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UTILISATION OF ELECTROMIGRATION METHODS IN
ANALYSIS OF NATURALLY OCCURING COMPOUNDS

Jan Honegr

ABSTRACT

A transient isotachophoresis-capillary zone electrophoresis (tITP-CZE) method has
been developed for pre-concentration and determination of nine analytes: caffeic, chloro-
genic, o-coumaric, p-coumaric, ferulic and protocatechuic acid, and kaempferol, quercetin
and rutin. The effects of several factors such as control of EOF, pH and concentration of
the running buffer, addition of organic solvents and their concentrations, addition of cyc-
lodextrins, the duration of injection and the A max of UV detection were investigated to
find the optimum conditions. Under these conditions, the analytes were separated within
15 min. Linearity was evaluated for concentration range 2.5-37.5ug/ml with R = 0.9924-
0.9983; the detection limits (S/N 3:1) ranged from 203ng/ml to 5.556pg/ml. The relative
standard deviations of the migration times (peak areas) were between 0.79 and 1.01%
(1.34 and 2.13%).



VYUZITI ELEKTROMIGRACNICH METOD V ANALYZE LATEK
PRIRODNIHO PUVODU

Jan Honegr

ABSTRAKT

Pro analyzu deviti fenolickych kyselin a flavonoidd (kyseliny ferulova protokatecho-
va, kavova, 0-kumarova, p-kumarova a chlorogenova a rutin, kvercetin a kaempferol) byla
vyvinuta metoda piechodné isotachoforézy-zonové elektroforézy za ucelem zvyseni citli-
vosti CZE. Byly sledovany vlivy riznych faktorii na kvalitu separace, jako jsou vliv EOF,
pH*, koncentrace boratového pufru, pfidavek organického rozpoustédla a jeho koncentra-
ce, pridavek cyklodextrind a jejich koncentrace, doba nastiiku, teplota a vinova délka de-
tekce. Za optimalnich podminek probéhla analyza v pribehu 15 minut. Byla ovéfena
linearni zavislost v rozsahu koncentraci 2,5ug/ml -37,5ug/ml a zjisStény detekéni limity
(S/N 3:1) v rozsahu 203ng/ml az 554ng/ml. RSD migrac¢nich ¢ast, resp. ploch pikd byly v
rozsahu 0,79-1,01%, resp. 1,34-2,13%.
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2. UVOD



Kapilarni zénova elektroforéza je progresivni analytickd metoda, vyuzivana k analyze
latek schopnych nést elektricky naboj. Mezi jeji prednosti patii vysoka separacni ti€innost
a Siroké spektrum pouziti: od separace biopolymerti a sekvenovani DNA az po analyzu
organickych a anorganickych iontii. Dalsi pfednosti je Setrnost k zivotnimu prostredi
vzhledem k praci s velmi malymi objemy organickych rozpoustédel. Nedostatkem této
metody je, Ze pti bézné UV detekci je pfiblizné o dva fady méné citlivd nez vysokotc¢inna
kapalinova chromatografie. Existuje ovSem nékolik postupti ke zvyseni detekcnich limita
jak kapilarni zénové elektroforézy samotné, tak zejména velmi vyhodné v kombinaci

s isotachoforézou.
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3. TEORETICKA CAST
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K analyze slozitych smési latek vyuziva analyticka chemie rozliéné metody, jez jsou
zalozeny na rtiznych fyzikaln¢ chemickych zakladech. Jsou to zejména metody chromato-
grafické a elektromigracni. Elektromigra¢ni metody jsou zalozeny na rozdilné schopnosti
analyti pohybovat se ve vhodném médiu, jimz je nejcastéji vodny pufr, pod vlivem elek-
trického pole[1].

Elektromigra¢ni metody v kapildrnim uspotfadani (kapilarni elektroforéza, CE) maji
proti chromatografickym (zejména pak proti vysokouc¢inné kapalinové chromatografii,
spotiebu vzorkl a organickych rozpoustédel a zejména mnohem vyssi separaéni ucinnost.

Hlavni nevyhody jsou, ze separované latky by mély byt schopné nést elektricky naboj
a vyrazné niz$i detek¢ni limity [2] (LOD) oproti HPLC pii vyuziti nejbéznéjsiho zptisobu
detekce - méteni UV absorbance. Dle Lambert - Beerova zakona:

A=¢g-l-C

Rovnice 1

je totiz absorbance A zavisld na molarnim absorpénim koeficientu &, na délce optické
drahy | a na koncentraci latky c. Posledni dvé uvedené hodnoty jsou pii CE velmi nizké.
To je zpusobeno jednak malymi davkovacimi objemy, a z toho vyplyvajicimi nizkymi
koncentracemi vzorkd, a izkym prusvitem kapilary. Z tohoto diivodu bylo vyvinuto mnoz-
stvi technik umoznujicich zakoncentrovani vzorku [3]. V této praci se budu zabyvat
zejména piechodnou isotachoforézou (tITP) v kapilarni zonové elektroforéze (CZE) ktera

umoziuje eliminovat oba dva tyto nejvyznamné;jsi nedostatky.

3.1. Kapilarni elektromigracni metody

Pti vyuziti téchto metod probiha separace v kapilate, jejiz oba konce jsou ponofeny do
nadobek s elektrolytem. Do nich jsou vloZzeny rovnéz elektrody vysokonapétového zdroje,
jenz vytvaii elektrické pole, které je hybnou silou separace.

RozliSujeme nasledujici varianty kapilarni elektroforézy:

= isotachoforéza (ITP)

= kapilarni zonové elektroforéza (CZE)

= kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

= micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC)

= kapilarni elektrochromatografie (CEC)
12



= kapilérni isoelektricka fokusace (IEF)

Separa¢ni procesy se u jednotlivych variant zna¢né 1isi. Zatimco napt. v zonové elek-
troforéze a isotachoforéze dochazi k d€leni latek na zéklad¢ rozdilné elektroforetické po-
hyblivosti, v elektrochromatografii dochazi k separaci na zaklad¢ rozdilti rozd€lovacich
koeficientli mezi stacionarni a mobilni fazi a isoelektrickd fokusace vyuziva k déleni latek

rozdil v jejich isoelektrickych bodech [4].
3.1.1. Isotachoforéza

Isotachoforéza je separacni technika, kterd na rozdil od zonové elektroforézy pracuje
Vv prostfedi s diskontinualnim elektrolytovym systémem. V isotachoforéze vytvaii jednot-
livé slozky vzorku v kapilafe piesné definované zony, jeZ migruji kapilarou stejnou rych-
losti za sebou v potadi jejich mobilit[5]. Tyto zony jsou velmi presné ohrani¢eny, pficemz
maji spole¢né rozhrani. Zoény vzorku jsou sevieny vedoucim elektrolytem (leading electro-
Iyte - LE) a koncovym elektrolytem (terminating electrolyte - TE).

Vedouci elektrolyt obsahuje vedouci iont (tzv. koiont) a protiion. Vedouci iont musi
mit vyS$$i rychlost nez vSechny ostatni analyzované slozky vzorku. Koncovy elektrolyt pak
obsahuje tzv. koncovy iont, ktery musi mit efektivni pohyblivost mensi, nez kterakoli ze
sledovanych slozek vzorku[6].

