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Abstrakt

V rdmci této prace byly zméreny zavislosti efektivnich elektroforetickych mobilit
na iontové sile zakladniho elektrolytu pomoci kapilarni zdnové elektroforézy pro Ctyfi
pfesné definované, vicendasobné nabité, cyklodextriny. Zavislost mobility téchto
cyklodextrinG na iontové sile nelze popsat Onsagerovym zdkonem, a proto je nutné
vysetfit tyto zavislosti experimentalné a fitovat je empirickou funkci. Ziskané hodnoty
limitnich elektroforetickych mobilit a vysledna funkce popisujici vliv iontové sily na
mobilitu daného cyklodextrinu jsou nezbytné pro spravné stanoveni komplexacnich

konstant téchto cyklodextrind s rliznymi analyty.

Klicova slova

kapilarni zénova elektroforéza, afinitni kapilarni elektroforéza, cyklodextrin,limitni

mobilita, iontova sila



Abstract

In the frame of this work, dependences of electrophoretic mobilities of four defined
multiple charged cyclodextrins on ionic strength of background electrolyte were
measured using capillary zone electrophoresis. Dependencies of mobility on ionic
strength do not follow Onsager law in the case of large and multiple charged species.
Therefore, empirical fitting function was used to determine limiting mobilities of
studied cyclodextrins. Obtained values of limiting mobilities as well as the resulting
regression function are essential for correct determination of complexation constants

of corresponding cyclodextrins with various analytes.
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Seznam pouzitych zkratek

BGE

CCD

CZE
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DAD
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HVL
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UV - Vis

CcD

HS

HDMS

(0N

ODMS

zakladni elektrolyt

bezkontaktni vodivostni detektor

kapilarni zénova elektroforéza

afinitni kapilarni elektroforéza
spektrofotometricky detektor s diodovym polem
mesityloxid

elektroosmoticky tok

Haarhoffova - Van der Lindeho funkce

tlakem modifikovana kapilarni elektroforéza
ultrafialova a viditelna oblast spektra
cyklodextrin

sodnd sul heptakis(6-O-sulfo-3)-cyklodextrinu
sodnd sul heptakis(2,3-di-O-methyl-6-0-sulfo)-y-cyklodextrinu
sodna sUl oktakis(6-O-sulfo)-y-cyklodextrinu

sodna s0l oktakis(2,3-di-O-methyl-6-O-sulfo)-y-cyklodextrinu
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1 Uvod

Kapildrni zénova elektroforéza je v poslednich letech jednou z hojné pouZivanych
analytickych separacnich metod. Pfispivd ktomu i moZnost usnadnit hledani a
optimalizaci separacnich systém( pomoci pocitaCovych programu, které uméji pocitat
dllezité parametry separacnich systémU a predpovidat elektroforetické vysledky.
Rozsiteni pouzitelnosti kapilarni elektroforézy nabizeji i jeji rdzné modifikace.
V soucasné dobé je jednou z nejpouzivanéjsich variaci kapilarni elektroforézy afinitni
kapilarni elektroforéza, ktera diky komplexacnim rovnovaham mezi analytem a
pfidanym komplexaénim Cinidlem zvySuje selektivitu nebo umoznuje chirdlni separaci,
pokud je komplexujicim cinidlem chirdini selektor. Proto jiz i nékteré simulacni
programy obsahuji tyto komplexacni rovnovahy a uméji predikovat vysledky afinitni
kapilarni elektroforézy. Spolehlivost téchto predpovédi zavisi na kvalité a spravnosti
vstupnich dat — hodnot disociacnich konstant, limitnich mobilit iontd a v pfipadé
komplexaéniho modu také pfrislusnych komplexacnich parametrl. Tyto hodnoty
mohou byt svyhodou ziskdny z elektroforetickych méreni. Pouzivand komplexacni
Cinidla jsou casto velké a komplikované molekuly (napfiklad cyklodextriny) a mohou
nést vice elektrickych nabojl, a proto se jejich chovani ¢asto odchyluje od teoretického
popisu. Vysetrovani elektroforetického chovani takovych molekul, napfiklad v zavislosti

na iontové sile zdkladniho elektrolytu, je proto vice nez zadouci.



2 Teoreticka c¢ast

Teoretickd ¢ast této prace strucné shrnuje zakladni princip kapilarni elektroforézy
(CE), jeji vyhody a vyuziti, zminuje jevy, které mohou snizit U¢innost CE a moZnosti
jejich potlaceni. Dale je zaméfena na afinitni kapilarni elektroforézu (ACE),
cyklodextriny jako nejcastéji pouzivana komplexacni Cinidla v ACE a v neposledni rfadé

na rlizné pristupy ke korekci na iontovou silu pro velké a vicenasobné nabité molekuly.

2.1 Kapilarni zonova elektroforéza

Kapilarni zénova elektroforéza se fadi do skupiny elektromigracnich separacnich
metod. Princip separace je v této metodé zaloZen na rozdilu rychlosti pohybu nabitych
Castic v Uzké kapilafe naplnéné zakladnim elektrolytem (BGE). Mezi vyhody kapildrnich
elektromigracnich metod patfi nizkd spotfeba vzorku a ostatnich Cinidel pouZitych k

separaci, rychlost analyzy a vysoka G&innost separace.’?

Kapilarni elektroforéza nachazi Siroké vyuZiti pro separace a stanoveni
anorganickych® i organickych ionogennich®, latek véetné proteinG® a ostatnich
biopolymerd®. Uplatnéni CE dale rozdifuji jeji modifikace — afinitni kapildrni
elektroforéza’, micelarni elektrokineticka chromatografieg, mikroemulsni
elektrokinetickd chromatografie’. Spole¢né témto modim CE je to, 7e nabizeji
analytim dalsi dodatecné interakéni moznosti a tim zvySuji selektivitu. CE lze pak
vyuzit i pro analyzu nenabitych latek, které by se za normdlnich podminek kapilarni
zonové elektroforézy nedélilylo. Mezi zminénymi médy CE je v poslednich letech
nejvyznamnéjéi ACE, ktera je $iroce uplatfiovana pfi chiralnich separacich®. Nachézi
tak vyuziti v komerénich laboratofich pfi nezbytné kontrole enantiomerni Cistoty é¢iv*?

a potravinovych dopIﬁkﬁB, ¢asto jako doplikova metoda k vysokouéinné kapalinové

chromatografii.

Kromé separaci lze CE svyhodou vyuZit ke stanoveni fyzikdlné-chemickych
charakteristik analytll. Zavislosti efektivni elektroforetické mobility na pH Ize v praxi

pouzit ke stanoveni disocianich konstant ionogennich latek, i jejich iontovych a



limitnich mobilit®. V pfipadé ACE lze stanovovat konstanty stability (komplexaéni
konstanty) komplexC analyt-komplexaéni ¢inidlo™®. P¥ednosti stanoveni fyzikalné-
chemickych parametri pomoci CE je moZnost sou¢asného méreni vice analyt(, pokud
jsou za danych podminek separovany. Zajimava je i moZnost stanoveni kritické

micelarni koncentrace pomoci CE."

Ve srovnani s kapalinovou chromatografii je vyhodou pro CE existence predikénich
a simulacnich pocitacovych program(, které jsou schopné spolehlivé predpovidat ci
napodobovat elektroforetické vysledky a slouzi tedy k rychlému nalezeni optimadlnich
separacnich podminek nebo vysvétleni jevi pozorovanych v experimentdlni praci.

18
|

V nasi laboratofi byly vyvinuty dva takové programy - Simul*® a PeakMaster™.

