-CD
naznacilo, Ze 1 v systému tvofeném nenabitym analytem a nabitym komplexacnim ¢inidlem
budou ACE a VACE metoda davat odlisné vysledky. Nicméné hodnota konstanty stability
K=160 je ptili§ mala na to, aby se rozdily mezi obéma metodami prikazné projevily.
ProtoZe v soucasné dobé neni dostupny kationtovy jednomocny cyklodextrin, ktery by
vytvarel komplex s vétsi konstantou stability, a pfitom ve stechiometrickém poméru 1:1,
byl navrzen vhodny modelovy systém s vétsi hodnotou konstanty, ve kterém byla
provedena obdobna sada simulaci jako v redlnych systémech. Konstanta stability
komplexu K = 3981 dm’ mol" a jeho elektroforeticka pohyblivost uac = 20-10° m*V's™
byly zvoleny blizké experimentdlnim hodnotdm pro systém R-flurbiprofen, B-CD.
Podminky simulaci jsou podrobné popsiny v oddilu3.4. Postup vyhodnoceni
elektroferogramti se nijak nelisil od postupu v oddilu 4.4. V tab. 20 jsou uvedeny efektivni
pohyblivosti analytu stanovené jak metodou ACE, tak metodou VACE v zavislosti na
celkové koncentraci komplexacniho ¢inidla (znacené CD) v BGE pro dvé koncentrace

analytu.

Tab. 20 Efektivni pohyblivosti analytu stanovené metodou ACE a VACE v zavislosti na koncentraci

komplexacniho ¢inidla (znacené CD).

¢, =03mM c, =0,05mM
Cep /MM ACE VACE ACE VACE
Haer /107 m?V7's™

0.1 5.70 1,82 5.70 4,63
0,2 8,87 3,83 8,87 7,78
0,5 13,30 9,26 13,30 12,67
1,0 15,98 14,05 15,96 15,69
5.0 19,00 18.89 19,00 18,98
10,0 19,47 19,44 19,47 19,46

Z hodnot uvedenych v tab. 20 je vidét, Ze efektivni pohyblivost analytu stanovena
metodou ACE vilbec nezavisi na koncentraci analytu, ale jen na koncentraci
komplexacniho ¢inidla. Tato skuteCnost neni pitekvapujici a je zcela v souladu
s teoretickou zavislosti (15). Naopak efektivni pohyblivost analytu stanovend metodou

VACE je jind pro koncentraci analytu 0,3 mM a pro koncentraci analytu 0,05 mM. Tento
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rozdil je dal§im dikazem toho, Ze pohyblivost systémového piku, ktery v metodé¢ VACE
odpovida analytu, neni pouze funkci koncentrace komplexacniho C¢inidla, jak je
predpokladéno ve vztahu (15), ale zavisi na koncentracich vice slozek BGE. Na obr. 23 je
vynesena zavislost efektivni pohyblivosti analytu na celkové koncentraci komplexa¢niho
¢inidla v BGE jak pro metodu ACE, tak pro VACE, a to pro koncentraci analytu 0,3 mM.

Na obr. 24 je vynesena tatdz zavislost pro koncentraci analytu 0,05 mM.

My o 10° m*V's”
=
|
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c../mM

Obr. 23 Zavislost efektivni pohyblivosti analytu, zméfené metodou ACE a VACE, na celkové
koncentraci CD v BGE. Obé zavislosti byly proloZeny regresni funkci (15). Koncentrace analytu byla
0,3 mM.
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Obr. 24 Zavislost efektivni pohyblivosti analytu, zméfené metodou ACE a VACE, na celkové
koncentraci CD v BGE. Obé zavislosti byly proloZeny regresni funkci (15). Koncentrace analytu byla
0,05 mM.

Regresni analyzou ur¢ené hodnoty konstanty stability jsou uvedené v tab. 21.

Tab. 21 Hodnoty konstanty stability a elektroforetické pohyblivosti komplexu stanovené metodami
ACE a VACE na zikladé provedenych simulaci. Simulace byly provedeny pro koncentrace analytu
c,=0,3 mM a c,=0,05 mM. V simulacich byla jako vstupni hodnota zaddna konstanta stability
Kin=3981 dm’ mol .

