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Abstrakt

Predkladana prace posuzuje a porovnava interakci  1-naftyloctové  kyseliny
a l-naftylacetamidu s vybranymi komplexujicimi latkami. 1-naftyloctova kyselina
a l-naftylacetamid nachdzeji pouziti jako pesticidy. Z ekologického hlediska je zajimava
moznost regulace rozkladu obou latek na dennim svétle, ktera mlize byt zajisténa napiiklad
jejich interakei s rtiznymi komplexujicimi latkami. Jako komplexujici latky byly zvoleny
cyklodextriny znamé svou schopnosti interagovat se Sirokym spektrem latek. Dale byl zvolen

cucurbit[7]uril, jehoZz interakce mize byt podle literatury silnéjsi nez v piipadé cyklodextrinti.

Interakce byly studovany metodou afinitni kapilarni zonové elektroforézy. Byla porovnana
sila jednotlivych interakci a pro ty systémy, kde to bylo mozné, byla stanovena hodnota

zdanlivé konstanty stability vznikajiciho komplexu.



Abstract

This work evaluates and compares interaction of 1-naphthylacetic acid and
I-naphthylacetamide with selected complexing agents. 1-naphthylacetic acid and
1-naphthylacetamide are used as pesticides. From the viewpoint of ecology, the possibility of
regulation of the photodecomposition of these pesticides is interesting. Such regulation could
be achieved by complexation. Cyclodextrins, known for their good capability of interaction
with wide spectrum of substances, were chosen as the complexing agents. Another chosen
complexing agent was cucurbit[7]uril that, according to literature, could be capable of even

stronger interaction than cyclodextrins.

Interactions were studied by affinity capillary zone electrophoresis. The strenght of particular
interactions was compared and the stability constants of the complexes were determined, if

possible.
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Pouzité zkratky a symboly

1-NAA — I-naftyloctova kyselina

1-NAAm — I-naftylacetamid

ai — aktivita latky i

BGE — zékladni elektrolyt (background electrolyte)
¢ —molarni koncentrace

CD - cyklodextrin

CB — cucurbituril

CBln] — cucurbit[n]uril

E — velikost intenzity elektrického pole

EMD - elektromigracni disperze

EOF - elektroosmoticky tok (electroosmotic flow)
7; — aktivitni koeficient latky i

A.G° — molarni reakéni Gibbsova energie

HVL funkce — Haarhoffova — Van der Lindeho funkce
I —iontova sila

K — rovnovazna konstanta

K' — zdéanliva rovnovazna konstanta

x —vodivost BGE

[p — délka kapilary k detektoru

l— celkova délka kapilary

mAU — absorp¢ni jednotka (miliabsorption unit)
u; — elektroforetickd mobilita latky i

Ue— efektivni elektroforetickd mobilita

Ueor — mobilita elektroosmotického toku

R — molarni plynova konstanta (R = 8,314 462 J-K'-mol ™)
Si — relative velocity slope latky 1

¢t — migracni ¢as

tgor — migracni ¢as EOF

T — termodynamicka teplota

Tris — 2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol
v —rychlost

U — elektrické napéti

x; — molarni zlomek latky 1

z; —nabojové ¢islo Castice 1



1 Teoreticky uvod

1.1 Kyselina 1-naftyloctova a 1-naftylacetamid

I-naftyloctova kyselina (1-NAA) a jeji derivat 1-naftylacetamid (1-NAAm) (Obrazek 1) se
hojn¢ vyuzivaji v oblasti agrochemie jako pesticidy a také jako regulatory rtstu rostlin
(zabranuji pred¢asnému padani nedozralych plodt) [1,2]. Oba dva pesticidy podl€haji
v roztoku fotolyze; napfiklad 1-NAA se kompletné¢ rozlozi po Ctyfech dnech vystaveni
slunecnimu zareni [2]. Z ekologického hlediska je zajimava moznost regulace rozkladu obou
latek na dennim svétle. Takova regulace muze byt zajiSténa naptiklad interakci uvedenych

pesticidll s riznymi komplexujicimi latkami [3].

O O
OH NH>

Obrazek 1: 1-naftyloctova kyselina a 1-naftylacetamid

1.2 Latky tvorici inkluzni komplexy

Jako inkluzni slouceniny (také host-guest komplexy) jsou oznacovany krystaly tvofené dvéma
¢astmi: hostitelskou (host) a hostujici (guest) molekulou. Jejich vzdjemna asociace se od

jinych komplexti 1i8i ve dvou zésadnich vécech: v geometrii a typu vazby [4].

1) Hostujici molekula je uzaviena v kavité, kterd je soucasti molekularni struktury
hostitelské molekuly.

11) Host-guest asiociace neni zajiSténa kovalentni nebo iontovou vazbou; na jeji
tvorbé se mohou podilet vodikové vazby, Van der Waalsovy interakce nebo

disperzni sily.

Vroztoku se vzdy ustanovi dynamickd rovnovdha mezi komplexem (CA), volnym
komplexaénim ¢inidlem (C) a volnou hostujici latkou (A). Ta je popsana nésledujici rovnici

(pokud komplexace probiha v poméru 1:1) [5]:

C+A=CA (1)



Pro tuto interakci je mozné vyjadrit termodynamickou rovnovaznou konstantu K:

Qca
K =
apac (2)

kde a; jsou aktivity jednotlivych slozek, definované vyrazem:

a; = XiYi

3)
xi je molarni zlomek i-t¢ slozky a y; je aktivitni koeficient i-t¢ slozky. Aktivitni koeficient

iontu je mozné urcit napiiklad z rozSiteného Debye-Hiickelova zakona:

Alzyz_|NT
lo =———F+CI
8YV+ 1+ B \/7 (4)
kde A4, B a C jsou konstanty, z; jsou ndbojova Cisla a / je iontova sila roztoku.
Zavislost rovnovazné konstanty na teploté je popsana rovnici:

_AGP
K = e RT (5)

Kde A,G° je standardni reakéni Gibbsova energie, R je molarni plynova konstanta a T'je

termodynamicka teplota.

Rovnovazna konstanta K reakce popsané rovnici (1) je konstantou stability pro dany komplex
(complex stability constant, v literatufe se téz oznacuje jako complexation constant, binding

constant, association constant, affinity constant) [6].

V praxi se misto termodynamické konstanty Casto pouZzivad zdanliva rovnovazna konstanta K,
kde jsou aktivity nahrazeny rovnovaznymi koncentracemi jednotlivych forem (oznaceny
v hranatych zavorkéach). Zdanlivd rovnovaZna konstanta je platnd pouze za podminek, pfi
kterych byla stanovena. Aktivity lze s rovnovaZnymi koncentracemi ztotoZnit v ptipadég, Ze se
aktivitni koeficienty zuc¢astnénych slozek bliZi jedné, coZ obecné plati ve velmi zfedénych

roztocich.

K =—— (6)



Cyklodextriny

Cyklodextriny (CD) jsou makromolekuly, které jsou dobie zndmé pro svou schopnost tvorit
komplexy s Sirokym spektrem jinych molekul. Poprvé byly piipraveny v roce 1891, ale
detailn€ popsany a studovany byly az po roce 1903 F. Schardingerem [7].

