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Abstrakt

V této praci je popsan vyvoj metody, ktera byla pouzita pro separaci a
stanoveni necistot pyridinu a isochinolinu v kvartérnich amoniovych
slou¢eninach pomoci kapilarni zénové elektroforézy. Analyza probihala
v kiemenné kapilafe pfi napéti 20 kV a teploté 25 T. UV detekce probihala pi
210 nm a 254 nm. Celkova délka kapilary o vnitfnim prameéru 75 um ¢inila 58
cm a jeji efektivni délka byla 49,5 cm. Vzorky byly nastfikovany po dobu
6 s tlakem 50 mbar. Cela analyza trvala méné nez 5 minut.

Jako optimalni z&kladni elektrolyt byl vybran 70 mM acetat s 5% (v/v)
methanolu. Jeho pH bylo upraveno na hodnotu 4,7 pomoci hydroxidu sodného.
Jako vnitfni standard byl pouzit imidazol. Kalibra¢ni zavislosti byly linearni jak
pro pyridin (0,1 — 10,4 pg/ml; r* = 0,9988), tak pro isochinolin (0,1 — 9,98 pg/ml;
r> = 0,9972). Limit detekce byl stanoven 0,06 pg/ml pro pyridin a 0,02 pg/ml pro
isochinolin.

Optimalizovana metoda byla pouZzita ke stanoveni obsahu pyridinu a

isochinolinu jako necistot ve vzorcich kvartérnich amoniovych sloucenin.



Abstract

In this study, capillary zone electrophoresis with UV detection was
developed for separation and determination of impurities pyridine and isoqui-
noline in quaternary ammonium compounds. The analysis was performed in a
fused silica capillary at 20 kV and 25 € with UV detection at 210 nm and 254
nm. The total length of the capillary was 58 cm, the effective length was 49,5
cm and its inner diameter was 75 um. The injection was carried out for 6
seconds and under pressure of 50 mbar. The analysis took less than 5 minutes.

The optimal background electrolyte consisted of 70 mM acetic acid with
5% (v/v) of methanol. pH was adjusted to 4,7 with sodium hydroxide. As internal
standard was chosen imidazole. The calibration graphs were linear for both
pyridine (0,1 — 10,4 pg/ml; r* = 0,9988) and isoquinoline (0,1 — 9,98 pg/ml;
r> = 0,9972). The limits of detection were 0,06 pg/ml for pyridine and 0,02 pg/ml
for isoquinoline.

The optimized method has been used to determine the content of
pyridine and isoquinoline as impurities in samples of quaternary ammonium

compounds.



L UVOD . et e et s 9
2. CIL A ZADANI DIPLOMOVE PRAGCE .......cocoiieeeeee e, 10
3. TEORETICKA CAST ...ciiiiieiiiteiete et 11
3.1. Kapilarni €leKtrofOr@za ..........coouiiiiiiiiiiieie e 11
3.2. Zakladni elektroforetické charakteristiKy ..........ccooeeeiiiiiiiiiiie e, 13
3.2.1. Elektroforetick& ponybIliVOSE .............uviiiiiiiiii e 13
3.2.2. Elektroosmoticky tOK (EOF) .......cooiiiiiiiiii e 14
3.2.3. MIGFACNT CAS ...uveeieieeeiieiite ettt e e e e e e e e e e e 16
3.2.4. Déje ovliviujici elektroforetickou pohyblivost.............ccccoiiiiiiiiiiiee, 17
3.2.4.1. VIiv PH €leKIrOIYtU....coeeeiiiiii e e 17
3.2.4.2. TVOrba KOMPIEXU ...ttt 17
3.2.4.3. Tvorba iontovyCh aSOCIALU ...........evvvviiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeee e 17
3.2.4.4. Tvorba hostitelskych KOmMPIeXU ..........ccoooiiiiiiiiie e 18
3.2.4.5. Vliv nevodnych rozpouSte&del ............ceeiiiiiiiiiiiiie e 18
3.2.4.6. Viv Situjicich prostfedi............uueeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 19
3.2.4.7. Vlivionogennich smacedel..............ceeiiiiiiiiiiiiiiii e 19
3.2.5. D&je OVIIVAUJICT SEPAIACI ... ..eetiieeiiiiiiiiiie et 19
3.2.5.1. JOUEIOVO tEPIO ... 20
3.2.5.2. DIfUZE ... 20
3.2.5.3. Elektromigra€ni diSPEIZe ...........cccuuuiiiiiiieiiiiiiiie e 20
BT T S Ao 1] 1 Lo = S 21
3.3. Aplikace kapilarni eleKtrofOr€zy ... 21
3.4. Kapilarni zonova elektroforéza (CZE) ...........ceeiiiiiiiiiiiiiiie e 21
4.1 INSITUMENTACE. ... i e eiiieeeiii e e e e s e eenrnnnans 22
3.4 0.1 KAPIIAIY ... 23
3.4.0.2. NASHFIK VZOTKU. ..cceieiiiiiiiieiee et 23
3.4.1.3. VKIAdANE NAPELT ... 24
B4 1.4, DEIEKION . .....uiiiiiiiee ettt 24
3.5. Kapilarni izotachoforéza (CITP) ........eeiiiiiiiiiiieeee e 25
3.6. Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC)............ooooviviiiiiiiiiiie e, 26
3.7. Kapilarni gelova elektroforéza (CGE).........oooiuuiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 27
3.8. Kapilarni elektrochromatografie (CEC)..........cceeiiiiiiiiiiiiiiii e 27
3.9. Kapilarni izoelektrické fokusace (CIEF).........cccuuuviiiiiiiiiiiieee e 28
3.10. Kvartérni amonioVe SIOUCENINY .........coovviiiiiiiiiie e e e e e e 28



3.10.1. Vlastnosti 1-dodecylpyridinium bromidu.............ccccooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeees 29

3.10.2. Vlastnosti 2-dodecylisochinolinium bromidu .................oeevviiiiiiiiiiiiiiiiennne. 30
3.11. Nedistoty obsaZzené ve stanovovanych vzorcich ..............ccccevviiieiie e, 30
700 I I O Y T [T o U 30
3.11.2. ISOCHINONN ...t 31
4. EXPerimentalni CASL........oooiiiii i 34
4.1. POUZIVANE PIISIIOJE .....eeieieeeie ettt e e e e e 34
4.2. PouZité chemikalie @ roZtOKY..........coiiiieiiiiiiiiie e eenens 35
4.3, PHPIrava FOZIOKU ........eveieiieiee ettt e e e 36
4.3.1. Pfiprava pracovnino elektrolytu ............cccoovviiiiiiiiiieee e 36
4.3.2. Pfiprava zasobnich roztokd standardu ...............cccveeveeiiiiiiniiiiiiieees 36
e T T T = \VZ= Y 0] (U 36
4.3.4. Priprava kalibracnich roztokul ............cccoooiiiii e 37
4.4. Pracovni a VYPOCENT POSTUPY ....uuvvrrrieiieeiiiiiiiii it e e e e e et e e e e e e e e e e e 37
o N = o0 AV T o101 (1] 37
4.4.2. Vyvoj a optimalizace Metody .............uuuuuuuumumeimeiiiiiiiiiiiieieeeeeneeeeeeeneneeneeeee. 38
4.4.3. Méfeni kalibra€ni zaVisIoSti.............occcuiiiiiiiiiiii 38
= Lo 4 1Y =Y g T SR 38
4.4.5. UGINNOSE SEPATACE. .......ccveeiveeeeieeeieeieeeteeeeeeesesseeeteateeesareesreeeteeaeareesrens 39
4.4.6. OpakovatelNoSt MELOAY ........ccviiiiiiiii e 39
4.4.7. Limit detekce a kvantifikace..............cccuviiiiiiiiiiiiiic e 39
4.4.8. Stanoveni mMNoZstvi NeCiStoty Ve VZOrKU ..........cceevieeeiiiiiiiiiiiniieeeeeeeeiie e 40
4.4.9. SPravVNOSE MELOAY .....ceiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e e e 41
5. VYSIEAKY @ QISKUZE ... s 41
5.1. Vyvoj a optimalizace metody............coovviiiiiiiiiii 41
5.1.0. DELEKCE ...t 41
5.1.2. Volba pracovnino eleKtrolytu ................euueeeeeeeeeeeiiiiiiieieeeeieeeieeeeeeeeeeeeneeeeeane 42
5.1.3. Vybér vhodného vnitiniho standardu.............ccccceeiiiiiiiiieiie e, 46
5.1.4. OptiMaliZaACE PH ... oo 46
5.1.5. VIV KONCENIace BGE..........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiii it 46
5.1.6. Vliv pfidavku methanolu ..............coooriiiiiiiiic e a7
5.1.7. VIV NAPELT ..ttt 48
N IR T 11V (=T o] o] YRR 49
5.1.9. Optimélni sloZeni pracovniho elektrolytu a podminky méfeni..................... 50
5.1.00. ROZISENT ..ttt 51
5.1.12. UCINNOSE SEPATACE.......c.ecveveeeeeereeteeteeteeeeeteeteeteeseeeesteeteseseesesteesenseseanes 52



5.2. Kvantitativni @nalyZa............coooiiiiiiiiiiiiec e 53

5.2.1. Kalibracni zAvisIOSt PYHINU ......oooiiiiiiiiiiiie e 54
5.2.2. Kalibra€ni zavislost iSOChINOINU .............coiiiiiiiiiiiee 55
5.2.3. Limity detekce a kvantifikace.............ccceeiiiiiiiiiiiiiii e, 56
5.2.4. Koncentraéni zavislost 1-dodecylpyridinium bromidu (DP) .............coc........ 56
5.2.5. Koncentraéni zavislost 2-dodecylisochinolinium bromidu (Dl)..................... 57

5.3. OpakovatelNOSt MELOAY .........ooeuiiuniiiee e eeeeeeees 57
5.4. Stanoveni obsahu Nedistoty Ve VZOrKU.............ceeiiiieiiiiiiiiici e 58
5.5, SPrAVNOSE MELOAY .......uviiiiieiieei ittt e e e e 59
T V.- o S 60
7. Seznam POUZILYCN ZKIALEK.........ciiiiiiiiiiiiiiie e 62
8. SEZNAM NLEIALUIY ... e e e e e e eeeeaees 63



1. UVOD

Kapilarni elektromigraéni metody nachéazeji uz dlouha léta uplatnéni
v mnoha typech laboratofi. Oblasti lidské c&innosti, kde se s uspéchem
k nejriznéjSim analyzam vyuZzivaji, jsou rozsahlé. Patfi mezi né obory jako je
chemie, biochemie, farmaceuticky a potravinarsky pramysl, ekologie C¢&i
medicina.

Existuje mnoho variant kapilarnich elektromigratnich metod, které se
navzajem liSi principem separace a kazda z nich se svyhodou pouziva ke
stanoveni jiné skupiny latek. VSechny kategorie kapilarni elektroforézy maji
spole¢né to, Ze u nich dochézi k migraci elektricky nabitych stanovovanych
latek vlivem stejnosmérného elektrického pole.

Diky a¢&innosti dosahujici stovek tisic az miliona teoretickych pater a
velmi dobré citlivosti jsou tyto techniky povazovany za nejucCinngjSi a
nejperspektivngjsi  analytické separaéni metody. Oznacdeni kapilarni
elektroforéza byva nékdy dokonce nahrazovdno pojmem vysokoucinna
kapilarni elektroforéza (High-Performance Capillary Electrophoresis, HPCE).
DalSimi pozitivy jsou snadna optimalizace, rychlost a nizka spotfeba vzorku a

chemikalii.



2. CiL A ZADANI DIPLOMOVE PRACE

Cilem této prace bylo vypracovat metodu vhodnou pro separaci a
stanoveni necistot (pyridinu a isochinolinu) v kvartérnich amoniovych

slou€eninach pomoci kapilarni zénové elektroforézy.
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3. TEORETICKA CAST

3.1. Kapilarni elektroforéza

Pohyb rozptylenych €astic kapalinou vlivem elektrického pole poprvé
popsal Reuss v roce 1807. Tento jev se nazyva elektroforéza [1]. Poprvé byla
zavedena do praxe roku 1937 Arne Tiseliem, Svédskym chemikem a
biochemikem, ktery za vyzkum elektroforézy a adsorpéni analyzy obdrZel roku
1948 Nobelovu cenu.

Elektroforéza je analytickd metoda pouzivana k separaci nabitych ¢astic
v elektrickém poli. Je zaloZena na rizné rychlosti putovani jednotlivych slozek
délené smési ve vodivém nosici pfi pusobeni elektrického proudu. Separace
probiha ve volném roztoku elektrolytu nebo na nosném meédiu, kterym muze byt
napfiklad gel. Je-li elektrolytem nebo médiem naplnéna kapilara, mluvime o tzv.
kapilarni elektroforéze [2].

