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KLICOVA SLOVA

KAPILARNI ZONOVA ELEKTROFOREZA
KONSTANTA STABILITY

IONTOVA SiLA
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A analyt

AC komplex vytvofeny z analytu a komplexa¢niho ¢inidla

ACE afinitni kapilarni elektroforéza

BGE zakladni elektrolyt

C komplexa¢ni ¢inidlo

CCD bezkontaktni vodivostni detektor

CD cyklodextrin

DAD detektor s diodovym polem

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleové kyselina

EOF elektroosmoticky tok

FA frontélni analyza

FACCE kontinuélni frontalni analyza v kapilami elektroforéze

HD Hummelova-Dreyerova metoda

HPLC vysokou¢inné kapalinova chromatografie

HS-6-CD heptakis-6-O-sulfo-3-cyklodextrin

NMR nuklearni magneticka resonance

p-NP para-nitrofenol

PEMEDA-3-CD mono (6-deoxy-6-N,N,N*,N‘,N‘-pentamethylethylendiammonium)-3-
-cyklodextrin)

PreMCE tlakem zprostfedkovana separace v CE

sec-fenethylalkohol R-sekundarni fenethylalkohol
uv ultrafialové zafeni (400 — 10 nm)

VIS viditelné zateni (790 — 390 nm)



VACE vakantni afinitni kapilarni elektroforéza
VP metoda vakantnich piki

a-CD a-cyklodextrin



SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU

a

aa
aac
ac

ai

B

B,

CA
Ccp

Ci

nejkrat$i vzdalenost, na kterou se mohou pfibliZit stfedy iontu a jeho
protitiontu[m]

aktivita analytu

aktivita komplexu

aktivita komplexac¢niho ¢inidla

aktivita i-t¢ho iontu

konstanta v Debyeové-Hiickeloveé vztahu [0,509 (mol dm) 2]
konstanta v Debyeové-Hiickelove roz§ifeném vztahu a Onsangerove
rozsifeném vztahu [3,291x10° m™(mol dm™)"?]

konstanta v Onsangerové limitnim zékoné [0,7853 (mol dm> )'”2]
konstanta v Onsangerové limitnim zékoné

[31,42x10”° m® Vs (mol dm?)'?]

molarni koncentrace [mol dm™)

standardni koncentrace 1 mol dm™ pfi teploté 25 °C

celkova (analytické) koncentrace analytu [mol dm™]

celkova (analytick4) koncentrace cyklodextrinu [mol dm™)
molarni koncentrace i-tého iontu [mol dm™]

molarni koncentrace j-tého iontu [mol dm™]

celkové koncentrace p-NP [mol dm™]

intenzita elektrického pole [V m™']

elementarni naboj [1,6022x10™" C]

Faradayova konstanta [ 9,649 x10* C mol™]

iontova sila [mol dm? ]

proud prochazejici kapilarou napIlnénou BGE bez ligandu [A]



Inge

I

Icelk

Ipap

Na

pKa

le

At
5]
L]

ti, DAD

Z+

iontova sila BGE [mol dm™]

proud prochazejici kapilarou naplnénou BGE s danou koncentraci ligandu [A]
termodynamicka konstanta stability

zdanliva konstanta stability [(mol dm™)"]

celkova délka kapilary [m]

vzdalenost vstupniho konce kapilary a detektoru s diodovym polem [m]
pomér mobilit

Avogardova konstanta [ 6,022 x10* mol™]

zaporny dekadicky logaritmus disocia¢ni konstanty

parametr v Onsangerove rovnici

hydrodynamicky polomér aniontu analytu [m]
hydrodynamicky polomér aniontu komplexu [m]

hydrodynamicky polomér i-té¢ho iontu [m]

univerzalini plynova konstanta [8,314 J K'mol™]

detekéni €as [s]

¢as potiebny k protlaceni z6ny kapilarou naplnénou BGE bez ligandu [s]
¢as potiebny k protlaceni zény kapilérou naplnénou BGE s danou koncentraci
ligandu [s]

rozdil detekénich ¢asti [s]

¢as, po ktery je vloZeno napéti [s]

¢as potiebny k protladeni zény kapilarou v metodé PreMCE [s]

deteke¢ni &as i-tého iontu zaznamenany detektorem s diodovym polem [s]
termodynamicka teplota [K]

napéti vkladané na kapilaru [V]

nabojové ¢islo kationtu



Zj

[A]
[AC]
[C]
A

YAC

Ha

ﬂA,c
Bac

HAC, ¢

nabojové ¢islo aniontu

nabojové ¢islo i-tého iontu

nabojové ¢islo j-tého iontu

rovnovazna koncentrace analytu [mol dm™]

rovnovézna koncentrace komplexu [mol dm™]

rovnovéaZné koncentrace komplexa&niho &inidla [mol dm™]
aktivitni koeficient analytu

aktivitni koeficient komplexu

aktivitni koeficient komplexaéniho ¢inidla

aktivitni koeficient i-tého iontu

permitivita prostfedi [F m™]

zéta potencial na sténé kapilary [V]

viskozitni koeficient prostfedi [Pa s]

viskozitni koeficient BGE bez piidavku ligandu [Pa s]
viskozitni koeficient BGE s danou koncentraci ligandu [Pa s]
elektroforeticka mobilita (pohyblivost) [m* V's™]
elektroforetick4 mobilita v BGE bez ptidavku ligandu [m? V''s]
mobilita aniontu [m? V's™]

limitni mobilita [m? V's™]

limitni mobilita aniontu [m? V's™)

limitni mobilita kationtu [m® V's]

mobilita analytu [m*> V's]

mobilita analytu v BGE s danou koncentraci ligandu [m* V's]
mobilita komplexu [m? V's™]

mobilita komplexu v BGE s danou koncentraci ligandu [m? V''s™]
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UA, eff

M A, eff, cor

Happ

HKEOF

HEOF, ¢

Hi
H

i, app, DAD

14

14
Vi
1A, efdl

IILA, eff, cor |

efektivni mobilita analytu [m2 v'sh

efektivni mobilita analytu korigovana na zmény viskozitniho koeficientu
BGE [m® V's]

pozorovana mobilita [m? V's]

elektroforeticka mobilita v BGE s danou koncentraci ligandu [m? V''s™]
efektivni mobilita [m2 V’ls'l]

mobilita elektroosmotického toku [m2 V'ls'l]

mobilita elektroosmotického toku v BGE s danou koncentraci ligandu
[m2 V'ls'l]

mobilita i-tého iontu [m* V's™]

limitni mobilita i-tého iontu [m? V's]

pozorovana mobilita i-tého iontu vypoc¢tena ze zaznamu detektoru

s diodovym polem [m2 Vvis!]

viskozitni korekéni faktor

rychlost migrace [m s']

rychlost migrace i-tého iontu [m s]

absolutni hodnota efektivni mobility analytu [m? V's™]

absolutni hodnota efektivni mobility analytu korigované na zmény
viskozitniho koeficientu BGE [m* V''s™]
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1 UVOD A CiL PRACE

Konstanty stability jsou dileZitym zdrojem fyzikalné-chemickych vlastnosti
pfi studiu vazebnych interakci. Nekovalentni interakce se hojné vyskytuji v pfirode,
vyuZivaji se ke zvySeni selektivity separanich metod, klicovou roli hraji
ve farmakologii, kde schopnost ur¢it rozsah interakce mezi receptorem a ligandem patii
k zakladnim informacim pHi vyvoji 1é¢iv.!

Béhem poslednich dvaceti let bylo vyvinuto mnoho metod pro stanoveni
konstant stability, vétSina z nich je zaloZena na separaci za rovnovaznych podminek.
Mezi nimi je kapilarni elektroforéza novou atraktivni analytickou metodou nevyzadujici
dlouhou dobu analyzy ani velké mnoZstvi vzorku ¢i pufru, ktera ma zaroven velkou
uéinnost. Pro stanoveni vazebnych parametrd jsou v kapilarni elektroforéze pouzivany
principy vychazejici ze separace interagujicich sloZzek na zakladé rozdilu v jejich
mobilit&.> Kapilarni elektroforézou lze stanovovat konstanty stability velkého mnoZstvi
analyti od velkych molekul proteini nebo DNA molekul aZ po malé ionty kovi.’

V poslednich Sedesati letech bylo publikovéano velké mnoZstvi odbornych ¢lanki
a studii, které se zabyvaji stanovovanim konstant stability a popisem vazebnych
interakci mezi molekulami pomoci kapilarni elektroforézy. Nékolik autorti publikovalo
piehledové &lanky*>®, ve kterych shrnuli zdkladni informace a teze z tohoto mnoZstvi
literatury. V piehledovém ¢&lanku Uselové-Véeldkové a kol.” jsou uvedeny hodnoty
publikovanych konstant stability stanovenych pfevazné metodami kapilarni
elektroforézy za poslednich deset let. Vzhledem k velkému rozpéti publikovanych
hodnot konstant stability stejnych komplexi je nutno zabyvat se faktory, které ovliviiuji
jejich stanoveni.

Cilem diplomové prace bylo urcit, jakou mérou jsou ovlivnény hodnoty
konstanty stability stanovené kapilarni zénovou elektroforézou faktory, jako je viskozita
a iontova sila prostiedi a b&Zné pouZivand aproximace ztotoZiujici analytickou
koncentraci ligandu s rovnovaznou koncentraci volného (v komplexu nevazaného)
ligandu. Ke studiu téchto faktorti pouZit komplex jednak neutralniho cyklodextrinu

vvvvvv

druhy komplexi (kladné€ a zaporné€ nabitého cyklodextrinu s neutralni latkou).
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2 TEORETICKA CAST
2.1 Kapilarni elektroforéza — zakladni pojmy

Kapilarni elektroforéza (CE) je elektromigraéni separadni metoda, jejimz
zakladnim separaénim principem je rozdilna rychlost pohybu elektricky nabitych &astic
vroztoku vystavenému ptisobeni vné&j$iho stejnosmérného elektrického pole. Tento
pohyb se oznaluje jako migrace, resp. elektroforetickd migrace. Separace probiha
v tenkych, zpravidla kfemennych kapilarach, které dovoluji aplikaci vysokych napéti a
vyZaduji pouze velmi malé objemy vzorku o nizké koncentraci analyti. Vysledkem je
kratka doba experimentu a vysoka u¢innost a citlivost téchto metod.

V  kapilarni zénové elektroforéze probihd analyza v kontinualnim
elektrolytickém systému, kdy je tzv. zakladnim elektrolytem (BGE) naplnéna kapilara
iob& elektrodové nadobky. Jako zakladni elektrolyt se zpravidla pouZiva pufr.
Po nadéavkovani vzorku do kapilary a vloZeni separaéniho napéti za¢nou jednotlivé
analyty vyputovavat z diavkované zény do BGE. Pokud se dostatedné lisi jejich
migraéni rychlosti, rozdé€li se do samostatnych zdn, které se jiz dale pohybuji konstantni
rychlosti.

Dominantni veli¢inou v8ech kapilarnich elektromigraénich metod je
elektroforetickd pohyblivost (mobilita) g, definovand jako rychlost migrace
v phi jednotkové intenzité elektrického pole. V elektrickém poli o intenzité E je mobilita

i-té¢ho iontu p; dana vztahem

V.

1

H=F 1)

Za ptedpokladu, Ze odpor roztoku v kapilafe je podél celé kapilary konstantni a
pfedstavuje jediny pfispévek k odporu celého systému, 1ze intenzitu elektrického pole

vyjadfit jako podil velikosti vnéjSiho napéti U a celkové délky kapilary ey :

@)
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Mobilitu i-té¢ho iontu v idealnim roztoku lze vyjadfit vztahem

_ ze
6xnr, ’ ®)

H;

ze kterého vyplyva jeji pfiméa iméra na naboji iontu (souéinu nabojového ¢isla iontu z;
a elementarniho néboje e) a nepfimé uméra na hydrodynamickému poloméru iontu r;
aviskozit¢ prostfedi 7. Mobilita iontu je zde uvaZovana jako kladna veliCina
pro kationty a zdporna pro anionty.

V realném roztoku se vSak uplatituji vzéjemné — pfedevsim elektrostatické —
interakce mezi ionty, v jejichz disledku se mobilita daného iontu stava funkci
koncentraci a mobilit vSech ionti pfitomnych v roztoku. Mobilita ionti v daném
roztoku se oznacuje jako aktudlni mobilita. V idealnim (nekone¢né zfedéném) roztoku
nabyva mobilita maximalni hodnoty nazyvané limitni mobilita p°. Limitni mobility jsou
pti teploté 25 °C tabelovany jako fyzikalné-chemické charakteristiky iontti.

Pro latky tvofené vice formami, mezi nimiZ dochazi k rychlému ustavovani
rovnovahy (tzn. rychlost ustavovani rovnovahy je mnohem vétsi neZ migraéni rychlost),
byla zavedena tzv. efektivni mobilita pesr, kterd vystihuje mobilitu dané latky jako celku

a je definovana vztahem

ciui
Mo = 270 @)

ve kterém c; a p; oznaCuji koncentraci a aktudlni mobilitu i-t€ iontové formy dané latky,
jejiz celkova latkova (analyticka) koncentrace je c.