Jednotlivé zony putuji kapilarou stejnou rychlosti, ktera je konstantni, za podminky ze
k separaci pouzijeme konstantniho proudu. Tim padem vzrista od vedouciho ke koncové-
mu iontu intenzita elektrického pole. S tim souvisi tzv. samozaostiujici efekt. KdyZz se iont

v

s niz§i elektroforetickou pohyblivosti dostane do zdny pohyblivéjsiho iontu, klesne jeho
zpét do své zony Rovnice 3. Naopak, pokud se iont s vy$si pohyblivosti opozdi, je v zoné
pomalejSiho iontu urychlen a vrati se zpét do své zony. Tim je docileno, Ze rozhrani zlista-
vaji ostrd a nerozmyvaji se.

Rozdilna velikost intenzity elektrického pole se také projevuje na koncentra¢nich po-
mérech v jednotlivych zénach. VSemi zénami protékd konstantni proud. Podle Ohmova

zakona:
| =konst. = E
R

Rovnice 2
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musi v zénach vzrlstat odpor pfimo Umérné narlstajicimu spadu napéti. Aby tato
podminka mohla byt splnéna, upravuji se v zénach samovolné koncentrace tak, aby odpo-
vidaly Kohlrauschové regula¢ni funkci. Podle ni je soucet podilu koncentraci a pohybli-
vosti v ustaleném stavu ve vSech zoénach konstantni. Kazda zoéna upravuje svou
koncentraci stejnym mechanismem na koncentraci zény ptedchozi. Koncentrace je v kazdé

z6n¢ konstantni a neni zavisla na nadavkovaném mnozstvi.[3, 4].
3.1.2. Kapilarni zonova elektroforéza

Kapilarni zénova elektroforéza je nejjednodussi formou kapilarni elektroforézy. Pro
CZE je typickeé pouziti jediného pracovniho elektrolytu (BGE, background). V cel¢ kapila-
fe je tedy konstantni elektrické pole. Vzorek se davkuje jako roztok, do urcitého mista mi-
gracniho prostoru, ve formé tzké zoény. Po nadavkovani vzorku do kapilary se oba jeji
konce ponoii do nadobek s elektrolytem, ke kterym se pfipoji stejnosmérné vysoké napéti.
Za normalnich podminek se konec kapilary obsahujici nadavkovany vzorek piipojuje
k anodé a konec s detektorem ke katodé. Analyty se pohybuji ke katod¢ riznymi rych-
lostmi, které jsou zavislé na jejich elektroforetické pohyblivosti a pohyblivosti elektroos-
motického toku. Zaroven se kationty oddé€luji od aniontli a vznika tak fada prostoroveé
odliSenych zon jednotlivych slozek pivodni smési. Tyto zony si vSak bohuzel nezachova-
vaji ptivodni Sitku a ostré rozhrani. Vlivem diftize se ¢asem roz$ituji a jejich okraje ztrace-
ji na ostrosti. Tim se koncentrace v zonach snizuje a stava se nerovnomérnou. Jakmile
dojde k rozdé€leni na jednotlivé zony, mize dojit k analytickému vyhodnoceni pomoci de-
tekéniho zafizeni. Latky migruji kapilarou dale, az vSechny projdou urcitym mistem, kde
je detekeni cela. Zaznam analyzy, jenZ se nazyva elektroforeogram, reprezentuje zavislost

odezvy uréitého detektoru na ¢ase. Pribéh separace popisuje Obr. 1
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Obr. 1; Pribéh separace pri CZE
V kapilare se pti elektromigraci uplatnuji jesté dalsi jevy, které ovlivituji prabéh sepa-
race. Tyto jevy mohou piisobit velmi negativné a tak jsou individudlni zony promichavany

a rozmyvany.[1,4].
3.1.3. Jouleovo teplo

Prichod elektrického proudu kapildrou zplsobuje zahifivani jejitho obsahu. Tento
ohfev je limitujicim faktorem pro pouzivani vysokych elektrickych napéti pii snaze o
zrychleni analyzy. Jouleovym ohfevem se zvySuje stiedni teplota zon, coz ma za nasledek
jak ovlivnéni mobility migrujicich analyti, tak mize dojit k destrukci termolabilnich 1a-
tek, ptipadné k vypatovani organické ¢asti tlumivého roztoku, coz vede k preruSeni analy-
zy. Dalsi problémy plynou z toho, ze teplo vzniké v celém pramétu kapildry, ale odvadéno
je pouze na okrajich, kde se elektrolyt styka se sténami kapilary. Tim je déno, Ze vnitini
¢ast sloupce elektrolytu v kapilafe ma vyssi teplotu neZ jeho okrajové casti. Piitomnost
teplotnich gradientu mé za nasledek nehomogenitu mobility, hustoty, pH atd. Vzhledem

k teplotni zavislosti mobilit je vliv ohfevu na rozmyvani ziejmy.
3.1.4. Difaze

Vlivem difuze dochazi k rozmyvani elektroforetickych zon, u kterych se nezachovava
pluvodni Sitka a ostré rozhrani. Diflize rozsifuje zonu symetricky a vysledny koncentraéni

profil mé tvar Gaussovy kiivky.
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3.1.5. Elektromigracni disperze

Rozdil v pohyblivosti analytu a iontu pracovniho elektrolytu zptisobuje asymetrii elek-
kého pole. Pokud ionty na ¢elnim rozhrani opoustéji diftizni zénu, dochazi k jejich
urychleni a celni rozhrani je plossi, nez by odpovidalo prostému vlivu elektromigra¢ni
disperze (tzv. fronting). Pokud ionty ze zadniho rozhrani opusti zonu, jsou urychleny a
vraceny zpét.

Podobnym mechanizmem vznika asymetrie (tzv. chvostovani, tailing) pfi migraci ana-
lytu pomalejSiho nez co-ion pracovniho elektrolytu. Zénu analytu o stejné elektroforetické

pohyblivosti jako ion BGE neni elektromigracni disperzi ovlivnéna.
3.1.6. Adsorpce

Vzhledem k tomu, ze na upravenych sténach kiemennych kapilar, ale i teflonovych a
obzvlasté pak sklenénych, jsou vzdy po naplnéni elektrolytem pfitomny ionizované skupi-
ny, dochazi k hromadéni opa¢né nabitych analyti v blizkosti stén separa¢ni kapilary. Sté-
ny se pak vici separovanym iontim chovaji jako ionex, coz vede ke zvySené sorpci,
obzvlast¢ u makromolekul s malymi difiznimi koeficienty. Tato sorpce vede obvykle
k rozmyvani separovanych zon, coz se projevi silnym chvostovanim pikd. Sorbované lat-
ky mohou zmeénit rozloZeni naboje podél stén separacni kapilary a tim lokalné ovlivnit
elektroosmoticky tok. To vede k rozmyvani zon separovanych latek a ptipadné az k zne-
moznéni analyzy. Tyto jevy lze ovlivnit zménou pH pracovniho elektrolytu a nebo Iépe

deaktivaci stén kapilary.
3.2. Zakladni elektroforetické charakteris-
tiky
3.2.1. Elektroforeticka pohyblivost

Elektroforéza je pohyb nabitych ¢astic v roztoku vlivem elektrického pole. Rychlost,

jakou se ¢astice pohybuje, je pfimo imérna intenzité elektrického pole a plati:
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Vet = s - E

Rovnice 3
kde ver je elektroforeticka rychlost a E je intenzita elektrického pole.
Konstanta imé&rnosti uef se nazyva elektroforeticka pohyblivost a plati pro ni:
_ 9
lJ'ef -
6z-n-r
Rovnice 4

Kde q je naboj &astice, 5 viskozita kapaliny a r je polomér &astice. Cili elektroforetic-
ka pohyblivost je piimo umérnd naboji Castice a nepiimo umerna poloméru Castice a vis-

kozité prostiedi[1].