2.2 RuSivé jevy v CE

Za rusivé jevy lze v CE povaZovat disperzni jevy, které zapfi€inuji rozsifovani,
pripadné deformaci pikQ a snizuji tak ucinnost separace, systémové piky a dale sem
muzeme zaradit nestabilitu elektroosmotického toku, coz mize mit za nasledek nizkou

opakovatelnost elektroforetickych vysledk.

2.2.1 Systémové piky

Systémové zoény vznikaji jako poruchy v koncentraci BGE vzniklé naddvkovanim
vzorku. Tyto poruchy jsou nasledné unaseny pomoci elektroosmotického toku (EOF)
nebo migruji s vlastni hodnotou elektroforetické mobility. Poéet systémovych zén je
stejny jako pocet jednotlivych slozek BGE. Systémové zény mohou byt detekovany
detektorem jako piky. Tyto piky nepatfi Zadnému aktudlné separovanému analytu, ale
mohou byt za né mylné povazovany a mohou tedy zkreslit vysledky separace.?’ Pokud
maji navic systémové piky mobilitu blizkou mobilité analytu, zpUsobi extrémni rozsiteni
piku analytu a znemozni tak jeho vyhodnoceni.?! Existence mobility systémovych pikd a

dokonce i jejich polaritu a tvar Ize pfedpovédét pomoci programu PeakMaster.??
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2.2.2 Disperzni jevy

Celkova disperze piku analytu je sloZena z jednotlivych disperznich pfispévkd.
Pokud je to mozné, je cilem tyto jednotlivé prispévky eliminovat a dostat tak co nejuzsi
a nejsymetrictéjsi piky.
K celkové disperzi pFispivaji tyto jevy:

e teplotni gradienty (generace Joulova tepla)
e adsorpce analytu na sténu kapilary
e elektromigracni disperze

e podélna difuze

Pti prichodu elektrického proudu skrz zakladni elektrolyt dochazi ke generaci tzv.
Joulova tepla, které ohriva zdkladni elektrolyt. V dusledku toho vznikaji v kapilare
teplotni gradienty a také lokdlni zmény viskozity separacniho elektrolytu, které
nasledné deformuji pistovy profil EOFu a lokalné ovliviuji elektroforetické mobility
analyt. Tvorbu Joulova tepla Ize omezit pomoci snizeni intenzity elektrického pole
aplikovaného na kapilaru, zmensenim primeéru kapilary nebo snizenim koncentrace

slozek zakladniho elektrolytu a tim i jeho vodivosti.**

Jednim z efektl pfispivajicich k zvySeni celkové disperze je adsorpce analytu na
sténu separacni kapilary. V pripadé ireverzibilni adsorpce dochazi ke ztraté analytu, v
pfipadé reverzibilni adsorpce dochazi k deformaci zén analytl, pfipadné k zvyseni
migracnich ¢asl. Adsorpci na sténu separacni kapilary Ize eliminovat pomoci Upravy

povrchu vnitfni stény kapild ry.24

Dalsi z efekt(, ktery pfispiva k zvyseni celkové disperze je elektromigracni disperze,
ktera zplsobuje deformaci idealnich gaussovskych pik( na tzv. trojuhelnikovité piky.
Tento efekt lze do znaéné miry potlaéit volbou vhodného sloZeni zakladniho
elektrolytu.”> V pfipadé deformace pikd v dGsledku elektromigratni disperze
neodpovida migracni ¢as vrcholu piku jako u idedlniho gaussovského tvaru piku.
Migracni cas trojuhelnikovitych pik( lze zjistit proloZzenim piku Haarhoff-Van der

Lindeho (HVL) funkci.?®
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Posledni z disperznich jevl vyskytujicich se v CZE je podélna difuze. Difuze je
transport hmoty vyvolany koncentraénimi gradienty, ktery nasledné deformuje pistovy
profil elektroosmotického toku. Podélnou difuzi nelze potlacit, ale zpUsobuje

symetrické rozmyvani pikd.

2.2.3 Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok, jeho rychlost a smér, musi byt brany do Uvahy pfi kazdém
elektroforetickém experimentu. Casté jsou snahy o jeho modifikaci (tak aby byl
v analyze prosp&iny) nebo naopak o jeho Uplné potlateni **. V této praci je zafazen
mezi ruSivé jevy CE zdlvodu jeho casté nestability a citlivosti i na malé zmény
vlastnosti zdkladniho elektrolytu nebo vnitini stény kapilary. Vyrazna je jeho zdvislost
na pH a iontové sile.?” EOF je silné zavisly na hodnoté pH separaéniho elektrolytu, kdy
dochazi k disociaci silanolovych skupin, rychlost EOFu se v rozmezi pH 3-8 zvySuje az
Ctyfnasobné, naopak v hodnotach nizkého pH je elektroosmoticky tok nestabilni,
jelikoz silanolové skupiny jsou pouze &aste¢né  disociovany.?  Zavislost
elektroosmotického toku na iontové sile byla také jiz dostate¢né prostudovdna a bylo
prokdzano, Ze s rostouci iontovou silou separacniho elektrolytu klesa rychlost
elektroosmotického toku.?®

S feSenim jak eliminovat vliv nestabilniho EOFu pfisli Vigh a kol.??

pomoci tlakem
modifikované kapildrni elektroforézy (PremCE). Tato metoda spociva v tom, Ze je
analyt s elektroneutralnim markerem pomoci tlaku natla¢en do termostatované &asti
kapilary, nasledné je na kapilaru aplikovano napéti, kdy dochazi k rozdéleni separované
latky a elektroneutralniho markeru, poté je vypnuto napéti a je naddvkovan na zaéatek
kapilary dalsi elektroneutralni marker. Vse je nasledné pouze tlakem protlaceno skrz
kapilaru k detektoru. Tato metoda fesi i nékteré dalsi problémy klasické kapilarni
elektroforézy. Diky migraci pouze v termostatované c¢asti kapilary je redukovan vliv
tvorby Joulova tepla. UmoZziuje také vypocet elektroforetické mobility analytu i

v systémech s velmi pomalym EOF (napfiklad nizké pH). Blize je princip PremCE metody

popsan v experimentalni ¢asti této prace.
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2.3 Afinitni kapilarni elektroforéza

Afinitni kapilarni elektroforéza je v soucasné dobé jednim z nejvyuZivanéjsich
madi CE, kdy se vyuZiva cilené interakce latek za Géelem zvyieni separaéni Géinnosti.”
Afinitni kapilarni elektroforéza (ACE) je vyuZivana hlavné pfi chirdlnich separacich, kdy
dochazi ke komplexaci chirdlniho selektoru s jednotlivymi enantiomery analytu.
K separaci dochazi, pokud jsou vzniklé komplexy rlzné stabilni, nebo maji-li odliSnou
elektroforetickou mobilitu. Jako nejc¢astéji pouzivana komplexacni Cinidla, pfipadné
chirdini selektory Ize zminit cyklodextriny, korunové ethery, makrocyklicka antibiotika

nebo polysacharidy.*®

ACE lze také vyuzit ke stanoveni komplexacnich konstant. Interakci (komplexaci)

latek lze popsat nasledujici rovnici
K
A+ Ce AC (D
kde analyt (A) a komplexujici ¢inidlo (C) pfitomné v zakladnim elektrolytu tvori

komplex AC. Rovnovazina konstanta K v rovnici (1) - komplexaéni konstanta - je ddna

jako podil aktivit komplexu a jednotlivych slozek A a C:

aac
K =
ap * dc

(2)

Casto se pracuje se zdanlivou komplexaéni konstantou K’, kde jsou uvazovany pouze

rovnovazné koncentrace jednotlivych slozek:

K [AC]

K' tedy zavisi na iontové sile roztoku.