Vlivem elektrického pole nabité molekuly migruji ve sméru elektrody
s opacnym nabojem. Kladné nabité ionty putuji smérem k zaporné nabité
elektrodé (katodé) a zaporné nabité ionty jsou naopak pfitahovany kladné
nabitou elektrodou (anodou). lonty s vyS$Sim nabojem se pohybuiji rychleji nez ty
s nabojem niz8im. Kromé nédboje méa na pohyblivost ¢astice vliv i jeji velikost a
tvar. Migracni rychlost je zaroven ovlivnéna rychlosti elektroosmotického toku,
coz je pohyb pufru kapilarou vlivem elektrického pole [3, 4].

Pojem kapilarni elektromigrani metody zahrnuje nékolik variant kapilarni

elektroforézy, které probihaji v kapilarnim instrumentalnim formatu. Tyto meto-
dy mohou byt provozovany i v makroméfitku [5, 6]. Mezi zakladni typy kapilarni

elektroforézy patfi:

» Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

» Kapilarni gelovéa elektroforéza (CGE)

* Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC)
» Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

» Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF)

» Kapilarni izotachoforéza (CITP)
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Rozdily mezi témito metodami spoc€ivaji v médiu obsazeném v separacni
kapildfe a v mechanismu separace a budou probrany dale v textu [5]. Diky
odliSnym principim déleni lze témito metodami analyzovat Sirokou Skalu
molekul rdznych velikosti a nékteré znich lze aplikovat i pfi stanoveni
neutralnich molekul.

Jednou z hlavnich vyhod kapilarni elektroforézy je potfeba pomérné jed-
noduchého instrumentalniho vybaveni. Separace probiha v kapilafre, ktera ma
oba konce ponofeny do nadobek s elektrolytem. Do nich jsou kromé kapilary
ponofeny i elektrody vysokonapétového zdroje a dochazi tak k vytvoreni
elektrického pole nutného k separaci. Detektor je umistén na distalnim konci
kapilary [7] a zaznamenava zavislost odezvy detektoru na ¢ase. Tomuto

zaznamu fikame elektroforeogram [8].
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Obr. 1: Schéma zafizeni pro kapilarni elektroforézu

Mezi dalSi vyhody kapilarni elektroforézy patfi vysoka rychlost analyzy,
vysoka separacéni ucinnost dosahujici stovek tisic az milion teoretickych pater
a vysoka citlivost umoziujici stanoveni 10 - 10" mol analytu v nano- aZ piko-
litrovych objemech analyzovanych vzork( [6]. Mohou se stanovovat latky
termalné nestabilni a netékavé bez nutnosti derivatizace. Spotfeba vzorkd a
chemikalii je velmi nizka, coz vede ke snizeni nakladu na analyzu i k menSimu

dopadu na zivotni prostredi [9].
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3.2. Zakladni elektroforetické charakteristiky

3.2.1. Elektroforeticka pohyblivost
Elektroforeticka pohyblivost per vyjadfuje rychlost, s jakou se nabita
Castice vroztoku ve stejnosmérném elektrickém poli o jednotkové intenzité

pohybuje.
Pro rychlost pohybu iontu v roztoku plati:
Vet = Mef . E

Vet — elektroforeticka rychlost [m.s™]
Wef — elektroforeticka pohyblivost [m?.V™1.s™]
E — intenzita elektrického pole [V.m™] [7]

Elektroforetickd pohyblivost zavisi na naboji, velikosti a tvaru molekuly
rozpusténé latky a na viskozité elektrolytu, ve kterém k migraci dochazi. Je-li
nabita ¢astice kuloveého tvaru, plati pro elektroforetickou pohyblivost vzorec:

_1
6m.n.17

Uer =
g - naboj ¢astice [C]
n - viskozita roztoku elektrolytu [N.s.m™]

r — polomér ¢astice [m]

Z tohoto vztahu tedy plyne, Ze pohyblivost iontu je pfimo umérna jeho
naboji a naopak nepfimo umérna jeho velikosti a viskozité elektrolytu [4]. VétSi
Castice se budou pohybovat pomaleji nez ¢astice malé stejného naboje a ionty

s vétSim nabojem budou migrovat rychleji nez ionty s nabojem mensim.
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3.2.2. Elektroosmoticky tok (EOF)

Uvnitf kapilary naplnéné elektrolytem dochazi vlivem elektrického pole
k pohybu tohoto pufru, ktery s sebou unasi ¢astice vzorku [4]. Tento jev vznika
diky naboji na vnitini sténé kapilary. Ta je vyrobena z taveného kiemene a
obsahuje velké mnoZstvi silanolovych skupin Si-OH. V zavislosti na pH
elektrolytu doch&zi u téchto skupin k disociaci a vnitfni sténa kapilary je diky
tomu tvofena zaporné nabitymi ionty Si-O'.

Tyto zaporné nabité silanolové skupiny pfitahuji kladné nabité kationty
pufru, které vytvari vnitfni pevnou vrstvu kationtll na sténé kapilary. Jiz mensi
silou jsou pfitahovany dalSi kationty, které vytvareji mobilni vrstvu. Tato mobilni
vrstva tvofena kladné nabitymi ionty je po aplikaci elektrického pole unasena
smérem k zaporné nabité elektrodé a strhava s sebou i molekuly elektrolytu.
Cely pufr je unaSen smérem ke katodé a tento jev se nazyva elektroosmoticky
tok [6].
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Obr. 2: Vznik elektroosmotického toku
Rychlost elektroosmotického toku je dana vztahem:

e(.E

Veor = ———
n

£ — permitivita roztoku [C?J ™ m™]
¢ — elektrokineticky (zeta) potencial [V]

E — intenzita elektrického pole [V.m™]

n — viskozita roztoku [N.s.m] [6]
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Zeta potencial ¢ je potencidlovy rozdil mezi pevnou a mobilni vrstvou
kfemenné kapiléry. Je ur€en hustotou naboje vnitfni stény kapilary. MnoZstvi di-
sociovanych silanolovych skupin je zavislé na pH elektrolytu a velikost zeta
potencialu a tim padem i rychlost elektroosmotického toku jsou tedy vyznamné
zavislé na pH nosného pufru. Zeta potencial zavisi také na iontoveé sile pufru.
S rostouci iontovou silou dochazi k redukci EOF. Lze ho ovlivnit i Upravou
vnitiniho povrchu kapilary [6].

Elektroosmoticky tok unasi vSechny ionty stejnou rychlosti, takze pusobi
jako neselektivni sila. Je to jev pozitivni zpusobujici pohyb vSech latek stejnym
smérem, a to bez ohledu na naboj. Diky EOF jsou ke katodé unaseny i anionty,
které kvali svému zapornému naboji migruji k anodé. Velikost EOF je ale mno-
hem vétSi nez jejich elektroforeticka pohyblivost. To umoznuje souasné stano-
veni kationtt, aniontud i neutralnich latek. Kationty migruji nejrychleji, jelikoz se u
nich s¢ita rychlost EOF a elektroforeticka pohyblivost pisobici stejnym smérem.
Neutralni latky jsou neseny rychlosti EOF, vzajemné vSak nejsou separovany.
Anionty se k detektoru dostavaji nejpozdéji, jelikoZz putuji proti EOF k anodé
[10].

Migracni rychlost stanovované latky je tedy vyslednici jeji elektroforetické
rychlosti a rychlosti EOT:

Viot = Vet + Veof

Viot — celkova rychlost analytu [m.s™]
Ver - elektroforeticka rychlost [m.s™]
Veof — rychlost elektroosmotického toku [m.s™] [4].
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Obr. 3: Pusobeni EOF na migraci iont a neutralnich molekul

3.2.3. Migra éni €as

Elektroforetick&d pohyblivost nelze experimentélné zjistit. Mizeme ji ale
vypocitat z naméfeného migraéniho ¢asu analytu. Migracni ¢as je Cas, ktery
uplyne, nez se latka dostane z mista nastfiku do detekéni cely. Pokud je
elektromigrace provazena hydrodynamickym tokem, je tfeba pocitat i
s migracnim ¢asem nenabitych ¢astic. Elektroforetickou pohyblivost Ize spoditat

dle vztahu:

l; — celkova délka kapilary [m]
|s — efektivni délka kapilary [m]
U — napéti [V]

tm — migracni ¢as analytu [s]

to — migracni ¢as nenabitych ¢astic [s]
Zkraceni migracniho €asu a tedy i celé analyzy mizZzeme docilit nékolika

zpusoby. Nabizi se nam moznost zvySit napéti, zkratit délku kapilary nebo nej-

riznéjSimi zpusoby ovlivnit EOT (teplota, pH, iontova sila elektrolytu) [7].
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3.2.4. Déje ovliv nujici elektroforetickou pohyblivost

Na déleni latek diky rtzné elektroforetické pohyblivosti je z existujicich
variant kapilarni elektroforézy zaloZzena hlavné kapilarni zonova elektroforéza a
izotachoforéza. U téchto metod je nutné dosahnout maximalnich rozdild v mig-
raénich Sasech jednotlivych analytd. Ukolem je najit takové podminky separace,
pfi kterych budou rozdily mezi elektroforetickymi pohyblivostmi pfilehlych zon co
nejvetsi [7].

K ovlivnéni pohyblivosti mizeme pouzit néktery z nasledujicich nastroju:
zménu pH pracovniho elektrolytu, pfidavek vhodného komplexujiciho ¢inidla
nebo latek vytvafejicich hostitelské komplexy, pouZiti gelu nebo pfidavek

nevodného rozpoustédla.

3.2.4.1. Vliv pH elektrolytu

Pohyblivost slabych kyselin a zasad je silné zavisla na stupni jejich
disociace a tudiz na pH prostiedi [6]. Se zménou pH dochazi ke zméné
ionizace a tim padem i efektivni pohyblivosti. Optimalizujeme-li podminky
analyzy, hledame takové pH pracovniho elektrolytu, pfi némz je rozdil

efektivnich pohyblivosti dvou nejhlife separovatelnych latek nejvétsi [7].

3.2.4.2. Tvorba komplex U

Neékteré latky jsou schopny tvofit komplexy, coZz m& vliv na jejich
pohyblivost. Elektroforeticka pohyblivost vzniklych komplexd se podstatné IliSi
od pohyblivosti volného analytu. Tvorby komplextd se dosahuje pfidanim iontu
kovu nebo ligandu k elektrolytu. Vybérem druhu a koncentrace kovu nebo
ligandu volime takové podminky, za kterych dojde k Uplné separaci vSech

slozek vzorku [7].

3.2.4.3. Tvorba iontovych asociat U

Schopnosti tvofit iontové asociaty s ionty opacného naboje se vyuziva ke
sniZzeni migraéni rychlosti analytt. Cim maji interaguijici ionty vy3si naboj, tim je
vazba mezi nimi silngjSi a dochazi k vyrazn&jSimu poklesu mobilit. Je-li tedy

soucasti vzorku analyt majici diky svému nejvySSimu naboji mezi ostatnimi
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analyty i nejvy8Si pohyblivost, dojde u né po pfidani protiiontu
k nejvyraznéjSimu zpomaleni pohybu. Tento Ukaz muze byt tak silny, Ze
zapri¢ini vyménu migracniho poradi analytu.

K ovliviiovani elektroforetické pohyblivosti tvorbou iontovych asociatll se
nejlépe hodi kyseliny & zasady o vysSim ndéboji, jako je kyselina citrénova,

kyselina fytova ¢i spermin [7].

3.2.4.4. Tvorba hostitelskych komplex

Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy tvofené 6 — 8 molekulami
glukdzy. Vytvari duty valec, na jehoz obvodu jsou hydroxylové skupiny a vnitfni
jadro zastava hydrofobni. Do této dutiny vstupuji hydrofobni skupiny a tvofi se
tak hostitelské komplexy.

Hostitelskych komplex( se vyuziva pfi separaci chiralnich latek. Jelikoz
jsou hydroxylové skupiny na povrchu chiralni, vytvareji cyklodextriny
s chiraIlnimi analyty komplexy liSici se stabilitou, coZz umozZiuje jejich separaci.

Podobné komplexy vytvafi i jiné cyklické slou€eniny, napf. crown ethery [7].
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Obr. 4: Struktura cyklodextrinu a, B a 'y

3.2.4.5. Vliv nevodnych rozpoust édel

Pridavkem organického modifikatoru do vodného tlumivého roztoku
dojde ke zméné solvatace separovanych iontli i zméné viskozity elektrolytu. To
vede k ovlivnéni iontové pohyblivosti, coz muze mit pozitivni vliv na pribéh
separace. Nezanedbatelna je i1 ta skuteCnost, Ze pfFidavek organickych

modifikatorll do pracovniho elektrolytu vede ke snizeni EOF [4]. Nejvice se
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k tomuto UcCelu vyuzZivaji methanol, ethanol, propanol, aceton, acetonitril a
dimethylsulfoxid [7].

3.2.4.6. Vliv si t'ujicich prost redi

Potfebujeme-li navzdjem separovat polymery, které se od sebe neliSi
hustotou elektrického naboje, ale pouze molekulovou hmotnosti, pouZijeme
k tomu situjiciho prostfedi. Tradi¢né je jako situjici prostfedi vyuzivan poly-
akrylamidovy gel. Latky jsou v gelu separovany podle velikosti jejich molekul.
Méné rozmérné molekuly prochazeji gelem snaze, ty vétsi jsou pfi prichodu
situjicim prostfedim vice zpomalovany. Pfiprava gelovych kapilar neni
jednoducha, jejich pofizovaci cena je vysoka a Zzivotnost kratka. Z téchto
didvodl se v posledni dobé gel nahrazuje linearnimi polymery. Linearni
polymery vytvareji sit, ktera funguje podobné jako gel. Jako linearni polymery

slouzi derivaty celuldzy, polyvinylalkohol, polyethylenglykol, dextran a dalSi [7].