3.2.1.1. Iontova pohyblivost

V okoli kazdého iontu v roztoku vytvati ionty opa¢ného naboje tzv. iontovou atmosfé-
ru. Interakce mezi ionty ovlivituje pohyblivost sledovaného iontu - S rostouci koncentraci
pohyblivost iontu kles4. Extrapolaci koncentracni zavislosti elektroforetické pohyblivosti
na nulovou iontovou silu ziskame iontovou pohyblivost uo. S rostouci teplotou se iontova

pohyblivost zvySuje (zvyseni teploty o 1 K vede ke zvySeni pohyblivosti o 2%)[7]

3.2.1.2. Skute¢na pohyblivost

Skute¢na pohyblivost je konstantou, ktera charakterizuje pohyblivost iontu pii real-
nych podminkach, tedy pfi uréité teploté v urcitém prostiedi a pii urcité iontové sile. Ob-

vykle byva nizsi nez uo, coz je zapfticinéno vzajemnymi interakcemi iontd.[4,7]

3.2.1.3. Efektivni pohyblivost

Slabé kyseliny, baze a zwitteriony se v roztoku vyskytuji ve dvou formach (jako ionty
a neionizované molekuly). Neionizované formy maji nulovou pohyblivost. Protoze ioni-
zaéni rovnovaha probiha rychleji nez elektromigrace, putuji vSechny formy latky jednou
vyslednou rychlosti. Vysledna pohyblivost je nazyva efektivni pohyblivost.

Efektivni pohyblivost latky Ize ovlivnit zménou pH roztoku. Jde o zplsob déleni smési

kyselych ¢i bazickych latek[4].
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3.2.2. Elektroosmoticka pohyblivost

Elektroosmoza je jev, ktery ptisobenim elektrického pole zptisobuje pohyb elektrolytu
Vv kapilafe smérem ke katodé. Vyskytuje v dusledku skute¢nosti, Zze vnitini povrch kapilary
je za béznych podminek elektricky nabity. Povrch kiemenné kapilary obsahuje velké
mnozstvi silanolovych skupin (Si-OH). Pti pH pfiblizn¢ okolo 2 az 3 se tyto skupiny ioni-

zuji na zéporn¢ nabité ionty Si-O".

O ® ® o o
& ®
® @ ©  ,© © @ e
@
© o 4 s ©°
S} = © &)
o o ® @ o
e
g ® ®®® o0 @® ®@® ® ® Mobilni vrstva
= - T 0=
§ | C§D %) @@ C? (%SJB (? ®§) %) ‘ Pevna vrstva
Sténa kapilary
* _— Smér EOF —_— -
Anoda Katoda

Obr. 2; Vznik elektroosmotického toku; pirevzato z Harvey[1]

Jak je patrné z Obr. 2, kationty z roztoku pufru jsou pfitahovany k témto iontim. Né-
které jsou pfitahovany velmi pevné a vytvofi tak vnitini, tzv. pevnou vrstvu. Dalsi jsou
rovnéZ pfitahovany, ale ne jiz tak siln€ a tyto vytvoii druhou, vnéjsi tzv. mobilni, vrstvu.
Tyto dvé vrstvy jsou obecné nazyvany dvojvrstva. Kationty z vnéj$i mobilni vrstvy jsou
tazeny smérem ke katod¢ a protoze jsou solvatovany, strhavaji s sebou i molekuly roz-

poustédla a tim zpusobuji elektroosmoticky tok (EOF)[1].

3.2.2.1. Elektroosmoticky tok

Rychlost elektroosmotického toku Veof, j€ zavisla na elektroosmotické pohyblivosti ueor

tlumivého roztoku a intenzité elektrického pole E

Veof = ueof ) E

Rovnice 5
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Elektroosmoticka pohyblivost je definovana:

&
Moot = —
4r-n
Rovnice 6

Kde ¢ je dielektricka konstanta roztoku pufru, ¢ je zéta potencial a # je viskozita roz-
toku pufru. Z uvedenych rovnic vyplyva ze { potencial hraje dilezitou roli pii uréeni rych-
losti EOF. Dva faktory ovliviiuji { potencial a s nim i velikost EOF.

Zéta potencidl je ptfimo umérny néaboji, jenz nese kapilarni sténa, tedy se zvySujici se
hustotou silanolovych skupin na sténé kapilary roste i ¢ potencial. Pfi velmi nizkém pH
(mensim nez 2) je vnitini povrch kapilary nenabity, coz vede k tomu, Ze ¢ potencidl a tedy
i rychlost EOF se limitn¢ blizi nule. Jak pH postupné vzrusta, zaroven roste i { potencial a
S nim i rychlost EOF.

Dale je ¢ potencial pfimo tmérny §ifce dvojvrstvy. ZvySeni iontové sily roztoku pufru
piinasi veétsi koncentraci kationtt v roztoku a tim dojde k zuzeni dvojvrstvy. Nasledkem
toho je snizeni EOF.[1]

Profil elektroosmotického toku je oproti hydrodynamickému témét plochy, coz piispi-
va k men$imu rozmyvani zon a tim K lepsi separa¢ni ti¢innosti elektroforézy.

Ovlivnéni elektroosmotického toku je jedna ze zakladnich moznosti jak ovlivnit sepa-

raci[8].
3.2.3.Celkova pohyblivost

Celkova rychlost Vit pohybu latky je vyslednici jeji elektroforetické rychlosti a rych-

losti elektroosmotického toku.

Vtot - ef + Veof
Rovnice 7
a zaroven:
/utot = /uef + /ueof
Rovnice 8

Za normalnich podminek a pii klasickém usporadani kapilarni elektroforézy nejrychle-
ji migruji kationy, protoze k jejich mobilité se pficitd mobilita EOF. Pfitom malé, vysoce

nabité kationty migruji pfed vétsimi, mén¢ nabitymi kationty. Neutralni latky migruji jako
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jedina zona, pfi¢emz jejich rychlost a mobilita je rovna rychlosti a mobilit¢ EOF. Nejpo-
maleji migruji kapilarou anionty, nebot’ vektor jejich rychlosti je opa¢ny proti vektoru
EOF, tedy vlastn€ migruji proti toku. Zdanlivé nejpomalejsi tedy budou malé vysoce nabi-
té anionty. V piipad¢ Ze uo (aniontu) je vetsi nez meor, anionty vymigruji z kapilary a nedo-
jdou vubec k detektoru[1].

3.2.4.Migra¢ni Cas

Elektroforetickou pohyblivost ani elektroosmotickou pohyblivost nemtiizeme méfit

ptimo experimentalné. Musime je zjistit z migracniho Casu tp,..

t =—
m
VtOt
Rovnice 9
kde | je efektivni délka kapilary a pokud plati
Viot = Mot * E= (/uef T+ Heos ) E
Rovnice 10
dosazenim do rovnice ziskame
I
t, =
(luef + Heot ) E
Rovnice 11
pticemz pro velikost elektrického pole plati
V
E=—
Rovnice 12
Kde V je aplikovany potencial a L celkova délka kapilary.
|- L
t, =
-V
(:uef + Heof )
Rovnice 13

dosazenim do Rovnice 11 a Rovnice 8 ziskdme:
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|-L

t =—
Hiot V

m

Rovnice 14

Dosazenim do pfedchozich rovnic mizeme vypocitat jak elektroosmotickou pohybli-
vost (dosazenim migracniho ¢asu elektroneutralni latky), tak elektroforetickou pohyblivost
analytu. Jak je patrné z Rovnice 14, mizeme zkratit migracni ¢as a tim celou dobu analyzy

napiiklad zvySenim napéti nebo zkracenim kapilary nebo ovlivnénim EOF[1,8].