Jednd se o cyklické oligosacharidy, kter¢é mohou byt slozené z6-50
glukopyranézovych (glc) jednotek [8]. Nejbézn€jsi a nejpouzivanéjsi jsou ale tii zdkladni
typy, a-CD (6 glc), f-CD (7 glc) a y-CD (8 glc). VSechny glukopyranézové jednotky maji
stejnou zidlickovou konformaci a jsou propojené a-1,4 vazbou. V disledku toho maji a-, f-

a y-CD tvar komolého kuzele. Jejich strukturu ukazuje Obrazek 2.
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Obrazek 2: Strukturni vzorec a ilustrace konického tvaru — a-, 8- a y-CD. Pfevzato a upraveno z [9].

Pocet glukopyrandzovych jednotek zaroven urcuje i velikost kavity daného CD. Vnitini
povrch kavity je hydrofobni, zatimco vné&j$i povrch cyklodextrinu je spiSe hydrofilni.
Sekundérni hydroxylové skupiny sousednich uhlikil jsou propojeny vodikovymi vazbami, coz
zvysuyje stabilitu cyklodextrinli. V f-CD tvofi vodikové vazby komplexni pas po obvodu celé
molekuly, ¢imz f-CD ziskdva extrémné pevnou strukturu. Tim se také vysvétluje nejniZsi
rozpustnost f-CD ve vodé mezi cyklodextriny. Naproti tomu, v a-CD je pas nekompletni,

protoze jedna gluk6zova jednotka je oproti ostatnim pootocend. y-CD ma nejflexibilnéjsi
10



strukturu, proto je také nejlépe rozpustny ze vSech tii CD. Cyklodextriny jsou stabilni
v alkalickém prostiedi, v kyselém prostiedi podléhaji hydrolyze, nicméné za normalnich
experimentalnich podminek (pH > 3,5, teplota < 60 °C) zistavaji stabilni. Jsou rovnéz odolné
proti rozkladu na svétle, véetné UV a IR zafeni. Tabulka 1 ukazuje nckteré zakladni

charakteristiky cyklodextrini.

Tabulka 1: Prehled nékterych charakteristik a-, 8- a y-CD [7].

a-CD p-CD y-CD
pocet glc jednotek 6 7 8
molarni hmotnost M 972 1135 1297

rozpustnost ve vodé

149,2 16,3 178,9
[mM]

vnitini pramér
kavity [A]

hloubka kavity [A] 79+0,1 7,9+0,1 79=+0,1

4,7-53 60-65 7,5-8,3

PFibliZny objem 174 262 427
Kkavity [A’]

Ve vodném roztoku je hydrofobni kavita cyklodextrinu obsazena molekulami vody, coz je
energeticky nevyhodné. Proto mohou cyklodextriny snadno piijmout do své kavity jinou
molekulu, kterd je méné polarni nez voda. Komplexace vSak nezavisi jen na polarité hostujici
molekuly, je ovlivnéna také vznikem vodikovych vazeb mezi hydroxylovymi skupinami
cyklodextrinu a nabitymi funkénimi skupinami hostujicich molekul. Dal§im faktorem, ktery
prispiva ke stabilit¢ vysledného komplexu, je sterické hledisko. Pfili§ malé molekuly mohou
kavitu snadnéji opustit a naopak pfili§ velké molekuly interaguji s CD pouze ¢astecné, kavitu
obsadi jen n¢které funk¢ni skupiny nebo postranni fetézce. Stabilita komplexu také vyrazné

zavisi na teploté, jak vyplyva z rovnice (5).

Schopnost cyklodextrinti interagovat s hostujicimi latkami je mozné zlepsit také chemickou
modifikaci samotného CD. Derivatizovanim cyklodextrini se mohou rovnéz vyznamné
zménit jejich dalsi vlastnosti, jako rozpustnost, reaktivita, elektrochemické nebo spektralni

vlastnosti.

V analytické chemii 1 v primyslu maji cyklodextriny a jejich derivaty Siroké pouziti, protoze
komplexace s CD casto vyrazné ovlivituje urcité vlastnosti hostujici latky (rozpustnost,
chemickou reaktivitu, difizni koeficient, spektralni vlastnosti). Kviili svym vlastnostem jsou
CD hojné vyuzZivany pii separacich, v chromatografickych a elektrokinetickych metodach

17, 9].

11



Cucurbiturily

Cucurbiturily (CB) jsou makrocyklické slouceniny, které byvaji casto srovndvany
s cyklodextriny kvili své schopnosti vytvaret komplexy s jinymi latkami [10]. Jsou tvofeny
glykolurilovymi skupinami, které jsou navzajem propojeny dvéma methylenovymi mistky.
Na rozdil od cyklodextrinii nemaji cucurbiturily koénicky tvar, ale tvofi symetricky prstenec;
jejich tvar byva ptirovnavan k dyni, z ¢ehoz také pochazi jejich nazev (Celed’ tykvovite, lat.
cucurbitaceae). Monomerni jednotku cucurbiturilu 1 strukturni vzorce homologl ukazuji
Obrazky 3 a4. V nazvech jednotlivych homologii se pocet glykolurilovych jednotek uvadi
v hranatych zavorkéch, naptiklad cucurbit[7]uril, CB[7].

]

14
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HNVN WN\\.\
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o

Obrazek 3: Monomerni jednotka cucurbiturilu — glykoluril se dvéma methylenovymi mustky.
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CB[5] CB[6] CB[7] CB[8]

Obrazek 4: Strukturni vzorce jednotlivych homologl CB[5] — CB[8]. Pfevzato z [11].

Cucurbit[6]uril byl poprvé ptipraven v roce 1905 R. Behrendem [12], chemie CB se vSak

zacala vyrazné&ji rozvijet aZ v devadesatych letech 20. stoleti, v ndvaznosti na syntézu novych

12



homologii CB[5], CB[7], CB[8] a CB[10]*CBJ5]. Pfestoze konstanty stability komplexti s CB
jsou casto o n€kolik tadu vyssi, nez konstanty pro komplexy s CD, nebyly CB dlouhou dobu

povazovany za lukrativni molekuly.

CB jsou vseobecné Spatné rozpustné ve vodeé, CB[6] a CBJ[8] jsou prakticky nerozpustné
(rozpustnost < 0,02 mM). Rozpustnost CB se vSak dramaticky zvysSuje v koncentrovanych
roztocich kyselin. Kysliky tvorici vstup do kavity CB nesou parcialni zaporny naboj. Proto
CB, na rozdil od CD, preferuji interakci s kationickymi hostujicimi molekulami. V Tabulce 2

jsou uvedeny nekteré zékladni vlastnosti jednotlivych homologti CB.

Tabulka 2: Zakladni charakteristiky znamych homologt CB [10].

CB[5] CB[6] CB[7] CB[8] CB[10]
molarni hmotnost M 830 996 1163 1329 1661

rozpustnost ve vodé [mM | 20-30 0,018 20-30 <0,01 -

vnitini primér kavity [A] 2,4 3,9 5,4 6,9 9,0-11,0
hloubka kavity [A] 9,1 9,1 9,1 9,1 9,1
priblizny objem kavity [A’] 82 164 279 479 -

CB vytvafteji s hostujicimi molekulami komplexy v poméru 1: 1 nebo 1:2 (CB : hostujici
latka). U nekterych CB byla také pozorovana schopnost tvofit v roztoku agregaty (dimery,
trimery) [13].

Cucurbiturily jsou dnes vyuZivany v chemické katalyze, v oblasti nanostruktur
a molekularnich strojii a také v biochemii, ke komplexaci DNA [10]. Jina literatura doklada

1 jejich pouziti jako selektory v kapilarni elektroforéze [14] (viz dale).