3.2.4.7. Vliv ionogennich sma ¢&edel

Jako ionogenni smacedlo se nejCastéji pouziva dodecylsiran sodny. Po
prekroCeni kritické micelarni koncentrace tvofi molekuly sméacedla micely. Jadro
micel je hydrofobni a umoznuje vstup nepolarnich latek. Diky naboji micel
migruji tyto spolu s nepolarni latkou v elektrickém poli. To je zakladnim
principem micelarni elektrokinetické chromatografie [7].

3.2.5. Déje ovliv Aujici separaci
PFi elektromigraci se v kapilafe uplathuji dalSi jevy ovlivAujici
separaci. Zpusobuji rozmyvani a miseni zén a jsou tedy klasifikovany jako

negativni Ukazy [11]. Mezi tyto faktory pasobici na separaci patfi:
» Jouelovo teplo
» Difuze
» Elektromigracni disperze

e Adsorpce
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3.2.5.1. Jouelovo teplo

Jouelovo teplo vznik& pfi prachodu elektrického proudu vodi¢em [12].
S rostoucim napétim roste i elektricky proud. Pokud elektricky proud nekona
mechanickou nebo chemickou praci, dochazi k pfeméné této energie na teplo.

Nasledkem narastu teploty dochazi ke zvySeni pohyblivosti a tudiz ke
zkraceni migracnich €asl. Tento ohfev je limitujicim faktorem pro pouZzivani
vysokych elektrickych napéti jako nastroje pro urychleni analyzy. Vznikajici
vysoka teplota muze mit za nasledek destrukci analyzovanych termolabilnich
latek. Dale dochézi k nehomogenité mobility, hustoty a pH a tim i k rozmyvani
z6n. To je zpusobeno tim, Ze stény kapilary ¢aste¢né vznikajici teplo odvadéji.
Nasledné dochazi k diferenci teplot mezi elektrolytem prochazejicim stfedem
kapilary a elektrolytem na obvodu kapilary, ktery je chlazen. Vzhledem
k teplotni zavislosti pohyblivosti se ionty ve stifedu kapilary pohybuji rychleji nez

> rv

ty na obvodu a v detektoru se tato skute¢nost projevi rozSifenim zony [7, 12].

3.2.5.2. Difuze

Difaze (rozmyvani) je zplsobeno rlznou rychlosti molekul analytu
v jednotlivych zénach. Rychlost disperze je nepfimo zavisla na velikosti
molekuly. VétSi disperze a tim padem i mensi pocet teoretickych pater bude u
mensSich molekul, které jsou rychleji vymyvany ze zény. Z6ny analytd budou

rozmyté a piky deformované [7].

3.2.5.3. Elektromigra €ni disperze

Nasledkem elektromigrani disperze je nesymetrické rozSifeni zon a také
piky jsou asymetrické. Je to vyvolano rozdily v pohyblivostech mezi analytem a
spoluiontem pracovniho elektrolytu. Je-li mobilita vzorku vétSi nez mobilita
elektrolytu, je intenzita elektrického pole v zéné vzorku nizSi nez v okoli
obsahujicim pouze elektrolyt. Kdyz se ion vzorku dostane do roztoku
elektrolytu, pohybuje se tam vysSi rychlosti nez ve své vlastni zéné a do
pavodni zény uZ se nevrati. Celo zony vzorku se rozmyva, ale zadni rozhrani
zUstava ostré. lonty vzorku, které se dostanou do zakladniho elektrolytu jsou
v ném urychleny a navraci se zpét do vlastni migracni zény. Naopak pomalé

ionty elektrolytu by se v zoné vzorku zpomalily a vratily se zpét [7].
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3.2.5.4. Adsorpce

Interakce solutu se sténou kapilary ma negativni dopad na separaéni
Gcinnost. Ma-li analyt opacny naboj neZz sténa kapilary, mGze dojit k jeho
zachyceni na sténé kapilary. Sorpce mulze byt tak velka, Ze se analyt
v elektroforeogramu vibec neobjevi. Této vazbé Ize zabranit tvorbou

ochranného filmu na sténé kapilary nebo zménou pH pracovniho elektrolytu [7].

3.3. Aplikace kapilarni elektroforézy

Po desetileti byla elektroforéza metodou volby pfi feSeni mnoha
biochemickych problémd. Nicméné nikdy nenaSla vétSi uplatnéni v bézném
provozu analytickych laboratofi kvali problémim s automatizaci a kvantifikaci.
Zména nastala po roce 1981, kdy Jorgenson a Lukacs publikovali vyhody
pouziti elektroforézy ve sklenéné kapilafe. Prvni komeréni pfistroj vybaveny
kapildrou se zacal pouzivat vroce 1988 a od té doby zazila kapilarni
elektroforéza neobycejny rozmach [13].

V dneSni dobé nachazi kapilarni elektroforéza uplatnéni hlavné
v biochemii, farmacii, v analyze Zivotniho prostfedi nebo potravin [9]. S vyhodou

v s

anorganickych iontt, organickych molekul, tak i bioorganickych makromolekul.

3.4. Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

N 1

Kapilarni  zénova elektroforéza je nejjednodussi elektromigracni
metodou. VyuZiva jediného homogenniho pracovniho elektrolytu (background
electrolyte = BGE), jehoz sloZeni je konstantni podél celé migraéni drahy a
neméni se v ase. Proto je vodivost v celé kapilare stdla a pfi prachodu
konstantniho elektrického proudu roztokem je i intenzita elektrického pole podél
kapilary vSude stejnd a konstantni. Diky konstantnimu slozeni zakladniho
elektrolytu jsou efektivni pohyblivosti a tim padem i migracni rychlosti latek
béhem celé analyzy neménné.

K separaci jednotlivych sloZzek vzorku dochazi diky jejich rozdilnym
efektivnim pohyblivostem a tim i migracnim rychlostem. NasSim ukolem je zvolit

takovy elektrolyt, jehoz vlastnosti zajisti, Ze efektivni pohyblivosti jednotlivych
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latek se od sebe budou dostatecné lisit, diky ¢emuz se od sebe navzajem pred
vstupem do detektoru oddéli [5].

Kromé elektroforetického pohybu nabitych &astic je cely objem roztoku
uvnitf kapilary unaSen elektroosmotickym tokem. V kfemennych kapilarach
sméfuje EOF ke katodé. Jeho rychlost byva vétSi nez rychlost elektroforetick& a
proto jsou smérem ke katodé unaseny i anionty a kationty i anionty mizZzeme tim

padem v CZE stanovovat soucasné [6].
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Obr. 5: Princip separace v CZE

Citlivost EOF na pH vyZaduje pouziti takového pufru, ktery je schopen
udrzet konstantni pH. Efektivni pufrovaci systémy maji rozmezi pH pfiblizné +/-

1 jednotka pH kolem hodnoty pKa [7].

3.4.1. Instrumentace

Zarizeni pro CZE neni nikterak slozité. Tvofi ho kapilara, jejiz oba konce
jsou ponofeny v nadobce s elektrolytem. V elektrolytu jsou ponofeny i obé
elektrody, které jsou pFipojeny ke zdroji stejnosmérného vysokého napéti.
Vhodny davkovaci systém umoznuje injekci pfesného mnozstvi vzorku. Na
opacném konci kapilary, nez je davkovan vzorek, probihd detekce. Signal

detektoru je zapisovan zapisovacem a dale zpracovavan pocitatem. DuleZitou

22



soucasti vybaveni je termostat udrzujici stélou teplotu v prostoru, kde je

uloZzena kapilara.

3.4.1.1. Kapilary

Kfemenné kapilary pouzivané v CZE maji hned nékolik vyhod.
Propoustéji UV a viditelné zarfeni, jsou chemicky a elektricky neutralni, snadno
se vyrabi a nejsou prili§ nakladné. Aby se zabranilo problémum plynoucim
z kfehkosti tohoto materialu, byva kapilara pokryta vrstvou polyamidu. PFi
pouZziti detektoru zaloZzeného na absorpcni spektrofotometrii je nutné kapilaru
vrstvy polyamidu v misté detekce zbavit a vytvofrit tak detekéni okno.

Délka kapilary se vétSinou pohybuje mezi 30 a 80 cm, vnitfni primér
byvA menSi nez 100 um, nejCastéji je to 50 ym. Pravé diky kapilarnimu
uspofadani je mozné pouZivat vysoké intenzity elektrického pole a tim
dosahnout vysokych ucinnosti a rychlosti separace. Sténa kapilary totiz dobfe

odvadi Jouelovo teplo [14, 4].

3.4.1.2. Nast¥ik vzorku

Nastfik vzorku se provadi dvojim zpasobem. Konec kapilary vzdalenégjsi
od detektoru se zasune do roztoku s analyty a bud se tlakem (hydrodynamicky)
nebo vloZzenym napétim (elektrokineticky) nadavkuje kratka zona vzorku do
kapilary. Kapilara se poté znovu ponofi do elektrolytu [10].

PFi hydrodynamickém davkovani se na hladinu vzorku plsobi tlakem
pomoci stlateného vzduchu nebo se pretlaku dosahne tak, Ze se vialka se
vzorkem mechanicky zvedne, aby byla vySe nez vystupni vialka a pretlak nad
hladinou vzorku natlaci malé mnoZstvi vzorku do vstupniho konce separacni
kapilary. DalSi moznosti je vytvoreni tlakového gradientu aplikaci vakua [15].

Elektrokinetické davkovani spociva vtom, Ze se elektrodova nadobka
s pracovnim elektrolytem nahradi vialkou se vzorkem a po urcitou dobu na
vzorek pusobi napéti [7]. Nevyhodou tohoto zpusobu davkovéani je skute¢nost,
Ze se iontu majicich vétsi pohyblivost dostane do kapilary pfi stejné koncentraci
sloZzek vic nez téch, které maji mensi pohyblivost. To je také hlavni divod, pro¢

je preferovan hydrodynamicky zpasob davkovani [5].
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3.4.1.3. Vklddané nap éti

Na oba konce kapilary se vklada stejnosmérné elektrické pole. Jednotlivé
slozky vzorku migruji pfi vhodné zvoleném napéti (velikost a polarita). Polarita
napéti nabyva kladnych hodnot v pfipadé, je-li katoda blize detektoru. Kdyz je
bliz k detektoru anoda, polarita ma zapornou hodnotu [10].

3.4.1.4. Detektor

Moznosti detekce je cela fada. NejCastéji se vyuziva UV-VIS detekce, i
kdyZz ma nizkou citlivost. Absorpci v UV nebo viditeIné oblasti vykazuje velké
mnozstvi analytd a neni tedy problém je timto zplsobem stanovit. Latky, které
v UV oblasti neabsorbuji, miZzeme stanovit nepfimou UV detekci. Tehdy musi
pracovni elektrolyt obsahovat slozku, ktera v této oblasti absorbuje a pfitomnost
neabsorbujiciho iontu v detekéni cele vyvola pokles koncentrace UV
absorbujiciho iontu, coz se v elektroforeogramu projevi jako negativni pik. UV
detektory méfi absorbanci pfi nékolika nastavitelnych vinovych délkach nebo
Ize vyuzit detektor s diodovym polem, jehoz vystupem je trojrozmérny zaznam o
absorp¢nim spektru latky [7].

Hmotnostni detektor je sice univerzalni, ale nakladny a spojeni s CZE
neni jesté Uplné vyifeSeno. NejvétSim problémem je delSi ¢as analyzy, coz je
nasledek pouziti delSi kapilary, kterd je nutna ve spojeni s MS. DalSi potiz je
nedostatek vhodnych tékavych separac¢nich pufrd.

Laserem indukovana fluorescen¢ni (LIF) detekce je velice citliva, ale
vétSina analyticky zajimavych latek nem& vlastni fluorofor a je tfeba je
derivatizovat nebo pouZzit nepfimou detekci, pfi které obsahuje pracovni
elektrolyt fluoreskujici slozku a nefluoreskujici analyt se projevi jako negativni
pik [9, 7].

Konduktometricka detekce je naprosto univerzalni. Je zaloZena na faktu,
Ze vodivost zon analytu se liSi od vodivosti pracovniho elektrolytu [7].

Vystupem kteréhokoliv detektoru je vzdy elektroforeogram vyjadfujici

zavislost odezvy detektoru na migracnim ¢ase analytu.
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3.5. Kapilarni izotachoforéza (CITP)

Specifikem kapilarni izotachoforézy je pouziti dvou elektrolytl, mezi néz
se vnasi vzorek. Tyto elektrolyly jsou oznacovany jako vedouci L a koncovy T.
V izotachoforéze Ize provadét bud analyzu kationtd nebo aniontd, nikoliv vSak
oboji soucasné. Separujeme-li anionty, je vzorek obsahujici smés aniontd
vloZzen mezi vedouci elektrolyt obsahujici vedouci aniont, ktery musi mit vétsi
pohyblivost nez nejrychlejSi aniont vzorku a mezi koncovy elektrolyt, jehoz
aniont ma naopak pohyblivost mensi nez je pohyblivost nejpomalejSiho aniontu
vzorku. Pro kationty je situace analogicka.