ACE VACE
c, =03mM c, =005mM ¢, =03mM ¢, =0,05mM
K /dm® mol™ 4001 + 5 4003 + 2 1510 + 240 3220 + 120
Ha /107 m*V7's' 19,956 £0,006 19,948 £ 0,003  21,3+0,9 20,2£0,2

Ztab. 21 je ziejmé, ze metoda ACE dava pro obé koncentrace analytu hodnotu
konstanty stability, kterd je blizkd sprdvné hodnoté K. Konstanta stability ziskana
metodou VACE je pro ob¢ koncentrace analytu mensi nez spravna hodnota K. Pro

koncentraci analytu 0,3 mM je tento rozdil dokonce podstatné vétsi nez u systému B-CD,
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R-flurbiprofen, kde méla konstanta stability komplexu B-CD s R-flurbiprofenem podobnou
hodnotu 4040 dm’ mol”, viz tab. 12 (str. 52). Stejné jako v systémech nenabité
komplexaéni ¢inidlo, nabity analyt se zméfena zavislost efektivni pohyblivosti analytu na
koncentraci komplexacniho cinidla pfili§ neshoduje s teoretickou zavislosti. Proto byly

VACE metodou ur¢eny konstanty stability s mnohem vétsi chybou nez metodou ACE. Pro

koncentraci analytu 0,3 mM je R; =1, R, =0,98212 a pro koncentraci analytu 0,05

mM je R, =1, R}, =0,99836. Jak se konstanta stability uréenda VACE metodou lisi

VACE
od spravné hodnoty, zavisi na koncentraci analytu. Hor$i vysledek poskytuje VACE

metoda v piipadé vyssi koncentrace analytu.
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5 Zaveér

V této praci byly studovany dvé odliSné metody stanoveni konstanty stability
komplexti pomoci kapilarni elektroforézy, metody ACE a VACE. Hlavni pozornost byla
vénovana posouzeni spravnosti konstant stability ziskanych témito metodami.

Pro studium byly vybrany dva typy systémt. V prvnim systému byl jako komplexaéni
¢inidlo pouzit nenabity cyklodextrin (B-CD, DM-B-CD a TM-B-CD) a jako analyt
R-flurbiprofen, ktery byl pfi zvoleném pH BGE zcela disociovan na jednomocné anionty.
V druhém systému byl analytem neutralni S,S-hydrobenzoin a komplexacni ¢inidlo tvofil
cyklodextrin PA-B-CD, ktery byl pfi zvoleném pH BGE zcela disociovan na jednomocné
kationty.

Nejprve byly metodami ACE a VACE stanoveny efektivni pohyblivosti analytu
v jednotlivych systémech pro rizné koncentrace komplexacniho ¢inidla v BGE.
Vyhodnocenim zévislosti efektivni pohyblivosti analytu na celkové koncentraci
komplexaéniho ¢inidla v BGE byly stanoveny konstanty stability komplext. Nasledné byly
provedené experimenty nasimulovany v programu Simul 5 Complex. Nasimulované
elektroferogramy se velmi dobfe shodovaly s elektroferogramy experimentalnimi
v polohach pik, jejich vyskach i tvarech. Byla tak potvrzena schopnost programu Simul 5
Complex ptedpovidat vysledky elektroforetické separace jak pro metodu ACE, tak pro
metodu VACE. Byly téz porovnany rizné metody urceni efektivni pohyblivosti ze
zaznamenaného elektroferogramu a bylo ovéteno, Ze jediny spravny postup je ten navrzeny
v praci [51], ktery spociva v prolozeni piku HVL funkci a vypoctu efektivni pohyblivosti
z odpovidajiciho parametru HVL funkce.

Nasimulované elektroferogramy byly vyhodnoceny stejnym postupem jako
elektroferogramy experimentalni. Spravnost konstant stability stanovenych metodami ACE
a VACE byla posuzovana podle jejich shody s hodnotou konstanty, kterd byla zadana jako
vstupni parametr v simulacich. Bylo zjisténo, Ze ACE metoda dava spravnou hodnotu
konstanty stability pro vSechny studované systémy. VACE metoda se naopak ukazala jako
nepouzitelna pro siln€ komplexujici systémy, kdy se konstanta stability ur¢ena VACE
metodou 1isi od své spravné hodnoty o témét 30%. V systému s nenabitym analytem a
nabitym komplexa¢nim ¢inidlem davda VACE metoda nespravné vysledky i pfi malé

hodnot€ konstanty stability vznikajiciho komplexu.
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Dale byly provedeny simulace metod ACE a VACE pro n¢kolik dalSich systému
lisicich se velikosti konstanty stability vznikajiciho komplexu ¢i zvolenou koncentraci
analytu. Z vysledkli téchto simulaci plyne, Zze konstanta stability stanovend metodou
VACE zavisi na koncentraci analytu. Naopak konstanta stability stanovena metodou ACE
na koncentraci analytu nezavisi.

Pti¢inou nespravnych vysledki metody VACE je skutecnost, Ze teoretické vztahy (12)
a (14) nejsou schopny spravné popsat chovani systémovych pikl. Z linearniho modelu
elektromigrace vyplyva, Ze zavislost pohyblivosti systémovych pikidi na koncentraci
jednotlivych slozek BGE je slozitéjsi nez ta, ktera je predpokladana ve vztazich (12) a (14).

Analytické feSeni tohoto problému vSak dosud nebylo nalezeno.
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