NejcastéjSim usporadanim pti stanoveni komplexacni konstanty komplexu AC je
méreni zdavislosti efektivni mobility davkovaného analytu na koncentraci

komplexujiciho ¢inidla v BGE. Je-li analyt pfi danych podminkdch pIné nabity, lze

13



odvodit, Ze mobilita analytu pak zavisi na rovnovainé koncentraci volného

komplexujiciho ¢inidla podle nasledujici rovnice:

_ lp +uacK'[C]
Baef = 1 1T K'[C]

(4)

Kde ua je mobilita analytu a pac je mobilita komplexu. Mobilita samotného analytu pfi
dané iontové sile je vétSinou zndma nebo ji zjistime z méreni pfi nulové koncentraci
komplexujiciho Ccinidla. Mobilita komplexu je dalS$im parametrem, ktery ziskdame

regresni analyzou namérenych dat rovnici (4).

Stanoveni konstant komplexace lIze provést dvéma zplsoby. Prvnim z nich je
méreni za konstantni iontové sily. (Pouzivame-li nabité komplexacni ¢inidlo, je pfi jeho
zvysujici se koncentraci snizovdna koncentrace pufru.) ProloZzenim dat rovnici (4) pak
ziskdme zdanlivou komplexacni konstantu K', platnou pro danou iontovou silu.
Termodynamicka konstanta komplexace K se pak muze ziskat naslednou korekci,

pokud zndme pfrislusné aktivitni koeficienty (viz kap. 2.5.1).

Pokud pouzZivdme nabité komplexacni ¢inidlo je pak ¢astéjsi, Ze koncentrace pufru
zakladniho elektrolytu je zachovdna a zvysSuje se pouze koncentrace komplexaéniho
¢inidla. Nemérime pak za konstantni iontové sily a korekce mobility komplexu piac na

16,31

iontovou silu musi byt obsaZena jiz v regresni rovnici (4). Korekce na iontovu silu

bude podrobnéji popséna v kapitole 2.5.

Ziskané komplexacni konstanty a limitni mobility komplexaénich cinidel a jejich
zavislost efektivnich mobilit na iontové sile jsou nezbytné pro presné vysledky

simulacnich program( afinitni kapilarni elektroforézy.32

2.4 Cyklodextriny

Mezi nejéastéji pouzivana komplexacni ¢inidla patri cyhodextriny.33 Cyklodextriny
jsou cyklické oligosacharidy skladajici se z Sesti az osmi glukdézovych zbytkl spojenych

do cyklickych makromolekul.
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Obr. 1 Struktury jednotlivych nativnich a,B,y cyklodextrinG

Jak je patrné z Obr. 1 lisi se jednotlivé cyklodextriny velikosti molekuly a také
velikosti vnitfni dutiny tzv. kavity, kterd je na rozdil od povrchu cyklodextrinu
hydrofébni. Pravé v této kavité dochazi nejcastéji k interakcim s jednotlivymi analyty.
Cyklodextriny jsou ve své nativni formé (Obr. 1) nenabité (pK,; se pohybuje kolem

12,2).

Chemickou modifikaci nativnich cyklodextrinli jsou pripravovany rlizné derivaty
cyklodextrinG, jak neutrdlni, tak nabité — anionické i kationické.>® Substituované
cyklodextriny jsou vSak ve vétSiné pripadd substiuovdny nahodné, pouzivaji se tedy
smési izomeru, které mohou nést rlizny pocet ndbojl. V ACE se pak tedy chovaji jako
smés nedefinovanych chirdlnich selektor(i. Pfesné uréené derivaty cyklodextrin(i jsou

velmi drahé, ale jejich elektroforetické chovani Ize l1épe popsat.

2.5 Korekce na iontovou silu

Kromé teplotnich a viskozitnich korekci*® je korekce na iontovou silGi jednou

z nejdllezitéjsich pfi stanovovani rovnovaznych konstant a elektroforetickych mobilit.

2.5.1 Korekce komplexacnich konstant na iontovou silu

Pfi stanoveni komplexacnich konstant je nutné provést korekci na iontovou silu

pres vypocet aktivitnich koeficientd. To ndm umozni ze zdanlivé komplexacni
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konstanty ziskat pravou termodynamickou konstantu komplexace podle nasledujiciho

vztahu:

_[AC] yac  , vac
= e e @

Kde yac,ya,)c jsou jednotlivé aktivitni koeficienty.

Jak je patrné z rovnice (5), nejjednodussi je situace v pfipadé neutralniho analytu a
neutralniho komplexacniho ¢inidla, kdy jsou vSechny aktivitni koeficienty jednotkové a
zdanlivd komplexacni konstanta je rovna termodynamické. Pfipad neutrdlniho analytu
a nabitého komplexa¢niho ¢inidla (cyklodextrinu) popisuji ve své praci Bene$ a kol.™®. |
kdyz neznaji hodnoty yac a ¥, povazuji je za shodné kvili jejich stejnému naboji a také

velmi podobné velikosti (analyt je vnofen uvniti CD kavity). V takovém pripadé se tedy

zdanliva komplexaéni konstanta opét rovna termodynamické komplexacéni konstanté.

V systémech, kde je vSak komplexacni Cinidlo i analyt ionogenni latkou, je nutné
hodnoty aktivitnich koeficientl vycislit. Nejcastéji je vyuzivan rozSiteny Debye—

HiickelGv limitni zékon>>:

Vi
logy, = —Az? ———— 6
grs 1+ BaVl ©

Kde a popisuje velikost daného iontu, z; je naboj i-té slozky, / je iontova sila zakladniho
elektrolytu a A a B jsou konstanty pro danou teplotu a rozpoustédlo. Pro vypocteni
aktivitnich koeficientl je tedy nutné znat jejich parametr a, ktery charakterizuje
velikost daného iontu, tento parametr byva teoreticky vypodlitdvan a nasledné je
pomoci ného spocten aktivitni koeficient dané latky v konkrétnim elektrolytu. Po
zjisténi aktivitnich koeficientl je pomoci rovnice (5) provedena korekce na iontovou

silu pro zjisténi termodynamické komplexaéni konstanty.
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2.5.2 Korekce elektroforetickych mobilit na iontovou silu

Elektroforetickd mobilita je také funkci iontové sily zékladniho elektrolytu.*® z
tohoto dlvodu je nutné pfi stanoveni komplexacnich konstant provést korekci
elektroforetickych mobilit na iontovou silu zakladniho elektrolytu. Tyto korekce je
mozné provést pomoci rozSifeného Onsangerova limitniho zdkona pro

elektroforetickou mobilitu:

i

1+ BavI )

q
- = Uo— — <Mo,—312+|2—| m + |Z—|Bz>

Kde w. je mobilita aniontu, pg. je limitni mobilita aniontu, konstanta a charakterizuje
velikost iontu, konstanty g, B, B; a B, jsou konstanty pro danou teplotu a dana
prostredi, z. a z, jsou ndbojova Cisla aniontu a kationtu a / je iontova sila. Pro kationty

je vztah analogicky.

Rozsiteny Onsanger(v limitni zakon byl odvozen pro bodovy ndboj, tedy dobre
popisuje chovani malych sférickych molekul s vysokou povrchovou hustotou naboje. V
pfipadé velkych organickych molekul, c¢asto nesymetrickych, které maji malou
povrchovou hustotu naboje nebo naopak velké organické molekuly nesouci mnoho
nabojl (jako jsou ndami studované cyklodextriny) jsou pozorovany znac¢né odchylky od
Onsagerova zakona. V téchto pripadech je nutné tuto zdvislost experimentdlné

stanovit.

Pro zjisténi zavislosti elektroforetické mobility na iontové sile u molekul, které se
nefidi podle rozSifeného Onsangerova zdkona byly odvozeny empirické vztahy, které
se tuto zavislost pokouseji popsat.