V CE se kromé& migrace iontli uplatituje dalsi transportni jev — elektroosmoticky
tok. Elektroosmoticky tok (EOF) neboli elektroosméza je tok kapaliny kapilarou
vyvolany pisobenim stejnosmémného elektrického pole. Pfi¢inou EOF je povrchovy
naboj na vnitfni stén€ kapilary, ktery vznika v disledku disociace ionogennich skupin
obsaZenych v povrchu kapilary a/nebo selektivni adsorpci jednoho druhu iontl na sténu
kapilary. V kifemenné kapilafe naplnéné roztokem elektrolytu dochazi k vytvofeni

silanolovych skupin hydrolyzou siloxanovych skupin, které jsou nasledné v zavislosti
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na pH roztoku disociovany. Na vnitinim povrchu kapiléry se tedy vytvofi zaporny naboj
a oxoniové ionty vzniklé disociaci vytvoii pozitivn€ nabitou vrstvu v roztoku pfi vnitini
sténé kapilary, vznika tzv. elektrickd dvojvrstva. Po vloZeni napéti se hydratované
oxoniové ionty pohybuji smérem ke katodé a strhavaji s sebou i roztok v kapilafe, ¢imz
vznika elektroosmoticky tok. Elektroosmoticky tok ma téméf pravouhly rychlostni
profil a nepfispiva tedy k celkové disperzi (rozSifovani a deformaci) zén analytu.
Elektroosmoticky tok unasi v§echny pfitomné ionty i neutralni ¢astice stejnou rychlosti,
nepisobi tedy selektivné na separaci iontli, ale vyrazn€ ovliviiuje vyslednou rychlost
pfitomnych analytid a tim i u¢innost separace a dobu analyzy.

Elektroosmézu 1ze regulovat prostfednictvim experimentdlnich podminek,
naptiklad zmé&nou sloZeni pouZivaného zéakladniho elektrolytu, pH nebo iontové sily.
Dale je moZno elektroosmézu ovlivnit modifikaci vnitfniho povrchu kapilary.
Piidavkem povrchoveé aktivnich latek pfimo do pouZivané¢ho pufru lze vytvofit
tzv. dynamicky povlak (dynamic coating), ktery je béhem experimentu kontinualné
regenerovan a po ukonceni experimentu miZe byt z kapilary vymyt. Druhym typem
modifikace je tzv. permanentni (kovalentni) povlak, ktery je vétSinou realizovan
polymery vazanymi k povrchu kovalentnimi vazbami. Tento povlak musi byt odolny
vicéi promyvani kapilary. V obou ptipadech l1ze v zavislosti na struktufe modifikatoru
docilit zvy$eni, sniZeni, eliminace ¢i dokonce obraceni sméru elektroosmézy.

Vyznamnym jevem uplatitujicim se v CZE jsou tzv. systémové zény,
resp. systémové piky, které neodpovidaji Zadnému analytu. Jsou zpilsobeny
samostatnou migrujici zénou, jejiZ sloZeni se li$i od ptivodniho zékladniho elektrolytu
pouze koncentraci jeho sloZek. Vznikaji jako disledek poruchy v pivodné homogennim
prostfedi zékladniho elektrolytu, ktera je vyvolana naddvkovanim vzorku. Pro mobilitu
téchto z6n navrhl Ga$ pojem systémové eigenmobilita. Podle Stédrého a kol se
v zékladnim elektrolytu s N konstituenty vytvati N systémovych eigenmobilit, z nichz
nékteré viak mohou mit prakticky nulovou hodnotu. Podrobna klasifikace systémovych
z6n je uvedena v piehledovém &lanku Gase a Kenndlera.’

Dilezitym faktorem ovliviiyjicim citlivost detekce a ucinnost separace je
disperze, kterad rozsifuje zOny analytii a tim i rozSifuje a deformuje piky. Vyplyva
zrozdilu vrychlostech analytu uvnitf zény. Mezi jevy zpisobujici disperzi patfi

podélna difize, Joulovovo teplo, adsorpce analytu na sténu kapilary a elektromigraéni
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disperze. Pfi separaci je nutno tyto jevy minimalizovat a dosahnout tak pikii co moZna

nejuzsich a symetrickych.
TLAKEM ZPROSTREDKOVANA SEPARACE V CE (PreMCE)

Williams a Vigh popsali metodu'®, ktera umozZiiuje rychlé a reprodukovatelné
méfeni elektroforetickych mobilit aniontti i kationtli v jednom experimentu bez ohledu
na smér a velikost EOF. Zaroveni pfedchazi problémim se zménou EOF béhem
experimentu nebo se zménou mobility latek zplisobenou nekonstantni teplotou
na vstupnim a vystupnim konci kapilary. Postup pro stanoveni kationtli je znidzornén

na obrazku 2.1, stanoveni mobility aniontii je analogické.

NI C

Cu NI W2
E 11

OBR. 2.1"

Kroky pro stanoveni mobility kationti: A — naddvkovani zény analytu a markeru EOF, B — zatladeni

zony do termostatované ¢&asti kapilary konstantnim tlakem, C - aplikace separa¢niho napéti,

D - nadavkovani zény markeru EOF a E - protlateni z6én detektorem konstantnim tlakem.

N;, N, oznacuji marker EOF, C kationtovy analyt, 1 — netermostatovanou ¢ast kapilary, 2 -
termostatovanou ¢ast kapilary a 3 — detektor.
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2.2 Konstanta stability a jeji stanoveni

Konstanta stability nebo téZ asociaéni konstanta je rovnovazna konstanta
popisujici tvorbu komplexu AC z komplexujici ¢astice (analytu) A a komplexotvorného
¢inidla (ligandu) C. V pfipadé nejjednodussi stechiometrie A:C = 1:1, kterad je
uvaovana ve vét§ing publikovanych praci, a za ptedpokladi '', Ze A a C vstupuji
do reakce v jedné chemické form& a interaguji pouze spolu navzijem bez dalSich

vedlejsich reakci, rovnovahu vystihuje rovnice
A+C= AC,

pro kterou je termodynamické konstanta stability vyjadfena jako

a
K=—,
a,a, ®)

Aktivity jednotlivych sloZek a; koreluji s jejich koncentraci v roztoku vztahem

(6)

C;
q _F}’i’

kde ¢; je molarni koncentrace i-tého iontu, ¢° standardni koncentrace 1 mol dm™ (plati
pro teplotu 25 °C). Hodnotu bezrozmémého aktivitniho koeficientu ¥ je moZno ziskat
pomoci Debyeova-Hiickelova roziiteného vztahu'"'?, ktery lze pro vodné roztoky

pti teploté 25 °C psat ve tvaru

Az’ VI

_logy =24 N
Y = s Bavl )

kde z;je nabojové Eislo i-tého iontu, a parametr, pfedstavujici nejkrat$i vzdalenost,

na kterou se mohou pfibliZit stfedy i-tého iontu a jeho protiiontu, 4 a B konstanty, které

17



pro vodné roztoky a teplotu 25 °C nabyvaji hodnot 4 = 0,509 (mol dm'3)'”2,

B=3,291x10° m'(mol dm™)"? a I iontovi sila roztoku definovana vztahem

1 2
I==»cz .
2chzJ ®

Rovnice (7) ptedstavuje pfiblizny vztah, ktery je platny pouze pro nizké iontové sily
(pro univalentni ionty do iontové sily pfiblizn€ 0,01 mol dm™). V praxi se proto &asto
pouZiva zdanlivda konstanta stability K’, vyjadfend rovnovaZnymi molarnimi

koncentracemi slozek (majici tedy jednotku (mol dm™)™")

., [AC]

B [aller ©

kterd ovSem plati jen pro dané experimentalni podminky a jeji hodnota je zavisla

na teploté a iontové sile roztoku.
Komplex neutralniho ligandu s nabitym analytem

Rovnovahu vzniku komplexu neutralniho ligandu s analytem nesoucim néboj z,

miZeme popsat rovnici

z [
Pro tuto rovnovéahu lze termodynamickou konstantu vyjadfit jako
_lack v
[AIC] 7,7 ()
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Za ptedpokladu, Ze aktivitni koeficient neutralni €astice je jednotkovy, plati

"y 4
K=Kci. (12)
Va

Hodnoty aktivitnich koeficienti komplexu yac a analytu s se budou liSit pouze
v disledku rozdilné velikosti ¢astic A a AC.
Komplex nabitého ligandu s neutralnim analytem

Druhou moZnosti je interakce mezi ligandem s nabojem z a neutralnim analytem

popsana rovnici

0 z _,
A"+ C' = AC. (13)

Analogicky jako v pfedchozim ptipadé, 1ze termodynamickou konstantu vyjadfit

ve tvaru

s oo

Za ptedpokladu, Ze komplex a ligand jsou pfiblizn€ stejné velké Eastice, 1ze
¢iselnou hodnotu zdénlivé konstanty stability ztotoZnit shodnotou konstanty
termodynamické. U inkluznich komplexd cyklodextrin-analyt 1ze ofekavat, Ze bude

tento pfedpoklad splnén.
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2.21 Experimentalni uspoiadani a metody pro

stanoveni konstanty stability

Bylo popséno né€kolik variant kapilarni elektroforézy vhodnych pro stanoveni
konstant stability — afinitni kapilarni elektroforéza (ACE), Hummelova-Dreyerova
metoda (HD), vakantni afinitni kapilarni elektroforéza (VACE), metoda vakantnich
piki (VP), frontalni analyza (FA) a kontinudlni frontalni analyza v kapilamni
elektroforéze (FACCE). S vyjimkou VACE byly tyto metody pfed aplikaci do kapilarni
elektroforézy vyvinuty v HPLC (vysokou¢inné kapalinové chromatografii).

Metody se li§i svym experimentalnim uspofdddnim a experimentalni veli¢inou
slouZici k uréeni konstanty stability. Jejich stru¢ny piehled je uveden v tabulce (2.1).
Vidy se provadi série méfeni, v niZ se koncentrace jedné komponenty
(napt. komplexotvorného ¢inidla) méni a koncentrace druhé komponenty (analytu)
zUstava konstantni. K vypoctu se pak vyuZziva zavislosti bud’ elektroforetické mobility
nebo koncentraéniho poméru volného a v komplexu vazaného analytu na piislusné

proménné koncentraci komplexotvorného &inidla.*

TAB. 2.1
Metody CE a jejich experimentalni uspotadéni pro stanoveni konstant stability*.

metoda  davkovany vzorek  zikladni elektrolyt stanoveni K
ACE A pufr +C ze zmény mobility A
ACE C pufr+ A ze zmény mobility C
VACE pufr puffr+A+C ze zmény mobility A nebo C (vakantni pik)
HD pufr + A (neboC)  pufr + C (nebo A) z plochy vakantniho piku odpovidajiciho [AC]
VP pufr puftr+ A+C z plochy vakantniho piku odpovidajiciho [A]
FA puff+A+C pufr z vysky plata odpovidajiciho [A]
FACCE pufr+ A+C pufr z vy$ky plata odpovidajiciho [A]

Pozn.: pouZité zkratky a symboly jsou uvedeny v textu.

Afinitni kapilarni elektroforéza (ACE)

ACE je nejcastéji aplikovanou metodou, lze ji pouZit nejen ke stanoveni
konstant stability, ale i k separaci enantiomerti (jako selektory pro separaci se nejvice

pouZivaji cyklodextriny a jejich derivaty).*

20



V experimentalnim uspofadani metody ACE je jedna komponenta piidavana
do pufru v nizné koncentraci a druha komponenta je davkovana, pfi¢emZ koncentrace
davkované komponenty se neméni. Sleduje se mobilita dadvkované komponenty, ktera je
funkci koncentrace komponenty v pufru.

Podle Rundletta a Armstronga’ je pro stanoveni konstanty stability nutné, aby
zména mobility davkované latky byla zpisobena pouze vazbou této latky na latku
v pufru, tedy aby bylo moZno stanovit konstantu stability, musi ddvkovana latka ménit
svou mobilitu pouze v diisledku komplexace a ustanoveni rovnovéhy musi byt rychlejsi
neZ ¢as potfebny pro separaci. Davkovana sloZka pak migruje efektivni mobilitou, ktera
predstavuje vaZeny primér mobilit volné slozky a komplexu. Mobilita komplexu pac
Casto neni zndma ani méfitelnd, proto byva nahrazena maximélni pozorovanou
mobilitou davkované komponenty za ptitomnosti nejvy$si koncentrace komponenty
v pufru. Konstanty stability nelze touto metodou stanovit, pokud je citlivost stanoveni
nizkd v disledku pfili§ velké odezvy zakladniho elektrolytu, nebo pokud je zména
mobility ddvkované komponenty pfili§ mala po vytvofeni komplexu.

ACE lze uspofadat dvéma zpilisoby. Prvni spo¢iva v pfidavku ligandu do pufru
a davkovani analytu, druha v pfidavku analytu do pufru a ddvkovani ligandu. V piipadé,
Ze ligand a komplex maji stejnou mobilitu, lze pouZit pouze prvni uspofadani, nebot’
v druhém uspotfadani nebude pozorovana zména v mobilité ligandu po vzniku komplexu

ligand-analyt.
2.2.2 Vyhodnoceni experimentalnich dat

Pro stanoveni konstanty stability metodou ACE se vyuziva zmény efektivni
mobility analytu resp. ligandu, v zévislosti na proménné koncentraci ligandu
resp. analytu. V dal§im popisu je uvaZovan piipad, kdy je sledovana zavislost efektivni
mobility analytu na koncentraci ligandu. Pfi stechiometrii A:C = 1:1 lze efektivni

mobilitu analytu pa e vyjéadfit pro systém A s ndbojem z a C bez néboje ve tvaru

__|a [AC]
Hper = [A]+[AC],“A + [A]+[AC]IUAC’ (15)
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kde ua vyjadfuje elektroforetickou mobilitu volného analytu, tj. mobilitu analytu
za nepfitomnosti ligandu, a uac elektroforetickou mobilitu komplexu. Pro sytém A

neutralni a C s nibojem z pro efektivni mobilitu analytu plati

__lad]
Hper = [A]+[AC]:uAC’ (16)

Kombinaci téchto vztahli svyrazem pro zdanlivou konstantu stability

(rovnice (9)) 1ze pro systém A s nabojem z a C bez naboje odvodit rovnici

. = Bt icKC]
Acft 1+ K'[C] ) a7

a pro systém A bez naboje a C s ndbojem z rovnici

u = cKTC
Acft 1+K'[C] ) (18)

které jsou pouZivany jako regresni funkce pfi vyhodnocovani experimentalnich dat
metodou nelinearni regrese, kdy se do grafu vynési efektivni elektroforetické mobility
analytu proti ménici se koncentraci ligandu v zakladnim elektrolytu.