Po zapnuti stejnosmérného elektrického proudu migruji zony v porfadi
jejich pohyblivosti a tim se jednotlivé anionty od sebe oddéluji. Po urcité dobé
se vytvori ustaleny stav, v némz oddélené zony putuji bezprostiedné za sebou.
Zbny se pfi konstantnim proudu pohybuji vSechny stejnou rychlosti (iso tachos
= stejna rychlost). Kdyby tomu tak nebylo, vznikl by mezi nimi prostor
neobsahujici Zzadné ionty a elektricky obvod by se pferusil [16, 2].

Intenzita elektrického pole vzristd od vedouciho iontu ke koncovému.
S tim souvisi samozaostfujici efekt. Diky nému zlstavaji rozhrani mezi z6nami
Uzké a ostra. Kdyz vedouci iont L vstoupi vlivem difuze do zény vzorku X, jeho
migracni rychlost diky vySsi intenzité elektrického pole v z6né vzorku vzroste a
iont L se wvrati zpét do své zony. Proto nedochdzi krozmyvani
izotachoforetickych rozhrani [7]. VSechny zény se pohybuji stejné rychle a pro

jejich rychlost plati nasledujici vztah:

Vio=EL.HL=Ex. yx=Et. ur

pficemZ u.> px > pr
E . <Ex<Et

Vizo — rychlost pohybu z6ny

E — intenzita elektrického pole

M — efektivni pohyblivost
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Obr. 6: Izotachoforeticka separace smési tfi aniontu

Vystupem z detektoru je izotachoforeogram. Nejcastéji je pofizovan
vodivostnim detektorem. Jedna se o soubor stupfiovitych vin. Vyska viny

odpovida kvalité separované latky a délka viny je pfimo umérna jeji kvantité [6].

3.6. Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEK  C)

MEKC je separacni technika kombinujici chromatograficky separacni
proces a elektromigracni jevy. Tato metoda byla vyvinuta hlavné pro analyzu
molekul neutralni povahy, ale nabité latky separaci nerusi.

Instrumentalni vybaveni je shodné s CZE. Zménou je pfidani povrchové
aktivni  latky (tenzidu neboli detergentu). Molekuly tenzidu vytvafi
v koncentracich nad kritickou micelarni koncentraci Gtvary s hydrofobni dutinou,
tzv. micely. Hydrofobni dutiny jsou schopny pojmout do svého stfedu nepolarni
molekuly. Molekuly analytd budou tim vice rozpustény ve vodné fazi, ¢im jsou
polarngjSi a tim vice budou vstupovat do micel, ¢im jsou hydrofobngjsi. K
rozdélovani analytu mezi vodnou a micelarni fazi tedy dochazi podle polarity
jejich molekuly [17].
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Micely maji na svém povrchu polarni nabitou ¢ast a migruji v komplexu
s analytem vlivem elektrického pole [7]. Jako detergenty se mohou pouZivat
anionty jako je dodecylsulfat sodny (SDS) nebo ZluCové kyseliny. Mezi
kationtové povrchoveé aktivni latky patfi tfeba cetyltrimethylammonium bromid.

Aniontové povrchové aktivni latky se pouZzivaji vice. Povrch téchto micel
je zaporné nabity a migruji proto proti EOF. EOF je pfi vysokém pH elektrolytu
dostate¢né silny na to, aby micely v komplexech s analyty unasel smérem
k detektoru. Pfikladem vyuziti MEKC je analyza ve vodé nerozpustnych
steroidu [9].

3.7. Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

CGE se pouziva kdéleni latek srozdilnou relativni molekulovou
hmotnosti a velmi blizkym specifickym nabojem, tj. ndbojem vztazenym na
jednotku relativni molekulové hmotnosti. Elektromigrani separace téchto latek
musi probihat v prostfedi vykazujicim sitovy efekt. PFi prichodu &astic timto
prostfedim dochazi ke zpomaleni jejich migrace. Vysledna elektroforeticka
pohyblivost téchto astic je nepfimo umérna jejich velikosti a tyto latky jsou
oddélovany podle vzrustajicich relativnich molekulovych hmotnosti. Kapilary
nemusi byt naplnény jenom gelem, v dnesni dobé se pfechazi spiSe k roztokim
linearnich polymeru, které rovnéz vykazuji sitovy efekt. Gelova elektroforéza se
vyuzivd hlavné pro separaci velkych iontd jako jsou peptidy, bilkoviny,
sacharidy ¢i nukleové kyseliny [6].

3.8. Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

Kapilarni elektroforéza je forma kapalinové chromatografie, ktera vyuziva
k posunu mobilni faze chromatografickou kolonou elektrického pole. Mobilni
faze unasejici analyty je separacni kolonou hnana pomoci elektroosmézy. Jako
stacionarni faze slouzi tavené kfemenné kapilary o vnitfnim pradméru 50 — 200
pMm, které jsou plnéné mikroCasticemi stacionarni faze o rozmérech 1 — 5 ym
[18].

Céastice vzorku jsou unaseny mobilni fazi smérem k detektoru a zarover

jsou zpozdovany interakcemi se stacionarni fazi. Tuto metodu Ize pouzit pro
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stanoveni neutralnich molekul i iontd. Neutralni analyty jsou separovany na
zakladé interakci se stacionarni fazi. Separace analytl iontové povahy je navic
podpofena jesté rozdily v jejich efektivnich elektroforetickych mobilitach, coz
vede k rozdilnym elektroforetickym rychlostem pfi jejich migraci v elektrickém
poli [17].

3.9. Kapilarni izoelektrick&a fokusace (CIEF)

CIEF slouzi k déleni amfolytll, tj. latek majicich kyselou i bazickou
funk&ni skupinu. Sem patfi napfiklad aminokyseliny, peptidy nebo proteiny. U
CIEF dochézi k déleni latek v migranim prostiedi s pH gradientem.

Latky migruji prostfedim s pH gradientem do té doby, nez dosahnou
sveho izoelektrického bodu a stanou se elektroneutralnimi. Tehdy se zastavi,
protoZe neutralni latky se v elektrickém poli nepohybuiji.

Po ustéleni je tfeba fokusované (zkoncentrované) zény opét mobilizovat,
aby mohly projit detektorem umisténym u jednoho z konct kapilary. Mobilizace
se realizuje bud hydrodynamickym tokem vyvolanym pretlakem nebo
podtlakem u koncu kapilary nebo elektroeluci. Elektroeluce se dosahne zménou
sloZeni elektrolytu pobliz elektrod, ¢imz dojde k pohybu pH gradientu a tim se

daji do pohybu smérem k detektoru i fokusované zény [6].

3.10. Kvartérni amoniové slou €eniny

Kvartérni amoniové slou€eniny jsou kladné nabité ionty o struktufe
NR;s+, kde R je alkyl nebo aryl. Jakakoliv slou¢enina, kterou muizeme
povazovat za odvozenou z hydroxidu amonného nebo z amonné soli vyménou
vSech Ctyf atomu vodiku za organické skupiny, se da nazvat kvartérni

amoniovou slouéeninou.

Rl

.

3/N"““~R4

Vo

R

Obr. 7: Kvartérni amonny kationt

28



Ty slouceniny, které maji jednu z téchto organickych skupin tvofenou
dlouhym alkylovym Fetézcem (C8 - C18) a dalSi tfi tvofi kratSi alkylové i jiné
fetézce, maji vlastnosti kationtovych detergent a jsou to silné antimikrobialni
latky. PFi nizkych koncentracich plsobi bakteriostaticky, pfi vySSich pak
baktericidné. Vice aktivni jsou zpravidla proti gram pozitivnim bakteriim nez
proti gram negativnim. Vyhodou je to, Ze tyto slou€eniny pusobi relativné malo
toxicky na zvifata a lidi a mohou byt proto celkem bézné pouzivany jako
antiseptické a dezinfek¢ni prostredky [19].

Kvartérni amoniové slouc€eniny, které jsem separovala, byly derivaty
pyridinu a isochinolinu. Jednalo se o 2-dodecylisochinolinium bromid a
1-dodecylpyridinium bromid. Ve vzorcich se vyskytovaly i pyridin a isochinolin,
coz byly suroviny pro pripravu kvartérnich amoniovych sloucenin.

K syntéze téchto sloucenin se pfistoupilo proto, Zze se predpokladal jejich
dezinfekéni a dekontaminaéni ucinek. Dezinfekéni Uc€inky byly testovany na
gram pozitivnich a gram negativnich bakteriich a na nékterych houbach. Tyto
acinky byly potvrzeny. Jsou dany strukturou téchto latek, ktera je relativné
podobna struktufe biologické membrany. Diky tomu jsou tyto latky schopny se
do membrany inkorporovat a narusit tak jeji permeabilitu.

DalSi vlastnosti téchto latek je schopnost tvorby micel, jsou to latky
povrchové aktivni. Byly testovany jako micelarni katalyzatory. Micelarni
katalyzatory jsou latky schopné nékolikandsobné urychlovat rozklad nékterych
latek, napf. chemickych bojovych latek nebo pesticidd.

Moznosti vyuZiti téchto latek by se jisté naSly i ve farmacii, v chemickém
primyslu nebo napf. v potravinarstvi, kde je jiz pouzivani latek podobnych

struktur zavedeno.

3.10.1. Vlastnosti 1-dodecylpyridinium bromidu

Synonymum: laurylpyridinium bromid
Sumarni vzorec: C17H30BrN
Molarni hmotnost: 328,33 g/mol

Registracni ¢islo CAS: 104-73-4
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1-dodecylpyridinium bromid je bily az krémové zbarveny prasek. Je
rozpustny ve vodé a alkoholu, ale nerozpustny v etheru [20].

= | Br-
e N+

Obr. 8: 1-dodecylpyridinium bromid

3.10.2. Vlastnosti 2- dodecylisochinolinium bromid u

Synonymum: 2-laurylisochinolinium bromid
Sumarni vzorec: C21H32BrN
Molarni hmotnost: 378,39 g/mol

Registracni Cislo CAS: 93-23-3 [21]

Br

@W

Obr. 9: 2-dodecylisochinolinium bromid

3.11. Necistoty obsazené ve stanovovanych vzorcich

3.11.1. Pyridin

Systematicky nazev: azin

Sumarni vzorec: CsHsN N-\_.
Molarni hmotnost: 79,1g/mol -
Registracni €islo CAS: 110-86-1

Teplota tani: -41,6 C

Teplota varu: 1152 C

Hodnota pKa: 5,25

Pyridin je aromaticka heterocyklicka sloucenina strukturalné odvozena od
benzenu nahradou jedné skupiny CH atomem dusiku. Je to bezbarva, slabé

alkalicka, hoflava kapalina misitelna s vodou. Je nepfijemné citit po rybach.
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Pyridin se v pfirodé s vyjimkou listd a kofenu ruliku zlomocného (Atropa
belladonna) nevyskytuje. Ziskava se z uhelného dehtu a jako vedlejSi produkt
zplyhovani uhli. ZvySena poptavka po pyridinu vyustila ve vyvoj uspornéjsi
metody syntézy z acetaldehydu a amoniaku.

Pouziva se pfi syntéze antihistaminik, repelentt ¢i herbicidl [22].

Metody pro stanoveni pyridinu:

Pro separaci pyridinu, 1-dodecylpyridinium bromidu, isochinolinu a
2-dodecylisochinolinium bromidu byla pouzita HPLC analyza. Nastaveny byly
tyto separacni podminky (Fakulta vojenského zdravotnictvi, Univerzita obrany):

» Kolona: Waters Spherisort CN (250 mm x 4,6 mm; 5 ym)

» lzokraticka eluce

* MF: 45% acetonitrilu, 55% vody, pH upraveno kyselinou octovou na
5,000

e Pratokova rychlost: 1 ml/min

o Detekce: UV pfi vinové délce 257 nm

Ke stanoveni pyridinu, ktery je obsaZen vtabakovém koufi, byla pouZila
kombinace RP-HPLC-ESI-MS/MS. Podminky byly nasledujici: [23]

* Kolona Zorbax SB — Aq (150 x 4,6 mm; 5um)

* Gradientova eluce

e MF: rzné poméry 0,01 M octanu amonného a acetonitrilu
e Pruatok: 1,0 ml/min

» Detekce: MS

3.11.2. Isochinolin

Systematicky nazev: benzo[c]pyridin

Sumarni vzorec: CoH7N @C’L
Molarni hmotnost: 129.16 g/mol 72
Registracni ¢islo CAS: 119-65-3

Teplota tani: 26-28C

Teplota varu: 242 C

Hodnota pKa: 5,42
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Isochinolin je slabé bazicka, lehce naZloutla olejovita kapalina, pfi
pokojové teploté pronikavého zdpachu. Ma nizkou rozpustnost ve vodé, ale
rozpousti se dobfe v ethanolu, acetonu, diethyletheru, sirouhliku, a dalSich
béZnych organickych rozpoustédlech.