Jednou z prvnich empirickych rovnic, ktera popisuje zavislost elektroforetické

36
l.

mobility na iontové sile byla odvozena Kenndlerem a spol.” a plati pro ndbojova cisla

iontd od 1 do 3 a iontovych sil do 0,01 M:

u_ = o, exp(—0,5z478v1) (8)
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Dalsi z téchto empirickych rovnic, vychazejicich z prace Kenndlera je rovnice odvozena

Friedlem a kol.3®:

u- = po_exp(—az1c)  (9)

Kde konstanty a,b a c jsou parametry empirické rovnice. V praci Friedla a kol. tato

rovnice byla pouzita pro ionty se 2 - 6 ndboji a iontové sile BGE do 0,1 M.

Nésledné byla odvozena obecna empiricka rovnice v praci Lucy a kol™:

PVI

1+ P (19)

H— = Ho,—

Kde parametry P; a P, jsou parametry, obsahujici jednotlivé konstanty z rozsiteného
Onsangerova zakona. Tato rovnice byla v praci Bene$e®’ vybrana jako vhodnd pro
proloZeni zavislosti efektivni mobility nabitych cyklodextrinl na iontové sile a

stanoveni limitnich mobilit.
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3 Cile prace
Cile této bakalarské prace lze shrnout do nékolika bod(:

= Teoretické i praktické seznameni se zakladnimi pojmy a principy kapilarni
elektroforézy

» Proméreni zavislosti efektivnich elektroforetickych mobilit ¢ty vybranych
definovanych vicenasobné nabitych cyklodextrini na iontové sile metodami
PremCE a klasickou kapilarni elektroforézou

= Vyhodnoceni dat pomoci vybrané regresni funkce a stanoveni limitnich
elektroforetickych mobilit jednotlivych cyklodextrin(

=  Porovnani vysledkd ziskanych pro rtzné cyklodextriny PremCE a klasickou CE

metodou
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité chemikalie a pristroje
Jako analyty byly pouZzity modifikované cyklodextriny:

a) sodna sGl oktakis(6-O-sulfo)-y-cyklodextrinu (OS), osmimocny aniontovy 7v-

cyklodextrin38

b) sodna sll oktakis(2,3-di-O-methyl-6-0-sulfo)-y-cyclodextrinu (ODMS), osmimocny

aniontovy 2,3-dimethylovany y-cyklodextrin®

c) sodnd sll heptakis(6-O-sulfo)-B-cyclodextrinu (HS), sedmimocny aniontovy (-

cyklodextrin40

d) sodna sul heptakis(2,3-di-O-methyl-6-0-sulfo)-f-cyclodextrinu (HDMS), sedmimocny

aniontovy 2,3-dimethylovany B-cyklodextrin®!

Tyto definované cyklodextriny ndm daroval prof. G.Vigh, Texas A&M

University(USA). Struktura uvedenych CD je zndzornéna na Obr. 2.

A)

n= HS n=7 HDMS
n=28 oS n==8 ODMS

Obr. 2 A) glukézova podjednotka (6-O-sulfatovaného)cyklodextrinu; B) glukézova podjednotka (2,3-di-

0O-methyl-6-O-sulfatovaného) cyklodextrinu; n=7, derivat B-cyklodextrin, n=8, derivaty-cyklodextrin
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Jako zakladni elektrolyt byl pouzit mravencanovy pufr. K pfipravé tohoto pufru
byla pouzZita kyselina mravenci (Sigma-Aldrich, Némecko, >95%) a monohydrat
hydroxidu lithného (Sigma-Aldrich, Némecko, >99%). Jako marker, slouzici k urceni
mobility EOF byl pouzit mezi mesityloxid (MO) (Sigma-Aldrich, Némecko, >90%).
K ptipravé roztok( byla pouzita voda deionizovana sytémem ULTRAPUR (Watrex, Ceska
republika). K proplachovani kapildary byl pouzivdn 0,1 M roztok NaOH (Agilent

Technologies, Némecko).

VsSechna méreni probihala na pfistroji pro kapilarni elektroforézu HP>°CE (Agilent
Technologies, Némecko), se zabudovanym UV-Vis detektorem s diodovym polem
(DAD), ktery méfi v rozsahu vinovych délek 190 — 600 nm a vodivostnim detektorem
navrzenym v nasi laboratofi (CCD).42 Pristroj pro kapilarni elektroforézu byl fizen
pocitacem pomoci programu ChemStation (verze B.01.03) (Agilent Technologies,
Némecko), ktery zaroven zaznamenaval vysledné elektroferogramy. Ziskand data byla
nasledné exportovdna a vyhodnocovdna v programu Origin 8.1 (OriginLab, Velka
Britanie). Ve stejném softwaru probihala také regresni analyza namérenych dat.

K vypoctim slouZil také MS Excel 2003 (Microsoft, USA).

Experimenty byly provadény v kiemenné kapildfe potazené polyimidem (Labicom
s.r.o, Ceska republika), kterd méla vnitini priimér 50 pm a vnéjsi 375 um. Celkova délka
kapilary byla 50,1 cm, vzdalenost k DAD detektoru byla 41,6 cm a k CCD detektoru pak
35,1 cm.

4.2 Experimentalni podminky a postupy

Pfed prvnim mérenim byly ociStény elektrody pfistroje v ultrazvukové lazni po
dobu 10 minut v deionizované vodé a poté 10 minut v izopropanolu. Poté byla nové
pfipravena kapilara proplachnuta 0,1 M roztokem NaOH, deionizovanou vodou a pred

kazdym mérenim 5 minut aktualné pouzivanym zakladnim elektrolytem.
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Byly ptipraveny zasobni roztoky kyseliny mravenci (c = 1 M), hydroxidu lithného (c

= 0,5 M) mesityloxidu (c = 50 mM) a zdasobni roztoky jednotlivych cyklodextrind o

koncentraci ¢ = 50 mM.

Pro dostatecné proméreni zavislosti nabitych cyklodextrint na iontové sile byla ze

zasobnich roztok( pfipravena série mravencanovych pufrl o iontovych silach

| = 0,34 mM - 100,28mM a o maximalni pufraéni kapacité, tedy pomér kyseliny

mravenci a LIOH byl 2:1. Koncentrace obou sloZek v pufrech o dané iontové sile, pH a

pufraéni kapacita byly spoéitany v programu PeakMaster®® a jsou uvedeny v Tab.1.

Tab. 1 Pufracni kapacity a hodnoty pH pro BGE o raznych iontovych silach vypocitanych v programu

PeakMaster

| CHCOOH CLioH pH B
BGE

mM mM mM - mM
1 0,34 0,5 0,25 4,063 0,46
2 0,62 1 0,5 3,946 0,81
3 1,14 2 1 3,861 1,46
4 2,17 4 2 3,802 2,67
5 3,18 6 3 3,777 3,85
6 5,19 10 5 3,753 6,18
7 10,21 20 10 3,726 11,98
8 20,23 40 20 3,704 23,53
9 30,24 60 30 3,692 35,07
10 40,25 80 40 3,683 46,60
11 50,25 100 50 3,676 58,13
12 60,26 120 60 3,670 69,66
13 80,27 160 80 3,662 92,71
14 100,28 200 100 3,655 115,75
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Jak je zfejmé z Tab. 1, pH jednotlivych BGE neni konstantni, coZ by ale nemélo mit
vliv na stupen disociace studovanych cyklodextrint, jelikoZz jsou modifikovany silné
kyselymi skupinami. Sulfatova skupina navdzana na glukézovou jednotku cyklodextrinu
(viz Obr. 2A a 2B) ma podle vypottl v programu Sparc Online Calculator®® pKa= 0,7.
Pfedpokldadame tedy, Ze i CD jako celek bude silnym elektrolytem. Hodnota pH byla
experimentalné zmérena pouze u zdsobnich roztokll, tyto hodnoty se shodovaly s
hodnotami spo¢itanymi v programu PeakMaster™. Jak Ize pozorovat z Tab. 1 disponuji
pufry s nizkou iontovou silou také nizkou pufraéni kapacitou, tento fakt vsak pfi obou