Rovnice (17) a (18) 1ze algebraickymi tipravami pfevést na rovnice pfimky a ty
pak pouzit klinedrni regresi odpovidajicim zplsobem transformovanych
experimentalnich hodnot. Byly publikovany*>'*'* riizné formy linearnich zavislosti:
metoda poméru rozdili mobilit (tzv. mobility ratio difference method)’; dvojita
reciproni metoda (double reciprocal method), téZ nazyvana jako Bensiova-
-Hildebrandova ve spektrofotometrii, nebo Lineweaverova-Burkova v enzymovych
studiich;  y-reciproéni metoda (y-reciprocal method) a x-reciproéni zavislost
(x-reciprocal method), v enzymové kinetice nazyvana jako Eadieho zévislost nebo
v proteinovych vazebnych studiich jako Scatchardova analyza.

1.15,16

Bowser a ko studovali pomoci pocita¢ovych simulaci vliv pouZiti linearnich

metod pfi vyhodnocovani naméfenych dat na hodnotu stanovené konstanty. Ackoliv
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metody nelinearni regrese a metody pouZivajici linearizaci vychazeji ze stejnych vztaht,
Casto dostali odlisné hodnoty konstant i intervald spolehlivosti pfi vyhodnocovani
stejnych pocate¢nich dat. Linearizace nerespektuje né&které pfedpoklady, které jsou
brany v uvahu pfi nelinearni regresi, zéarovei transformuje chybu méfeni v nezavisle
proménnou, zméni rozd€leni dat v negaussovské a pfifadi jinou vahu datim z ur¢itych
méfeni. Témto problémim Ize v n&kterych piipadech pfedejit, pokud jsou data
zkorigovana pro danou transforméci. Vzhledem ke sloZitym komplexnim regresnim
vypoétim je t&€Zké zjistit analyticky, jakym zplisobem se méni chyba pfi pouZiti
jednotlivych metod. Bylo prokazano, Ze pii pouZiti metody nelinearni regrese je

1i'>'® proto doporucuji

minimalizovana chyba i odchylka stanovenych konstant, auto
metody nelinearni regrese.

Rovné? Kermode'’ zdiraznil, Ze aplikace lineArni regrese na stanoveni
vazebnych parametri nemiZe byt pfijimana jako vhodny kvantitativni pfistup a téz
vpraci Oravcové a kol.'® je upfednostiiovano grafické vyhodnoceni ziskanych

nepfetransformovanych dat.
2.2.3 Faktory ovliviiujici stanoveni konstant stability

V rovnicich (17) a (18) lze K'interpretovat jako konstantu stability pouze
v pfipad€, Ze méfena efektivni mobilita analytu se méni s koncentraci ligandu pouze

v disledku tvorby komplexu. Tento pfedpoklad viak ve vé&t§in& ptipadi neni splnén.
Viskozita

Jako komplexacni €inidlo se velmi asto pouZivaji velké organické molekuly &i
dokonce polymery. Jejich ptidavek do BGE zpiisobi zmé&nu viskozitniho koeficientu
prostiedi, na kterém zavisi jak elektroforetické mobility ionti (rovnice (3)),
tak i elektroosmotickd mobilita. S rostouci koncentraci komplexaéniho &inidla v BGE se
pozorovand mobilita analytu neméni tedy pouze v diisledku rostouciho stupné
komplexace, ale také v diisledku rostouciho viskozitniho koeficientu prostfedi. Rovnice

(17) a (18) proto nelze vyuZit pfimo k regresni analyze, nebot’ mobility komplexu

23



a analytu nejsou konstantami. Pfed vlastni regresni analyzou je tfeba namé&fené hodnoty
korigovat i pfi malém pfidavku komplexa¢niho ¢inidla do BGE.
Jako ptimodara se jevi korekce elektroforetické mobility pomoci

) ., . 3.4, 14,19, 20,21
tzv. viskozitniho korek&niho faktoru »

V= (19)

kde 7 je viskozitni koeficient BGE bez pfidaného komplexa¢niho ¢inidla a 7 je
viskozitni koeficient BGE s danou koncentraci komplexa&niho ¢inidla. Tyto hodnoty lze
ziskat externim mé&fenim (napf. Ulbelohdeovym viskozimetrem) nebo pfimo v aparatufe
pro CZE z &asli potfebnych k protlateni nadavkované zény (napi. markeru EOF)
k detektoru konstantnim tlakem v BGE bez pfidavku komplexacniho ¢inidla a v BGE

sdanou koncentraci ptidaného komplexa¢niho Einidla.'*>%

Za ptedpokladu,
Ze elektroforetickd mobilita je nepfimo uméma viskozitnimu koeficientu prostredi

(rovnice (3)), plati

Wt (20)

kde p, 1, ¢ jsou mobilita analytu, viskozitni koeficient BGE a ¢as nutny k protlaceni
naddvkované zény k detektoru konstantnim tlakem kapilarou naplnénou BGE
bez pfidavku komplexaéniho ¢inidla a e, 7., t. symbolizuji totéZ oviem v kapilafe
naplnéné BGE s danou koncentraci komplexa€niho €inidla. Tento pfedpoklad vsak
obecné neplati. Odpor pro pohyb iontli v roztoku sice vzriista, oviem ne pfimo umémeé
viskozité prostfedi. Pfima timéra plati pouze v ptipadé, Ze pohybujici se &astice je
srovnatelng velka s &astici zpiisobujici zvy$eni viskozitniho koeficientu.**

Dalsi pouZivany zplsob, ktery nevyZaduje Zadné dal$i méfeni, vyuZiva poméru

mobilit A #7267 28

M= Hep _ He + Huor
Heor Heor

’ @1)
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ve kterém [, je pozorovani mobilita analytu, ps efektivni mobilita analytu
a pgor mobilita  elektroosmotického toku. K této korekci postali jen data
z elektroforetického experimentu, oviem lze ji vyuZit pouze pokud ma pp, stejnou
zavislost na viskozité jako pgor a jejich pomér je na viskozité nezavisly.

NékteHi autofi navrhli urgit zmé&nu viskozity pomoci markeru
elektroosmotického toku'*?® pomérem mobility EOF pfi nulové koncentraci
komplexa&niho &inidla ku mobilit® pfi dané koncentraci komplexaéniho Cinidla, ktery
pouZili jako viskozitni korekéni faktor (nasobili jim efektivni mobilitu). Oviem podle

definice:

_ &
Heor = 47”7 H (22)

se mobilita EOF miZe zménit nejen v dlsledku zmény viskozity roztoku,
ale i plisobenim jinych faktori (permitivity prostfedi ¢ a zéta potencidlu na sténé
kapilary {). Pro pouZiti pgor ke korekci viskozity je nutné dokéazat, Ze je zména mobility
EOF ve stejném poméru se zm&nou viskozity.'

V nékterych publikacich se objevila korekce viskozity pomoci poméru proudu
prochéazejiciho kapilarou, ktera je naplnéna pufrem bez pifidaného komplexaéniho
¢inidla () a proudu I, kdy je do pufru pfiddno dané mnoZstvi komplexa¢niho
¢inidla.*2%*'%2 Hodnota proudu je jiZ pfimo ovliviiovana mobilitou iontd a to viech
iontd pfitomnych v roztoku. Tato korekce tedy pfedstavuje jakési zprimérovani vlivu
na mobilitu iontd. Nelze oviem pouZit pro ionogenni komplexotvorna ¢inidla pfidavana
do BGE. |

Shibukawa a kol.? stanovovali vliv viskozity prostfedi na mobilitu iontd pomoci
pfimého méfeni viskozity, ¢asu potiebného k protlaceni davkované zény konstantnim
tlakem, mobility markeru EOF, proudu a pomoci mobility nabitého markeru viskozity
(kyseliny askorbové) v BGE bez ptidavku a s pfidavkem 7-cyklodextrinu. Zavérem

jejich prace bylo konstatovéani, Ze ackoliv se hodnoty korekénich faktord ziskané

/’l EOF,c

z poméru ¢asi potfebnych k protladeni z6ny kapilarou tL a pomérti mobilit EOF
c lu EOF

shoduji, vykazuji pfi vyS$8ich koncentracich cyklodextrinu pozitivni odchylku
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I : C ey .. ,
od hodnot ziskanych z poméru proudi —I“— . Autofi proto davaji pfednost korekci iontové

mobility pomoci poméru proudi nebo pomoci méfeni mobility viskozitniho markeru
(kyseliny askorbové).

Oproti tomu Bowser a kol."* upfednostiiuji pHimé méfeni viskozity a tvrdi,
Ze po korekci pomoci mobility EOF markeru ¢i pomoci proudu neni moZné porovnavat

vysledky ziskané méfenim za jinych podminek (na jiné kapilafe nebo v jiném pufru).
lontova sila

Na iontové sile jsou zavislé zdanlivé konstanty stability a to piedeviim
pro komplex neutralniho ligandu s nabitym analytem, viz. str. 18 a 19.

Iontové sila ma vSak vliv i na elektroforetické mobility. Tato zavislost je
popséna Debyeovou-Hiickelovou-Onsagerovou rovnici (Onsageriv limitni zékon)>.

Pro aktuélni mobilitu aniontu ,; pfi dané iontové sile plati:

u = yf—(,ufB,z+ z | +|z_|B2]\/7, (23)

l+\/3

kde 4’ je limitni mobilita aniontu, z_a z, jsou nibojova &isla aniontu a jeho protiontu

a I je iontova sila. Konstanty B; a B; jsou definovéany jako

J2F?

' " 122N, (eRT)’ 24)
B =_‘/§L
>~ 6aN n(eRT)"’ (25)

ve kterych F je Faradayova konstanta, Ny Avogardova konstanta, & permitivita

prostfedi, 7 dynamicky viskozitni koeficient prostfedi, R univerzalni plynové konstanta
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a T termodynamické teplota. Parametr g lze vypocitat z nabojovych &isel z. a z,

a limitnich mobilit aniontu a kationtu x° a u?:

- z+|z_| o+ 1 _
z, +lz_||z_|p) +z,p°

(26)

Pfi odvozeni Onsagerova limitniho zakona nebyl uvazovan vlastni objem ionti,
linearni zavislost aktualni mobility iontu na odmocniné z iontové sily je tedy platna
pouze pro iontovou silu do 1 mmol dm>. Ovéem v CZE se b&’n& pouzivaji pufry
siontovou silon v rozmezi 10 aZ 100 mmol dm>. Zahrmutim parametru a

do Onsagerova limitniho zdkona

q JI
1 B _— 2
Z‘l1+\/3+|z‘I 2J1+Ba«/—1_ @7)

Ho=p —(ui’B.A

byla rozsitena jeho platnost aZ do 75 mmol dm™ iontové sily, oviem pro univalentni

elektrolyty.** Pro konstantu B plati:

2F

B 23)

ostatni symboly jsou stejné jako v rovnicich (24) a (25). Pro vodné roztoky pfi teploté
25 °C jsou hodnoty konstant: B =3,291x10° m™ (mol dm™>)"?,

B, =0,7853 (mol dm™)"?,
B, =31,42x10®° m> V''s™ (mol dm™)"2.
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Koncentrace ligandu

Rovnice (17) a (18) se pouZivaji jako regresni funkce k analyze
experimentalnich zavislosti efektivnich mobilit na celkové koncentraci komplexa¢niho
¢inidla v BGE. V téchto rovnicich v8ak vystupuje rovnovazna koncentrace volného
(v komplexu nevazaného) komplexaéniho ¢inidla. ZtotoZn€ni rovnovazné koncentrace
volného ¢inidla s koncentraci celkovou je dalsim faktorem, ktery miZe ovlivnit hodnotu
stanovované konstanty. Jeji hodnota neni znateln€ ovlivnéna, pokud je celkova
koncentrace ligandu mnohem vét§i neZ celkova koncentrace analytu nebo pokud neni
hodnota konstanty stability p¥ili¥ vysoka.>> V ostatnich pfipadech je nutno koncentraci
volného ligandu uréit. Pro stechiometrii vazby 1:1 je moZno postupovat iteraénim
zpiisobem™. PouZitim celkové koncentrace ligandu k vyhodnoceni namé&fenych dat
pomoci nelinedrni regrese lze ziskat odhad konstanty stability. Koncentraci volného
ligandu 1ze poté vypoditat z regresni funkce (rovnice (17) a (18)) a ziskanou hodnotu
znovu pouzZit do nelinearni regrese. Postup je opakovan, dokud dochazi ke zméné

konstanty stability.