Derivaty isochinolinu se pouZivaji jako antihypertensiva, anestetika,
antimykotika, lokélni antiseptika, dezinfekéni prostfedky ¢i vasodilatatory.
Isochinoliny jsou pouZzivany pfi vyrobé barviv, natérovych hmot, insekticidl a
fungicidl. Také se vyuzivaji jako rozpoustédlo pro extrakci pryskyfic a terpen(

nebo jako inhibitor koroze [24].

Metody pro stanoveni isochinolinu:
Isochinolin byl stanovovan ve smési s dalSimi azaareny ve vzorcich ptd HPLC
metodou s UV detekci [25]:

* Kolona se stacionarni fazi SiC18 (250 x 4,6 mm; 5um)

* lzokraticka eluce

* MF: acetonitril — fosfatovy pufr 80:20 (c =5 mmol/l, pH = 7,2)
* Pratok: 0,5 ml/min

* Detekce: UV pfi 231 nm

Podobna HPLC metoda byla vyvinuta pro stanoveni vybranych azaarend ve
vodeé [26]:
e Kolona Nova - PAK C18,ID 8 mm, 5 ym
e MF: do 1 | ultracisté vody byl pfidan 1 ml kyseliny fosfore¢né a po
kapkach byl pfidavan amoniak az do dosazeni hodnoty pH 6,5
e Pruatok: 1 ml/min
* Detekce: UV pfi 214 nm
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Metoda CZE byla pouZita pro analyzu chinolinu a jeho alkyl a arylderivatt [27]:

» Kapilara: kiemenna, ID 75 um, celkova délka 75 cm, efektivni délka 45
cm

« BGE: 0,0176 mol/l acetat + 10% (m/m) PEG 2000, pH 5,5

* Podminky separace: napéti 25 kV, davkovani vzorku vakuové po dobu
0,5s

» Detekce: UV pfi 260 nm
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Pouzivané p Fistroje

» Kapilarni elektroforeticky systém Agilent CE 7100, Agilent Technologies

» Laboratorni digitalni pH metr MeterLab PHM 220, Radiometer
Copenhagen, Francie. Pfistroj byl vybaven kombinovanou pH elektrodou
s RED ROD Ag/AgCl referen¢ni Casti a byl kalibrovan za pouziti
standardnich pufrd (pH 4,005; 7,000 a 10,012).

» Ultrazvukova lazen Bandelin Sonorex Digitec, Bandelin Electronic,
Némecko

» Automatické analytické vahy Sartorius 2004 MP, Némecko

* Magneticka michacka MM 2A, Laboratorni pfistroje Praha

Kapilarni elektroforeticky systém Agilent CE 7100

Tento pristroj je vybaven detektorem s diodovym polem (DAD) a
vodivostnim detektorem. K separaci jsem pouzivala kiemennou kapilaru o
vnitfnim praméru (ID) 75 um, celkové délce 58 cm a efektivni délce 49,5 cm.
Komunikaci s analyzatorem a zpracovani dat umoznoval software Agilent
ChemStation B.04.

Obr. 10: Kapilarni elektroforeticky systém Agilent CE 7100
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4.2. Pouzité chemikélie a roztoky

Methanol Chromasolv® pro HPLC, Mr = 32,04, Sigma-Aldrich, Praha
Imidazol, p.a., Mr = 68,08, Sigma-Aldrich, Némecko

TMAI, Tetramethylammonium iodide, 99%, Mr = 201,05, Aldrich
Chemical Company, USA

TBABT, Tetrabutylammonium bromide, > 99,0%, Mr = 322,37, Fluka
Analytical, Indie

TFAI, Tetrafenylammonium iodide, 99%, Mr = 449,32, Sigma-Aldrich,
Praha

Cetylpyridinium bromide, 98%, Mr =402,47, Lachema Brno, Chemapol,
Praha

Dihydrogenfosfore€nan sodny, p.a., Mr = 119,98, RNDr. Jan Kulich,
Hradec Kralové

Kyselina chlorovodikova p.a., 37%, Mr = 36,46, Sigma-Aldrich, Praha
Hydroxid sodny, p.a., Mr = 40,00, Merck

Kyselina octov4, p.a.99%, Mr = 60,05, Sigma-Aldrich, Praha

TRIS, 2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol, = 99,9%, Mr = 121,1,
Sigma-Aldrich, Praha

Kyselina borita pro elektroforézu, p.a., Mr = 61,83, Sigma-Aldrich,
Japonsko

MES, 2-(N-morfolino)ethan sulfonova kyselina, > 99%, Mr = 195,2,
Sigma-Aldrich, USA

HEPES, N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethan, = 99,5%, Mr = 238,31,
Sigma-Aldrich, USA

Tetraboritan sodny, dekahydrat, 99%, Mr = 381,37, Sigma-Aldrich, Praha
Kyselina mravenci, Mr = 46,02, 99%, Sigma-Aldrich, Praha

Pyridin, 299%, Mr = 79,1, Sigma-Aldrich, Praha

Isochinolin, 97%, Mr = 129,16, Sigma-Aldrich, Praha

1 — dodecylpyridinium bromid, Mr = 328,33, syntetizovano a poskytnuto
Univerzitou obrany v Hradci Kralové

2 — dodecylisochinolinium bromid, Mr = 378,39, syntetizovano a

poskytnuto Univerzitou obrany v Hradci Kralové
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4.3. Priprava roztok G

Ultragista voda pouzivana pro pfipravu vesSkerych roztokd byla produko-

vana zafizenim Millipore MileQRG.

4.3.1. P¥iprava pracovniho elektrolytu

Do kadinky jsem odmeéfila pipetou vypoctené mnoZstvi kyseliny octové,
pridala jsem mensSi mnozstvi vody a za stalého michani upravila pH pomoci 1 M
hydroxidu sodného na pozadovanou hodnotu. Poté jsem roztok kvantitativné
prevedla do odmérné bariky, pfidala odpovidajici mnoZstvi methanolu a doplinila

vodou po rysku.

4.3.2. Ptiprava zasobnich roztok G standard G

Na analytickych vahach jsem do kadinky navazila 0,10415 g pyridinu,
ktery jsem nasledné kvantitativhé prevedla do 100 ml odmérné bariky a doplnila
vodou po rysku. Tak jsem ziskala zasobni standardni roztok pyridinu o
koncentraci 1,0415 mg/ml.

Pfi pfipravé standardniho roztoku isochinolinu jsem isochinolin nejprve
zahfala na 28T, aby doslo k jeho roztaveni. Poté jsem navazila 0,09981 g
isochinolinu a kvantitativné ho prevedla do 100 ml odmérné bariky, pfidala jsem
25 ml methanolu a doplnila vodou po rysku. Tak vznikl zasobni roztok

isochinolinu o koncentraci 0,9981 mg/ml.

4.3.3. Priprava vzorku

Z&sobni roztok vzorku o koncentraci 1 mg/ml jsem pfipravila tak, Ze
jsem do 10 ml odmérné barnky navaZzila pfiblizné pfesné 0,01 g vzorku a
doplnila vodou po rysku. Roztok jsem nechala 10 min rozpoustét na
ultrazvukové lazni. Stejnym zplsobem jsem pfipravovala i zasobni roztok
vnitfniho standardu.

Ze z&sobniho roztoku vzorku jsem pfipravila mérny roztok o koncentraci
0,1 mg/ml a 0,05 mg/ml imidazolu (slouzil jako IS), a to napipetovanim 1 ml

zasobniho roztoku vzorku a 0,5 ml zasobniho roztoku imidazolu do 10 ml

36



odmérné barky a naslednym doplnénim vodou po rysku. Tento roztok jsem
pouzivala jako vzorek pfi optimalizaci metody.

4.3.4. Priprava kalibra €nich roztok t

Sadu kalibra¢nich roztokd jsem pfipravovala fedénim zasobnich roztoku
standardu ultracistou vodou. Koncentrace IS byla ve vSech roztocich stejnd, a
to 0,05 mg/ml.

Jako slepy vzorek jsem pfi vSech méfenich pouzivala ultracistou vodu.

4.4. Pracovni a vypo €etni postupy

4.4.1. Pracovni postup

Pfed samotnou analyzou jsem zapnula PC a elektroforeticky analyzator a
spustila software umoznujici komunikaci s pfistrojem. V programu jsem zadala
parametry, za kterych probihalo méfeni.

Pfed prvnim pouZzitim jsem novou kapilaru promyvala 10 min MeOH,
10 min 1 M NaOH, 5 min ultraCistou vodou a 20 min roztokem pracovniho
elektrolytu. Pfed zacatkem analyzy jsem provadéla denni promyti kapilary
10 min 0,1 M NaOH, 10 min vodou a 20 min BGE. Po skon&eni vSech méfeni
vzdy nasledovalo promyti 10 min 1 M NaOH, 10 min 0,1 M NaOH a 10 min
vodou. Za ucelem dosaZzeni lepSi separaéni ucinnosti a reprodukovatelnosti
mérfeni jsem kapilaru mezi analyzami proplachovala 2 min 0,1 M NaOH a 2 min
BGE.

Injektaz vzorku byla provadéna hydrodynamicky tlakem 50 mbar po dobu
6 s. Kapilara byla temperovana na teplotu 25 € a napéti bylo nastaveno na
20 kV. Detekce probihala pfi vinové délce 210 nm a pfi 254 nm.

Pracovni elektrolyt bylo nutné prefiltrovat membranovym filtrem
Econofilter s pory o velikosti 0,45 ym a vSechny roztoky se pfed vloZzenim do

analyzatoru musely odplynit na ultrazvukové lazni po dobu 5 minut.
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4.4.2. Vyvoj a optimalizace metody
PFi optimalizaci jsem postupné zkoumala nasledujici aspekty:

e pouziti rznych BGE

» volba vnitfniho standardu

» testovani vlivu pH BGE

» testovani vlivu koncentrace BGE

» Vliv pfidavku organického rozpoustédla
e Vvliv napéti

« Vliv teploty

4.4.3. Méreni kalibra €ni zavislosti

Pro mérfeni kalibrani zavislosti jsem jako pracovni elektrolyt pouZivala
70 mM octanovy tlumivy roztok. Roztokem hydroxidu sodného jsem upravila pH
na hodnotu 4,7 a pfidala jsem 5 % (v/v) methanolu.

Mérné roztoky pro méfeni kalibraéni zavislosti jsem naredila v Cas
potfeby ze zasobnich roztoku standardd o koncentraci 1,0415 mg/ml pyridinu a
0,9981 mg/ml isochinolinu. Pro kazdou z koncentraci jsem provedla 3 paralelni
méfeni. Mérné roztoky obsahovaly vnitfni standard o koncentraci 0,05 mg/ml.

Kalibraéni zavislost byla vyhodnocena na pocitai pomoci programu
linearni regrese jako zavislost ploch korigovanych vnitinim standardem na

koncentraci nedistot.

4.4.4. RozliSeni R
Jednéa se o kvantitativni vyjadreni miry separace dvou sousednich pikd.

Je-li hodnota R vétSi nez 1,5, doslo k rozdéleni pik( az na zakladni linii.

= 2(t2 — t1)
w1+ w,

t1, t2 - migraéni ¢asy sledovanych latek [s]; (t; < t2)

W1, W, - Sifky pikl méfené na zékladni linii [s] [2]
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4.4.5. Uéinnost separace
Uginnost separace se vyjadiuje jako pocet teoretickych pater N. Podet
teoretickych pater a tim i u€innost separace je tim vyssi, ¢im je pik uzsi. PFi

rozmyvani pikld se tedy G€innost separace snizuje.

2
t
N = 5,545( U >
Wh/z

tm - migracni ¢as [s]

Wiy - Sitka piku v poloviné jeho vysky [s] [2]

4.4.6. Opakovatelnost metody

Opakovatelnost metody je charakterizovana jako variabilita vysledk
ziskanych opakovanym nastfikem téhoz vzorku v kratkém ¢asovém useku pfi
shodnych podminkach analyzy. Vyjadfuje se jako smérodatna odchylka a
relativni smérodatna odchylka migracniho ¢asu a plochy piku.

Smeérodatna odchylka s:

VIR =D
n—1
n - poCet méfeni
X; — vysledek jednotlivého méfeni

X - prumér namérenych hodnot

Relativni smérodatna odchylka RSD:

RSD[%] = =.100

%)

s — smérodatna odchylka

X - prumér namérenych hodnot

4.4.7. Limit detekce a kvantifikace
Detekéni limit LOD (limit of detection)

el

metodou detekovat. Jedna se o takovou koncentraci, jejiz analyticky signal je
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statisticky vyznamné odliSny od Sumu. Nej¢astéji se urCuje jako koncentrace

analyzované latky, jejiz pomér signalu k Sumu je rovny 3 [5].

Limit kvantifikace LOQ (limit of quantification)
exaktni hodnotu s poZadovanou hodnotou nejistoty. Kvantitativni limit odpovida

hodnoté poméru signalu k Sumu rovné 10 [5].