metoddch nijak neovliviuje namérené hodnoty.
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JelikoZz cyklodextriny neabsorbuji v UV-Vis casti spektra, byl k jejich detekci
pouzivan vodivostni detektor. Bylo tedy nutné v kazdém BGE vyvolat nadavkovanim
vzorku dostatec¢né velkou vodivostni poruchu. Z toho dlvodu se koncentrace
cyklodextrinu ve vzorku zvySovala s rostouci iontovou silou BGE, avSak koncentrace
BGE ve vzorku byla stale konstantni. SloZeni vzork( pro jednotlivé BGE je uvedeno

v Tab. 2.
K odliSeni systémovych pik( od pikd analytu byl v nékolika méfenich nadavkovan
slepy vzorek neobsahujici zadny cyklodextrin. Vzorek byl davkovan v obou metodach

hydrodynamicky, tlakem 10 mbar po dobu 10 sec v PremCE metodé a tlakem 30 mbar

po dobu 3 s klasickém usporadani.

Tab.2 Koncentrace mesityloxidu a cyklodextrinl ve vzorcich pro jednotlivé BGE

| Cmo Ccp

BGE
mM mM mM
1 0,34 5,0 0,25
2 0,62 5,0 0,4
3 1,14 5,0 0,7
4 2,17 5,0 0,9
5 3,18 5,0 1,1
6 5,19 5,0 1,3
7 10,21 5,0 15
8 20,23 5,0 1,7
9 30,24 5,0 19
10 40,25 5,0 25
11 50,25 5,0 3,5
12 60,26 5,0 4,5
13 80,27 50 55
14 100,28 5,0 6,5
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K vySetfovani zavislosti efektivni mobility studovanych cyklodextrini na iontové
sile byly vybrany dvé metody. Prvni metodou je PremCE, jejiz vyhody byly blize
zminény v teoretickém Uvodu. Realizace PremCE metody je znazornéna na Obr. 3. Na
pocatku je nadavkovan vzorek, ktery obsahuje analyt (A) a elektroneutrdlni marker
(M1). Zdéna vzorku je poté pomoci tlaku zatlaCena do termostatované casti kapilary
(bod 2). Nasledné je po dobu tng aplikovano napéti a dochazi k elektromigraci daného
analytu a jeho oddéleni od markeru M1 (bod 3). V dalSim kroku (bod 4) je napéti
vypnuto a je opét nadavkovdan elektroneutrdini marker (M2). V kone¢ném kroku (bod
5) jsou analyt i oba markery protlaceny skrz kapilaru, kde pomoci markeru (M2) je
uréen cas, potifebny k protlaceni markeru skrze kapildru. Z tohoto casu lze pak urcit
rychlost protlacovani v poslednim kroku. Zname-li rychlost protlacovani a zname-li ze
zdznamu casovy odstup pikl A a M1, mGzeme vypocitat jakou vzdalenost urazil analyt
od markeru 1 béhem €asu tngr. Efektivni mobilita analytu je proto dana vztahem:

_ llpap (tm1 — ta)
Utmigr (tMZ - tp)

Hef (11)

kde /. je délka kapilary, Ipap je délka kapilary k DAD detektoru, U je aplikované napéti,
tmigr je €as po ktery je aplikovano napéti, t, je ¢as od kterého byl aplikovan tlak a tys,tm2

a ta jsou jednotlivé migracni ¢asy marker( a analytu.
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Detektor

AM1
1
Termostatovana ¢ast kapilary
AM1
2
A Ml
() O,
A Ml M2
4
A M1 M2
5

Obr. 3 Schéma pribéhu metody PremCE v bodech 1-5, kde A znaéi analyt a M1 a M2 znaéi EOF

markery

V nasem pripadé byly detekéni cas analytu (cyklodextrinu) a M1 markeru

odecitany z vodivostniho signalu (cyklodextriny neabsorbuji v UV-Vis oblasti). Detekéni
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¢as M2 byl pak odecitdn z UV absorpéniho signdlu pfi A =254 nm. PFi vysSich iontovych
silach ( / > 40,25 mM) byl obcas vodivostni elektroferogram velmi necitelny, tudiz byly
detekéni ¢asy M1 i cyklodextrinG odecteny z UV absorpcéniho signalu pfi A = 195 nm,

kde p¥i vy3dich koncentracich BGE dochézelo k nep¥imé UV detekci*.

V klasickém usporadani kapilarni elektroforézy je nutné k vypoctu efektivni
mobility znat jak mobilitu analytu, tak i mobilitu EOF. V pfipadé, Ze je EOF velmi
pomaly, nebo sméfuje od detektoru, chybi na zaznamu pik EOF markeru a efektivni
mobilita analytu nemuze byt spocitana. JelikoZ pti naSich méreni byl z didvodu nizkého
pH EOF velmi pomaly, byla klasickda metoda modifikovana a kromé napéti byl po dobu
analyzy aplikovan také tlak 50 mbar. Za predpokladu konstantniho tlaku jsou pak
analyt i marker urychleny stejné a efektivni mobilita se vypocitd, stejné jak v klasickém
usporadani, jako rozdil pozorovanych mobilit analytu a EOF markeru. Takto

modifikovana klasicka metoda byla pouZita jako srovnavaci metoda k PremCE.

Migracni ¢as cyklodextrinu byl opét odecitdn z vodivostniho signalu a detekéni cas
EOF markeru (MO) z UV A = 254 nm. Kazdé méreni bylo opakovéano trikrat. U obou
metod byla zaznamenavdana také hodnota aplikovaného tlaku a bylo tak potvrzeno, Ze
je pfristroj schopen udrzovat konstantni tlak. Odchylky od zadanych hodnot byly

minimalni.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Zavislost mobility cyklodextrinii na iontové sile BGE

5.1.1 PremCE metoda

P¥i méfeni zavislosti mobility cyklodextrinl na iontové sile elektrolytu metodou
PremCE bylo nutné metodu vhodné optimalizovat. Z toho dlvodu, aby rozdil
detekénich ¢ast markeru a analytu byl co nejvétsi, ale zaroven, aby byl analyt vhodné
detekovan, a také nedochazelo k pfilis velké generaci Joulova tepla. Hodnoty napéti (U)
a délka jeho aplikace (tmigr) pro jednotlivé iontové sily jsou shrnuty v Tab. 3. Aplikovany

tlak mél vidy hodnotu 30 mbar.

Tab.3 Optimalizované hodnoty parametrii metody PremCE pro dané iontové sily

/ u Eigr

mM kv min

0,34-2,17 -10 1,5

3,18-30,24 -10 2,5
40,25 - 60,26 -5 5
80,27 - 100,28 -10 5

Na Obr. 4 je ukdazka elektroferogram( ziskanych pro analyt OS pfi iontové sile
I = 30,24 mM z vodivostniho (Obr. 4A) a z DAD detektoru pfi A =254 nm (Obr. 4B). Na
Obr. 4A je cyklodextrin OS reprezentovan jako zdporny pik. Marker 1 je reprezentovan
kladnym pikem, pfed nimz je systémovy pik se zdpornou pohyblivosti. Pfi odecitani
migracniho ¢asu analytl nebylo mozné jej odecitat jako prosty vrchol piku, jelikoZz piky
podléhaji elektromigracni disperzi. K ziskani spravného migracniho ¢asu byly proto piky
fitovany HVL funkci®®. U pika EOF markeru, které maji idealni gaussovsky tvar, byl jako

migracni ¢as bran vrchol piku.
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Obr.4A) Vodivostni signal pro analyt OS pfi iontové sile BGE / = 30,23 mM, B) zaznam poftizeny DAD

detektorem pfi A= 254 nm pro stejné méreni.