2.3 Cyklodextriny

Cyklodextriny (CD) jsou pouZivany v kosmetickém, farmaceutickém
1 chemickém primyslu, jsou vyuZivany jako selektory nejen v kapilarni elektroforéze,
ale i v daldich separaénich metodach. Maji nizkou toxicitu, jsou vyrabény
z obnovitelnych zdroji a jsou biologicky odbouratelné. Jednid se o oligosacharidy
ptipravené enzymatickou degradaci z bramborového Skrobu (amylasy)*®. Vznika smés
CD, kterou lze rozd¢lit pomoci chromatografie nebo krystalizace.

Ve vodnych roztocich pfipominaji CD tvarem duty komoly kuZel, jehoZ primér
a objem vnitini kavity se li§i dle typu CD (tabulka 2.2). Na vné&j§im $ir§im okraji tohoto
kuZele se nachazi sekundarni 2- a 3-hydroxylové skupiny, uZ$i okraj je obklopen
primarnimi 6-hydroxyly. Vné&jsi povrch kavity je proto hydrofilni a vnittni hydrofobni

(lipofilni) z divodu ptitomnosti atomi vodiku a ethericky vazanych atomii kysliku.
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Ackoliv byly pfipraveny nativni (pfirozené cyklické) CD o Sesti az dvanécti
jednotkach glukosy, pouZivaji se v sou¢asné dob& CD s Sesti, sedmi a osmi jednotkami

nazyvané o-, 3- (obrazek 2.2) a y-CD. Fyzikalni vlastnosti (3itka kavity, rozpustnost,
molekulova hmotnost) té€chto tfi CD jsou odlidné (tabulka 2.2).

O HO

0
HO
o
o]
HO
HORC X oH CH,0H
% on
CH,OH \g/é/
2)

b)

OBR. 2.2

Struktura 8-CD (a) a tvar jeho kavity ve vodném prostfedi (b): 1 — vnitfek kavity zpevnény
glykosidickymi kyslikovymi miistky, s vysokou elektronovou hustotou, 2 — sekundarni 2- a 3-hydroxy-
lové skupiny a 3 — primarni 6-hydroxyly.
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TAB. 2.2
Fyzikalni vlastnosti *** o, 8- a v-CD.

o-CD B-CD yCD

pocet jednotek glukosy 6 7 8
relativni molekulova hmotnost 972 1135 1297
vnitini primér kavity [nm] 0,57 0,78 0,95
hloubka kavity [nm] 0,78 0,78 0,78
rozpustnost [g/ 100 ml vody] 14,2 1,85 23,2
pK. 12,23 12,2 12,08
opticka rotace op [°] . +150,5 +162,5 +177,4

CD vytvafi intermolekularni komplexy s velkym mnoZstvim latek anorganické
i organické povahy, pfedev§im byly popsiany komplexy B-CD s fadou farmaceuticky
vyznamnych latek.® Molekuly o-, 8- a -CD maji ve své molekule 18, 21 a 24
hydroxylovych skupin, a proto se miize latka na molekulu CD navazat prostfednictvim
vodikovych mistki, hydrofobnich, dip6]-dip6l a van der Waalsovych interakei.>®
Substituci nativnich CD lze ziskat derivaty sriznym stupném substituce.
Piiprava ¢istych a definovanych derivati je naroéna, sloZzeni modifikovanych CD zavisi
na podminkéch reakce, typu a mnoZstvi reagentu.*® Chemickou modifikaci CD dochézi
zaroveii ke zméné jejich fyzikéln&-chemickych vlastnosti, vyznam se pfedev§im klade
na zvySeni selektivity pfi separaci enantiomerti (napf. zvy$enim jejich rozpustnosti ve
vodé€, moZnost tvorby riznych sekundamich vazeb, moZnost analyzy neutralnich latek
nebo zmé&na hydrofobity kavity).”® Pro separace pomoci CE se pouZiva iroké spektrum
derivati CD. Mezi neutralnimi lze jmenovat methyl-, hydroxyethyl-, hydroxyprophyl-
¢ acetyl-CD. K aniontovym derivatim patfi methylamino-, sulfobutylether-,
karboxymethyl-, sulfatované a fosfatované CD a mezi kationtové CD se fadi amino- a
ammoniové derivaty, stejn€ jako CD obsahujici imidazol ¢i pyrimidin.
. VCZE lze neutrdlni CD, at' nativni nebo jejich derivaty, pouzit vyhradné
k separaci nabitych latek. Oproti tomu nabité CD maji svou vlastni elektroforetickou

mobilitu a Ize je tudiZ pouZit i pro separaci latek neutralnich.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Zamérem experimentélni &asti diplomové prace bylo urdit vliv faktord,
predevdim viskozity, iontové sily a ztotoZnéni koncentrace volného (v komplexu
nevazaného) ligandu sjeho koncentraci celkovou, na stanoveni konstanty stability
komplexi sCD. PH pouZiti neutrilniho CD snabitym analytem (o-CD
s p-nitrofenolem) navézat na experimenty provedené v ramci bakalarské prace. Dale se
zabyvat sloZit&j§imi typy komplexd nabitych CD s neutralnim analytem (zaporné
nabitym  heptakis-6-O-sulfo-3-CD s  p-nitrofenolem a kladné nabitym
mono (6-deoxy-6-N,N,N‘,N‘,N*-pentamethylethylendiammonium)-3-CD

se sekundarnim fenethylalkoholem).
Experimentalni podminky pouzité v bakalarské praci

Cilem bakalaiské prace bylo zreprodukovat experimenty popsané v praci
Armstronga a kol.", ktefi stanovovali (mimo jiné) konstanty stability p-nitrofenolu
a m-nitrofenolu s o-CD metodou ACE. Analyzy provadéli v 50 mM fosfatovém pufru
o pH 11 s promé&nnou koncentraci a-CD 0-15 mmol dm™. V bakala¥ské praci byl pouzit
pufr obsahujici Na;HPO, o koncentraci 45 mmol dm™ a Na;PO,4 5 mmol dm™ o pH 10,7
a iontové sile 162 mmol dm™, ke kterému byl pfidavan o-CD o koncentracich 0, 2, 3, 6,
9, 12, 15 a 20 mmol dm>. Davkovany vzorek se sklddal z p- nebo
m-nitrofenolu o koncentraci 0,5 rrimol dm*, 0,2% DMSO (dimethylsulfoxidu), KCI
o koncentraci 2,5 mmol dm™ a fosfitového pufru a byl davkovan hydrodynamicky
tlakem 15 mbar po dobu 15sekund. Na kapilaru bylo vklidano napéti 8 kV.
Prochazejici proud byl piiblizné 43 pA. Ze ziskanych hodnot efektivnich mobilit
pro dané koncentrace CD byly stanoveny konstanty stability pro p- i m-nitrofenol

pomoci linearnich metod i nelinedrni regrese.
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3.1 Pouzité pristroje a chemikalie

K pfipravé separacnich pufrii byla pouZita kyselina borita H;BO; (Lachema,
CR), kyselina octovi CH;COOH (Lachema, CR), kyselina mraventi HCOOH
(Lachema, CR) a hydroxid lith}’l LiOH (Sigma-Aldrich, Némecko). K uréeni
pohyblivosti EOF slouzil dimethylsulfoxid DMSO (Sigma-Aldrich, Némecko) nebo
nitrometan (Sigma-Aldrich, Némecko). Analytem byl p-nitrofenol (Lachema, CR) nebo
R-sekundarni fenethylalkohol (Acros Organics, Belgie), komplexotvornym ¢inidlem
o-CD (Biochemical Reasearch Laboratory, Budapest), HS-8-CD (syntetizovany
Vincentem a kol.*) a PEMEDA- B-CD (syntetizovany Nzeadibem a Vighem®').
VSechny komer¢ni chemikalie byly cistoty p.a. K pfipravé roztokii byla pouZita
deionizovand voda. K proplachovani kapilary byl pouZivan 0,1 M roztok NaOH
(Agilent Technologies, Némecko) a pro kalibraci pH-metru IUPAC pufry o hodnotach
1,679, 7,00 a 12,45 (Radiometer, Dénsko).

Elektroforetické experimenty byly realizovany na *°CE systému pro kapilarni
elektroforézu (Agilent Technologies, Némecko), ktery je vybaven vestavénym
spektrofotometrickym UV/VIS detektorem s diodovym polem (DAD), umoZiujicim
méfeni v rozsahu vinovych délek 190 — 600 nm, a dvojitym bezkontaktnim vodivostnim
detektorem (CCD, contactless conductivity detector), jehoZ mémé cely jsou od sebe
vzdaleny 1,479 cm*?. Soudésti aparatury je poéita s nainstalovanym programem
Agilent Capillary Electrophoresis, pomoci které¢ho je fizena aparatura, provadén sbér
avyhodnocovani dat. Experimenty probihaly v kfemennych kapilarach s vné&j$im
primérem 375 pm a s vnitinim primérem 50 um (Polymicroservices technologies,
Velkd Britanie) o celkové délce pfibliZné 60 cm (konkrétni udaje jsou uvedeny
u pfislusnych obrazki a tabulek).

Hodnoty pH pufri byiy méfeny digitdlnim pH-metrem PHM 220
s kombinovanou sklenénou elektrodou (Radiometer, Dansko).

Naméfena data byla zpracovavana pomoci programu MS Excel 2003 a grafy

zavislosti byly sestrojeny a analyzovany verzi 8 programu Origin z roku 2008.
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3.2 Experimentalni podminky a postupy

Komplex neutrdlniho CD s nabitym analytem byl zastoupen o-CD
s p-nitrofenolem (p-NP), kterym jsem se zabyvala v bakalafské praci. Aby byl p-NP
prakticky uplné disociovan je nutné zvolit pH zakladniho elektrolytu alespoii o tfi
jednotky vy$8i nezZ je jeho hodnota pK, (jedna se o slabou kyselinu o pK, 7,15).

Ke studiu komplexu nabit¢ho CD s neutrdlnim analytem byl pouZit zaporné
nabity HS-B-CD s p-NP a kladn& nabity PEMEDA-B-CD se sekundirnim
fenethylalkoholem (obrazek 3.1), pH zakladniho elektrolytu bylo zvoleno v tomto
ptipad€ alesponi o tfi jednotky niZsi neZ je pK, analytii (i sekundami fenethylalkohol je
slabou kyselinou), aby byla zaji$téna jejich neutralita.

OH

CH,

OBR. 3.1
Struktura R-sekundarniho fenethylalkoholu.*

Ptesné sloZeni, pH a iontova sila BGE (uréeno pomoci programu PeakMaster )
pro jednotlivé typy komplexd, sloZeni davkovanych vzorkl a koncentraéni rozmezi CD
ptidavaného do BGE je uvedeno v tabulce 3.1.

Roztoky BGE s CD byly ptipraveny rozpu$ténim pfislu$ného mnozstvi CD
a pefiltrovany pfes mikrofiltr (Merck, Némecko) o priméru pord 0,45um.

Nové kapilary byly pfed prvnim pouZitim proplachnuty 0,1 M NaOH a bylo
na né vloZeno napéti 15 kV na dobu 30 min pro stabilizaci elektroosmotického toku.

Davkovani vzorku bylo hydrodynamické tlakem 10 mbar po dobu 6 sekund.

Pfi volb&é napéti bylo brano vuvahu Jouleovo teplo a délka experimentu.
Za optimalni bylo zvoleno napéti 10 kV, pfi kterém jesté nedochazelo k vyznamné

zmén& odporu separaniho pufru s teplotou. Prochazejici proud se pohyboval kolem
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7 pA vBGE s o-CD, v BGE snabitymi CD rostl se zvySujici se koncentraci CD
(u HS-B-CD od 4 do 60 puA a u PEMEDA-B-CD od 1,7 do 11 pA).

Pro kaZdou koncentraci CD byly =ziskany alespoii tfi vyhodnotitelné
experimenty. Z elektroferogramli (pifiklad na obrazku 3.2) byly odeéteny hodnoty
detekénich €ast pikd jednotlivych sloZzek vzorku zaznamenanych na DAD (DMSO,
nitrometan a sekundarni fenethylalkohol pfi 214 nm, neutrélni p-NP pti 400 nm a nabity
p-NP pfii 320 nm).

Pozorované mobility pizpppap jednotlivych slozek (u DMSO se jedna

o pohyblivost elektroosmotického toku) byly vypocteny ze vztahu

Hiamono =710 (29)

kde /. je celkova délka kapilary, U napéti vkladané na kapilaru, /pap znadi vzdalenost
DAD od vstupniho konce kapilary a ¢ pap je detekéni &as i-té sloZky zaznamenané
DAD.

Elektroforetické mobility (aktualni pfi nulové koncentraci CD, efektivni
pfi nenulové koncentraci CD) byly vypoéteny jako rozdil pozorovanych mobilit
amobility EOF. Jak bylo uvedeno v teoretické ¢asti, mobilita kationtd je v této praci
uvaZovana jako kladnd veli€ina, aniontdi zapornd. V kfemenné kapilafe
s nemodifikovanym vnitfnim povrchem probihd EOF smérem ke katodg, je tedy jeho
mobilita brana také skladnou hodnotou. Pfi uspofadani experimenti s detektorem
u katody ma téZ pozorovana mobilita jak kladng, tak zadporné€ nabitych ¢astic kladnou
hodnotu.