3.3. Moznosti ovlivnéni separace

Pii analyze smési latek je potfeba maximalizovat rozdily v migracnich casech alespon
hlavnich komponent vzorku. Toho Ize dosahnout ovlivnénim EOF, zménou pH pracovni-
ho elektrolytu, pifidavkem vhodného komplexujiciho ¢inidla nebo latek vytvarejici hosti-
telské komplexy, pridavkem tenzidi, pfidavkem nevodného rozpoustédla nebo
prodlouzenim kapilary. Prodlouzeni kapilary je vzdy az posledni krok, nebot” se vzdy pro-

dlouzi ¢as analyzy.
3.3.1. Ovlivnéni EOF

Ovlivnénim rychlosti elektroosmozy miizeme dosahnout vysokého rozliseni nebo vy-
soké rychlosti analyzy. Normalni elektroosmoticky tok miize byt zpomalen pfidavkem
aditiv, jako napf. organickymi rozpoustédly, nebo ionty Mg?* nebo hexamethonia, jejichz
ionty se vazou S ionty silanolovych skupin a tim dochazi ke snizeni efektivniho naboje
vnitiniho povrchu kapilary.

Dalsi moznosti je pouziti kationickych polyelektrolyti, kationickych surfaktanti, nebo
smési kationickych a anionickych surfaktantli, jez ndm vytvofi pokryti vnitfniho povrchu

kapilary a tim vedou ke zméné sméru EOF[8,9].

3.3.1.1. Dynamicka iontova vyména na kapilarni sténé.
Jak je patrné z Obr. 2, je ve vnéjsi oblasti diftzni dvojvrstvy na kapilarni sténé nadby-
tek kationtd, jejichz pohybem vznikda EOF. Navic jsou zde jesté kationty, jez jsou v t€sném
kontaktu se silanolovymi skupinami a které se vyskytuji v pevné vrstvé. Mezi témito kati-

onty a kationty pufru se ustavuje iontovymeénna rovnovaha, jez se da popsat takto:
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M™ +-Si0” «—>M™SIiO"

Rovnice 15

Pfitomnost téchto kationtli v pevné vrstvé mobilni dvojvrstvy snizuje efektivni naboj

kapilarni stény a tim i EOF. Schopnost redukce EOF se snizuje v fadé: Ca**>Ba*"> Mg*">

Sr**>>>Cs*~Rb"™>K">NH;"> Buy;N*>TrisH*>Na">Li". K ovlivnéni elektroosmozy se vice

nez jednomocné kationty alkalickych kovii hodi dvojmocné kationty kovi alkalickych

zemin. Z nich je nejpouzivan&jsi Mg®* pro jeho vysokou rozpustnost v tlumivych rozto-
cich.

Jak je patrné z uvedené fady, monovalentni aminy ovliviiuji EOF se stejnym ucinkem

jako kationty jednomocnych kovi. Proto neni piekvapujici, ze diaminy potlacuji EOF stej-

né Géinn¢ jako kationty kovu alkalickych zemin. Nejpouzivanéj§im z nich je hexamethoni-

A%

malych organickych a anorganickych aniontd[8].

3.3.1.2. Pokryvani stény kapilairy pomoci Kkationickych
polymeru

Logickym vyusténim pouzivani diaminti bylo zavedeni polykationickych polymerda.
Tyto polyelektrolyty se v dusledku velmi silné vzajemné elektrostatické pfitazlivosti mezi
polymerem a silanolovymi skupinami adsorbuji na kapilarni sténu. To pfinasi obraceni
sméru EOF (elektroosmoza postupuje smeérem ke katod¢€). Pro otoceni EOF staci jiz velmi
nizké koncentrace polyelektrolytu, v rozsahu od 0,001-0,4%. v tomto rozsahu je velikost
EOF nezavisla na koncentraci pouzité latky, zavisi pouze na typu kationtu. Pfi¢emz prav-
dépodobné souvisi s hustotou naboje na polymeru. Vedoucimi latkami této skupiny jsou
diethylaminoethyldextran (DEAED) a hexadimetrin bromid (HDB, Polybren).

Tyto modifikatory EOF byvaji vétSinou soucasti roztoku BGE. Coz ovSem miiZe mit
za nasledek interakce s n€kterymi sloZkami vzorku. Tyto interakce ndm nékdy mohou po-
moci zvysit selektivitu analyzy, ale na druhou stranu mohou nepfiznivé ovlivnit analyzu
(rozmyvanim pikd a prodlouzenim migracnich ¢ast)

Proto byly vyvinuty postupy jak snizit tyto interakce. Postup spociva v promyti kapila-
ry roztokem kationického polymeru pied analyzou. Polymer se tedy mtize naadsorbovat na

povrch kapilary aniz by musel byt pfimo pfitomen v roztoku BGE. Jsou popsany prace kde
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podobné pokryti vede k dlouhodobému pietrvani (25 analyz) efektu otoceni toku jen s 9%
ZmeEnou HUeof.

V praxi se ukazuje, ze vyuziti kationickych polymert pro analyzu aniontl nemiize byt
zcela rutinni zalezitosti a to ze dvou hlavnich diivoda. Pro ustaleni podminek mezi kation-
tem a kapilarou, které je zcela nezbytné pro dobrou reprodukovatelnost vysledki, mize
byt potieba dosti dlouhého Casu, coz ¢ini vyvoj nové metody obtiznym. A déle chovani
elektrolytu je zavislé na molekulové hmotnosti, ktera ovsem Vv nékterych studiich nebyva

udavana, coz predstavuje problém pro pieneseni metody z jedné laboratoie do druhé[8].

3.3.1.3. Dynamické pokryti kationickymi surfaktanty

Kationické surfaktanty jako cetyltrimethylamonium bromid (CTAB), tetradecyltrime-
thylamonium bromid (TTAB) a didodecylmethylamonium bromid (DDAB) se ukazaly
jako velmi vhodné latky pro zménu sméru EOF. Metoda patentovana firmou Waters, zalo-
zena na pouziti 0,5mM TTAB v roztoku 5mM chromatu, umoznila dokonalou separaci 30
aniontd v prubéhu 89 sekund. Tento obrovsky pokrok mé¢l za nésledek prudky rozvoj pou-
zivani kationickych surfaktant k analyze aniontl. I pies své Siroké rozsiteni, neni zcela
pfesné¢ znam mechanismus, jakym dochéazi k ovlivnéni EOF. Otoc¢eni EOF je zfejmé na-

sledkem agregacnich pochodti mezi molekulami surfaktantu, jak je znazornéno na Obr. 3

[8]

Tvorba micel

Kdyz je surfaktant pfitomen v roztoku v koncentraci vétsi, nez je jeho kriticka mice-
larni koncentrace (KMK), za¢nou jednotlivé volné molekuly postupné tvofit micely. Hnaci
silou tohoto pochodu jsou nepfiznivé interakce mezi uhlovodikovym fetézcem a vodou.