Migraéni ¢as markeru 2 byl odecitan z elektroferogramu DAD pfi 254 nm Obr. 4B.
Marker 1, ackoliv je Iépe pozorovatelny pfi UV detekci, byl vyvhodnocovan z vodivostni
detekce Obr. 4A, jelikoZ z principu PremCE metody je patrné, Ze analyt a marker 1 musi
byt detekovany stejnym detektorem. Efektivni mobilita analytu byla pocitana podle

rovnice (11).
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V Tab. 4 jsou vypoctené hodnoty efektivnich mobilit vSech studovanych

cyklodextrind namérenych metodou PremCE.

Tab.4 Vypoctené efektivni mobility (jejich absolutni hodnoty) a jejich smérodatné odchylky pro

jednotlivé cyklodextriny metodou PremCE

Het s
| 10°m?vist

mM (O ODMS HS HDMS

0,34 72,6¢1,8 61,3+0,5 70,9+0,5 63,0£0,5
0,62 68,7+0,3 59,7+0,8 67,1x0,6 59,7+0,5
1,14 65,8+0,8 56,8+0,2 65,6+0,6 58,41+0,3
2,17 61,9+0,4 53,8#0,1 62,1+0,6 57,1+0,5
3,18 59,9+0,3 52,7+1,2 59,1+0,3 55,1+0,7
5,19 54,0+0,2 51,3+0,3 56,0+0,1 50,9+0,6
10,21 50,4+0,9 45,8+0,1 51,5+0,2 46,4+0,8
20,23 44,8+0,1 40,5+0,8 45,3+0,9 41,4+0,3
30,24 42,3+0,2 38,7+0,3 42,2+0,5 40,2+0,5
40,25 40,3+0,1 35,9+0,5 38,8+0,3 36,2+0,2
50,25 38,5+¢0,1 34,9+0,2 37,4+0,3 35,4+0,4
60,26 37,4+0,2 33,5+0,3 36,4+0,4 34,3%+0,2
80,27 36,1+0,3 32,2+0,6 35,7+0,5 33,0%0,2

100,28 35,0+0,2 31,7#0,5 34,5+0,2 32,3+0,3

V programu Origin 8.1 byly vyneseny hodnoty efektivnich mobilit v zavislosti na

druhé odmocniné iontové sily a data byla proloZena ndsledujici regresni funkci:*>?’

PVI

1+ PI (10)

Hef = Ho —
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Parametr uo predstavuje pozadovanou hodnotu limitni mobility, P1 a P, jsou
empirické parametry, které nemaji fyzikalni vyznam. Na Obr. 5 je zavislost efektivni

mobility na odmocniné z iontové sily proloZena rovnici (10) pro cyklodextrin OS.

80
Model CDIS (User)
. y = u0-(P1*x /(1+
Equation P2*x))
Reduced 5.1452
Chi-Sgr
70 Adj. R-Square 0.9971
Value Standard Error
B uo 8.23384E-8 1.57138E-9
B P1 6.94104E-7 7.32687E-8
B P2 11.45605 1.14996
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Obr.5 Zavislost efektivni mobility cyklodextrinu OS na odmocniné iontové sily BGE, cerné ctverce -
experimentalni data, chybové usecky reprezentuji smérodatnou odchylku, cervena kfivka proloZeni
rovnici (10)

Jak je patrné z Obr.5 zvolena regresni funkce (rovnice (10)) dobie odpovidala
namérenym hodnotdm (R> = 0,997) a ziskané parametry byly ziskany s chybou v
rozmezi 2 - 10 %. Vysledné hodnoty parametrd rovnice (10) pro OS i ostatni

cyklodextriny jsou uvedeny v Tab. 5.
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Tab. 5 Hodnoty limitnich mobilit studovanych cyklodextrini a parametry P, a P, rovnice (10)

s prisluSnymi chybami ziskané metodou PremCE

Hoxts P.xs P,ts
analyt 10°m?vist - -
(0N 82,3x1,6 6,94+0,73 11,511
ODMS 65,5+0,7 3,1610,25 5,9310,6
HS 78,811,6 4,98+0,58 7,911£0,9
HDMS 70,3%1,5 4,49+0,68 8,4311,4

5.1.2 Klasicka metoda

Vedle metody PremCE byla jako srovndvaci metoda pouzita klasickd metoda. Z

dlvodu velmi pomalého elektroosmotického toku byl ihned po nadavkovani vzorku

aplikovdn pridavny konstantni tlak 50 mbar.

Na Obr. 6 je ukazka elektroferogram ziskanych pro analyt ODMS pfi iontové sile

I = 30,24 mM z vodivostniho (Obr. 6A) a z DAD detektoru pfi 254 nm ( Obr. 6B)
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Obr.6A) Vodivostni signal pro analyt ODMS pfi iontové sile BGE / = 30,23 mM. B) zaznam pof¥izeny DAD

detektorem pfi A= 254 nm pro stejné méreni.
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Na zdznamu vodivostniho detektoru byl pik analytu reprezentovan zapornym
pikem. Pik analytu byl z dlivodu pusobeni elektromigracni disperze fitovan opét HVL
funkci. Jak je patrné pfi porovnani elektroferogrami z klasické metody s
elektroferogramy z metody PremCE (Obr. 4A a 4B), byly zaznamy z klasické metody

prehlednéjsi a pik analytu se snaze detekoval.

Efektivni mobilita tedy byla spoctena jako rozdil mobility analytu a mobility EOF:
Hef = Manalyt — UEOF (12)

Jednotlivé mobility spoéteme podle rovnice:

_ lper * L

| = 1
W= (13)

Kde Iper je délka kapilary k detektoru (v pripadé cyklodextrinu CCD detektor, v pripadé
EOF markeru DAD detektor), /. je celkova délka kapilary, U je vklddané napéti a t; je
migracni Cas i-té slozky. Timto zplsobem byly spocéteny vsechny efektivni mobility

vSech cyklodextrin( pro jednotlivé iontové sily. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 6.
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Tab. 6 Vypoctené efektivni mobility (jejich absolutni hodnoty) a jejich smérodatné odchylky pro

jednotlivé cyklodextriny klasickou metodou

lJefi S

| 10°mavist

mM (O ODMS

HS

HDMS

0,34 |76,6+0,4 65,6+0,0
0,62 |75,4+1,6 60,6+0,4
1,14 |69,2+0,7 59,3+0,3
2,17 |63,3+0,4 56,1+0,1
3,18 |61,3+0,2 53,5+0,0
519 |56,0+0,6 50,0+0,1
10,21 |50,4+0,7 44,9+0,3
20,23 |43,3+0,2 40,8+0,1
30,24 |40,9+0,3 38,4+0,2
40,25 |38,6+0,3 36,7+0,2
50,25 |36,6+0,6 35,3+0,2
60,26 |36,0+0,0 34,3+0,2
80,27 |35,0+0,4 33,1+0,1

100,28 |33,9+0,3 31,5+0,2

69,90, 1
66,0+0,3
62,90, 1
59,9+0,3
58,6+0,5
54,340, 1
49,640,2
44,4+0,2
41,440,2
39,740,2
38,6+0,7
37,440,2
35,9+0,4

34,1+0,3

66,1+1,6
64,2+0,3
61,1£0,5
56,9+0,4
54,0+0,2
50,0+0,3
45,4+0,2
40,9+0,1
38,4+0,1
36,6+0,1
35,6+0,1
34,9+0,2
33,3+0,1

31,9+0,1

Poté byly vyneseny zavislosti efektivnich mobilit cyklodextrinG na druhé

odmocniné iontové sily BGE a prolozeny funkci v rovnici (10). Pfiklad takové zavislosti a

regresni analyzy pro ODMS je uveden na Obr. 7
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Obr.7 Zavislost efektivni mobility cyklodextrinu ODMS na odmocniné iontové sily BGE, ¢erné ctverce -

experimentalni data, chybové usecky reprezentuji smérodatnou odchylku, ¢ervena krivka proloZeni

rovnici (10)

Podobné jako u vysledkll metody PremCE, ziskand data vyborné odpovidaji
zvolené regresni funkci R? = 0,999 a ziskané parametry méli chybu maximalné 9%.
Vysledné hodnoty parametri i s jejich chybami jsou uvedeny v Tab. 7.