1.3 Kapilarni zonova elektroforéza

Interakce obou pesticidi s komplexujicimi latkami byla studovdna pomoci kapilarni zénové
elektroforézy (CZE), coz je separacni metoda zaloZzend na rozdilné pohyblivosti nabitych
Castic ve vnéjSim elektrickém poli. Kapilarni elektroforéza je v soucasnosti jednou
z nejucinngjSich a nejcitlivéjSich analytickych separa¢nich metod. Podrobny piehled

o zédkladnich pojmech a principech kapilarni elektroforézy podava literatura [15].

Ve vnéjsim elektrickém poli se nabité castice pohybuji rychlosti v, ktera je tim vétsi, ¢im veétsi

je intenzita tohoto pole E. Mezi aktuélni intenzitou elektrického pole a rychlosti nabité ¢astice

13



se zavadi konstanta umérnosti — elektroforeticka pohyblivost (mobilita) Castice u.
v=u-FE (7)

Dé se ukazat [15], Ze pohyblivost iontu je pfimo umérna jeho ndboji a neptimo imérné jeho
velikosti a viskozité roztoku. Pohyblivost iontll v roztoku o nekone¢ném ziedéni se nazyva
limitni pohyblivost ujim a pro teplotu 25 °C jsou limitni pohyblivosti ionta tabelovany jako

fyzikéalné chemické konstanty.

U iontl slabych elektrolytti je pohyblivost navic zavisla na stupni disociace, tedy na pH.
Pohyblivost iontu pii daném pH, iontové sile roztoku a teplot¢ se nazyva efektivni

pohyblivost pegr.

Elektroosmoticky tok

Vyznamnym jevem v CZE je elektroosmoticky tok (electroosmotic flow, EOF). Vznika
v disledku plisobeni vn¢jSiho stejnosmérného elektrického pole na elektrickou dvojvrtsvu na
rozhrani pevné a kapalné faze u vnitini stény kapilary. V ptipadé kiemenné kapildry tvofi
vnitini povrch kapilary silanolové skupiny, které vzniknou hydrolyzou siloxanovych skupin.
V roztoku dojde k jejich disociaci a na sténé zlstanou zaporné nabité silanolové anionty,
zatimco pobliz stény vznikd pfebytek volnych kationtl. Pfi aplikaci vnéjSiho napéti se tato
vrstva s prebytkem kationtll zacne pohybovat smérem ke katodé. Diky wvnitfnimu tfeni
v kapaling se uvede do pohybu i veSkery roztok pfitomny v kapilate. EOF ma v celé kapilate
stejnou rychlost, coZ znamend, Ze nepfispiva k separaci iontli, ale ovliviiuje vyslednou
migracni rychlost pfitomnych latek a tim i dobu a ucinnost separace. DuleZitou vlastnosti
EOF je jeho témét pravouhly rychlostni profil, na rozdil od parabolického profilu
hydrodynamického toku. EOF tim padem vyznamné nepfispiva k celkové disperzi (rozmyti)

z6n analytu.

Pohyblivost EOF upor se definuje jako rychlost EOF vztazena na jednotkovou intenzitu
elektrického pole. Pohyblivost analytu, kterou pozorujeme v kapilafe, (zjevna, aparentni) ftapp

je dana jako soucet efektivni mobility analytu a mobility EOF.

.uapp = Heff + HEOF (8)

Experimentalni usporadani

Separace v CZE se provadi v zakladnim elektrolytu (background electrolyte, BGE). Vzorek

obsahujici jeden nebo vice analyti je nadavkovan jako Uzk4a zona na zacatek kapilary
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(obvykle tlakem, tedy hydrodynamicky). Poté se na konce kapilary vlozi vysoké napéti, které
uvnitt kapilary vytvaii elektrické pole, povazované za homogenni. V disledku rozdilnych
mobilit jednotlivych iontl dojde k separaci vSech pfitomnych analytii. Neutrdlni latka se
nepohybuje skrz roztok a mize byt vyuzita ke stanoveni rychlosti EOF (EOF marker). Pohyb
jednotlivych zén v kapilaie je zaznamenavan detektorem, ktery je umistén u vystupniho konce
kapilary (nejcastéji fotometricky, nebo vodivostni detektor). Vystupem z detektoru je
elektroforeogram, zdznam odezvy detektoru na Case v pribéhu experimentu.
Z elektroforeogramu je mozné piimo odecist migracni ¢asy analytii i EOF markeru. Efektivni

mobility a mobilitu EOF lze poté stanovit z nasledujicich vztaht:

lrlp
Meff = — 77~ MEoOF )
_Irlp
UgoF = trorU (10)

kde /1 je celkova délka kapilary, /p je délka k detektoru, U je vloZené napéti, ¢ je migracni Cas

analytu, fgor je migracni ¢as EOF markeru.

Coating kapilary

EOF je mozZné regulovat upravou vnitiniho povrchu kapilary (coating). Kovalentni coating je
zalozen na kovalentnim navazani Zadoucich skupin na vnitini sténu kapilary, a je tedy
nevratny. Nekovalentni staticky coating vyuziva nekovalentni adsorpce vybrané latky,
nejcastéji polymeru, na stény kapilary. V obou piipadech se vyrazné¢ zméni vlastnosti
vnitiniho povrchu kapilary. Vyhodou téchto metod je, Ze po dobu vlastniho experimentu
nejsou v kapilafe pfitomny dal$i volné molekuly kromé molekul BGE a analytu. Jinou
moznosti je dynamicky coating, pfi kterém dochazi k ptidani povrchové aktivni latky pfimo
do roztoku, kterym je kapilara naplnéna béhem elektroforetického experimentu. VSechny tti
zpiisoby umoziuji snizit nebo zvysit rychlost EOF, umoZznit EOF nezavisly na pH nebo tplné

obratit smér EOF (vzniké anionicky EOF) [16].
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Disperze zon v CZE

Disperze (rozmyvani) zpiisobuje rozSifovani zén analyti a deformaci jejich pikl. Disperzi

muze zpusobovat nékolik jeva [17]:

a) Difuze

b) Elektromigracni disperze (EMD)

c) Interakce analytu se sténami kapilary

d) Teplotni efekty (generovani Jouleova tepla)

e) Vliv neidealniho tvaru kapilary (zatoCeni)

f) Vychylky toku v kapilare (nepravidelny EOF, vznik laminarniho proudéni)

g) Mimokolonové vlivy

V ptipad¢ ze je dominantnim disperznim jevem difiize, maji piky symetricky Gaussovsky tvar

a jsou dobfe vyhodnotitelné. [ 18]

Teplotni efekty je mozné minimalizovat, pokud kapilarou neprochézi ptili§ vysoky proud a je

pouzito aktivni chlazeni.

Mezi disperzni jevy, které¢ v nékterych ptipadech neni mozné eliminovat a které¢ komplikuji
spravné urceni polohy piku na elektroforeogramu (a tedy spravného migrac¢niho €asu), patii

EMD a interakce analytu s povrchem kapilary.

EMD zptisobuje charakteristickou trojuhelnikovou deformaci piku analytu. Veli¢ina, ktera
popisuje elektromigracni disperzi i-té slozky je definovana jako relative velocity slope, S;:

g = K (dvi)
L V; dxi (11)

x;—0

kde x je vodivost BGE, v; je migra¢ni rychlost analytu a x; je jeho molarni zlomek.