Hydrofobni ¢asti molekul smacedla tvofi jadro micely ve snaze minimalizovat kontakt
s vodou. Prodlouzeni délky fetézce zvysi tendenci k hydrofobnimu spojovani a tim snizi i
KMK. Prodlouzeni postranniho fetézce vSak nevykazuje zadny vliv na zménu geor,

Dalsim faktorem ovliviiujicim tvorbu micel je elektrostaticka repulze mezi hydrofil-
nimi hlavickami.[8] Zatimco hydrofobni interakce mezi postranimi fetézci napomahaji
tvorbé micel, repulze mezi hlavickovymi doménami inhibuji jejich tvorbu. Casto se pie-
hlizi skutecnost, ze elektrolyt, ve kterém je surfaktant rozpustén, také velmi vyrazné ovliv-

nuje KMK. Roztok BGE ovliviluje KMK dvéma zplsoby. Odstinénim elektrostatické
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repulze mezi hlavickovymi doménami molekul smacedla v micelach a nebo iontovou in-

terakci mezi hlaviékou smacedla a koiontu BGE.

Tvar micel

Tvar micely zavisi na poméru P, pro ktery plati:

p__V_
dy If
Rovnice 16

V a |z jsou délka a objem hydrofobni ¢asti molekuly a ag je prufez hlavickové domény,
uréeny elektrorepulznimi silami mezi sousednimi doménami v micele. VétSina tenzid
S jednim postranim fetézcem (véetné CTAB a TTAB) maji ,,balici* pomér P mensi nez 5,
coz vede pouze k tvorb¢ sférickych micel. U surfaktantd s dvéma postrannimi fetézci, jako
jsou DDAB a DLPC (1,2—dilauroylfosfatidylcholin), se zvétsuje objem hydrofobni oblasti
V, coz vede k zvétseni P na hodnotu 0,5-1. Pfi téchto hodnotach uz dochazi k tvorbé dvoj-
vrstvy na povrchu kapilary[9]. Veli¢inu P a tim i tvar micely rovnéz ovlivituji protiion

surfaktantu, pH a teplota.

Ovlivnéni EOF

Schopnost otacet elektroosmoticky tok je pozorovana i pii ptitomnosti surfaktantu pod
jeho KMK. Tento jev je vysvétlovan tim, Ze kladné nabité molekuly smacedla jsou kon-
centrovany v blizkosti vnitiniho povrchu kapilarni stény, kam je pfitahuje jeho naboj. Za-
koncentrovanim u kapilarni stény tedy mize dojit k vytvofeni micel (v ptipadé DDAB
dvojvrstvy) na jejim povrchu, i pfesto ze hodnota KMK v celém objemu roztoku jesté do-
saZena neni.

Pro kiemenné kapilary je hodnota tzv.,,KMK kapilarni stény* ptiblizné %5—% hodnoty
KMK v roztoku pufru. Pod touto koncentraci se v roztoku vyskytuji pouze samostatné
molekuly surfaktantu. Pfi koncentraci 5% KMK za¢ina agregace na vnitinim povrchu
kapilary. Nad touto prahovou trovni koncentrace miizeme pozorovat rapidni pfechod od
kladnych hodnot seos K zapornym a s tim i zménu sméru EOF. Ve chvili kdy je jiz micelar-
ni vrstva zcela vytvotfena, uz dal$i zvySovani koncentrace smacedla nevede k urychleni

otocen¢ho EOF.[8]
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Obr. 3; Agregaéni struktury - micelarni: CTAB nebo TTAB (A) a dvojvrstvova: DDAB (B) na kapi-

larni sténé. Koncentrace tenzidi jsou nad ,,KMK kapilarni stény*, pfevzato z [8]

3.3.1.4. Semipermanentni pokryti kapilarni stény kationickymi

surfaktanty nebo smési katonickych a anionickych surfaktanti

Pritomnost surfaktantl v roztoku BGE se ukazala jako limitujici faktor pro vyuZiti de-
tekce pomoci ESI-MS, kde smacedla potlacovala ionizaci jednotlivych molekul vzorku.
Proto bylo vyvinuto nékolik technik, které umoznuji vyuzit schopnosti surfaktanti otocit
EOF bez nutnosti jejich ptitomnosti v roztoku BGE.

Star$i postup spociva v promyti kapilary roztokem kationického surfaktantu, napft.
DDAB nebo DLPC, pfed samotnym provadénim analyzy. Stabilita tohoto pokryti byva
pfipisovana tomu, Ze pravé tyto surfaktanty maji dva postranni fetézce, a proto vytvoii na
povrchu kapilary dvojvrstvu.

Nov¢jsi zptsob spociva v promyti kapilary smési kationického (CTAB) a anionického
tenzidu (SDS, dodecylsiran sodny). Dodecyl siran se k CTAB chova jako protiion a velice
vyrazné omezuje elektrostatickou repulzi mezi hlavickami. To nasledné vede k tvorbé aso-
ciacni dvojvrstvy nebo asociatu valcovitého ¢i vezikularniho tvaru. O vysledném tvaru

rozhoduji vzajemné poméry mezi SDS a CTAB a slozeni BGE[9].

3.3.1.5. Pridavek organického rozpoustédla

Organickd rozpoustédla maji velky vliv na ovlivnéni elektroosmotického toku. Jiz
velmi mald koncentrace organického rozpoustédla pfidaného do prostiedi S miceldrnim
systémem, mize sniZzenim KMK zménit ochotu surfaktantu se spojovat do micel a zménit 1
jejich tvar. Organické modifikatory mohou rovnéz zménit velikost micel a ovliviiovat
EOF. Ptidanim organického rozpoustédla do roztoku BGE, totiz dojde ke zméné smaci-

vosti kapilarni stény. Tim se zméni ionizace stény, coz dale vede ke zménénému ¢ poten-
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cialu a nasledn¢ i ke zménam v EOF. Organicka rozpoustédla zpsobuji zmény EOF také
zménou viskozity BGE. V praxi vétSinou dochazi piidavkem organického rozpoustédla

k zvyseni KMK[9,10,11].
3.3.2. Tvorba komplexi

U analyzovanych latek, které mohou vytvaret komplexy, mize dojit vhodnym piidav-
kem kovu nebo ligandu k tlumivému roztoku ke zlepSeni jejich separace. Elektroforeticka
pohyblivost vzniklych komplexi se podstatné odliSuje od pohyblivosti samotného analytu.
Konstanta stability komplexu zavisi na druhu kovu a druhu ligandu, coz vede k vysoce
selektivnim analyzam. Takto lze vyuzit tvorbu komplext pii analyze kovi, kde se hleda
vhodny ligand a jeho koncentrace k dosazeni tiplné separace. Analogicky se hleda vhodny

kov pro separaci ligandu[7].
3.3.3. Tvorba iontovych asociati

Tvorba iontovych asocidtl se vyuziva ke snizeni rychlosti migrace analytd. lonty
S vy88im nabojem vytvaii diky silnym coulombickym interakcim iontové asociaty s ionty
opa¢ného naboje. Cim vys§i je naboj interagujicich iontdl, tim vétsi je sniZeni pohyblivosti,
Nejcastéji jsou pouzivany Kyseliny a baze o vy$s§im naboji (napf. kyselina citronova, kyse-

lina fytoova, spermin)[7].
3.3.4. Tvorba hostitelskych komplexii

Jedna se o separaci v pfitomnosti cyklodextrinl (a, B, y) Cyklodextriny jsou neiono-
genni oligosacharidy tvofené 6—8 molekulami glukdzy, které vytvareji duty valec, na jehoz
obvodu jsou hydroxylové skupiny a vnitini jadro zistava hydrofobni. Do tohoto jadra mo-
hou vstupovat hydrofobni molekuly a vznikaji tak ruzné pevné hostitelské komplexy.
Vzhledem Kktomu ze jsou hydroxyly na povrchu chiralni, vytvaii cyklodextriny
s chirdlnimi separandy komplexy liSici se stabilitou, coZ umoziuje jejich separaci.