U experimentd (plati pro BGE s HS-3-CD a pro BGE s vys8$i koncentraci
PEMEDA-3-CD), které probihaly metodou PreMCE '© (ptiklad elektroferogramu
na obrazku 3.3), byly efektivni mobility pesr jednotlivych sloZek vypoéteny ze vztahu

_ lcelleADAt
Her —Utz :, (30)
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kde /.. je celkova délka kapilary, U napéti vklddané na kapilaru, /pap znaéi vzdalenost
DAD od vstupniho konce kapilary, At rozdil detekénich ¢asd analytu a markeru EOF,
1, ¢as, po ktery je vloZeno napéti a #; ¢as potiebny k protlaeni druhé nadavkované zény

markeru EOF tlakem 30 mbar k DAD.

odezva DAD [mAU]
©

6 4
3}
of i)
45 60 75 90
t [min)

OBR. 3.2
Elektroferogram potizeny DAD pti 214 nm pro koncentraci PEMEDA-G-CD 8 mmol dm™ v zikladnim

elektrolytu (52 mmol dm® CH,;COOH a 26 mmol dm™ LiOH, pH 4,6, konstantni iontova sila
50 mmol dm™). Davkovéan byl sekundarni fenethylalkohol o koncentraci 0,5 mmol dm™ a 0,2% DMSO
tlakem 10 mbar po dobu 6 sekund. Na kapilaru s vnitinim priimérem 50 gm o celkové délce 58,85 cm
bylo vklidano napéti 10 kV, prochézejici proud se pohyboval kolem 11 pA. Prvni pik odpovida
sekundarnimu fenethylalkoholu, druhy markeru elektroosmotického toku DMSO.
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odezva DAD [mAU]
©

=]
T

or 4

N

1 1

21 24 27 30

t [min]

OBR.33

Elektroferogram potizeny DAD pti 214 nm pro koncentraci PEMEDA-B-CD 12 mmol dm™ v zakladnim
elektrolytu (28 mmol dm™® CH3;COOH a 14 mmol dm® LiOH, pH 4,6, konstantni iontova sila
50 mmol dm’). Davkovén byl sekundarni fenethylalkohol o koncentraci 0,5 mmol dm™ a 0,2% DMSO
tlakem 10 mbar po dobu 6 sekund. Na kapilaru s vnitinim primérem 50 pm o celkové délce 58,85 cm
bylo vkladano napéti 10 kV, prochézejici proud se pohyboval kolem 11 pA. Experiment byl proveden
metodou PreMCE ', Prvni pik odpovidd sekundimimu fenethylalkoholu, druhy markeru
elektroosmotického toku DMSO a tfeti opét DMSO.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Komplex a-cyklodextrinu s p-nitrofenolem

Interakce o-CD sp-NP byla studovana ve tfech zakladnich elektrolytech
sriznou iontovou silou, ke kterym byl pfidivan o-CD vrozsahu koncentraci
0 — 20 mmol dm™.

V tabulkéach 4.1 a 4.2 jsou shrnuty detekéni ¢asy a vypoétené mobility pro BGE
s iontovou silou 10 a 25 mmol dm™, hodnoty pro BGE s iontovou silou 162 mmol dm™
jsou obsaZeny v bakalafské praci.

Absolutni hodnoty efektivni mobility analytu byly vyneseny do grafu
v zavislosti na analytické koncentraci a-CD (obrazky 4.1 aZ 4.3) a body byly proloZeny
kfivkou odpovidajici rovnici (17) na str. 22.

Jak je z obrazki patrné, teoreticka funkce fituje experimentalni data velmi dobte.
Veli¢inu K’ v pouZité regresni funkci v3ak nelze povaZovat za konstantu stability,
rovnéZ pac a pa za aktudlni mobility komplexu a analytu. Efektivni mobilita p-NP
v téchto systémech neni totiZ ovliviiovana pouze stupném komplexace, ale téZ rostouci

viskozitou roztoku zplisobenou rostouci koncentraci o~CD.
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TAB. 4.1

Tabulka naméfenych detekénich ¢asti z DAD, pozorované mobility EOF a vypoétenych efektivnich
mobilit pro p-NP pro rizné koncentrace a-CD (ccp) v zdkladnim elektrolytu. BGE obsahoval H;BO;
o koncentraci 0,3 mmol dm™ a LiOH 10 mmol dm™. Iontova sila BGE &inila 10 mmol dm> a pH 11,90.
Davkovan byl p-NP o koncentarci 0,2 mmol dm™ a 0,2% DMSO hydrodynamicky tlakem 10 mbar

po dobu 6 sekund na kapilaru s vnitfnim priimérem 50 pm o celkové délce 60,6 cm. Pti vloZeném napéti

10 kV se prochézejici proud pohyboval kolem 7 pA.

Cep t [min] p[10°m?v's
[mmol dm™) EOF p-NP EOF  p-NP
0 6,30 10,72 784 [ -323
0 6,27 10,55 788 | -32,0
0 6,16 10,22 80,2 | -318
0,5 6,12 8,74 80,7 | -242
0,5 6,42 9,25 769 | -235
0.5 6,19 8,82 798 | -238
1 6,04 8,00 81,8 | -200
1 6,08 7,98 81,2 | -193
1 6,24 8,28 79,1 -19,5
2 5,92 7,39 834 | -16,6
2 6,18 7,79 799 | -16,5
2 6,04 7,53 81,8 | -16,2
3 6,00 7,42 823 | -158
3 6,33 7,91 78,0 | -156
3 6,11 7,57 80,8 | -156
4 6,15 7,57 80,3 | -15,1
4 6,28 7,70 786 | -145
4 6,15 7,57 80,3 | -15,1
5 6,10 7,40 81,0 | -142
5 6,62 8,33 746 | -153
5 6,16 7,62 802 | -154
6 6,07 7,38 814 | -144
6 6,06 7,35 81,5 | -143
6 6,02 7,30 820 | -144
9 6,15 7.43 80,3 | -138
9 6,28 7,61 786 | -137
9 6,32 7,66 78,1 13,7
12 6,42 7,74 769 | -13,1
12 6,39 7,69 773 | -131
12 6,42 7.73 76,9 | -13,0
15 6,43 7,66 768 | -12,3
15 6,29 7,48 785 | -12,5
15 6,39 7,62 773 | -125
18 6,30 7,52 784 | -127
18 6,34 7,56 779 | -12,6
18 6,32 7,54 78,1 12,6
20 6,36 7,52 776 | -120
20 6,33 7,49 780 | -12,1
20 6,31 7.45 783 | -12,0
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TAB. 4.2

Tabulka naméfenych detekénich &asti z DAD, pozorované mobility EOF a vypoétenych efektivnich
mobilit pro p-NP pro rizné koncentrace a-CD (ccp) v zdkladnim elektrolytu. BGE obsahoval H;BO;
o koncentraci 15 mmol dm™ a LiOH 23,5 mmol dm>. Iontové sila ¢inila 25 mmol dm™ a pH 11,70.
Dévkovén byl p-NP o koncentarci 0,2 mmol dm™ a 0,2% DMSO tlakem 10 mbar po dobu 6 sekund.
Na kapilaru s vnitfnim primérem 50 pm o celkové délce 61 cm bylo vkladano napéti 10 kV, prochazejici

proud byl pfiblizné 7 pA.

Cco t [min) u[10°m?v's™
[mmol dm™] EOF p-NP EOF p-NP
0 8,10 15,70 65,9 -31,9
0 8,01 15,47 66,6 -32,1
0 8,10 15,92 65,9 -32,4
0.5 8,21 12,84 65,0 23,4
0,5 8,67 14,26 61,6 24,1
0,5 8,58 13,78 62,2 23,5
1 8,57 12,78 62,3 -20,5
1 8,59 12,82 62,1 20,5
1 8,60 12,58 62,1 -19,6
2 8,24 11,09 64,8 -16,6
2 8,60 11,82 62,1 -16,9
2 8,66 11,88 61,6 -16,7
3 8,61 11,46 62,0 -15,4
3 8,54 11,36 62,5 -15,5
3 8,53 11,30 62,6 -15,3
4 8,15 10,43 65,5 -14,3
4 8,14 10,38 65,6 -14,2
4 8,12 10,36 65,7 -14,2
6 8,26 10,38 64,6 -13,2
6 8,15 10,17 65,5 -13,0
6 8,15 10,14 65,5 -12,9
9 8,29 10,27 64,4 -12,4
9 8,92 11,24 59,8 -12,4
9 8,91 11,26 59,9 -12,5
12 8,69 10,80 61,4 -12,0
12 8,54 10,57 62,5 -12,0
12 8,40 10,34 63,5 -11,9
15 8,64 10,71 61,8 -11,9
15 8,35 10,20 63,9 -11,6
15 8,26 10,00 64,6 11,2
18 8,77 10,83 60,9 -11,6
18 8,83 10,92 60,4 -11,6
18 9,12 11,31 58,5 -11,3
20 9,00 11,11 59,3 -11,3
20 9,07 11,22 58,8 -11,3
20 8,97 11,04 59,5 -11,2
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> rovnice 1 =(K'x pact pa)(K'x+1)
e R ] 0,99124
S 25 hodnota standardni odchylka
= K 0,99681 0,07996

Ty lia 2,81829E-8 3,11357E-10

o fiac 8,59605E-9 2,10717E-10

20 |-

10 |-

- -3
loee = 162 mmol dm

OBR. 4.1

12 16

20

Cop [mmol dm)

Vyhodnoceni naméfenych dat z bakalafské prace metodou nelinearni regrese, tedy zavislost absolutni

hodnoty efektivni mobility p-NP |us.l na celkové koncentraci o-CD (ccp). Naméfeno v zakladnim

elektrolytu sloZeném z Na,HPO; o koncentraci 45 mmol dm a Na,PO, 5 mmol dm?, ke kterému byl
pfidavan o~CD o koncentracich 0, 2, 3, 6,9, 12, 15 a 20 mmol dm?. Hodnota pH ¢inila 10,7 a iontové sily
162 mmol dm™. Vzorek skladajici se z p-NP o koncentraci 0,5 mmol dm a 0,2% DMSO, byl davkovan
hydrodynamicky tlakem 15 mbar po dobu 15 sekund. Na kapilaru s vnitfnim primérem 50 pm o celkové
délce 33,6 cm bylo vkladano napéti 8 kV. Prochazejici proud byl piiblizné 43 pA.
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S rovnice | y=(K'x pact pa)/(K'x+1)

e 30} R* ] 0,99366 1
s hodnota standardni odchylka

= K 1,54107 0,07446

i fia 3,23965E-8 2,39125E-10

= 25 fiac 1,19667E-8 1,37554E-10

— -3
’ass' 10 mmol dm

10 1 1 1 1 A
0
Cep [Mmol dm™]

OBR. 4.2

Zavislost absolutni hodnoty efektivni mobility p-NP |us .| na celkové koncentraci o-CD (ccp). Podminky
méfeni jsou popsany u tabulky 4.1.

[ T T T T T

‘n

>
“e rovnice | y=(K'x pact pa)/(K 'x+1)
3y 0F R 10,9985 1
haot hodnota standardni odchylka

% K 1,23271 0,02887

< Ja 3,20771E-8 1,34773E-10

25 ac 1,05593E-8 7,41178E-11

- 3
Iyee= 25 mmol dm

€ [mmol dm)

OBR. 43

Zavislost absolutni hodnoty efektivni mobility p-NP |, .o na celkové koncentraci a-CD (ccp). Podminky
méfeni jsou popsany u tabulky 4.2.
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Viskozita

Pfidavanim o~-CD do zakladniho elektrolytu se méni viskozitni koeficient
roztoku, ktery ovliviluyje elektroforetické i elektroosmotické mobility latek a tim
i konstantu stability, jak je podrobnéji popsano v teoretické ¢asti. Pro urceni nejlepsiho
zptsobu korekce bylo vyzkou$eno né€kolik metod.

Prvni byla korekce pomoci draselnych iontii davkovanych se vzorkem, jejichz
mobilita byla sledovana. Draselné ionty sice spliiuji pfedpoklad, Ze neinteraguji s CD,
ov$em jejich mobility nejevily vyznamny trend s rostouci koncentraci pfidivaného CD
pravd€podobné proto, Ze jsou pfili§ malé ve srovnani s molekulou CD.

Dalsim zptisobem korekce byl pomér proudu (Z;), kdy je do pufru ptidano dané
mnoZstvi CD a proudu (/) prochazejiciho kapilarou naplnénou pufrem bez ptidaného
CD. Zavislost tohoto poméru proudi na koncentraci o-CD pro BGE o iontové sile
25 mmol dm™ je znizornéna na obrazku 4.4. Kazdy bod pfedstavuje aritmeticky primér
proudu ze t¥H mé&feni. Pokles proudu I, pro koncentraci o¢-CD 20 mmol dm™ je ptiblizné
25% oproti hodnotd I. Ve srovnani s literaturou® je to hodnota pfili§ vysoka.
Pro zajimavost byl vyhodnocen i pomér proudii pro BGE o iontové sile 162 mmol dm™.
Zde byl pokles proudu srovnatelny s literarnimi udaji. Pfi nizké iontové sile BGE je
tedy proud ovliviiovan je$té jinym efektem, neZ pouze rostouci viskozitou. Pomér
proudi proto nebyl ke korekci mobilit na rostouci viskozitu pouZit.