Pro silné elektrolyty se druhy ¢len ve vyrazu (11) blizi jedné a S; je ur€ena pouze pomérem
vodivosti BGE a migraéni rychlosti analytu. V pfipadé slabych elektrolytl ptispiva k EMD
také disociace analytu. V takovém piipadé muze existovat systém, kde je EMD minimalni,
ptestoze davkovany analyt vyrazné¢ méni vodivost BGE. Naopak je mozny i systém, kde je
EMD velkd i pfi minimdlnim koncentraci analytu. EMD miize byt navic v nékterych

piipadech ovlivnéna i dalSimi jevy, naptiklad komplexaci [19, 20].

Pokud S; > 0, vytvaii se chvostujici (tailing) pik, v pfipad¢ S; < 0, se jedna o frontujici

(fronting) pik (Obrazek 5).
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frontujici pik chvostujici pik

Obrazek 5: Elektromigracni disperze — frontujici a chvostujici pik.

V piipadé frontujiciho nebo chvostujicitho piku neni mozné odecCist migracni Cas pifimo
z elektroforeogramu, protoze c¢as maxima deformované¢ho piku neodpovida realnému
migraénimu ¢asu. Ten je mozné urcit pouzitim Haarhoff — Van der Lindeovy funkce (HVL
funkce), kterou lze interpolovat piky deformované elektromigracni disperzi. HVL funkce je
superpozici pivodniho Gaussova piku (bez EMD) a nelinedrni slozky (vlivu EMD) a
poskytuje tak parametry, jaké bychom obdrzely v pfipadé Gaussovského piku bez vlivu

elektromigracni disperze. Funkce je dana nasledujicim vztahem [21]:
oaz [ t - a1 ]
a,as V 2 a,

f(t) =
© 1 +1[1+erf<t_—al>
o) o

(12)

kde ao je plocha piku, a; je stfed piku Gaussovské slozky, a, je smérodatnd odchylka
Gaussovské slozky a as je mira nelinearity piku, ¢ je ¢as a jednotky parametrli a odpovidaji

jednotkdm ¢. Parametr a; potom udavéa hledany migra¢ni ¢as analytu odpovidajici rovnicim

9 a (7).

1.4 Stanoveni konstant stability kapilarni zonovou elektroforézou

Vramci CZE existuyje mnoho metod, které umoznuji kvantifikovat interakci analytu
s komplexa¢nim ¢inidlem. VZdy jsou zaloZeny na provedeni série experimentl, pii niZ se

meéni koncentrace komplexac¢niho Cinidla pii konstantni koncentraci analytu (¢i naopak).
Tyto metody je mozné rozdélit do tii zakladnich skupin, podle kinetiky komplexace [22]:

1) Rychld dynamicka rovnovéha: ustaveni rovnovahy je mnohem rychlej§i nez migrace
analytu.
1) Pomald rovnovaha: doba ustanoveni rovnovahy je vyrazné vétSi nez migracni Cas (lze

piimo separovat volnou a komplexovanou formu).
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1i1) Mezni rovnovaha: relaxacni Cas je srovnatelny s migraénim casem.

O vsech typech rovnovahy a pouzitych metodach lze najit podrobné informace v literatute
[22, 23, 24]. V separac¢nich metodach je Casto vyuzivana rychld rovnovaha, jejiz rovnovaznou
konstantu je mozné stanovit napiiklad nékterou z nasledujicich metod: afinitni kapilarni

elektroforéza (ACE), Hummel-Dreyerova metoda (HDM), frontalni analyza (FA).

Metoda ACE

Pro systém s rychlou rovnovéahou je ¢asto pouzivana metoda ACE. Je zalozena na principu
méieni zmény elektoforetické mobility analytu v zavislosti na meénici se koncentraci

komplexujici latky v BGE.

Za ptedpokladu, ze analyt komplexuje se selektorem v poméru 1 : 1 podle rovnice (1), a ze
zména jeho mobility je zptisobena pouze komplexaci se selektorem, je mozné naméfenou
efektivni mobilitu analytu u.s vyjadiit jako vazeny primér mobility volného analytu ua

a mobility komplexu pac [25]:
Haeff = XaMa + XacHac (13)
kde x4 a xac jsou molarni zlomky volného analytu a komplexu.

Rovnici (13) je mozné pfepsat pomoci rovnovaznych koncentraci za¢astnénych latek ([A] je

rovnovazna koncentrace volného analytu, [AC] je rovnovazna koncentrace komplexu):

_[A] N [AC]
.uA,eff - [A] + [AC] Ua [A] + [AC] HUac

(14)

Vyraz pro zdanlivou konstantu stability (6) mlzZe byt po vyuZiti rovnice (14) upraven na

vztah:
AC -
K,[C] — [ ] — Ua :uA,eff (15)
[Al  Maerr — Mac
kde [C] je rovnovazna koncentrace volného selektoru.
Z vyrazu (15) miZzeme vyjadfit vztah pro efektivni mobilitu analytu:
ta — pacK'[C]
= 16
Haerr = "1 1 K'[C] (16)

Tento vztah (16) je jiz mozné pouzit jako regresni funkci pro vyhodnoceni experimentalnich
dat nelinearni regresni analyzou. Za ptedpokladu, Zze je koncentrace selektoru vyrazné vyssi
nez koncentrace analytu, je mozné ztotoZnit rovnovaznou koncentraci volného selektoru [C]
s jeho analytickou koncentraci c.. Tento predpoklad je splnén v pfipad¢ interpolace pikt
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HVL funkci, ktera poskytuje parametry Gaussovského piku pti nekone¢né nizké koncentraci

analytu.

Obecné je tento typ rovnice (16) popsan jako rektanguldrni hyperbola a pouziva se ke
stanoveni veli¢in souvisejicich s chemickou rovnovahou nejen v CZE. Ackoli Ize uvedenou
rovnici vhodnym zplsobem pievést na linearni regresi, Bowser a Chen [26] ukazali, ze
vyhodnoceni dat popsanych rektangularni hyperbolou nelinedrni regresi poskytuje piesnéjsi

vysledky, nez vyhodnoceni n¢kterou z metod linearizace.

Nepresnosti ve stanoveni konstant stability metodou ACE

Pii stanovovani konstant stability CZE je potfeba vzit v tivahu, Ze vysledna hodnota konstanty
je korektni pouze v pfipadé, Ze zména mobility analytu je ovlivnéna pouze komplexaci.
V ptipadé, ze na zménu mobility maji vliv i dal$i jevy v kapilafe, je potfeba namétfena data

pfed vyhodnocenim korigovat.
Zménu mobility analytu mize zplsobovat:

a) Zmeéna teploty v kapilare.
b) Menici se iontova sila (/) BGE pro rizné koncentrace komplexa¢niho ¢inidla.

¢) Meénici se viskozita BGE.

Zménu teploty je mozné rtiznymi zpisoby eliminovat, jak bylo uvedeno v oddilu Disperze
zon v CZE. K jejimu zvyseni vSak vZdy dojde a pro stanoveni konstanty stability je nutné znat

teplotu uvnitf kapilary. Toho je mozné dosdhnout méfenim vodivosti [6].

Pfiddnim rozmérnych molekul komplexac¢niho ¢inidla do BGE miZze dojit ke zméné
viskozity. Viskozita BGE ma vliv na efektivni mobilitu analytu a proto je vhodné v takovém

piipad¢ pouzit viskozitni korekci, ktera je popsédna v literatute [6].