4.4.8. Stanoveni mnozstvi ne ¢istoty ve vzorku
MnoZstvi necistoty ve vzorku se stanovi z poméru koncentrace nezndmé
latky a koncentrace zndmého standardu o zndmé koncentraci a z poméru

korigované plochy neznamého vzorku a korigované plochy standardu:

C_x — Ax/Ais
Cst Ast/Ais

Cx — stanovovana koncentrace neznamée latky
Cst — Zndma koncentrace standardu

A, —odectena plocha stanovovaného vzorku
A s — plocha odectené pro pfislusny standard

A is — plocha vnitfniho standardu

Procentudlni podil necistoty ve vzorku:
m
%(ne¢) = —.100
m

my - hmotnost necistoty ve vzorku

m - navazka vzorku
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4.4.9. Spravnost metody

Aby byla metoda spravna, musi panovat co nejvétsi shoda mezi vysledky
naméfenymi a absolutni spravnou hodnotou. Spravnost metody lze ovéfit
analyzou vzorku s pfidavkem standardnich latek. Vyjadfuje se jako rozdil

hodnot nebo jako vytéZnost (recovery) R v %.

hodnota nalezend
R [%] =

hodnota vloZzena

5. Vysledky a diskuze

5.1. Vyvoj a optimalizace metody

Cilem optimalizace podminek méreni je vybér takovych parametr(
analyzy, pfi kterych dojde k Uplné separaci latek na zakladni linii, piky jsou co
nejvice symetrické a maji co nejvétsi plochu. Zaroven se snazime dosahnout
prfiméfené doby analyzy. Pfedmétem této prace bylo nalézt vhodné podminky
separace vedouci k rozdéleni 1-dodecylpyridinium bromidu, 2-dodecylisochino-
linium bromidu a také pyridinu a isochinolinu, cozZ jsou necistoty nalezené ve
vzorcich.

Optimalizaéni méfeni byla provadéna s roztokem obsahujicim DI o
koncentraci 0,1 mg/ml a DP o téZe koncentraci. Pfi zméné podminek analyzy se

vzdy proméfil také slepy roztok neobsahujici tyto latky.

5.1.1. Detekce

Kapilarni elektroforeticky systém Agilent CE 7100 je vybaven UV (DAD)
detektorem. Pfi zjiStovani optimalni vinové délky jsem proméfila spektra latek
v acetatovém pufru vrozmezi od 190 nm do 390 nm. Pyridin ma absorp&ni
maximum pfi 254 nm, isochinolin vykazuje 3 maxima: pfi 220 nm, 274 nm a 325
nm. Absorpéni maximum imidazolu (I1S) je 210 nm. Nakonec byly zvoleny dvé

vinové délky, a to 254 nm pro pyridin a 210 nm pro isochinolin a imidazol.
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5.1.2. Volba pracovniho elektrolytu

PFi hledani vhodného BGE se vychazelo ze zkuSenosti zaméstnancu
katedry i z literatury popisujici separaci podobnych latek. Postupné byly
pripraveny tyto BGE: mravencanovy, fosfore¢nanovy, acetatovy, boratovy,
imidazolovy, HEPES a MES.

Doba analyzy probihajici v prostfedi mravencanového pufru byla
uspokojiva, nedoSlo v3ak k uplnému rozdéleni pikd na zakladni linii. U
nejpomalejsiho piku nastalo chvostovani. Zaznam separace v tomto pufru je na
nasledujicim obrazku.
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Obr. 11: Separace v mravencanovém pufru
30 mM mravencan, pH 3,7
Pik1: pyridin; 2: isochinolin; 3: DP; 4: DI
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Ve fosfore€nanovém pufru byla analyza pomalejsi, ale analyty byly od
sebe Uplné oddéleny. Symetrie piku vSak nebyla idealni.
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Obr. 12: Separace ve fosfore€nanovém pufru
25 mM fosfore€nan, pH 2,5
Pik 1: pyridin; 2: isochinolin; 3: DP; 4: DI

DalSim zkoumanym elektrolytem byl acetat. RozliSeni bylo dostate¢né a

symetrie pikd nejlepsi ze zkoumanych BGE systému. Acetatovy pufr se zdal byt

v v s

nejvhodnéjsim pro kvalitni separaci DI a DP v optimalnim ¢ase.
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Obr. 13: Separace v acetatovém pufru
30 mM acetét, pH 4,7
Pik 1: pyridin; 2: isochinolin; 3: DP; 4: DI
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Velmi podobné probihala separace v elektrolytech HEPES a MES. Oba
tyto pufry se ukézaly jako nevhodné, jelikoZz vtéchto systémech nedoslo

k uspokojivému rozdéleni jednotlivych analytl. Navic byly piky asymetrické.
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Obr. 14: Separace v HEPES
30 mM HEPES, pH 7,6
Pik 1: DI; 2: DP; 3: pyridin
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Obr. 15: Separace v MES
30 mM MES, pH 6,15
Pik 1: DI; 2: DP; 3: pyridin
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Boratovy pufr se neosvédCil hned z nékolika divodu. RozliSeni nebylo
dostate¢né, ani symetrie nebyla optimalni. Zaznam také obsahoval systémové
piky (tn = 3,371min a 4,466 min). Je ziejmé, Ze pfi takto vysokém pH (9,1) jsou

baze pyridin a isochinolin malo ionizované.
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Obr. 16: Separace v boratovém pufru
30 mM borat (z tetraboritanu sodného), pH 9,1
Pik 1: DI; 2: DP; 3: pyridin; 4: systémovy pik; 5: systémovy pik

Ani  separace probihajici vimidazolovém pufru neposkytovala

poZadované vysledky. Tento pufr vykazoval nizkou citlivost i rozliSeni.
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Obr. 17: Separace v imidazolovém pufru
30 mM imidazol, pH 7,0
Pik 1: DI; 2: DP
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Jako nejlepsi ze zkoumanych pufr byl tedy vyhodnocen acetatovy. DalSi
podminky analyzy, u nichZz probihala optimalizace, byly zkoumény pravé

v prostfedi acetéatu.

5.1.3. Vybér vhodného vnit ¥niho standardu

Jako vnitfni standard jsem zkouSela pouZzit tetrafenylammonium jodid,
tetramethylammonium jodid, tetrabutylammonium bromid, cetylpyridinium
bromid a imidazol. Tetramethylammonium jodid a tetrabutylammonium bromid
migruji az za analyzovanymi latkami, coZ neni vyhodné. Tetrafenylammonium
jodid migroval sice jako prvni, ale jeho migrac¢ni ¢as interferoval s migraénim
¢asem pyridinu a piky tedy splyvaly. V pfipadé cetylpyridinium bromidu se do
migracniho ¢asu EOF neobjevila Zzadna odezva. Jako IS se nakonec osveédcil
imidazol, ktery migroval ze separovanych analytd nejrychleji. Imidazol jsem
pripravila v koncentraci 0,1 mg/ml a 0,05 mg/ml. Lépe se osvédcila koncentrace

0,05 mg/ml, se kterou jsem dale pracovala.

5.1.4. Optimalizace pH

Pfi vybéru vhodného pH probihala separace v 30 mM acetatu pfi pH 3,7,
4,2; 4,7, 5,2 a 5,7. pH jsem upravovala 1 M NaOH. Jako jediné vyhovuijici se
ztéto Skaly ukdzalo pH 4,7. Pfi ostatnich hodnotdch pH nedoSlo
k dostateCnému rozdéleni pika, pfi pH 5,2 zaznamy pyridinu a isochinolinu

dokonce uplné splynuly.

5.1.5. Vliv koncentrace BGE

Mérfeni pfi hledani optimalni koncentrace BGE probihala v acetatovém
pufru o pH 4,7. Byly pfipraveny elektrolyty o koncentraci 30 mM, 40 mM, 50
mM, 60 mM, 70 mM, 90 mM a 110 mM. Zmény koncentrace elektrolytu se na
migracnich ¢asech analyti témér neprojevovaly (viz obr. 18), i rozliSeni bylo ve
vSech pfipadech vyhovujici. Ukazatel, podle kterého jsem se rozhodovala, byla

symetrie pikd. Se stoupajici koncentraci pufru byly piky symetrictéjsi.
NejlepSich hodnot symetrie bylo dosazeno pfi koncentraci octanu 70 mmol/l, u
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vysSich koncentraci BGE nez 70 mM se faktor symetrie naopak zhorSoval (viz
obr. 19). Jako idealni byl tedy vybran octanovy pufr o koncentraci 70 mM.
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Obr. 18: Zavislost migracnich ¢aslt na koncentraci BGE
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Obr. 19: Zavislost symetrie piku na koncentraci BGE

5.1.6. Vliv p fidavku methanolu
Dle ocekavani doSlo po pfidani MeOH k ovlivnéni pohyblivosti

jednotlivych analytl, coz se projevilo prodlouzenim doby analyzy. Migraéni ¢as
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latek se zvySoval umérné s narustajicim obsahem pfidaného MeOH. Pfipravila
jsem sérii acetatovych pufrd o koncentraci 70 mM a pH 4,7 s pfidavkem 5%,
10%, 15%, 20% MeOH a bez pfidaného MeOH. Jako nejpfihodnéjsi se jevil
elektrolyt obsahujici 5% MeOH. Pfi vysSSich koncentracich doslo k pfiliSnému
prodlouzeni analyzy, pfi separaci s pfidavkem 20% MeOH nebyly isochinolin a
DP dostate¢né oddéleny. Pokud se vSak MeOH do BGE nepfidal, rozliseni DP

a DI nebylo uspokoijivé.
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Obr. 20: Zavislost migracnich ¢ast na koncentraci MeOH

5.1.7. Vliv nap éti

VSechny pokusy pfi optimalizacnich méfenich probihaly az doposud pfi
napéti 25 kV. Nyni jsem vramci hledani idealnich podminek separace
sledovala vliv napéti na analyzu provadénou v elektrolytovém systému
obsahujicim 70 mM kyselinu octovou a 5% MeOH, pH elektrolytu bylo 4,7.
ZkouSela jsem rozsah napéti 15 — 30 kV. Rostouci napéti se projevovalo
vyraznym zkracenim doby analyzy. Pfi 15 kV byly sice vSechny latky dokonale
separovane, ale analyza probihala zbyte¢né dlouho. Migracni ¢as EOF byl 10,2
min. PFi 30 kV se doba analyzy natolik zkratila, Ze doslo k ¢aste¢nému splynuti
DP a DI. Nakonec bylo jako nejlepSi vyhodnoceno napéti 20 kV, jelikoZ rozliSeni

vSech piku bylo pfi této analyze dostatec¢né a doba analyzy byla téZ vyhovujici.
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Obr. 21: Zavislost migracnich ¢ast na napéti

5.1.8. Vliv teploty

S rostouci teplotou roste i rychlost analyzy. Pfi separaci by bylo mozné
pouzit vSechny 3 testované teploty, parametry analyz byly vyhovujici. DalSi
méreni probihala pfi teploté 25 C.
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Obr. 22: Zavislost migracnich ¢asi na teploté
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5.1.9. Optimalni sloZeni pracovniho elektrolytua p  odminky m éreni
V nasledujici tabulce jsou shrnuty podminky separace, které byly

v pribéhu optimalizace zvoleny jako nejlepsi.

Tabulka 1. Optimélni podminky separace

Optimélni podminky separace
Rozpoustédlo Ultracista voda
BGE 70 mM octan, pH 4,7
Organické rozpoustédlo v 5% (v/v) MeOH
BGE
IS imidazol (0,05 mg/ml)
Napéti 20 kV
Teplota 25<C
Davkovani 6 s, tlak 50 mbar
Detekce UV pfi 210 nm a 254 nm
Kapilara Kfemenna, ID 75 ym, celkova délka
58 cm, efektivni délka 49,5 cm

Zaznamy separace za optimalnich podminek pfi koncencentraci
0,1 mg/ml vzorku DP, 0,1 mg/ml vzorku DI a 0,05 mg/ml imidazolu jsou
uvedeny na obrazcich ¢. 23 a 24. Uvedena Cdisla vyjadfuji migracéni Casy
jednotlivych analytd v minutdch. Analyzované latky migruji v pofadi imidazol,
pyridin, isochinolin, DP a DI. Identifikace pik( byla provedena pfidavkem
standardu s naslednym zvétSenim plochy piku a také porovnanim absorbance
pfi rdznych vinovych délkdch. Pfi 210 nm byly detekovany imidazol a
isochinolin. Pro pyridin byla citlivéjSi detekce pfi 254 nm, kde ma absorp&ni

maximum.
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Obr. 23: Vzorovy elektroforeogram smési analytt, méfeno pfi 210 nm
Pik 1: imidazol (IS); 2: pyridin; 3: isochinolin; 4: DP; 5: DI
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Obr. 24: Vzorovy elektroforeogram smési analytt, méfeno pfi 254 nm
Pik 1: imidazol (IS); 2: pyridin; 3: isochinolin; 4: DP; 5: DI

5.1.11. Rozliseni
Hodnoty rozliSeni mezi piky sousednich slozek byly zjiStény pomoci

softwaru Agilent ChemStation B.04.