Poslednim zpiisobem byla korekce pomoci poméru casu, ktery je nutny
k protlateni nadavkované¢ho markeru EOF konstantnim tlakem kapilarou naplnénou
pufrem bez pfidavku CD (¢) a pufrem s danou koncentraci ptidaného CD (¢;). Tento
pomér Casi byl vynesen v zavislosti na koncentraci o-CD v zakladnim elektrolytu
(obrazek 4.5). Experimentalni body (aritmetické priméry ze tfH méfeni) byly proloZeny
pfimkou, jejiz rovnice byla vyuZita kdalSimu vyhodnoceni. Za ptedpokladu

(viz. rovnice (20), str. 24), Ze

I (31)

1ze pohyblivosti komplexu a analytu v rovnici (17) na str. 22 vyjadiit jako
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t t
Hac,e = Hac t_’ Hac = Hy ;: ’ (32)

c

a tedy efektivni mobilitu korigovat na rostouci viskozitu prostfedi podle vztahu

Hae
[T =|T (33)
t
Konkrétné |ua, efr, cor] byla pro jednotlivé hodnoty koncentrace a-CD vypoctena jako
Ha.e
|#A.eﬂ',cor | il (34)

~ 1,004-0,0034c,,

kde jmenovatel je rovnici pfimky z obrazku 4.5 (zavislosti poméru &asti tL na celkové

c

koncentraci CD). Tato korekce mobilit byla vyuZita ve vSech systémech pro stanoveni
konstanty stability komplexu o-CD s p-NP. Jako piiklad je uvedeno vyhodnoceni
nelinearni regresi s absolutnimi hodnotami efektivnich mobilit p-NP korigovanymi
nazmény viskozitniho koeficientu vpufru siontovou silou 25mmol dm>
na obrazku 4.6, stejnym zplisobem byly korigovany mobility i v ostatnich dvou

systémech.
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S * rovnice y=a+bx
. R* | 087466
1.0} standardni
. hodnota | 4chylka
usek na ose y 0,99203 0,0154
smémice -0,01336 0,00152
L]
0,9}
08
0|7 1 1 I 1
0 4 8 16 20

OBR. 44

Cep [mmol dm)

Zavislost poméru proudu prochéazejiciho kapilarou naplnénou BGE s danou koncentraci o-CD (/)

a proudu prochazejiciho kapilarou naplnénou BGE bez o-CD (/) na celkové koncentraci pfidaného c-CD
(ccp). Podminky méfeni jsou popsany u tabulky 4.2.
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° 1,02 v

= . rovnice ] y=a+bx
R* ] 0,82154
standardni
. hodnota odchylka
useknaosey | 1,00403 0,00476
. smérnice -0,00337 4,68376E-4
0,99}, J
0,96 |- 4
0,931 J
0 4 8 12 16 20

€, [mmol dm?

OBR. 4.5

Zavislost poméru ¢asu (f) potfebného k protlateni nadavkovaného 0,2% DMSO kapilirou naplnénou
zikladnim elektrolytem (pufr s iontovou silou 25 mmol dm™) a &asu () potiebného k protladeni
nadavkovaného 0,2% DMSO kapilarou naplnénou zékladnim elektrolytem s danou koncentraci CD
tlakem 40 mbar, na koncentraci pfidaného CD (ccp). Méfeno na kapilafe o celkové délce 61 cm

s vnitinim primérem 50 pm.
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,..';‘ T T T T T
> rovnice [ (K% pact pY(K'xH])
£ 30} RZ] 0,99839
© hodnota standardni odchylka
= K 1,33806 0,03226
é Uin 3,20088E-8 1,34804E-10
E g liac 1,11955E-8 7 20781E-11
- 3
Im— 25 mmol dm
3 +—o
10 i A 1 L A
0 4 8 12 16 20

Cep [mmol dm?)

OBR. 4.6
Zavislost absolutnich hodnot efektivnich mobilit p-NP |gs el korigovanych na zmeény viskozity

srostouci koncentraci CD, na celkové koncentraci o+CD (ccp). Podminky méfeni jsou popsany
u tabulky 4.2.

Koncentrace ligandu

Ve vsech pfedchozich pfipadech byla pro regresi experimentalnich zévislosti
efektivni mobility analytu na celkové koncentraci CD v zakladnim elektrolytu pouZita
rovnice (17) na str. 22, ve které vystupuje rovnovaZna koncentrace volného CD. Byl
tedy pouZit pfedpoklad, Ze koncentrace volného CD [C] je totoZna s jeho koncentraci
celkovou ccp. Hodnota konstanty stability pro tento typ komplexu je pomémé vysoka,
a proto neni tento piedpoklad spravny. Dosud stanovené hodnoty zdanlivych konstant
stability K* ze zavislosti korigované efektivni mobility p-NP na zmény viskozity
prostiedi zplisobené pfidavanim CD do zakladniho elektrolytu byly pouzity jako odhad
konstanty pro vypocéet koncentrace volného CD [C] nésledujicim zpiisobem. Zdanliva
konstanta stability byla vyjadfena pomoci analytické koncentrace CD (ccp) a analytické

koncentrace davkovaného analytu (ca )ve tvaru:
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[ ] CD—[C]
AL @ =co + DT (35)

Pro jednotlivé analytické koncentrace CD byly z tohoto vztahu vypodéteny rovnovazné
koncentrace volného CD [C], které byly pouZity k nelinearni regresi (hodnoty ccp tedy
byly nahrazeny vypodétenymi hodnotami [C]). Tento postup byl opakovan, dokud se
vyrazn€ ménily hodnoty [C] a K'. Po tfetim iteracnim kroku jiZ byla odchylka K* oproti
pfedchozi hodnoté zanedbatelna. | Vysledna zavislost absolutnich hodnot efektivni

mobility p-NP korigované na zmény viskozitniho koeficientu BGE na rovnovazné

koncentraci volného CD je znazornéna na obrazku 4.7.

-'; rovnice | y=(K'x pact pa)/(K'x+1)
- R* | 0,99822
£ 30 hodnota standardni odchylka
o K 1,53039 0,03932
= R 3,1945E-8 14162E-10
g e 1,13709E-8 7,32092E-11
N

— -3
lgge= 25 mmol dm

J

10
0
[C] [mmol dm™]

OBR. 4.7

Zavislost absolutni hodnoty efektivnich mobilit p-NP |paescor] korigovanych na zmeény viskozity

s rostouci koncentraci CD, na koncentraci volného o-CD ([C]). Podminky méfeni jsou popsany
u tabulky 4.2.

48



lontova sila

Zdanlivé konstanty stability komplexu o-CD s p-NP byly stanoveny ve tfech
zakladnich elektrolytech o riizné iontové sile. Jak je patrné z tabulky 4.3 tyto hodnoty se
vyrazné li§i. Zdanlivé konstanty stability pro tento typ komplexu na iontové sile zavisi,
byly proto pfepoéteny na konstanty termodynamické (rovnice (12), str. 19).

Pro ziskani termodynamické konstanty stability je nutno uvaZovat aktivitni
koeficienty sloZek ti¢astnicich se rovnovahy. Aktivitni koeficienty neutralnich latek jsou
povaZovany za jednotkové, a proto u komplexu neutralniho CD s nabitym analytem je
Y roven jedné. Aktivitni koeficienty analytu a komplexu lze vypocitat z Debyeova-
Hiickelova roz$iteného vztahu (rovnice (7), str. 17). Jedinou neznamou hodnotou pro
tento vypocet je parametr a, ktery lze vypoditat sou¢tem poloméri » iontu a jeho
proitiiontu v roztoku. Hydrodynamicky polomér migrujiciho i-tého iontu je mozZné

vyjadtit pomoci jeho limitni mobility 4 ve vodném roztoku p#i 25 °C '>**:

|z.|e
= e (36)

.

kde z; je nabojové ¢&islo, e elementarni naboj a n viskozita vodného roztoku pfi 25 °C.
Pro aniont p-NP" byl vypo¢ten polomér 0,29 nm z jeho limitni mobility ve vodném
roztoku pfi teplot€¢ 25 °C (tabelovand hodnota), stejné byly vypoéteny i poloméry
protiionti v BGE (0,24 nm pro kationt Li* a 0,18 nm pro kationt Na")'?. Polomér

aniontu komplexu 7,. byl vypodten z rovnice'>?

Ha
Foe =7 ,
AC A PR (37)

kde r, znali poloméru aniontu analytu a jako mobility analytu a komplexu pa a pac

byly dosazeny hodnoty parametri rovnice ziskané z vysledné zavislosti nelinearni
regrese experimentd pro BGE siontovou silou 10 mmol dm™. Vypodtend hodnota

poloméru aniontu komplexu byla 0,73 nm.

49



Diskuze

V tabulce 4.3 jsou stanovené hodnoty konstant stability pro pouZité systémy

a v tabulce 4.4 jsou uvedeny hodnoty konstant z literatury.

TAB. 4.3
Tabulka stanovenych konstant stability pro jednotlivé pouZité systémy.

K'x107

/ [(mol dm™®)""] kx10”
[mmol dm™3) a b c d
162 1,00+ 0,08 1,10£0,10 1,34+0,12 1,45
25 123+0,03 1,34+003 153+0,04 1,56
10 1,54+ 0,07 1,70+£0,08 2,00%0,09 2,02

Pozn.: a = bez korekci, b = po korekci na zmény viskozity, ¢ = po korekci celkové koncentrace CD

na rovnovaznou koncentraci volného CD, d = po korekci na iontovou silu.

Z uvedenych hodnot je patmé, Ze po korekci efektivnich mobilit na viskozitni
koeficient BGE vzrostla hodnota konstanty pfiblizn€ o 10 %. VyS8i nartist hodnoty
konstanty, a to o 20 %, byl zplisoben pfepoctem analytické koncentrace CD v BGE
narovnovaznou koncentraci volného (v komplexu nevazaného) CD. Hodnoty
zdanlivych konstant stability K” se li§ily pro riizné iontové sily, byly proto pfepoéitany
na konstanty termodynamické. Hodnoty termodynamickych konstant pro vyssi iontové
sily se po korekci na iontovou silu pfibliZily natolik, Ze lze (po zahrnuti intervali
experimentalnich chyb hodnot K°) jejich odchylku povaZovat za statisticky
nevyznamnou. To bohuZel neplati pro hodnotu termodynamické konstanty stability

pro BGE o iontové sile 10 mmol dm?.
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TAB. 4.4
Tabulka hodnot konstant stability z literatury (hodnoty konstant X', K jsou ve formétu, v jakém byly

uvedeny v plivodni literatuie).

K’ [(mol dm™)"] K metoda podminky zdroj
a
fggg : ggg b 50 mmol dm fosfatovy pufr,
- pH = 11, /= 0,157 mol dm™, 13
1500 £ 200 c Co-np = MéNE nez 0,1 mg/ml
1400 £ 300 d
1570 £ 20 e 50 mmol dm™ fosfatovy pufr,
1830 £ 63 f pH=11,1,1=0,15 mol dm?, 29
2018 £ 70 g Conp = 0,086 mmol dm™
1800 + 300 h = = -3
o6 1366 | + pH = 11, = 0,9 mol dm 45
2290 - j — 46
670 - k fosfatovy pufr, pH = 10, / = 0,5 mol dm™ 47
769 - I fosfatovy pufr, pH = 10, / = 0,5 mol dm™ 47
1720 + 40 m T 200 mmol dm" fosfatovy pufr, pH = 8,5, 29
2049 + 48 n 1=0,6 mol dm®, c,np =5 mmol dm"
Pozn.: a = linearni metoda vyhodnoceni z poméru mobilit data korigovana na zmény
b = dvojita recipro¢ni linearni metoda viskozity pomoci poméru ¢asti
¢ = y-recipro¢ni linearni metoda EOF

d = x-reciproni linedrni metoda

e = metoda nelinearni regrese, data korigovana na zmény viskozity pomoci poméru prochazejicich
proudii a provedena korekce celkové koncentrace CD na rovnovéaZznou koncentraci volného
CD

f = metoda nelinearni regrese, data korigovana na zmény viskozity pomoci poméru prochazejicich
proudd, provedena korekce celkové koncentrace CD na rovnovaZnou koncentraci volného CD
a na zmény teploty

g = metoda nelinedrni regrese, data korigovana na zmény viskozity pomoci poméru prochazejicich
proudi, provedena korekce celkové koncentrace CD na rovnovaznou koncentraci volného CD,
na zmény teploty a na neidealni chovani iontt v pufru pomoci Debyeovy-Hiickelovy teorie

h = kalorimetrie, data korigovana na zmé&ny teploty

i = kalorimetrie, data korigovana na zmény teploty, korekce na neidedlni chovani pomoci
Debyeovy- Hiickelovy teorie

j =UV spektroskopie

k=NMR

1=NMR

m=HPLC

n =HPLC, korekce na neideélni chovani pomoci Debyeovy- Hiickelovy teorie
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4.2 Komplex nabitého ligandu s neutralnim
analytem

U komplexu nabitého ligandu (komplexaéniho ¢inidla) s neutralnim analytem by
bylo vyhodné pouzit druhého moZného uspofadani metody ACE, tedy pfidavani analytu
do BGE a davkovani ligandu. Konstanta stability by byla stanovena na zakladé zmény
mobility davkovaného komplexaéniho ¢inidla s rostouci koncentraci analytu v BGE.
Usporadani by pfineslo fadu vyhod, pfedevsim by se neménila iontova sila BGE a déle
by byla nizi spotfeba komplexa¢niho €inidla. BohuZel u konkrétnich komplexii v této
praici neni mozZné tohoto uspofadani vyuzit, nebot’ elektroforetickd mobilita
komplexa&niho ¢&inidla (CD) a komplexu je tém& stejna. Proto byly experimenty
uspofadany stejnym zpiisobem jako u komplexu neutralniho CD s nabitym analytem.
S rostouci koncentraci nabitétho CD pfiddvaného do BGE se vSak zvySuje nejen
viskozitni koeficient BGE, ale i jeho iontové sila. Elektroforeticka mobilita analytu neni
tedy ovlivnéna pouze stupném komplexace, ale téZ rostouci viskozitou a iontovou silou.
Se stupném komplexace se elektroforeticka mobilita analytu zvySuje, ovSem viskozitni

koeficient prostfedi a iontova sila piisobi naopak jeji pokles.