Tab. 7 Hodnoty limitnich mobilit studovanych cyklodextrinG a parametry P, a P, rovnice (10)

s prislusSnymi chybami ziskané klasickou metodou

Uox S Pits P,ts
analyt 10°m2vis?t - -
0S 91,5+1,7 9,65+0,9 13,3%1,1
ODMS 75,4+0,2 6,44+0,13 11,610,3
HS 83,6%1,5 8,75+0,1 14,9411
HDMS 79,2+0,8 7,92+0,4 13,71£0,6
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5.2 Porovnani a diskuze vysledkii ziskanych metodami

PremCE a klasickou CE

Po proméreni zavislosti efektivnich mobilit na iontové sile a nasledném stanoveni
limitnich mobilit pomoci klasické metody a metody PremCE byly ndsledné tyto hodnoty

porovnavany. V Tab. 8 jsou ziskané limitni mobility namérené pomoci obou metod.

Tab. 8 Srovnani hodnot stanovenych limitnich mobilit a jejich smérodatnych odchylek CD metodou

PremCE a klasickou CE.

PremCE Klas. CE
analyt ot S Uot S

10°m2vist 10°m?vist

0sS 82,3%+1,6 91,5+1,7
ODMS 65,5+0,7 75,4%0,2
HS 78,8+1,6 83,6+1,5

HDMS 70,3%£1,5 79,2+0,8

Jak je patrné z Tab. 8, limitni mobility cyklodextrin( se liSi mezi sebou a zaroven se
mobilita daného CD liSi pro obé pouZité metody. Limitni mobility pro rGzné typy
cyklodextrinG spliuji nase predpoklady. Cyklodextriny, které maji navic methylové
skupiny (ODMS, HDMS) a jsou tak vétsSi pti stejném naboji (viz Obr. 2) jsou vidy
pomalejsi neZ jejich analoga bez téchto skupin bez ohledu na pouZitou metodu. U
osmimocnych CD (OS a ODMS) byl obéma metodami ziskan pfiblizné stejny rozdil
mobilit (pfiblizné 16,5x10° m2v'is?h). U sedmimocnych CD (HS a HDMS) byl metodou
PremCE pozorovan rozdil poloviéni (8,5x10° m2Vs?). Klasickou metodou byl v tomto
1S—1

pfipadé zaznamenan rozdil pouze 4,4x10° m?V's'. ODMS je tak methylovymi

skupinami vice zpomalen a jeho limitni mobilita je nizSi nez u HDMS. Z
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nemethylovanych CD je rychlejsi osmimocny OS, coZ naznacuje, Ze jeden naboj navic

oproti HS prevazi narust velikosti o jednu glukdézovou jednotku.

Zajimavy je rozdil v hodnotach ziskanych pro dany CD rlznymi metodami. Pfi
porovnani limitnich mobilit je zfejmé, Ze limitni mobility namérené pomoci klasické
metody dosahuji vy$sich hodnot. Kromé cyklodextrinu HS, kde je hodnota limitni
mobility ziskana klasickou metodou vy$si pouze o 4,8x10°m™V's? je u ostatnich CD
hodnota z klasické metody vy3si o pfiblizné stejnou hodnotu (9x10°m?2Vv*s™). Tuto
odchylku Ize oznacit tedy jako systematickou.

’ o

Pro zjisténi dUvodu, proc se limitni mobility cyklodextrinG lisi v ramci stejnych
cyklodextrinG zmérenych jinou metodou, byly porovnavany jejich zavislosti mobilit na

iontové sile (Obr. 8).
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Obr. 8 Porovnani zavislosti efektivnich mobilit na iontové sily pro obé metody pro cyklodextriny OS
(A), ODMS (B), HDMS (C), HS (D), kde cervené je klasicka CE a ¢erné metoda PremCE, cerné ctverce -

metoda PremCE, Cervené body - klasicka metoda, chybové usecky reprezentuji smérodatnou odchylku
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Z Obr.8 je patrné, Ze v hodnotach vysokych a stfednich iontovych sil se efektivni
elektroforetické mobility v podstaté shoduji a obé zavislosti jsou témér identické. Pfi
klasickou metodou s aplikaci tlaku dosahuji vysSich hodnot neZz mobility zmérené
metodou PremCE. Jev je patrny u cyklodextrinll OS, ODMS a HDMS. U HS je vyssi
hodnota mobility pouze pro nejnizsi ionotovu silu. Odchylku hodnot pfi nizkych

iontovych silach se zatim nepodafilo uspokojivé vysvétlit.

| kdyz se limitni mobility cyklodextrin( liSi pro obé pouzité metody, pro pozdéjsi
stanoveni konstant komplexace to nebude mit Zadny negativni vliv. Pfi stanoveni
konstant komplexace se zpravidla pohybujeme viontovych sildch presahujicich
I =5 mM, tudiz pfi korekci na iontovou silu se jiz budeme pohybovat v oblasti, kde se

zavislosti mobilit na iontové sile ziskané obéma metodami shoduji.
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6 Zavér

V teoretické ¢asti této prace je zde popsan princip kapilarni zénové elektroforézy a
rusivé jevy doprovazejici kapilarni elektroforézu. Dale je v teoretické ¢asti popsan
systém afinitni kapildrni elektroforézy a jednotlivé korekce, které se pfi ném uplatiuji,

zejména korekce na iontovou silu.

V experimentalni c¢asti této prace byly proméreny zavislosti elektroforetickych
mobilit na iontové sile pro 4 vybrané definované, vicendsobné nabité cyklodextriny.
K ziskani efektivnich mobilit téchto cyklodextrind v BGE o riznych iontovych silach byly
pouzity a srovnany dvé metody — kapilarni elektroforéza v klasickém usporadani
s ptridanou aplikaci tlaku po dobu analyzy a metoda PremCE. Ziskané hodnoty limitnich
mobilit cyklodextrinG byly porovnany pro jednotlivé cyklodextriny i jednotlivé metody.
Hodnoty pro jednotlivé CD splnily nase predpoklady. Dale byla zjisténa systematicka
odchylka hodnot limitnich mobilit ziskanych obéma metodami. V rdmci této bakalarské

prace byly splnény vSechny pfedem urcené cile.

39



7 Literatura

1)
@)

(3)

(4)

()

(6)

()

(8)

©9)

(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

Stulik, K. Analytické separacni metody; Karolinum: Praha, 2005.

Kasicka, V. Teoretické zéklady a separacni principy kapilarnich
elektromigra¢nich metod. Chem. Listy 1997, 329, 320-329.

Pacdkova, V.; Coufal, P.; Stulik, K.; Gas, B. The importance of capillary
electrophoresis, capillary electrochromatography, and ion chromatography in
separations of inorganic ions. Electrophoresis 2003, 24, 1883-91.

Boyce, M. C. Determination of additives and organic contaminants in food by CE
and CEC. Electrophoresis 2007, 28, 4046-62.