Iontova sila ovlivitiuje efektivni mobilitu analytu i hodnotu konstanty stability. Pokud je
zména I pro zvySujici se koncentrace komplexacniho ¢inidla minimalni, je mozné jeji vliv
zanedbat (systém s nenabitym selektorem). V opaéném piipad¢ je nutné provadét experimenty

v BGE s konstantni iontovou silou (méni se slozeni pufru) nebo pouzit patiicné korekce [6].

1.5 Pouziti komplexacnich ¢inidel v CZE

ZlepSeni selektivity pii separaci v CZE miiZze byt dosazeno pfiddnim riznych aditiv do BGE.
Primarné pro separaci neutrdlnich latek byla vyvinuta metoda elektrokinetické
chromatografie, k separaci chiralnich latek je mozné vyuzit naptiklad cyklodextriny, nebo jiné

chiralni selektory [27].
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Z diavodu castého vyuziti komplexujicich latek v CZE pfi separacich je v této praci pro
oznaceni komplexujici latky pfidané do BGE pouzivano slovo selektor, piestoze cilem

metody ACE neni dosazeni selektivity.

Cyklodextriny v CZE

Cyklodextriny patii mezi nejcastéji vyuzivané komplexujici molekuly v CZE. Jsou pouzivany

k separaci strukturnich izomert, enantiomerti nebo strukturné podobnych latek [28].

Vyuzivaji se jak nativni, tak i substituované cyklodextriny, z nichz nékteré mohou byt
v roztoku nabité. Neutrdlni CD je mozné vyuzit pro separace nabitych analytl, které maji
v roztoku vlastni elektroforetickou mobilitu. Neutralni analyty takto separovat nelze, k jejich

separaci je vS§ak mozné pouzit nabité derivaty cyklodextrint [9].

Cucurbiturily v CZE.

Pouziti cucurbituril v CZE neni obvyklé, pfesto existuje nc¢kolik publikaci které se timto
tématem zabyvaji [14, 29, 30]. Vrozmezi pH 2,5-7,5 je cucurbituril v roztoku
protonizovany a tudiz kladné nabity, coz vede k jeho adsorbci na stény kapilary a nasledné ke
vzniku reverzniho EOF (anionicky EOF). CB maji pomérné pevnou strukturu, coz vede
k vysoké selektivité pfi komplexaci. Vysoky naboj CB také zplisobuje velky rozdil mezi

mobilitou volného analytu a mobilitou komplexu analytu s CB.

CBJ7] je vhodny k pouziti pti separacich v CZE, protoze je alespon mirné rozpustny ve vode
(20 — 30 mM). Velikost jeho kavity je srovnatelna s kavitou f-CD (viz Tabulky 1 a 2). CB[7]

je potencialné perspektivni molekula pro separace neutralnich analytl v CZE.
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2 Cile prace

Cilem této prace je posoudit interakci 1-naftyloctové kyseliny a 1-naftylacetamidu
s vybranymi komplexacnimi ¢inidly metodou afinitni kapilarni zonové elektroforézy. Jako
komplexujici latky byly zvoleny cyklodextriny, které jsou znamy svou schopnosti interagovat
se Sirokym spektrem analytd. Dale byl zvolen cucurbit[7]uril (nejlépe rozpustny CB), ktery by
na zéklad¢ literatury [13] mohl vykazovat silngjsi interakci nez bézné pouzivané

cyklodextriny.
Cile této prace lze rozdélit do nékolika bodu:

1) Porovnat silu interakce 1-naftyloctové kyseliny s nativnimi cyklodextriny
(a-, p- a y-CD).

2) Zjistit silu interakce 1-naftyloctové kyseliny a 1-naftylacetamidu s (kladn€ nabitym)
cucurbit[ 7]urilem.

3) Zvolit vhodny kladné nabity CD s velikosti kavity odpovidajici nejlépe interagujicimu
nativnimu CD. Zjistit silu interakce tohoto selektoru s obéma analyty.

4) V ramci bodl 1) — 3) stanovit metodou ACE numerickou hodnotu zdanlivé konstanty
stability komplexu analytu se selektorem (pokud je to pro dany systém mozné).

5) Vzijemné¢ srovnat silu interakce vSech selektord s kyselinou I-naftyloctovou

a porovnat silu interakce nabitych selektorli s 1-naftylacetamidem.
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Pouzité chemikalie

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (tris): Sigma Aldrich, Ceska republika, > 99,9 %
N-[Tris(hydroxymethyl)methyl]glycin (tricin): Sigma Aldrich, Ceska republika, > 99,5 %
Cucurbit[7]uril hydrat (CB[7]): Stream chemicals, USA, > 99 %

a-cyklodextrin (a-CD): Sigma Aldrich, Ceska republika, > 98,0 %

B-cyklodextrin (B-CD): Sigma Aldrich, Ceska republika, > 98,0 %

y-cyklodextrin (y-CD): Sigma Aldrich, Ceska republika, > 99 %

6-monodeoxy-6-monoamino-f-cyklodextrin hydrochlorid (MA-B-CD): Cyclolab, Hungary,

analyticka Cistota

Kyselina 1-naftyloctova (5,37 mM vodny roztok): Sigma Aldrich, Ceska republika
1-naftylacetamid: Sigma Aldrich, Ceska republika, 99,0 %

Dimethylsulfoxid (DMSO): Sigma Aldrich, Ceské republika, > 99,0 %

Dextran sulfat, sodné stl (DS): Sigma Aldrich, Ceska republika, analyticka &istota
Hexadimethrin bromid (Polybrene, PB): Sigma Aldrich, Ceska republika, > 94 %
Methanol: Sigma Aldrich, Ceska republika, 99,9 %

Hydroxid sodny (1 M a 0,1 M vodny roztok): Agilent Technologies, Germany

Vsechny roztoky byly pfipravovany z deionizované vody ¢isténé systémem Ultrapur
a Rowapur (Watrex, San Francisco, USA), deionizovana voda byla pouZivana také na

proplachovani kapilary.

3.2 Instrumentace

Experimenty byly provadény na piistroji **CE pro kapilarni elektroforézu (Agilent
Technologies, Némecko) s vestavénym UV/VIS spektrofotometrickym detektorem
s diodovym polem. K ovladéani aparatury a sbéru dat byl pouzit program ChemStation

(Agilent Technologies).
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Parametry experimentii

Aplikované vng&jsi napéti: 15 kV

Dévkovani vzorku: hydrodynamicky, 20 mbar po dobu 10 s
Detekce pfi vinové délce: 220 nm

Teplota: 25 °C

Parametry kapilar

Vyrobce: Polymicro technologies, USA
Vnitini pramér: 50 pm

Vnéjsi primér: 375 pm

Kapilara 1:

Délka kapilary: 54,0 cm

Vzdalenost k detektoru: 45,5 cm

Kapilara 2:
Délka kapilary: 53,8 cm

Vzdalenost k detektoru: 45.3 cm

Nova kapilara byla vZzdy promyta 10 minut vodou, 5 minut 1M roztokem hydroxidu sodného

a znovu 5 minut vodou.

Cast méfeni (viz Tabulka 3) byla provadéna v kapilafe s nekovalentné modifikovanym
vnitinim povrchem. Pokrytim se dosahlo rychlého anionického EOF (opa¢ného ve srovnéani

s nemodifikovanou kapilarou).