4.2.1 Komplex PEMEDA-B-CD se sekundarnim
fenethylalkoholem

PEMEDA-3-CD je kationtovy CD nesouci dva naboje. Nizka hodnota
nabojového disla nabizela moZnost provést stanoveni v zakladnim elektrolytu
o konstantni iontové sile. Na zaklad® vysledkd z literatury®' byla jako maximaélni
zvolena koncentrace PEMEDA-B-CD v zékladnim elektrolytu 15 mmol dm™, coz
odpovida iontové sile 45 mmol dm™. lontova sila zékladnich elektrolytd byla zvolena
50 mmol dm™, na této hodnot& byla udrzovana ménici se koncentraci acetatového pufru.
SloZeni BGE bylo vypoéteno programem PeakMaster*. Pro porovnani bylo stanoveni
provedeno téZ v acetatovém pufru o konstantni koncentraci (s iontovou silou

5 mmol dm™) s m&nici se koncentraci PEMEDA-B-CD a tim i m&nici se iontovou silou.
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Detekéni ¢asy a vypoétené efektivni mobility jsou shrnuty v tabulkach 4.7 a 4.8
pro systém, ve kterém byla udrZovédna konstantni iontova sila 50 mmol dm?
avtabulkich 4.9 a 4.10 detek¢ni Casy a vypoétené efektivni mobility pro systém
s ménici se jontovou silou vrozmezi 5 — 50 mmol dm>. Pfi niZ$ich koncentracich
PEMEDA-B-CD byly experimenty provadény klasickou metodou (tabulky 4.7 a 4.9),
pfi vysSich koncentracich byla pouZita metoda PreMCE 0 kvili zvyujicim se
detekénim ¢asim. Moznym divodem byla adheze PEMEDA-B-CD na sténu kapilary
a ji zptisobena zména EOF. ¥

Pro korekci na rostouci viskozitni koeficient BGE byly déle proméfeny &asy
potfebné k protladeni zény DMSO kapilarou naplnénou BGE s rtiznou koncentraci
PEMEDA-B-CD konstantnim tlakem 40 mbar. Korekce byla provedena v obou
systémech a to stejnym zplisobem jako pro stanoveni konstanty stability a-CD s p-NP.
Zavislosti  korigovanych efektivnich mobilit sekundarniho fenethylalkoholu
na analytické koncentraci PEMEDA-B-CD jsou na obrazcich 4.8 a 4.9. Experimentalni
body byly proloZeny kiivkou popsanou rovnici (18) na str. 22.
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TAB. 4.7

Tabulka naméfenych detekénich ¢asti z DAD, pozorované mobility EOF a vypoétenych efektivnich
mobilit pro sekundimi fenethylalkohol pro koncentrace PEMEDA-B-CD (ccp) 0,5 — 8 mmol dm’
v zdkladnim elektrolytu. SloZeni BGE o pH 4,6 se m&nilo od koncentraci 100 mmol dm> CH;COOH
a 50 mmol dm® LiOH po koncentrace 52 mmol dm” CH;COOH a 26 mmol dm™ LiOH, aby byla
udrZovéna konstantni iontova sila 50 mmol dm™. Davkovan byl sekundarni fenethylalkohol o koncentraci
0,5 mmol dm™ a 0,2% DMSO tlakem 10 mbar po dobu 6 sekund. Na kapiliru s vnitinim primérem
50 pum o celkové délce 58,85 cm bylo vkladano napéti 10 kV, prochazejici proud se pohyboval kolem
11 pA.

; t [min] u{10°m?v's™
Ceo [mmol dm’ sec- sec-
fenethylalkohol DMSO DMSO fenethylalkohol

0,5 30,33 30,33 16,3 0,00
0,5 32,84 32,84 15,0 0,00
0,5 27,30 27,30 18,1 0,00
0,5 26,40 26,40 18,7 0,00
0,5 26,57 26,57 18,6 0,00
0,5 28,66 28,66 17,2 0,00
1 44,48 42,04 11,1 0,64
1 40,50 38,54 12,2 0,62
1 38,05 36,33 13,0 0,61
1 38,27 36,48 12,9 0,63
1 34,39 32,92 14,4 0,64
2 56,30 47,92 8,77 1,53
2 36,56 - 33,71 13,5 1,14
2 36,82 33,23 13,4 1,45
2 35,81 32,29 13,8 1,50
3 56,23 45,61 8,78 2,04
3 56,88 45,73 8,68 2,12
3 40,59 34,55 12,2 2,13
3 40,74 34,74 12,1 2,09
4 77,12 54,60 6,40 2,64
4 49,70 39,23 9,94 2,65
4 44,83 36,55 11,0 2,50
4 47,43 37,52 10,4 2,75
6 66,42 44 14 7,44 3,75
6 59,95 40,99 8,24 3,81
6 60,25 41,18 8,20 3,80
6 60,59 41,39 8,15 3,78
6 61,07 41,66 8,09 3,77
8 78,50 44 42 6,29 4,83
8 78,74 . 44,68 6,27 4,78
8 87,80 49,85 5,62 4,28
8 79,03 44 .81 6,25 477
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TAB. 4.8

Tabulka naméfenych detekénich &asi z DAD, vypodtenych efektivnich mobilit pro sekundarni
fenethylalkohol pro koncentrace PEMEDA-B-CD (ccp) 10 — 15 mmol dm™ v zékladnim elektrolytu.
SloZeni BGE o pH 4,6 se ménilo od koncentraci 40 mmol dm? CH;COOH a 20 mmol dm™ LiOH
po koncentrace 10 mmo! dm> CH;COOH a 5 mmol dm™ LiOH, aby byla udrZovéna konstantni iontové
sila 50 mmol dm™. Davkovén byl sekundimi fenethylalkohol o koncentraci 0,5 mmol dm® a
0,2% DMSO tlakem 10 mbar po dobu 6 sekund. Na kapilaru s vnittnim primérem 50 pm o celkové délce
58,85 cm bylo vkladano napéti 10 kV, prochazejici proud se pohyboval kolem 11 pA. Experimenty byly
provedeny metodou PreMCE .

[mmol dm™] tmil [10° m?V's™]
Cco Immol am sec- Hefi m s
fenethylalkohol °OMSO1  DMSO, A

10 18,10 18,98 13,16 0,88 5,50

10 19,64 20,85 13,41 1,21 5,57

10 21,17 22,67 13,30 1,50 5,57

10 21,29 22,80 13,35 1,51 5,59

12 21,40 23,05 13,25 1,65 6,15

12 21,34 23,01 13,32 1,67 6,19

12 21,34 23,01 13,35 1,67 6,18

12 21,43 23,14 13,51 1,71 6,25

15 21,58 23,51 13,57 1,93 7,02

15 21,66 23,63 13,70 1,97 7.10

15 21,70 23,67 13,75 1,97 7,08

15 21,74 23,67 13,68 1,93 6,97
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TAB. 4.9

Tabulka naméfenych detek&nich ¢asi z DAD, pozorované mobility EOF a vypoétenych efektivnich
mobilit pro sekundarni fenethylalkohol pro koncentrace PEMEDA-B-CD (ccp) 0 — 6 mmol dm?
v zikladnim elektrolytu. BGE obsahoval 10 mmol dm> CH;COOH a 5 mmol dm™ LiOH o pH 4,6.
Iontovi sila se zvySovala (5,14 a% 23 mmol dm™) s rostouci koncentraci PEMEDA-B-CD. Davkovén byl
sekundarni fenethylalkohol o koncentraci 0,5 mmol dm® a 0,2% DMSO tlakem 10 mbar na dobu
6 sekund. Na kapildru s vnitfnim priimérem 50 pm o celkové délce 58,85 cm bylo vkladano napéti 10 kV,
prochazejici proud rostl se zvySujici se koncentraci PEMEDA-3-CD od 1,7 do 6 pA.

5 t [min] p[10° m?v's™
Ccp [mmol dm sec- sec-
fenethylalkohol PMSO  DMSO ¢ ihyialkohol

0 10,78 10,78 45,8 0,00

0 10.72 10,72 46,1 0,00

0 10,68 10,68 46,2 0,00

0.5 23,42 24,31 20,3 0,77

0.5 23,65 24,56 20,1 0.77

0.5 23,60 24,61 20,1 0,78

1 28,20 30,68 16,1 1,42

1 28,19 30,67 16,1 1,42

1 28,31 30,80 16,0 1,41

2 34,79 42,58 11,6 2,60

2 34,83 42,62 116 2,59

2 34,95 42,72 11,6 2,57

3 39,22 55,26 8,94 3,65

3 39,44 55,45 8,91 3,62

3 39,45 55,22 8,94 3,58

4 42,37 68,75 7.18 4,47

4 42,59 68,88 7.7 4,43

4 42,67 68,63 7,20 4,38

6 45,00 92,45 5,34 5,61

6 4522 92,33 5,35 5,57

6 4522 91,10 5,42 5,50
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TAB. 4.10

Tabulka naméfenych detekénich &asi zDAD a vypoltenych efektivnich mobilit pro sekundarni
fenethylalkohol pro koncentrace PEMEDA--CD (ccp) 8 — 15 mmol dm™ v zakladnim elektrolytu . BGE
obsahoval 10 mmol dm® CH;COOH a 5 mmol dm™® LiOH o pH 4,6. lontova sila rostla
(29 az 50 mmol dm™) se zvySujici se koncentraci PEMEDA-B-CD. Davkovan byl sekundérni
fenethylalkohol o koncentraci 0,5 mmol dm™ a 0,2% DMSO tlakem 10 mbar na dobu 6 sekund.
Na kapilaru s vnitfnim primérem 50 pm o celkové délce 58,85 cm bylo vkladano 10 kV, prochazejici
proud rostl se zvy3ujici se koncentraci PEMEDA-3-CD od 6 do 11 pA. Experimenty byly provedeny
metodou PreMCE °.

[mmol dm™) tmind (10° m?v's™]
Ccp Immol am sec- Hefi m $
fenethylalkohot OMSO:  DMSO; A

8 20,95 22,55 12,51 1,60 6,32

8 20,94 22,56 12,56 1,62 6,37

8 21,01 22,63 12,67 1,62 6,31

10 21,05 22,82 12,62 1,77 6,93

10 21,16 22,90 12,62 1,74 6,81

10 21,13 22,89 12,72 1,76 6,83

12 21,19 23,09 12,81 1,90 7,32

12 21,31 23,20 12,81 1,89 7.29

12 21,59 23,60 13,58 2,01 7,31

15 21,92 24,07 13,85 2,15 7.67

15 22,00 24,17 13,89 2,17 7.72

15 21,93 24,06 13,76 2,13 7,64
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OBR. 4.8

Zavislost efektivnich mobilit sekundarniho fenethylalkoholu (f14, efr, cor) korigovanych na zmény viskozity
s rostouci koncentraci CD, na celkové koncentraci PEMEDA-3-CD (ccp). Podminky méfeni jsou popsany
u tabulek 4.7 2 4.8.

V systému s konstantni iontovou silou 1ze stanovenou veli¢inu K’, jejiz hodnota
&ni 36+ 3 (mol dm>)"', povaZovat za konstantu stability. Vzhledem kjeji nizké
hodnoté lze olekavat, Ze pouZity zjednodusujici pfedpoklad ztotoZiujici celkovou
koncentraci CD s rovnovéznou koncentraci volného CD bude dobie splnén. Zplisobem
stejnym jako u komplexu a-CD s p-NP bylo ovéfeno, Ze pfepocet celkové koncentrace
PEMEDA-B-CD na rovnovaZznou koncentraci volného PEMEDA-S-CD nepiinasi
statisticky vyznamné zpfesnéni stanovené hodnoty konstanty stability (po prvni iteraci
byla hodnota X' rovna 37 £ 3 (mol dm™)"). Vzhledem k rovnici (14) na str. 19 lze tedy
¢iselnou hodnotu konstanty K° povaZovat za pravou termodynamickou konstantu
stability K = 37.
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OBR. 4.9

Zavislost efektivnich mobilit sekundarniho fenethylalkoholu (g4, efr, cor) korigovanych na zmeény viskozity
s rostouci koncentraci CD, na celkové koncentraci PEMEDA-B-CD (ccp). Podminky méfeni jsou popsany
u tabulek 4.9 a 4.10.