Tab. 2: RozliSeni pikd, 210 nm

Dvojice analyt G RozliSeni R 4
imidazol - pyridin 8,65
pyridin - isochinolin 2,96
isochinolin - DP 4,89
DP - DI 1,72
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5.1.12. Uginnost separace
Uginnost separace se vyjadfuje pomoci poétu dosazenych teoretickych
pater N. Hodnoty byly zpracovany softwarem Agilent ChemStation B.04.

Tab. 3: Pocet teoretickych pater

Analyt N
imidazol 29 357
pyridin 39175
isochinolin 43 415
DP 31 344
DI 25 445
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5.2. Kvantitativni analyza

Kalibraéni zavislost jsem proméfila za pouziti optimalniho pracovniho
elektrolytu a podminek uvedenych v tabulce ¢. 1. Plochy pikd byly vyhodnoceny
pocitatovym softwarem Agilent ChemStation B.04. Pro kazdou koncentraci
jsem provedla tfi nastfiky a z vysledk( jsem spocitala aritmeticky pramér.
Plochy analytt byly korigovany migraénim ¢asem analytu a plochou a ¢asem IS

podle vzorce:

Ay Ars
tx s
A — korigovana plocha
Ay — plocha analytu
Ais — plocha IS
tx — migracni ¢as analytu

tis — migraéni ¢as IS

Kalibracni zavislost byla vytvofena metodou lineérni regrese.
Obecny tvar rovnice pfimky je:

y=kx+q

X — koncentrace latky (ug/ml)

y — plocha piku analytu/ ploha piku IS

k — smérnice pfimky

g — absolutni ¢len
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5.2.1. Kalibra €ni zavislost pyridinu

Méreni probihalo pfi vinové délce 254 nm. IS (imidazol) byl hodnocen pfi

210 nm. Koncentrace, plochy pika, migracni €asy a znich vypocitané

korigované plochy pouzité k vyjadieni kalibracni zavislosti jsou uvedeny

v nasleduijici tabulce.

Tab. 4: Kalibra¢ni udaje pro pyridinPyridin (254 nm )

Bod Koncentrace | Plocha | Plocha | Migraéni ¢as | Migracni | Korigovana
kalibracni (ng/ml) piku piku IS | pyridinu (min) | ¢&as IS plocha A
kfivky pyridinu (min)
1 0,104 0,068 | 118,480 3,76 3,08 0,0005
2 0,260 0,203 | 126,458 3,77 3,08 0,0013
3 0,521 0,543 | 113,017 3,74 3,06 0,0039
4 3,645 4,529 | 134,853 3,74 3,06 0,0275
5 7,811 8,929 | 112,754 3,75 3,08 0,0651
6 10,415 13,634 | 126,199 3,76 3,09 0,0890
0,1 -
0,09
0,08
i+
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Obr. 25: Kalibraéni zavislost pyridinu

Parametry lineérni regrese:
rovnice pfimky: y = 0,0086 x — 0,0012

korelaéni koeficient: 0,9988

Ve sledovaném koncentraénim rozmezi pyridinu je zavislost linearni.
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5.2.2. Kalibra €éni zavislost isochinolinu

Méfeni bylo provadéno pfi 210 nm. Koncentrace, plochy pikd, migrac¢ni

Casy a znich vypocitané korigované plochy pouzité k vyjadfeni kalibracni

zavislosti jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tab. 5: Kalibra¢ni Gdaje pro isochinolin

Isochinolin (210 nm)

Bod kal. | Koncentra- Plocha Plocha | Migracni ¢as | Migracni | Korigova
kiivky ce (pg/ml) piku iso- piku IS isochinoli- cas IS na plo-
chinolinu nu (min) (min) cha A
1 0,100 0,561 118,480 3,97 3,08 0,0037
2 0,250 1,348 126,458 3,99 3,08 0,0083
3 0,499 2,199 113,017 3,95 3,06 0,0151
4 1,996 12,491 131,527 3,94 3,06 0,0736
5 3,493 25,760 134,853 3,95 3,06 0,1480
6 4,991 33,088 131,635 4,03 3,11 0,1944
7 7,486 40,886 112,754 3,97 3,08 0,2811
8 9,981 59,936 126,199 3,99 3,09 0,3686
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Obr. 26: Kalibra¢ni zavislost isochinolinu

Parametry linearni regrese:

rovnice pfimky: y = 0,0374 x — 0,002

korelac¢ni koeficient: 0,9972

Ve sledovaném koncentraénim rozmezi isochinolinu je zavislost lineérni.
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5.2.3. Limity detekce a kvantifikace

Limity detekce a limity kvantifikace byly uréeny na zakladé poméru
signalu k Sumu. Pro LOD je pomér signalu k Sumu roven 3, hodnota LOQ
odpovida poméru signalu k Sumu rovnému 10. Experimentalné jsem tyto
kalibracni pfimky. U pyridinu byly zjistény tyto hodnoty: LOD = 0,06 ug/ml a
LOQ = 0,21 ug/ml. U isochinolinu byl stanoven LOD = 0,02 ug/ml a LOQ = 0,07
pg/ml.

5.2.4. Koncentra €éni zavislost 1-dodecylpyridinium bromidu (DP)

V grafu je uvedena zavislost plochy piku DP na koncentraci vzorku.
Hodnoty koncentraci neodpovidaji skute¢né mérené koncentraci DP, ale vzorku
obsahujicimu kromé& DP i malé mnozstvi pyridinu (viz kapitola 5.4) jako

necistotu. Méfeni probihalo pfi vinové délce 254 nm.

25
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Koncentrace vzorku (pg/ml)

Obr. 27: Koncentraéni zavislost DP

rovnice pfimky: y = 0,141 x — 0,548
korela¢ni koeficient: 0,9956
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5.2.5. Koncentra €éni zavislost 2-dodecylisochinolinium bromidu (DI)

V grafu je uvedena zavislost plochy piku DI na koncentraci vzorku.
Hodnoty koncentraci neodpovidaji skutecné mérené koncentraci DI, ale vzorku
obsahujicimu kromé& DI i malé mnozstvi isochinolinu (viz kapitola 5.4) jako

necistotu. Méfeni probihalo pfi vinove délce 210 nm.
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Obr. 28: Koncentraéni zavislost DI
rovnice pfimky: y =0,0121 x - 0,1704
korelaéni koeficient: 0,9962

5.3. Opakovatelnost metody

Za UCelem oveéreni opakovatelnosti metody jsem provedla 4 méfeni
s mérnym roztokem o koncentraci 0,1 mg/ml DP; 0,1 mg/ml DI a 0,05 mg/ml
imidazolu jakozZto vnitfniho standardu. Smérodatnou odchylku s a relativni
smérodatnou odchylku RSD jsem spocitala podle vzorce uvedeného v kapitole
Vypocetni postupy. V tabulce 6 je uvedena opakovatelnost migra¢nich ¢asl a
ploch piku.
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Tab. 6: Opakovatelnost migra¢nich ¢asu a ploch pikd pfi koncentraci 0,1 mg/ml

Migra éni €as (min) Pom ér ploch analyt/IS
primérna s RSD(%) | prameérna s RSD(%)
hodnota hodnota
(min)
pyridin 3,69 0,0594 1,61 0,08106 | 0,00162 2,0
isochinolin 3,91 0,0649 1,66 0,2434 0,00233 0,96
DP 4,34 0,076 1,76 0,4121 | 0,006136 1,49
DI 4,53 0,086 1,91 2,0541 0,03137 1,53

Relativni smérodatna odchylka migrac¢nich ¢asl se pohybuje v rozmezi
1,61az 1,91% a pro plochy analytd nabyva relativni smérodatna odchylka
hodnot 0,96 az 2,0%.

5.4. Stanoveni obsahu ne @éistoty ve vzorku

Obsah necistoty ve vzorku se stanovi z poméru koncentrace neznameé
latky a koncentrace zndmého standardu o zndmé koncentraci a z poméru
korigované plochy neznamého vzorku a korigované plochy standardu.

Ze zasobniho roztoku vzorku DP o koncentraci 1,025 mg/ml jsem
pfipravila mérny roztok o koncentraci 0,0513 mg/ml s pfidavkem vnitfniho
standardu o koncentraci 0,0508 mg/ml. Tento roztok jsem proméfila 5 krat.

Ze zasobniho standardniho roztoku pyridinu o koncentraci 1,0415 mg/ml jsem
pripravila mérny roztok standardu o koncentraci 3,6453.10° mg/ml s vnitfnim
standardem o koncentraci 0,0508 mg/ml a zméfila ho taktéz 5 krat.

V pfipadé DI jsem pfipravila zasobni roztok o koncentraci 1,012 mg/ml a
Z néj pak mérny roztok 0,1012 mg/ml. Mérny roztok obsahoval 0,0508 mg/ml IS.
Ze zasobniho standardniho roztoku isochinolinu o koncentraci 0,9981 mg/ml
jsem pripravila mérny roztok standardu o koncentraci 3,9924. 10° mg/ml, ktery
také obsahoval 0,0508 mg/ml IS. Takeé tyto mérné roztoky byly zméfeny 5 krat.

Procentudlni zastoupeni nedistoty ve vzorku bylo vypoc¢teno podle vztahu
v kapitole 4.4.8.
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Tab.7: Procentualni zastoupeni necistot ve vzorcich

1 2 3 4 5 pramér % SD RSD (%)
% nedistoty 0,300 | 0,319 | 0,323 | 0,330 | 0,332 0,321 0,011 3,556
isochinolinu v DI
% necistoty 0,711 | 0,662 | 0,691 | 0,666 | 0,653 0,677 0,024 3,523
pyridinu v DP

5.5. Spravnost metody

Ovéfeni spravnosti metody predstavuje zavérecny validacéni test pfi
vyvoji analytické metody. Toto stanoveni bylo provedeno metodou standardniho
pridavku, kdy byl zméfen vzorek o pfedem stanovené koncentraci po pridani
pfesné znamého mnoZstvi standardu. Tato hodnota byla nasledné porovnana
s méfenim samotného vzorku bez pfidavku. Hodnoty recovery by se mély
pohybovat v rozmezi +/- 5% od 100%. Pfi ovéfovani spravnosti metody bohuzel
nebylo dosazeno uspokojivych vysledkld. Hodnota vyjadfujici spravnost metody
pro stanoveni pyridinu je 104,95%, RSD = 4,61% a je tedy jeSté vyhovujici.
Priimérna hodnota metody pro stanoveni isochinolinu ale ¢ini 115,47 %, RSD =
3,65%.

Tab. 8: Ovéfeni spravnosti metody

1 2 3 4 5 pramér SD RSD
(%)

spravnost 111,30 | 120,35 | 112,68 | 112,16 | 120,86 | 115,47 | 4,219 | 3,654
metody pro
stanoveni
isochinolinu (%)

spravnost 104,66 | 101,25 | 105,97 | 113,44 | 99,44 | 104,952 | 4,841 | 4,613
metody pro
stanoveni
pyridinu (%)
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6. Zavery

Z vysledku této prace vyplyvaji nasledujici zavéry:

« Pomoci kapilarni zénové elektroforézy byly analyzovany smeési
obsahujici pyridin, isochinolin, 1-dodecylpyridinium bromid a 2-
dodecylisochinolinium bromid.

* PFi hledani optimalnich podminek separace bylo vyzkouSeno nékolik
typu pracovnich elektrolytu, nejlépe se osvédcil acetatovy pufr. Dale byl
testovan vliv pH (3,7 az 5,7) a koncentrace elektrolytu (30 az 110 mM),
vliv pfidavku methanolu (5 az 20% v/v).

» Optimalni sloZeni pracovniho elektrolytu je: 70 mM kyselina octova, 5%
MeOH, pH 4,7 (upraveno NaOH).

« Jako vnitfni standard byl pouzit imidazol v koncentraci 0,05 mg/ml.

» Separace probihala v kfemenné kapilafe o vnitfnim praméru 75 pm,
celkové délce 58 cm a efektivni délce 49,5 cm. VloZené napéti bylo
20 kV a kapilara byla termostatovana na teplotu 25 €. Vzorky byly
davkovany hydrodynamicky tlakem 50 mbar po dobu 6 s. Detekce
probihala pfi vinovych délkach 210 nm a 254 nm.

o Kalibraéni zavislosti byly méfeny metodou s vnitfnim standardem.
Koncentraéni rozmezi mérené pro pyridin bylo 0,104 — 10,415 ug/ml,
korelac¢ni koeficient byl 0,9988. Pro isochinolin byla zméfena kalibraéni
zavislost pro koncentrace 0,100 — 9,981 ug/ml a korelaéni koeficient byl
0,9972.

* Limit detekce pro pyridin byl 0,06 ug/ml a pro isochinolin 0,02 ug/ml.

e Opakovatelnost metody byla ovéfena pro koncentrace pyridinu 9,56
pg/ml, isochinolinu 6,56 pug/ml, pro pfibliznou koncentraci 1-
dodecylpyridinium bromidu 0,1 mg/ml a 2-dodecylisochinolinium bromidu
0,1 mg/ml. Relativni smérodatné odchylky ( n = 4) byly: 1,61%; 1,66%;
1,76% a 1,91% (pro migraéni ¢asy) a 2,0%; 0,96%; 1,49%; a 1,53% (pro
pomery ploch pikd).

e Pramérny migracni ¢as pyridinu byl 3,69 min, isochinolinu 3,91 min, 1-
dodecylpyridinium bromidu 4,34 min a 2-dodecylisochinolinium bromidu

4,53 min. IS migroval jako prvni v ¢ase 3,06 min.
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RozliSeni mezi jednotlivymi piky byla vrozmezi 1,72 — 8,65. Pocet
teoretickych pater se pohyboval mezi 25 445 — 43 415.