Postup pro nekovalentni modifikaci vnitiniho povrchu kapilary byl nasledujici [31]: kapilara
se 50 minut promyvala 1M roztokem hydroxidu sodného, poté 20 minut vodou, nasledné

30 minut 5% roztokem polybrenu a dalSich 30 minut 3% roztokem dextran sulfatu. DalSich
30 minut se kapildra promyvala polybrenem. Poté se roztok s polybrenem nasadil na oba
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konce kapilary a na dobu 10 minut se aplikovalo napéti 5 kV. Potom se kapildra 10 minut

proplachovala vodou.

Vzdy pted zacatkem méteni byla kapilara proplachnuta tfi minuty vodou a poté bud’ pét minut
0,1M roztokem hydroxidu sodného (nemodifikovany povrch) nebo 5% roztokem polybrenu

(modifikovany povrch). Poté byla kapilara proplachnuta pét minut vodou.

Po skonceni méteni byla kapilara vzdy proplachnuta alespon pét minut vodou a mezi

jednotlivymi méfenimi byla uchovavéana naplnéna vodou.
V piipadé méteni v modifikované kapilaie (viz Tabulka 3) se pied kazdym jednotlivym
experimentem kapilara promyvala minimalné 3 minuty 5% roztokem polybrenu a nasledné

minimalné 6 minut zdkladnim elektrolytem.
V piipad¢ méteni v nemodifikované kapilare (viz Tabulka 3) se pied kazdym experimentem

kapiléra promyvala minimalné 6 minut zdkladnim elektrolytem.

Detekce

U vsech méteni byla pouzita pfimé detekce. Oba pouzité analyty dobie absorbuji pti vinové
délce 220 nm, zaroven pii této vinové délce absorbuje také EOF marker (DMSO). VSechny

piky byly proto vyhodnocovény z elektoforeogramu pro tuto vinovou délku.

3.3 Zakladni elektrolyt

Vsechny zakladni elektrolyty byly pfipravovany z tris-tricinového pufru (50 mM tris, 50 mM
tricin, pH = 8,23). Navazka ptislusného selektoru pro nejvyssi pouzitou koncentraci se vzdy

rozpustila v pufru a niz§i koncentrace se poté ptipravovaly fedénim timto pufrem.

Rozsah pouzitych koncentraci jednotlivych selektort v zdkladnich elektrolytech je uveden

v Tabulce 3.

Tabulka 3: Rozsah pouzitych koncentraci jednotlivych selektorli v BGE, kapilara a Uprava jejiho povrchu pouzita
pro méfeni s timto selektorem.

selektor rozsah koncentraci [ mM] Kkapilara uprava povrchu

a-CD 5-50 kapilara 1 nemodifikovany povrch

p-CD 5-25 kapilara 1 nemodifikovany povrch

y-CD 5-50 kapilara 1 nemodifikovany povrch
MA-4-CD 0,5-40 kapilara 1 modifikovany povrch (viz. text)
CBI[7] 2-16 kapiléra 2 nemodifikovany povrch
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Zakladni elektrolyty byly pted pouzitim filtrovany pies laboratorni filtry o primeéru péra
0,45 pum (Sartorius, Némecko) nebo 0,2 um (Sigma Aldrich, Ceska republika).

3.4 Vzorky

Kazdy vzorek obsahoval vzdy

1) 12 —24 ul 5,37mM zasobniho roztoku kyseliny 1-naftyloctové ve vodé (1. analyt),
nebo
20 — 60 pl 20mM zasobniho roztoku 1-naftylacetamidu v methanolu (2. analyt)

2) 45-90 pul 1% zasobniho roztoku DMSO ve vodé (EOF marker)

3) tris-tricinovy pufr (doplnéno do 600 pl).

3.5 Vyhodnocovani dat

Data byla zpracovana v programu Origin 8.1. Piky, které byly deformovany elektromigra¢ni
disperzi a nemély Gaussovsky tvar, byly pfi vyhodnocovani prokladany Haarhoffovou — Van
der Lindeho funkci (12). Tak bylo mozné eliminovat vliv elektromigra¢ni disperze

a dosdhnout ptesnéj$iho urceni polohy piku.

K dalS$imu zpracovani dat byl pouZit program Microsoft Office Excel 2007. Z polohy pikt byl
vzdy urcen migracni ¢as analytu a z néj byla spocitana efektivni mobilita. Pro kazdou
koncentraci selektoru byla takto vyhodnocena alesponi tfi méteni. Hodnoty efektivnich mobilit

byly zprimérovany a ve vysledcich je vzdy uvddéna vysledna primérna hodnota.
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4 Vysledky a diskuze

Ke stanoveni interakce analytl se selektory byla pouzita metoda ACE, pii které bylo
zjistovano, zda mobilita analytu vykazuje zavislost na zvysujici se koncentraci selektoru
v zakladnim elektrolytu. Pokud to bylo mozné, byla stanovena numericka hodnota interakéni

konstanty.

Bylo zvoleno takové pH zékladniho elektrolytu (pH = 8,2), aby byla 1-naftyloctova kyselina
(pK, =4,23, [32]) v roztoku pIné disociovana. Z tohoto diivodu bylo mozné sledovat interakci
kyseliny se vSemi zvolenymi selektory, protoze ve vzorku byla vzdy nabitd a méla tudiz

nenulovou mobilitu.

Oproti tomu disociace 1-naftylacetamidu (pKa = 16,10, [33]) je pfi zvoleném pH
zanedbatelna a jeho mobilita v roztoku je nulova. Proto bylo mozné sledovat pouze interakce

amidu s nabitymi selektory, tedy s CB[7] a s MA-B-CD.
Efektivni mobilita volné kyseliny 1-naftyloctové byla stanovena kapilarni zénovou

elektroforézou v tris-tricinovém pufru, tedy v systému bez jakéhokoliv selektoru.

4.1 Systémy s nativnimi CD

Nejvyssi pouzita koncentrace a- a y-CD byla 50 mM. V ptipadé¢ f-CD byla nejvyssi pouzita
koncentrace jen 25 mM, protoZze pii vysSich koncentracich jiz neni f-CD v pufru rozpustny.
Hodnoty efektivnich mobilit ziskané z méteni se vSemi piipravenymi koncentracemi CD jsou

uvedeny v Tabulce 4.
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Tabulka 4: Vysledné hodnoty primérné efektivni mobility 1-NAA v BGE o rGznych koncentracich CD.

a-CD p-CD y-CD
anal anal anal
¢ (CD) [mM] (1 (/;-9( sz}jZ'l] [ 16‘-9( sz}'l}Z'l] [ 1('[;-9( mzv}fg-l]

5 22,5 20,4 21,0
-19,0

10 -21,9 -18,2 -19,3
12 -17,5

15 -20,9 -16,6 -18,0
18 -15,9

20 -20,1 -15,4 -16,6
22 -14,9

25 -19,4 14,4 -15,6

30 -18,4 -14,8

35 -14,1

40 -17,6 -13,5

45 -12,8

50 -16,5 -12,1

Z elektroforeogramil (Obrazek 6) i z tabulky je patrné, Ze efektivni mobility analytu se snizuji
se zvySujici se koncentraci selektoru. To je oekavany trend, protoze pfi interakci dojde ke
vzniku komplexu, ktery zpomali efektivni mobilitu analytu (13). Proto je mozné usuzovat, ze

I-naftyloctova kyselina se selektory interaguje a tvoii komplex.

30 -
. — 5 mM #CD
25 4 — 10 mM g-CD
] 15 mM gCD anayt
15 4
EOF marker

A AU

-3 T T T T !