Jako chirdlni selektory se mohou pouzivat také cyklické polyethery, polysacharidy a
bilkoviny[7].
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3.4. Metody uzivané k zakoncentrovani

vzorku

Jednim ze zpusobu jak snizit vysoky limit detekce v CZE je zvysit koncentraci analytu
v prostoru detekce. K tomuto ucelu bylo vytvoieno velké mnozstvi technik, zaloZzenych na
dvou hlavnich principech.

Prvni skupina technik k tomuto Gcéelu vyuziva rozdé€lovani mezi mobilni a (pseu-

do)stacionarni fazi. Zahrnuje zejména extrakci na pevnou fazi a sweeping[2]:
3.4.1. Extrakce na pevnou fazi

Extrakce na pevnou fazi je bézné uzivanou off-line metodou separace. Je to uzitecna
technika, ktera umoznuje, aby analyt byl zakoncentrovan v kolonce a poté byl malym
mnozstvim rozpoustédla vyeluovan a pohodIné stanoven. ProtoZe je tato tprava vzorku
dosti ¢asové narocna, bylo vyvinuto par technik které umoznuji zahrnout SPE on-line do
procesu CZE.

Jedna z nich spociva v naplnéni kratkého (2mm) tGseku kapilary pevnou LC fazi. Vzo-
rek je hydrodynamicky nadavkovan a poté vyeluovan druhym rozpoustédlem. T¢€zisté této

metody lezi zejména v analyze 1é¢iv z mo¢i[2].
3.4.2. Zametani — Sweeping

Tato on-line metoda slouzi k zakoncentrovani analytu v jeho zoné béhem elektromi-
gra¢niho procesu ptimo v kapilafe (,,on-line sample stacking™). Sweeping se vyuziva u
MEKC. Na zaklad¢ chromatografického procesu dochézi k akumulaci analytu do micelar-
ni faze. Umoziuje zvySeni citlivosti 80-5000% a zavisi na afinité latky k pseudostacionarni
fazi.

Vzorek je rozpustén a nadavkovan do kolony v pufru, ktery ma stejnou vodivost jako
BGE, ovSsem nesmi obsahovat ptisadu tvofici micely. Inlet kapilary je ponofen do nadobky
s pufrem obsahujici BGE s anionickou povrchové aktivni latkou s piekroc¢enou kritickou
micelarni koncentraci. Analyza je provadéna pfi negativni polarité. pH roztoku BGE musi
byt velmi nizké, aby mohl byt potlacen EOF a tim bylo miceldam umoZnéno pohybovat se

kapilarou smérem k detektoru. Ve chvili, kdy micely prochazeji zonou neutralniho analytu,
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vstupuji molekuly analytu do micel a jsou tak ze své zony ,,vymetany* a v micelach una-

Seny k detekénimu oknu[2].

Druha skupina metod vyuziva ke stacking efektu elektroforetickou pohyblivost ana-
Iytu, resp. pouze elektromigracni efekty a zahrnuje:

intrinsic (,,vnitini®) stacking (analyty pfitomny v matrici - voda, zf. BGE, - jejichz
konduktivita je podstatné nizsi nez konduktivita BGE)

ITP stacking v CZE (analyty pfitomny v matrici, jejiz konduktivita je mnohonasobné
vyssi nez konduktivita BGE: t-ITP v CZE (v jedné kolon¢) a ITP-CZE - on-line spojeni
dvou kolon

Nekteré techniky jsou vysvétleny nize: FASS - Field-amplified sample stacking (vyu-
ziti nestejné intenzity elektrického pole), LVSS - Large volume sample stacking (zakon-
centrovani vzorku z velkého objemu), zakoncentrovani prostiednictvim pH a isotacho-

foreticky stacking [2]
3.4.3. Polem zesilené zakoncentrovani vzorku

Nejjednodussi technikou k k zakoncentrovani vzorku je FASS. Tato metoda je zaloze-
na na faktu, ze ionty, jez elektroforeticky migruji z prostiedi roztoku s nizkou vodivosti do
prosttedi roztoku s vysokou vodivosti se velmi zpomali pfi prechodu rozhrani téchto dvou
roztokt. Jako ptiklad 1ze uvést vzorek rozpustény ve vod¢, Cili roztok s nizkou vodivosti.
Intenzita elektrického pole bude v zoné analytu vétsi nez v zoné BGE. Proto rychlost
vzorku bude vysoka, dokud se bude pohybovat ve své zon¢. Jakmile piekro¢i rozhrani
BGE, dostane se do zony s vysokou koncentraci BGE a tim vysokou konduktivitou a niz-
kou intenzitou elektrického pole. Tim padem se vzorek zpomali a koncentruje v tizké zoné

na rozhrani mezi zobnami BGE a analytu.

3.4.4. Stacking z velkého objemu vzorku

LVVS je technikou, pfi které je vodny roztok vzorku hydrodynamicky davkovan do %
- % objemu kapilary. Poté je zavedeno napéti s obracenou polaritou. Timto zpisobem je

pomoci EOF odstraiovana matrice vzorku ven z kapilary, zatimco anionty analytu migruji
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smérem k detekénimu oknu a jsou stackovany na rozhrani s BGE. Stack analyt se pohy-
buje s EOT ke katodé. Po celou dobu je monitorovan elektricky proud a ve chvili, kdy do-
sahne 95 az 99% puvodni hodnoty (izka zona analytti dosahuje zacatku kapilary), je pola-

polarita zménéna a separace dale probiha klasicky s pozitivni polaritou [2].

3.4.5. Zakoncentrovani zprostiredkované pomoci pH

FASS a LVSS jsou techniky, které vyuzivaji rozpusténi vzorku ve vodé nebo malo
vodivém pufru. Ne vzdy je mozné tento zplisob vyuzit, napf. pfi analyze vzorku o nizké
koncentraci, napt. dialyzatu. Proto byla vyvinuta technika stackovani pomoci pH. Tato
metoda vyuziva spusténi FASS pomoci upravy injikované zony analytu na neutralni pH,
¢imz vznikne zona o nizké vodivosti. Nejdiive je elektrokineticky injikovdna zona biolo-
gického materialu o vysoké iontové sile. Tim, jak je vzorek elektrokineticky injikovan,
jsou anionty silnych kyselin, napi. chloridy, nahrazeny anionty slabych kyselin z BGE
napf. acetatovymi. Dale je elektrokineticky nadavkovana HCI. Protony kyseliny rychle
migruji zonou vzorku a titruji acetatové ionty, ¢imz se vytvaii elektroneutralni oblast s
vysokou hodnotou elektrického odporu. Tim je kationtim umoznéno vymigrovat z ztitro-

vané zOny a stackovat se na rozhrani s BGE [2].
3.4.6. Isotachoforetické zakoncentrovani

Z principu isotachoforézy plyne, Ze minoritni slozky vzorku mohou byt isotachofore-
ticky zakoncentrovany az o n€kolik fadd. Pravé z tohoto divodu se vyuziva spojeni isota-

choforézy s kapilarni tonovou elektroforézou.