Hodnotu veli¢iny K* = 150 + 3 (mol dm™)"! stanovenou v systému s proménnou
iontovou silou v zavislosti na pfidané koncentraci PEMEDA-B-CD nelze interpretovat
jako konstantu stability. Méfena byla pouze pro demonstraci velikosti chyby zptisobené
zanedbanim vlivu jontové sily. Konstanty stability uvadéné v literatuge?’48:4%-50:51:52,53
pro nabit¢ CD byly totiz stanoveny pravé timto zpisobem. Protoze M. Bene$
v bakalafské praci > proméftil zavislost aktualni mobility PEMEDA-B-CD na iontové
sile BGE, nabizela se moZnost korekce vlivu rostouci iontové sily BGE na aktudlni
mobilitu komplexu. Z této zavislosti byl pouZit pouze parametr a (pfedstavujici
nejkratsi vzdalenost, na kterou se mohou pfibliZit stfedy iontu a jeho protiiontu
v roztoku), o kterém lze pfedpokladat, Ze bude mit ve stejném pufru srovnatelnou
hodnotu jako komplex. Hodnota a = 1,08 nm byla dosazena do Onsangerova
rozSifeného vztahu (rovnice (27), str. 27), ze kterého byla vypoétena mobilita

komplexu. JelikoZ nebylo mozné vyjadfit limitni mobilitu komplexu p#imo, bylo

59



postupovano iteraén€ volbou hodnot limitnich mobilit a naslednym vypoctem mobility
aktualni dokud nebylo dosaZeno hodnoty aktudlni mobility komplexu pii iontové sile
50 mmol dm™ stejné jako v rovnici popisujici nelinedrni regresi na obrazku 4.8
(pac = 20,9x10° m? V''s™). Dosazenim vypo&tené hodnoty limitni mobility komplexu
(30,2x10° m? V''s!) do Onsangerova roz$ifeného vztahu byly napotitany aktualni
mobility komplexu pro jednotlivé iontové sily. Pomér efektivnich mobilit analytu
korigovanych na zmé&ny viskozitniho koeficientu BGE a vypoétenych aktualnich mobilit

komplexu v zavislosti na celkové koncentraci PEMEDA-3-CD byl vynesen do grafu
(obrazek 4.10). Po proloZeni bodd funkci

/uA,eff,cor _ K CCD
= - y
Hac 1+ K'cep

(38)

byla ziskina hodnota konstanty stability 48 + 1 (mol dm™)", kter4 je srovnatelni
s hodnotou konstanty ziskané v systému s konstantni iontovou silou.

Ze ziskanych hodnot je patmé, Ze pokud je znama zavislost aktudlni mobility
CD na iontové sile a limitni mobilita komplexu, lze data ziskand méfenim pti
nekonstantni iontové sile piepolitat a tim ziskat hodnotu konstanty srovnatelnou
s hodnotou stanovenou pfi udrZzované konstantni iontové sile. Oviem velmi dileZitou

podminkou, je znalost ptisp&vku nabitého CD k iontové sile.
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OBR. 4.10

Zavislost poméru efektivnich mobilit sekundarniho fenethylalkoholu korigovanych na zmény viskozity
(1A, efr, cor) @ aktudlnich mobilit komplexu (p4c) na celkové koncentraci PEMEDA-B-CD (ccp). Podminky
méfeni jsou popsany u tabulek 4.9 a 4.10.

4.2.2 Komplex HS-B-cyklodextrinu s p-nitrofenolem

U komplexu zaporné nabitého CD sneutralnim analytem nebylo moZné
udrZovat iontovou silu BGE konstantni jako v pfedchozim ptipad€, nebot’ by jeji
hodnota musela byt pfili§ vysoka vzhledem k tomu, Ze HS-3-CD nese sedm zapornych
naboji. StéZejnim problémem u tohoto typu CD je, Ze neni zndmo, jakym zplsobem
k iontové sile pfispiva a jaky je jeho skute¢ny néboj v BGE (do jaké miry dochézi
k asociaci kationtd z BGE na CD a tim sniZeni jeho nibojového &isla).”? Interakce
HS-B-CD s p-NP byla studovana v BGE tvofeném formiatovym pufrem, ke kterému byl
ptidavan HS-8-CD v rozmezi koncentraci 0 — 20 mmol dm™.

V tabulce 4.11 jsou shrnuty detekéni ¢asy a vypodtené efektivni mobility ziskané

metodou PreMCE '° pro tento komplex.
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Do grafu byly vyneseny efektivni mobility analytu proti analytické koncentraci
HS-B-CD a body byly proloZeny kifivkou popsanou opét rovnici (18) na str. 22 jako
u pfedchoziho komplexu (obrazek 4.11).

Stanovenou veli¢éinu K’ = 156 + 6 (mol dm™)" nelze chapat jako konstantu
stability, ale pouze jako parametf dané regresni funkce. Mé&fend hodnota efektivni
mobility analytu je ovliviiovana nejen stupném komplexace, ale téZ viskozitou a
iontovou silou prostfedi. Srostouci koncentraci HS-B-CD v BGE v duisledku
zvysujiciho se stupné komplexace se efektivni mobilita analytu zvysuje, v disledku
rostouciho viskozitniho koeficientu prostfedi a iontové sily BGE vSak klesa. Lze tedy

oéekavat, Ze konstanta stability bude vyrazné niZsi neZ stanovena K".

"o 20 | ;
S
c.E
8
v
< 15 |- 1
10
rovnice | y=(K'x pac)(K 'x+1)
R ] 0,99394
5 hodnota standardni
odchylka
K’ 0,15592 0,00632
Hac 2,57159E-8 3,87106E-10
0 i 1 1 L
0 5 10 15 20

C,p [mmol dm™]
OBR. 4.11

Zavislost efektivni mobility p-NP (i4, ) na celkové koncentraci HS--CD (ccp). Podminky méfeni jsou
popsany u tabulky 4.11.
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TAB. 4.11

Tabulka naméfenych detekenich casti z DAD a vypoétenych efektivnich mobilit pro p-NP pro rilizné
koncentrace HS-B-CD (ccp) v zékladnim elektrolytu. BGE sestival z HCOOH o koncentraci
8,5 mmol dm™ a LiOH 5 mmol dm>, hodnota pH 3,91. Hodnota iontové sily rostla s koncentraci
HS-8-CD od 5 mmol dm® do 565 mmol dm> Dévkovin byl p-NP o koncentraci 0,5 mmol dm
a 0,01% nitrometan hydrodynamicky tlakem 10 mbar podobu 6 sekund. Na kapilaru s vnitinim
primérem 50 um o celkové délce 44,9 cm bylo vkladino napéti 10 kV, prochazejici proud se zvy3oval
s rostouci koncentraci HS-8-CD od 4 do 60 pA. Experimenty byly provadény metodou PreMCE .

Ccp [mmol dm™) t min] [10° m?v's™
co EOF, p-NP  EOF, At Hen
0,5 1407 1452 8,75 0,45 1,75
0,5 1403 14,51 8,83 0,48 1,85
0,5 1406 1455 891 0,49 1,87
1 1356 1422 8,78 0,66 3,41
1 13,50 14,17 8,82 0,67 3,45
1 1339 1404 8,76 0,65 3,37
2 1411 1523 8,83 1,12 5,76
2 1405 1519 884 1,14 5,85
2 1409 1522 893 1,13 5,74
3 1426 1575 8,82 1,49 7,67
3 1420 1573 8,80 1,53 7,89
3 1428 1582 8,88 1,54 7,87
4 1456 16,45 8,97 1,89 9,57
4 1457 16,42 895 1,85 9,38
4 1460 1647 9,08 1,87 9,35
5 1504 17,31 9,09 2,27 11,3
5 1496 17,30 9,30 2,34 11,4
5 1498 1727 9,09 2,29 11,4
75 1509 17,90 9,13 2,81 14,0
7,5 1510 1791 9,5 2,81 13,9
7,5 1515 1803 9,34 2,88 14,0
10 1556 19,10 9,66 3,54 16,6
10 1557 19,03 9,45 3,46 16,6
10 1546 1894 948 3,48 16,7
12 1588 1956 9,63 3,68 17,3
12 1562 1918 9,43 3,56 17,1
12 1602 1970 9,49 3,68 17,6
15 1624 20,11 9,63 3,87 18,2
15 16,33 2025 9,71 3,92 18,3
15 1646 20,34 9,69 3,88 18,2
16 1588 1964 9,48 3,76 18,0
16 1591 19,75 9,66 3,84 18,0
16 1583 1963 9,59 3,80 18,0
18 16,16 20,02 9,52 3,86 18,4
18 16,18 20,09 9,64 3,91 18,4
18 16,08 1998 9,48 3,90 18,7
20 16,18 20,32 9,77 4,14 19,2
20 16,48 20,35 9,84 4,17 19,2
20 1624 20,43 9,91 4,19 19,2
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5 ZAVER

Byly studovany faktory ovliviiujici hodnotu konstanty stability stanovenou
kapilarni zénovou elektroforézou. Jednalo se o vliv viskozitniho koeficientu a iontové
sily prostfedi a aproximace ztotoZiiujici rovnovaznou koncentraci volného (v komplexu
nevazaného) ligandu s jeho koncentraci celkovou.

Jako ligandy byly pouZity cyklodextriny, neutralni o~cyklodextrin a ionogennimi
skupinami modifikované B-cyklodextriny. Jejich pfidavanim do zakladniho elektrolytu
se zvySuje viskozitni koeficient a tim se méni efektivni mobilita komplexu. Tento vliv
1ze korigovat pomoci méfeni €asti, potfebnych k protladeni naddvkované zény kapilarou
naplnénou zakladnim elektrolytem sdanou koncentraci cyklodextrinu, piimo
v aparatufe pro CE. Pfednosti této metody korekce je pfedevSim velice nizka spotfeba
drahych cyklodextrinii. Bylo ukazéano, Ze u komplexu neutralniho ligandu s nabitym
analytem se po korekci konstanta stability zvy$i, u komplexu nabitého ligandu
s neutralnim analytem je tomu pravé naopak.

Relativné snadno je moZné se vypofaddat sbéZn€ pouzivanou aproximaci,
ztotoZitujici rovnovéZnou koncentraci volného ligandu s jeho koncentraci celkovou.
Usp&n& byla aplikovana iteraéni metoda vypodtu rovnovaZné koncentrace volného
ligandu. Také bylo potvrzeno vieobecné pravidlo o moZzném ztotoZnéni koncentraci
v pfipad¢ nizké hodnoty konstanty stability a to u komplexu kladn€ nabitého
PEMEDA-3-CD.

Jako nejproblemati¢t&jsi se pfi stanoveni konstanty stability ukéazal vliv iontové
sily. Pfidavanim neutralniho ligandu do zakladniho elektrolytu se sice iontova sila
neméni, neni tedy problém sregresni analyzou experimentalnich dat, stanovena
konstanta stability je vSak zdanmlivd, na iontové sile zavisld. VyuZitim Debyeova-
-Hiickelova rozSifeného vztahu pro aktivitni koeficienty lze zdanlivou konstantu
stability pfepoditat na konstantu termodynamickou. V systémech s iontovou silou
162 a 25 mmol dm™ byly timto zpisobem ziskany srovnatelné hodnoty. V systému
s iontovou silou nejniZ$i (10 mmol dm™) se nepodatilo dosahnout tak dobré shody.

Pti tvorbé komplexl nabitych ligandd s neutralnimi analyty vlastni konstanta
stability na iontové sile nezavisi za pfedpokladu, Ze komplex a ligand maji pfiblizné

stejnou velikost. Na iontové sile vSak zavisi mobilita komplexu. Pokud je nabojové
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¢islo ligandu nizké, je moZno stanoveni provést dvéma zpisoby. Snadné&j$im se jevi
stanoveni pfi konstantni iontové sile zakladniho elektrolytu, kdy je rostouci koncentrace
nabitého ligandu kompenzovana klesajici koncentraci pouZitého pufru. Druhou
mozZnosti je pfispévek ligandu k iontové sile zakladniho elektrolytu nekompenzovat a
pro kazdou iontovou silu vypo¢itat aktudlni mobilitu komplexu. Podminkou pro mozZné
stanoveni timto druhym zpisobem je v3ak znalost hydrodynamického poloméru
komplexu (resp. parametr a v Onsangerové rozSifeném vztahu). U obou zpilsobi
stanoveni je také nutno pfesné€ znat piispévek ligandu kiontové sile roztoku.
Pro komplex PEMEDA-S-CD se sekundarnim fenethylalkoholem byly za ptedpokladu,
Ze CD piispiva k iontové sile roztoku ob&éma svymi néaboji, aplikovany oba principy
a bylo dosaZeno pomé&mé dobré shody ziskanych hodnot konstant stability. U komplexu
HS-B-CD s p-nitrofenolem bylo stanoveni provedeno pouze druhym zptisobem, protoze
nabojové ¢&islo HS-B-CD je pfili§ vysoké pro udrZovéani konstantni iontové sily.
StéZejnim problémem pii vyhodnoceni naméfenych dat u tohoto CD byla neznalost jeho
skute¢ného naboje a pfispévku k iontové sile. Stanovenou hodnotu nelze proto chépat
jako konstantu stability, ale pouze jako parametr regresni funkce. Skute¢nad hodnota
konstanta stability bude pravdépodobné vyrazné niZsi.

65



SUMMARY

V ramci diplomové prace byl studovan vliv faktorti jako jsou viskozita a iontova
sila zékladniho elektrolytu a aproximace ztotoZilujici celkovou koncentraci ligandu
s rovnovaznou koncentraci volného (v komplexu nevazaného) ligandu na stanoveni
konstant stability kapilarni zénovou elektroforézou, kterym je nutno se vénovat, aby
ziskané hodnoty mohly byt porovnatelné s literarnimi hodnotami stanovenymi ostatnimi

metodami.

The major factors, like viskosity and ionic strength of the background
electrolyte and approximation of the equilibrium free ligand concentration by the total
ligand concentration, which influence determination of the stability constants by
capillary zone electrophoresis, were presented in this work. It was proved, that it is
necessary to pay attention to all of these factors for potential comparison determined

constants with literature values gained by the other techniques.
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