0 2 4

t -t

 ~ L [Min]

Obrazek 6: Elektroforeogramy pro méreni s 1-naftyloctovou kyselinou pro rizné koncentrace 8-CD v BGE. Graf
byl upraven tak, aby feor odpovidal nule.
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Ziskané experimentalni body zavislosti efektivni mobility analytu na koncentraci selektoru
byly pro kazdy selektor zvlast' interpolovany podle vztahu (16), ktery je mozné upravit
dosazenam analytické koncentrace selektoru za rovnovaznou koncentraci volného selektoru
cep:

o — HxK'cep

17
1 +K,CCD ( )

UNAAeff =

Parametry této funkce jsou mobilita komplexu (ux), efektivni mobilita volné 1-naftyloctové

kyseliny (u9) a zdanliva konstanta stability komplexu K.

Pti interpolaci experimentalnich hodnot touto funkci byl parametr x fixovan na hodnotu
-23,3-10° m*V's™ (nam&fena hodnota efektivni mobility volné 1-naftyloctové kyseliny).
Ziskané kiivky pro f-CD a y-CD jsou na Obrazcich 8 a 9. Stanovené hodnoty K’ jsou uvedeny
v Tabulce 7 (kapitola 5.4).

Pro a-CD se interpolacni kiivka bliZi linedrni zévislosti, coz lze vysvétlit tim, Ze je konstanta
K'tak mald, Ze je mozné ¢len K"-ccp ve jmenovateli vztahu (17) zanedbat vici jedné. Proto
nebylo mozné stanovit smysluplnou hodnotu K’ (chyba u interpolaci ur¢ené hodnoty je 50 %).
Konstanta pro a-CD tedy neni uvedena ve vysledcich. Je mozZné fici, Ze interakce 1-NAA

s a-CD je slaba.
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Obrazek 7: Graf zavislosti efektivni mobility 1-NAA na koncentraci a-CD v BGE.

28



-14
18 4
"_u:u -18
E i
‘“-G -20 -
= |
.\_‘ﬂ.l
o
22
24

=)
o
-
=
tn
[
=)
3
o

G, [MM]

Obrazek 8: Graf zavislosti efektivni mobility 1-NAA na koncentraci 8-CD v BGE, experimentalni body prolozeny
funkci (17).
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Obrazek 9: Graf zavislosti efektivni mobility 1-NAA na koncentraci y-CD v BGE, experimentalni body prolozeny
funkci (17).



4.2 Systém s 6-monodeoxy-6-monoamino-p-CD

V ptipadé¢ MA-B-CD bylo mozné sledovat jeho interakci jak s 1-NAA tak s 1-NAAm, protoze
tento selektor je v roztoku kladné nabity.

V nepokryté kapilaie se selektor adsorboval na stény, v disledku ¢ehoz EOF ménil smér, ale
byl piili§ pomaly (nebylo mozné ziskat signal EOF markeru do 50-ti minut). Proto byl
modifikovan povrch kapilary (viz Experimentalni ¢ast), ¢imz bylo dosazeno rychlého

stabilniho anionického EOF.

Ziskané hodnoty efektivnich mobilit obou analytli jsou uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 5: Vysledné hodnoty pramérné efektivni mobility 1-NAA a 1-NAAm v zavislosti na rlznych
koncentracich MA-B-CD.

¢ (MA--CD)  u(1-NAA)  u (1-NAAm)

[mM] [10° m*V's'] [10° m*V's™]
1 21,0 -
3 -19,1 0,8
5 -17,6 1,1
7 -16,2 1,4

8,5 -15,4 1,5
10 -14,7 1,7
15 -12,6 2,1
20 -11,1 2.4
25 9,9 2,7
30 -9,2 2,8
35 -8,3 3,0
40 7,5 3,1

* Pro tuto koncentraci MA-B-CD se piky analytu a EOF markeru piekryvaji (efektivni mobilita analytu se
blizi nule).

Interakce s MA-£-CD ma na mobilitu 1-NAA podobny vliv jako interakce s nenabitymi CD —
kladn€ nabity MA-S-CD tvoii s kyselinou komplex, jehoz mobilita je vyrazné nizsi a vysledna
efektivni mobilita 1-NAA v BGE obsahujicim MA-4-CD je tedy v absolutni hodnot€ niZsi,
nez mobilita 1-NAA v BGE bez selektoru. Absolutni hodnota efektivni mobility 1-NAA se

tedy s rostouci koncentraci MA-S-CD snizuje.

Oproti tomu efektivni mobilita I-NAAm se se zvySujici koncentraci MA-f-CD zvySuje,

protoze volny neutralni amid ma mobilitu nulovou.

Ziskané experimentalni body zavislosti efektivni mobility analytl na koncentraci selektoru
byly opét prolozeny funkci (17). Pii interpolaci experimentalnich hodnot touto funkci byl
(stejne jako v pripad¢ interakce s neutralnimi CD) parametr u kyseliny 1-naftyloctové

fixovan na hodnotu -23,3-10° m*V"'s™ (naméfend hodnota mobility volné kyseliny)
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a 119 1-naftylacetamidu na hodnotu 0 m*V-'s™.

Prolozené kiivky pro oba analyty ukazuji Tabulky 10 a 11. Ziskané hodnoty K’ jsou uvedeny
v Tabulce 7 (kapitola 5.4). Tyto hodnoty jsou pouze orientacni, protozZe nebyla provedena
korekce na iontovou silu, kterd se méni se zvysujici se koncentraci nabitého selektoru v BGE.
Nekonstantni iontova sila ma vliv na zménu efektivni mobility i na vyslednou hodnotu
konstanty stability, protoze se méni aktivitni koeficienty iontii. Hodnoty K stanovené v této
praci by v dusledku absence korekce na iontovou silu mély byt vyssi, nez zdanlivé

rovnovazné konstanty korigované patficnymi vztahy podle [6].
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Obrazek 10: Graf zavislosti efektivni mobility 1-NAA na koncentraci MA--CD v BGE, experimentalni body
prolozeny funkci (17).

31



w, (107 mV's"]
|

0.0 4

o [MM]

G
MA-5C

Obrazek 11: Graf zavislosti efektivni mobility 1-NAAm na koncentraci MA-3-CD v BGE, experimentalni body
prolozeny funkci (17).

4.3 Systém s cucurbit[7]urilem

Na zaklad¢ literatury [14] jsme piedpokladali, ze 1 pti pH = 8,2 bude cucurbit[ 7]uril kladné
nabity a bude interagovat s povrchem kapilary, coz bude mit za nasledek vznik anionického
EOF (podobné¢ jako v kapilafe s modifikovanym povrchem). Na zadklad¢ podobnosti s kladné
nabitym MA-B-CD byla pro méfeni nejprve pouZita modifikovana kapilara. Cilem bylo ziskat
stabilni reverzni EOF a pfedevs§im zabranit interakci kladn€ nabitého cucurbiturilu se sténou
kapilary, coz by zptisobovalo chvostovani pikt, které neni mozné nijak korigovat. Pti
interakci selektoru se sténou kapilary by navic dochézelo k jeho ubytku v BGE a to by

ovlivilovalo komplexaci.

I pfesto, ze povrch modifikované kapilary byl kladné nabity, dochéazelo k interakci CB[7] se
sténou kapilary (bylo pozorovano chvostovani pikti) a pro vyssi koncentrace CB[7] byly piky
pfili§ deformované a nebylo mozZné spravné urcit migracni ¢as analytu.