3.5. Kombinace ITP-CZE

Kombinace zonové elektroforézy s isotachoforézou se jevi velmi vyhodna, v isotacho-
foretickém kroku je vzorek zakoncentrovan a rozseparovan do bloku na sebe navazujicich
z0n, které potom Separujeme V kroku zonové elektroforézy. Existuji dva hlavni zptisoby

instrumentace: dvoukolonové a jednokolonové uspotradani.
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3.5.1. Dvoukolonové spojeni ITP-CZE (column—coupling)

On-line kombinace kapilarni isotachoforézy a zénové elektroforézy ve dvou kapi-
larach umoznuje zlepsit separacni Ucinnost a snizit LOD az o tfi fady. Tato technika je
zejména vhodna pro stanoveni stopového mnozstvi analytu ve vzorku biologického pt-
vodu nebo vzorkl vztahujicich se k Zivotnimu prostiedi, kde pfitomnost makrokomponent
by neumoznovala CZE separaci..

Vyhoda techniky spociva v moznosti nadavkovani velkého mnozstvi méalo koncentro-
vaného vzorku (10-100ul). Aby tohoto bylo mozné dosadhnout, miva kapilara pro ITP ob-
vykle velky vnitini pramér (200-300pum). Interferujici a nestanovované soucasti vzorku
mohou byt odstranény na konci kapilary, nebo je jim zabranéno ve vstupu do CZE vypla-
venim pifedseparacni kapilary zdkladnim CZE elektrolytem. Zde hraje klicovou roli vybér
vhodného elektrolytového systému a nalezeni optimalniho ¢asu piepnuti proudu z predse-
paracni do separacni kapilary.

V zasad¢ jsou tfi zpUsoby, jak provést ITP—CZE spojeni. Ten nejjednodussi vyuziva
TE z ITP faze jako pracovni elektrolyt pro CZE (T-S-T). Druha varianta je analogicky
zaloZena na uziti LE jako BGE (L-S-L). Tteti a nejkomplikovanéjsi zpisob ma zcela od-
lisny BGE od LE a TE (BGE-S-BGE)[7, 12].

T-S-T
CZE

I
TP
S: S A S L
R A SZ?
o) L <) =
Det Det Det Det
L-S-L
S;S A e
N4 | 0 /5/ ‘s/| A
o S < L = )
Det Det Det Det

BGE-S-BGE
l TS, SiIA
[+ BGE J‘{/ )
Det Det
|

terminating electrolyte leading electrolyte BGE analyte Sy, S; macrocomponent A

S: 5 A e
N4 4

Det

Obr. 4; Schéma ITP- CZE ve dvou kapilarach. A: analyty S; a S, jsou zakoncentrovany a piechazi

S malym mnoZstvim makrokomponenty A do analytické kapilary.
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3.5.2. ITP-CZE v jednokolonovém uspoiadani

Realizace spojeni isotachoforézy s zonovou elektroforézou muze byt provadéna
V jedné kapilafe dvéma zpusoby: s vyuzitim hydrodynamického protitlaku nebo jako indu-

kovana isotachoforéza v prub¢hu zonové elektroforézy.

3.5.2.1. ITP-CZE vyuzitim hydrodynamického (proti)tlaku

Tato technika umoziuje vyuzit vyhod on—line kombinace ITP-CZE i v piipadé, ze
nemame dostupnou instrumentaci pro dvoukolonové uspotradani. V zavislosti na typu ana-
lyzovanych latek existuji Ctyfi moznosti provedeni, dvé pro anionty a dvé pro kationty,
které se od sebe mirn¢ lisi.

Vzdy se jednd o moznost pouziti bud’ LE, nebo TE jako BGE pro krok zénové elektro-
forézy. Analyza probiha v péti krocich. Na tomto misté je popsano schéma pouzivané pro
analyzu kationt s LE jako pufrem pro CZE. Na schématech — Obr. 5 a 6 - jsou vysvétleny
rozdily pro ostatni moznosti usporadani[13].

1. Nejprve naplnime kapilaru roztokem LE a poté vzorkem. Mizeme plnit i do
60-90%.

2. Vialku vzorku nahradime vialkou obsahujici TE. Pfipojime ji k katodé. Na de-
tekénim konci kapilary pfipojime vialku s LE a ptipojime ji ke anod¢ a zapne-
me proud a protitlak na outletu. Zatimco probiha zakoncentrovani, analyty jsou
drzeny protitlakem na misté.

3. Kdyz je fokusace dokonéena, vypneme napéti a vialka s TE je nahrazena vial-
kou s LE (¢ili nyni BGE). Hydrodynamicky protitlak zachovavame a ptipojime
niz$i napéti nez bylo pouzito v kroku 2. Vysoce koncentrovana oblast analytl
je posunovana k inletu, pficemz nedochazi k rozmyvani zon, protoze ITP pod-
minky jsou stale zachovany. Pro zjiSténi piesného okamziku, kdy je tfeba vy-
pnout protitlak, sledujeme protékajici proud. S klesajicim podilem slozky
s nizkou vodivosti (TE) stoupa hodnota proudu.

4. Ve chvili, kdy proud dosahne 92-99% (zavisi na poméru vodivosti LE a TE)
hodnoty, jakou ma proud protékajici kapilarou naplnénou pouze roztokem LE,
vypiname hydrodynamicky protitlak.

5. Zacina CZE krok[14,15].
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Obr. 6; Schéma analyzy anionti. A: jako BGE pro CZE byl zvolen roztok TE. Rozdil proti situaci
popsané vySe je pouze v tom, Ze na zafatku je do kapilary nadavkovan roztok TE a analyty jsou

k detektoru neseny EOF. B: za pracovni roztok CZE byl zvolen LE. V podstaté identicka situace jako
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na Obr. 5, pouze nyni byl do kapilary nadavkovan jako prvmi roztok LE. Pievzato a doplnéno
z Reinhoud et al.[14]

Rovnice pottebné pro vypocet isotachoforetické rychlosti a tomu odpovidajici velikos-
ti protitlaku Ize nalézt v Reinhoud et al.[15] V praxi se 1épe osvédcily systémy zaloZené na
LE jako pracovnim elektrolytu pro CZE. Pti sledovani proudu je totiz jeho hodnota v fadu
nA, v piipadé TE jde o nA[14]. Toto usporadani umoziuje stonasobné zvyseni citlivosti

analyzy[13].

3.5.2.2. Piechodna isotachoforéza (tITP) v CZE

Nutnym piedpokladem pro existenci prechodné isotachoforézy v zonové elektroforéze
je, aby byla v systému piitomna alespon jedna komponenta, kterd by mohla hrat bud’ roli
vedouciho, nebo koncového elektrolytu, pro ostatni slozky systému, slozeného ze vzorku a
BGE.

Aby komponenta mohla hrat roli LE nebo TE, musi byt v systému zastoupena
Vv nadkritickém mnozZstvi, které umozni, aby tato jeji role byla efektivni. At uzZ makrokom-
ponenta bude hrat roli LE nebo TE, bude koiont BGE hrat roli opa¢nou. Tedy V ptipad¢, ze
makrokomponenta bude hrat roli vedouciho iontu bude koiont BGE terminatorem a opac-
né [5].

Jsou celkem tfi moznosti, jak tohoto dosahnout a tim padem mutzeme rozliit tfi pod-

typy piechodné isotachoforézy.