Vypracovana metoda byla pouZzita ke stanoveni obsahu necistot ve
vzorcich kvartérnich amoniovych sloucenin. Necistota ve vzorku
1-dodecylpyridinium bromidu tvofi 0,677%, RSD = 3,52%. Vzorek
2-dodecylisochinolinium bromidu obsahoval 0,32% isochinolinu, RSD =
3,56%.

Spravnost metody byla ovéfena metodou analyzy vzorku s pfidavkem
standardnich latek. Hodnota recovery pro stanoveni pyridinu je 104,95%
a vyhovuje poZzadovanému rozmezi, recovery pro isochinolin dosahuje
hodnoty 115,5%.

61



7. Seznam pouzitych zkratek

BGE
CEC
CGE
CIEF
CITP
CZE

DAD
DI

NaOH
PEG

tm

zakladni elektrolyt

kapilarni elektrochromatografie
kapilarni gelova elektroforéza

kapilarni izoelektricka fokusace
kapilarni izotachoforéza

kapilarni zénova elektroforéza

detektor s diodovym polem

2 — dodecylisochinolinium bromid

1 — dodecylpyridinium bromid
elektroosmoticky tok

vysokoucinna kapilarni elektroforéza
vysokoucinna kapalinova chronatografie
vnitfni pramér

vnitfni standard

micelarni elektrokineticka chromatografie
methanol

mobilni faze

hmotnostni spektrometrie

hydroxid sodny

polyethylenglykol

migraéni ¢as

62



8. Seznam literatury

1) Elektroforéza. Dostupné z http://en.wikipedia.org/wiki/Electrophoresis, datum
nahledu 22.4.2011.
2) Gas, B. Kapilarni elektroforéza — Separac¢ni analytickd metoda pro vék
mikroc¢ipu, In Vesmir, 2001, ro¢. 80, &. 7, s. 370-372.
3) Westermeier, R. Electrophoresis in practice. 4. vydani. Weinheim: Wiley-

VCH, 2005. 120 s. ISBN 3-527-31181-5. Dostupné z

http://www.google.com/books?hl=cs&Ir=&id=Q9WhXKwT6c0C&oi=fnd&pg=PP15&dq=Weste
rmeier+Electrophoresis+in+Practice&ots=aCl5kMehSy&sig=SqgmF3Up -YgEh-

A8cRaFuZs149E#v=onepage&aq&f=false, datum nahledu: 22.4.2011.
4) Cesky Iékopis 2009. Praha: Grada Publishing, 2009. 3968 s. ISBN 978-80-
247-2994-7. s. 138-143.

5) Pavoni€¢, M. MoZnosti vyuZiti metod kapilarni elektroforézy pro analyzu
malych iontd ve vodach. 1. vydani. Praha: Vyzkumny Ustav vodohospodarsky
T. G. Masaryka, 2002. 80 s. ISBN 80-85900-45-9.

6) KaSicka, V. Teoretické zaklady a separacni principy kapilarnich
elektromigracnich metod. In Chemicke listy, 1997, ro€. 91, €. 5, s. 320-329.

7) Dolnik, V. Uvod do kapilarni elektroforézy. 1. vydani. Brno: AV CR a
spole¢nost Chromspec s.r.0., 1994. 67 s.

8) Klouda, P. Moderni analytické metody. 1. vydani. Ostrava: Nakladatelstvi
Pavel Klouda, 1996. 203 s. ISBN 80-902155-0-5.

9) Pavlikov4, L., Brozmanov4, H., Kvasni¢ka, F., Grundmann, M. Terapeutické
monitorovani lékd pomoci elektromigracnich metod. In Klinicka farmakologie
a farmacie, 2007, ro€. 21, €. 2, s. 79-83.

10) Placek, L. Zaklady kapilarni elektroforézy. Dostupné z
http://placek.lukas.sweb.cz/pdf soubory/CEzakl.pdf, datum nahledu 3.5.2011.

11) Churécek, J. et al. Nové trendy v teorii a instrumentaci vybranych
analytickych metod. Praha: Akademia, 1993. 387 s. ISBN 80-200-0010-0.
12) Jouleovo teplo. Dostupné z http://en.wikipedia.org/wiki/Joule heating, datum
nahledu 25.4.2011.
13) Khaledi, M. G. High performance capillary electrophoresis. 2. vydani. USA:
John Wiley and Sons, Inc., 1998. 1047 s. ISBN 0-471-14851-2.

63



14) Marina, M. L., Rios, A., Valcarcel, M. Analysis and detection by capillary
electrophoresis. 1. vydani. Amsterdam: Elsevier, 2005. 767 s. ISBN 0-444-
517118-9.

15) Cervinkova, J., Jezkova, Z. Kapilarni zénova elektroforéza. Praha, 2006

dostupné z http://old.mssch.cz/clanky/files/1168936400.cerviezk.pdf.pdf, datum
nahledu: 10.4.2011.

16) Elektroforéza. Dostupné z

http://biochemie.sweb.cz/x/metody/elektroforeza.htm, datum nahledu 28.4.2011.

17) Stulik, K. et al. Analytické separaéni metody. 1. vydani. Praha: Karolinum,
2004. 264 s. ISBN 80-246-0852-9. s. 180-208.

18) Lauer, H. H., Rozing, G. P. High performance capillary electrophoresis. 2.
vydani. Némecko: Agilent Technologies, 2010. 174 s.

19) Kvartérni amoniové slouc¢eniny. Dostupné z
http://www.answers.com/topic/quaternary-ammonium-compound, datum nahledu
6.5.2011.

20) Online databaze chemikalii. Dostupné z
http://www.chemblink.com/products/104-73-4.htm, datum nahledu 3.5.2011.

21) Databaze chemikalii. Dostupné z
http://www.chemicalbook.com/ProductChemicalPropertiesCB0506360 EN.htm,
datum nahledu 3.5.2011.

22) Wikipedia: The free Encyklopedia. Dostupné z

http://en.wikipedia.org/wiki/Pyridine, datum nahledu 3.5.2011.

23) Saha, S., Mistri, R., Ray, B. C. Determination of pyridine, 2-picoline, 4-
picoline and quinoline from mainstream cigarette smoke by solid-phase
extraction liquid chromatography/electrospray ionization tandem mass
spectrometry. In Journal of Chromatography A, 2010, ro€. 3, ¢. 1217, s.
307-311.

24) Wikipedia: The free Encyklopedia. Dostupné z
http://en.wikipedia.org/wiki/lsoguinoline, datum nahledu 3.5.2011.

25) Ko¢i, K. Separace azaarenl vysokoucinnou kapalinovou chromatografii.
Disertacni prace, 2008. Dostupné z

http://www.vutbr.cz/www base/zav prace soubor verejne.php?file id=10989

26) Steinheimer, T. R. Determination of Selected Azaarenes in Water by

64



Bonded-Phase Extraction and Liquid Chromatography. In Analytical
Chemistry, 1986, ro€. 58, str. 1839-1844.
27) Bednaf, P. Selektivita v kapilarni elektroforéze. Habilitaéni prace, 2005.

Dostupné z http://www.prf.upol.cz/fileadmin/user upload/PrF-

dokumenty/Vedecka rada/Habilitace a profesury/ukon hab prof/Bednar Petr/ha

b.prace-Bednar.pdf

Zdroje obrazk u:

Obr. 1 Schéma zafizeni pro kapilarni elektroforézu. Dostupné z

http://www.google.cz/imgres?imgurl=http://elchem.kaist.ac.kr/vt/chem-ed/sep/electrop/graphics/cap-

elec.gif&imgrefurl=http://elchem.kaist.ac.kr/vt/chem-ed/sep/electrop/cap-el.htm&usg= oyKonJ1DOrGA-

w4DXkSy g4eqn8=8&h=225&w=272&sz=5&hl=cs&start=0&zoom=1&tbnid=q2z14xXMqljiyM:&tbnh=150&tbnw=181&ei=vQ

3FTfO005GBswbB59WBDw&prev=/search%3Fq%3Dcapillary%2Belectrophoresis%26h|%3Dcs%26biw%3D1276%26bih%3D6

27%26gbv%3D2%26tbm%3Disch&itbs=1&iact=hc&vpx=8128&vpy=98&dur=2908&hovh=180& hovw=217&tx=115&ty=81&pa

ge=1&ndsp=15&ved=1t:429,r:3,s:0

Obr. 2 Vznik elektroosmotického toku. Dostupné z

http://www.google.cz/imgres?imgurl=http://chemwiki.ucdavis.edu/%40api/deki/files/3844/%3DCapillarywall.gif&imgrefurl

=http://chemwiki.ucdavis.edu/index.php%3Ftitle%3DWikitexts/UCD Chem 115 Lab Manual/Lab 6: Capillary Electropho

resis%26bc%3D0&usg=_W3R3YrT6CoqQ0YMJ004hozcHOMc=&h=217&w=436&sz=7&hl=cs&start=49&zoom=1&tbnid=sMb

zZML3JBhP5LM:&tbnh=89&tbnw=179&ei=6JTFTZ{IM4iBswbYx-
WMDw&prev=/search%3Fg%3Delectroosmotic%2Bflow%26h1%3Dcs%26biw%3D1276%26bih%3D627%26gbv%3D2%26tbm

%3Disch0%2C1263&itbs=1&iact=hc&vpx=286&vpy=358&dur=10283&hovh=158&hovw=318&tx=158&ty=98&page=4&ndsp

=20&ved=1t:429,r:1,5:49&biw=1276&bih=627

Obr. 3 Pasobeni EOF na migraci iontu a neutralnich molekul. Dostupné z

http://www.pragolab.eu/clanek/127/kapilarni-elektroforeza-1-cast-princip

Obr. 4 Struktura cyklodextrinu a, B a y. Dostupné z

http://www.google.cz/imgres?imgurl=http://www.pragolab.eu/uploads/assets/PrinCE/serial o CE/obrl19.jpg&imgre

furl=http://www.pragolab.eu/clanek/131/kapilarni-elektroforeza-4-cast-rozdeleni-kapilarnich-technik-chiralni-

separace&usg=__ 2vwKhLssDgiEn-w3ukOP-
2nOtHY=&h=201&wW=628&sz=20&hl=cs&start=18&zoom=1&tbnid=EilhC8FX2|RpOM:&tbnh=59&tbnw=185&ei=GIf
GTYLbKozHsgafio2FDwé&prev=/search%3Fg%3Dcyklodextriny%26h1%3Dcs%26biw%3D1276%26bih%3D627%2
6abv%3D2%26tbm%3Disch0%2C470&itbs=1&iact=hc&vpx=795&vpy=178&dur=5299&hovh=127&hovw=397 &tx=
219&ty=48&page=2&ndsp=18&ved=1t:429,r:4,s:18&biw=1276&bih=627

Obr. 5 Princip separace v CZE. Dostupné z

http://www.google.cz/imgres?imgurl=http://physicalchemistryresources.com/Book3_sections/E_Theory%25200f%
2520Capillary%2520Electrophoresis_html_files/image014.jpa&imgrefurl=http://physicalchemistryresources.com/B
00k3_sections/E_Theory%25200f%2520Capillary%2520Electrophoresis _html_web.htm&usg=__i3hROPXCWO33
XKWNxIxtJihliRU=&h=425&w=410&sz=24&hl=csé&start=0&zoom=1&tbnid=NTFY9zj096mjmM:&tbnh=167&tbnw=1
65&ei=s-

bGTfDdNcXLtAaOIt36Dg&prev=/search%3Fq%3Dseparation%2Bin%2Bcapillary%2Belectrophoresis%26h1%3Dc
$%26biw%3D1276%26bih%3D627%26tbm%3Disch&itbs=1&iact=rc&dur=417&page=1&ndsp=20&ved=1t:429,r:1

2,5:0&tx=90&ty=58

65



Obr. 6 Izotachoforetick& separace smési tfi aniontl. Dostupné z

http://physicalchemistryresources.com/Book4 sections/IS The%20Basic%20Principal%

200f%20Isotachophoresis IS.htm

Obr. 7 Kvartérni amonny kationt. Dostupné z

http://en.wikipedia.org/wiki/Quaternary ammonium _cation

Obr. 8 1-dodecylpyridinium bromid. Dostupné z
http://www.chemblink.com/products/104-73-4.htm

Obr. 9 2-dodecylisochinolinium bromid. Dostupné z
http://www.chemicalbook.com/ProductChemicalPropertiesCB0506360 EN.htm

Obr. 10 Kapilarni elektroforeticky systém Agilent CE 7100. Dostupné z
http://www.chem.agilent.com/Library/datasheets/Public/5990-3962EN. pdf

66