Experimenty byly proto zopakovany v nemodifikované kapilate, kde ptitomnost CB[7]
plsobila jako dynamicky modifikator EOF, takZe se ustanovil vyhovujici rychly anionicky

EOF. Vyhodnotitelnost elektroforeogramt byla pti tomto uspotadéani lepsi, chvostovani pikt

v diisledku interakce se sténou bylo mensi nez v ptipadé modifikované kapilary. Ubytek
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koncentrace selektoru v BGE bylo nutné akceptovat, protoze z méteni v modifikované
kapilafe nebylo mozné ziskat pozadovana data. VSechny prezentované vysledky byly ziskany

z méfeni v nemodifikované kapilare.

CBJ7] byl pfipraven v maximalni koncentraci 16 mM, vyssi koncentrace nebylo mozné
dosahnout kvili nizké rozpustnosti CB[7] v pufru. Pii méteni s 1-NAAm dochazelo k takové
deformaci pikt analytu, Ze je nebylo mozné vyhodnotit a ziskat relevantni migracni Cas
1-NAAm (Obrazek 12). Proto nemohla byt interakce amidu s CB[7] v ramci této prace

prostudovana.

f [min]

Obrazek 12: Elektroforeogram méreni s amidem v BGE s 2mM CBJ[7] — pik deformovany interakci CB[7] se
sténou kapilary.

Nameétené hodnoty efektivnich mobilit kyseliny pro jednotlivé koncentrace CB[7] jsou

uvedeny v Tabulce 6.
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Tabulka 6: Vysledné hodnoty primérné efektivni mobility 1-NAA v zavislosti na riznych

koncentracich CB[7].

1-NAA
c(CBI M) 6RO,
2 -20,9
4 -19,2
6 -17,3
8 -15,2
10 -13,2
12 -10,6
14 7,7
16 -5,6
4 _
e
3
_1[]__
o 127
& 14
E i
o =164
2 . -
I_‘:E -18 4
< 0] -
- | |
29 ]
244 "
— T T T T T T T T

Obrazek 13: Graf zavislosti efektivni mobility 1-NAA na koncentraci CB[7] v BGE.

Efektivni mobilita 1-naftyloctové kyseliny se opét v absolutni hodnot¢ snizovala se vzrustajici

koncentraci selektoru. Z grafu na Obrazku 13 je vidét, Ze ziskana zavislost efektivnich mobilit

analytu na koncentraci CB[7] ma piiblizné linearni pribeh, podobné jako v ptipad€ interakce

s a-CD, a neni ji proto mozné fitovat funkci (17). Ve srovnani s mobilitou volné 1-NAA
klesla (v absolutni hodnot¢) efektivni mobilita 1-NAA v BGE s 16mM CBJ[7] na 29 %,
podobné¢ jako v BGE se 40mM MA-f-CD. V BGE s 50mM a-CD oproti tomu klesla efektivni

mobilita 1-NAA jen na 69 %.



Nemiizeme tvrdit, Ze interakce 1-naftyloctové kyseliny s CB[7] je slaba. Na zakladé¢ literatury
[13] ptedpokladame, ze CB[7] nekomplexuje 1-NAA v poméru 1 : 1, ale vznikaji vicecetné
komplexy, jejichz stechiometrie se miize ménit s rostouci koncentraci selektoru. V takovém
piipadé nejsme schopni zavislost vystihnout analytickou funkci a stanovit numerickou

hodnotu rovnovazné konstanty.

4.4 Srovnani interakci pro jednotlivé selektory

Interakéni konstanty stanovené v ramci této prace jsou uvedeny v Tabulce 7. Konstanty pro
interakci f- a y-CD s 1-NAAm uvedeny nejsou, protoze neni mozné studovat interakci dvou
nenabitych latek pomoci CZE. Z dlivodl uvedenych vySe nebylo pro systémy s a-CD a CB[7]

mozné stanovit numerickou hodnotu zdanlivé konstanty stability.

Tabulka 7: Hodnoty zdanlivych konstant stability pro systémy analyt — selektor, u kterych bylo mozné konstantu
numericky stanovit.

analyt selektor mobilita komplexu yx rovnovazna konstanta K’ * chyba
[10° m*V's™
I-NAA p-CD -5,0 0,039 +0,0012
y-CD -3,7 0,026 +0,0013
MA-4-CD -2,6 0,073 +0,0031
I-NAAm MA-4-CD 4,2 0,070 + 0,0034

* yztazeno na mol/dm’

Z neutralnich cyklodextrind s kyselinou 1-naftyloctovou nejsilnéji interaguje f-CD (hodnota
K' je nejvyssi).

Podle stanovenych rovnovaznych konstant vykazuje nejsilngjsi interakci s obéma analyty
MA-4-CD. Z porovnani obou vypocitanych hodnot K’ je vidét, Ze hodnota konstanty se pro
interakci se zaporné€ nabitou 1-naftyloctovou kyselinou a neutralnim 1-naftylacetamidem lisi
o méné nez regresni chybu. Z toho je mozné usuzovat, ze elektrostatickd interakce mezi

zaporné nabitou kyselinou a kladné nabitym selektorem je z hlediska komplexace

nevyznamna.

Konstantu K' se v pfipad¢ interakce analytii s CB[7] stanovit nepodafilo. Pro 1-naftylacetamid
nebyly nalezeny experimentalni podminky umoziiujici spolehlivé vyhodnoceni vyslednych
elektroforeogramii. Z experimentalnich dat stanovenych pro interakci s kyselinou
I-naftyloctovou pak vyplyva, ze interakci neni mozné popsat vztahem (17). Je
pravdépodobné, ze CB[7] nekomplexuje s kyselinou v poméru 1:1, navic miiZe v roztoku

dochdzet k dal$im jeviim (napftiklad vznik agregati CB) [13].
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5 Zavér

Pomoci metody ACE byla sledovana a porovnana interakce 1-naftyloctové kyseliny

s nativnimi CD.

Pro a-CD nebylo touto metodou mozné stanovit hodnotu konstanty stability z divodu piilis
slabé interakce — je mozné fici, Ze a-CD interaguje ze vSech uvedenych CD nejslabéji.

Z hodnot zdanlivych konstant stability stanovenych pro f-CD a y-CD je zfejmé, Ze interakce
je nejsilng;si v piipadé f-CD.

Na zékladé ptedeslych vysledkt byl pro posouzeni interakce s kladné nabitym
cyklodextrinem zvolen MA-4-CD. Pro tento selektor bylo mozné stanovit zdanlivou
konstantu stability komplexu s 1-NAA a s I-NAAm. Z porovnani hodnot téchto konstant

s hodnotami konstant pro nativni CD vyplyva, Ze v piipadé¢ 1-NAA je interakce s MA-f-CD

nejsilngjsi. Dale je mozné fici, ze tato interakce je podobné silna pro 1-NAA a 1-NAAm.
Interakci 1-NAAm s CB[7] se v ramci této prace nepodatilo charakterizovat.

V ptipad€ interakce 1-NAA s CB[7] se nepodafilo stanovit hodnotu zdanlivé konstanty
stability. Z experimentalnich dat je v§ak mozné vyvodit, Ze interakce nevede ke vzniku
komplexu CB a analytu o stechiometrii 1 : 1. Proto by stanoveni konstanty stability
vyzadovalo pouziti jiné experimentalni metody ¢i jiného matematického modelu. Je mozné
fici, ze interakce 1-NAA s CB[7] mé vyznamné odliSny mechanismus nez interakce

s cyklodextriny.
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