Kasicka, V. Capillary electrophoresis of peptides. Electrophoresis 1999, 20,
3084-3105.

Bruin, G.; Paulus, A. Biopolymer separations with capillary electrophoresis.
Analytical methods and instrumentation 1995, 2, 3-26.

Heegaard, N. H.; Nilsson, S.; Guzman, N. a Affinity capillary electrophoresis:
important application areas and some recent developments. Journal of
chromatography. B, Biomedical sciences and applications 1998, 715, 29-54.

Nishi, H.; Terabe, S. Micellar electrokinetic chromatography perspectives in drug
analysis. Journal of Chromatography A 1996, 735, 3-27.

Altria, K. D. Background theory and applications of microemulsion
electrokinetic chromatography. Journal of chromatography. A 2000, 892, 171-
86.

Honda, S. Separation of neutral carbohydrates by capillary electrophoresis.
Journal of chromatography. A 1996, 720, 337-51.

Kuhn, R.; Hoffstetter-Kuhn, S. Chiral separation by capillary electrophoresis.
Chromatographia 1992, 34, 505-512.

Caldwell, J. Importance of stereospecific bioanalytical monitoring in drug
development. Journal of chromatography. A 1996, 719, 3-13.

FDA Policy statement for the development of new stereoisomeric drugs.
Chirality 1992, 4, 338-340.

Vcelakova, K.; Zuskova, 1.; Kenndler, E.; Gas, B. Determination of cationic
mobilities and pKa values of 22 amino acids by capillary zone electrophoresis.
Electrophoresis 2004, 25, 309-17.

40



(15)

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)

(21)

(22)

(23)

(24)

(25)

(26)

(27)

Li, D.; Fu, S.; Lucy, C. A. Prediction of electrophoretic mobilities. 3. Effect of
lonic Strength in Capillary Zone Electrophoresis. Anal. Chem. 1999, 71, 687—
699.

Benes, M.; Zuskova, I.; Svobodova, J.; Gas, B. Determination of stability

constants of complexes of neutral analytes with charged cyclodextrins by affinity

capillary electrophoresis. Electrophoresis 2012, 33, 1032-9.

Lin, C.-E. Determination of critical micelle concentration of surfactants by
capillary electrophoresis. Journal of Chromatography A 2004, 1037, 467-478.

Svobodova, J.; Benes, M.; Hruska, V.; Uselova, K.; Gas, B. Simulation of the
effects of complex- formation equilibria in electrophoresis: I1. experimental
verification. Electrophoresis 2012, 33, 948-57.

Jaros, M.; Gas, B.; Zuskova, L.; Jaros, M. Optimization of background
electrolytes for capillary electrophoresis : II . Computer simulation.
Electrophoresis 2002, 2667-2677.

Gas, B.; Kenndler, E. System zones in capillary zone electrophoresis.
Electrophoresis 2004, 25, 3901-12.

Gas, B.; Hruska, V.; Dittmann, M.; Bek, F.; Witt, K. Prediction and
understanding system peaks in capillary zone electrophoresis. Journal of
separation science 2007, 30, 1435-45.

Hruska, V.; Riesova, M.; Gas, B. A nonlinear electrophoretic model for
PeakMaster: I. mathematical model. Electrophoresis 2012, 33, 923-30.

Grushka, E.; McCormick, R. .; Kirkland, J. . Effect of temperature gradients on
the efficiency of capillary zone electrophoresis separations. Anal. Chem. 1989,
61, 241-246.

Horvath, J.; Dolnik, V. Polymer wall coatings for capillary electrophoresis.
Electrophoresis 2001, 22, 644-55.

Gas, B.; Kenndler, E. Dispersive phenomena in electromigration separation
methods. Electrophoresis 2000, 21, 3888-97.

Goodall, D. M.; Ermy, G. L.; Bergstrom, E. T. Electromigration dispersion in
capillary zone electrophoresis. Experimental validation of use of the Haarhoff-
Van der Linde function. Journal of chromatography A 2002, 959, 229-239.

Sprecacenere, D. C. L. Dependence of the Electroosmotic Flow in Bare Fused-
Silica Capillaries from pH , lonic Strength and Composition of Electrolyte

Solutions Tailored for Protein Capillary Zone Electrophoresis. Chromatographia

2003, 587-596.

41



(28)

(29)

(30)

(31)

(32)

(33)

(34)

(35)

(36)

(37)

(38)

(39)

(40)

Thormann, W.; Zhang, C. X.; Caslavska, J.; Gebauer, P.; Mosher, R. a Modeling
of the impact of ionic strength on the electroosmotic flow in capillary
electrophoresis with uniform and discontinuous buffer systems. Analytical
chemistry 1998, 70, 549-62.

Cai, H.; Vigh, G. Method for the elimination of chromatographic bias from
measured capillary electrophoretic effective mobility values. Analytical
chemistry 1998, 70, 4640-3.

Kalikova, K.; Riesova, M.; Tesafova, E. Recentchiral selectors for separation in
HPLC and CE. Central European Journal of Chemistry 2011, 10, 450-471.

Ostergaard, J.; Jensen, H.; Holm, R. Affinity capillary electrophoresis method for
investigation of bile salts complexation with sulfobutyl ether-p-cyclodextrin.
Journal of separation science 2012, 35, 2764-72.

Hruska, V.; Benes, M.; Svobodova, J.; Zuskova, 1.; Gas, B. Simulation of the
effects of complex- formation equilibria in electrophoresis: I. mathematical
model. Electrophoresis 2012, 33, 938-47.

Szejtli, J. Introduction and general overview of cyclodextrin chemistry. Chemical
reviews 1998, 98, 1743-1753.

Scriba, G. K. E. V Cyclodextrins in capillary electrophoresis enantioseparations--
recent developments and applications. Journal of separation science 2008, 31,
1991-2011.

Bahga, S. S.; Bercovici, M.; Santiago, J. G. lonic strength effects on
electrophoretic focusing and separations. Electrophoresis 2010, 31, 910-9.

Friedl, W.; Reijenga, J. C.; Kenndler, E. lonic strength and charge number
correction for mobilities of multivalent organic anions in capillary
electrophoresis. Journal of Chromatography A 1995, 709, 163-170.

Benes, M. Zavilost pohyblivosti nabitych cyklodextrint na iontové sile 2008.

Zhu, W.; Vigh, G. A family of single-isomer , sulfated a-cyclodextrin chiral

resolving agents for capillary electrophoresis : Octa ( 6-O-sulfo ) -a-cyclodextrin.
Electrophoresis 2003, 130-138.

Brent Busby, M.; Lim, P.; Vigh, G. Synthesis , analytical characterization and
use of a novel , single-isomer , chiral resolving agent in low-pH background
electrolytes. Electrophoresis 2003, 351-362.

Vincent, J. B.; Kirby, D. M.; Nguyen, T. V; Vigh, G. A Family of Single-Isomer

Chiral Resolving Agents for Capillary Electrophoresis . 2 . Anal. Chem. 1997, 69,
4419-4428.

42



(41)

(42)

(43)

(44)

Cai, H.; Vigh, G. Capillary electrophoretic separation of enantiomers using the
single resolving agent in methanol — water background electrolytes. Journal of
chromatography A 1998, 827, 121-132.

Gas, B.; Zuska, J.; Coufal, P.; Van de Goor, T. Optimization of the high-
frequency contactless conductivity detector for capillary electrophoresis.
Electrophoresis 2002, 23, 3520-7.

sparc.chem.uga.edu/sparc.

Doble, P.; Haddad, P. R. Indirect photometric detection of anions in capillary
electrophoresis. Journal of Chromatography A 1999, 834, 189-212.

43