Prechodna isotachoforéza indukovana sloZenim vzorku

Pfi tomto uspotadani je makrokomponenta pfitomna ve vzorku a po ur¢itou dobu bude
hrét roli bud’ terminétoru nebo leadingu pro ostatni slozky vzorku, jejichz mobility se bu-
dou vyskytovat v isotachoforetickém okn¢, tvofeném komponentou a koiontem
BGE[5,16].

Pro stacker, ktery bude terminatorem musi platit

— Hhn B
Hpp _;AV <Hyxpg<Hgp
Hpy

Rovnice 17

pro ptechodny leading
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s < Ty s < Flgs 2
Hgy

Rovnice 18

kde ug g je mobilita koiontu v zoné BGE, ua v je mobilita stackeru v zoné vzorku, ug v

je mobilita koiontu v zéné vzorku a uxg je mobilita mikrokomponenty vzorku v zoné
BGE.[16]

Stacker miize byt bud’ p¥irozenou soudasti vzorku (napt. Cl° nebo Na* v mo¢i) nebo

mize byt do vzorku uméle pfidan. Vysledkem indukované isotachoforézy je, Zze mikro-

komponenty vzorku se stackuji za ptechodnym leadingem, nebo pted pfechodnym termi-

natorem. Situaci, kdy makrokomponenta je piechodnym leadingem ilustruje Obr. 7.

A. A+S;+S:

S:; S,

stacker A analyte S1, S
Obr. 7; Schéma tITP; makrokomponenta A je prechodnym leadingem, BGE terminatorem;(A):
V z6né vzorku se nachazeji tfi individua. Makrokomponenta A bude v nasledujicich krocich hrat roli
prechodného leadingu pro latky S; a S,. ua> usi™> us, (B): pribéh vlastni piechodné isotachoforézy po
zapojeni separa¢niho napéti. Latka A funguje jako vedouci elektrolyt, latky S; a S, upravuji svoji kon-
centraci, v souladu s Kohlrauschovou regula¢ni funkei, vzhledem ke koncentraci latky A Vv jeji zoné.
C: migraéni rychlost A je v zéné BGE silné zvySena, rozhrani mezi A a BGE je silné frontujici a po
case se vytvori smésna zona BGE a A. A uz nadile nemiiZze byt leadingem D zobrazuje situaci, kdy
doslo k rozmyti zony leadingu a rozpadu isotachoforetickych podminek a latky nyni migruji v médu
z6nové elektroforézy. Pik litky S; je vice rozSifen nebot’ litka opustila dfive ITP podminky. Pievzato

z Urbanek et al[12].

Situaci, kdy makrokomponenta je ptechodnym terminatorem popisuje Obr. 8.
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Obr. 8; schéma tITP; makrokomponenta A je pfechodnym terminatorem, BGE leadingem. (A): zéna
vzorku obsahuje makrokomponentu Z a dvé komponenty S; a S, us;> us,> uz. BGE funguje jako ve-
douci elektrolyt, latky S; a S, upravuji svoji koncentraci, v souladu s Kohlrauschovou regula¢ni funk-
ci. (C): migra¢ni rychlost BGE v z6né Z je zvySena, vstupuje do zony Z a rozhrani mezi BGE a Z je
silné chvostujici. Ve chvili, kdy vznikne smésna zéna BGE a Z jsou pieruseny ITP podminky. (D):
latky migruji v CZE médu. Pik latky S; je rozsifen nebot’ tato litka ma vysokou mobilitu a opustila
ITP podminky d¥ive. Pfevzato z Urbanek et al[12].

Posledni moznosti je varianta pfitomnosti dvou makrokomponent A a B ve vzorku.
Pticemz A slouzi jako ptfechodny leading, za kterym se stackuji analyty, které¢ maji nizsi
mobilitu nez A a vyssi mobilitu nez koiont BGE, jenz iontu A plni funkci terminatoru. Iont
B naopak funguje jako ptfechodny terminator pro ionty, jejichz mobilita je vétsi nez mobi-
lita iontu B, ale mensi nez mobilita koiontu BGE, ktery zde funguje jako leading[5, 12, 16,
17]viz Obr. 9.

A

A+Z¢S.+S;+S,

BGE stacker A, Z analyte S,;, Sz, Sa
Obr. 9; Schéma tITP indukovana sloZzenim vzorku s dvéma stackery. (A): zéna vzorku obsahuje 2

makrokomponenty A a Z a 3 mikrokomponenty Si, S,, Sa. ua> ps1> up= psy> psz> uz. (B): Po zapnuti
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proudu se systém rozdéli na dva ITP systémy. A je leader pro S; a Z je terminator pro S;. (C): postup-
né dochazi k prerusovani ITP podminek. (D): vSechny komponenty putuji v CZE moédu. Zéna analytu
S,, jehoZ mobilita je blizka mobilité BGE, je nejvice rozmyta, protoZe u ni neprobéhl stacking. Prevza-

to z Urbanek et al[12].

Prechodna isotachoforéza indukovana sloZenim separacéniho média.

Zde je isotachoforéza vyvolana tak, Ze kapilara je postupné naplnéna BGE, poté zonou
piechodného vedouciho elektrolytu, zonou vzorku, zénou prechodného termindtoru a opét
BGE. Nebo je mozné do kapilary naplnéné BGE nadévkovat zonu prechodného leadingu a
vzorku, pricemz koiont BGE hraje roli terminatoru. A nebo do kapilary naplnéné BGE
nadavkovat zonu vzorku a piechodného terminatoru a koiontu BGE tak piid¢lit roli lea-

dingu[5, 12]viz Obr. 10.

—x

BGE sample leading (L), terminating (T)
electrolyte

Obr. 10; Schéma tITP indukované sloZenim média; pievzato z Urbanek et al.[12]

Priechodna isotachoforéza pretrvavajici 7 on-line ITP—CZE techniky

Tato pfechodna isotachoforéza je v podstaté jiz jen ruSivym jevem, ktery né¢kdy muze
doprovazet krok CZE pfi technikach on—line kombinace ITP-CZE. Ve chvili, kdy probéhl
jiz ITP krok, je dalsi prodluzovani isotachoforetického migrovani nevyhodné, protoze bra-
ni destackingu a vzajemnému rozseparovani jednotlivych slozek. K tomuto jevu dochazi z
duvodu, ze do separaéni kapilary se vzdy dostane (nebo v ni zistane) i ¢ast terminatoru
(ptipadné leadingu) nebot’ nechceme pfijit o Cast jiz separovaného a zakoncentrovaného

vzorku.
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V pripad¢, ze je pritomna komponenta ,ktera by mohla hrat roli vedouciho iontu (jimz
mize byt jak makrokomponenta vzorku tak i samotny koiont BGE), mize dojit
k vytvofeni podminek pro pfechodnou isotachoforézu.

Situace se podoba bud’ tITP indukované slozenim pracovniho média (ug >ua>ux>ur;
koiont je leadingem a makrokomponenta T [coZ je zbytek terminatoru po predchozi isota-
choforéze] je pfechodnym terminatorem).

Nebo se muze podobat tITP indukované slozenim vzorku (ua>ux>ur>us; pricemz ve
vzorku musi byt pfitomna slozka A, ktera bude pfechodnym leadingem. A zaroven kon-
centrace A musi byt vyssi, nez je kriticka koncentrace pro vyvolani pfechodné isotachofo-
rézy).

Ve chvili kdy dojde k poklesu koncentrace v zon¢ leadingu nebo terminatoru, dojde
k pferuseni isotachoforetickych podminek a latky nadale migruji uz pouze v médu zénové

elektroforézy.viz Obr. 11.

ITP step

| A
+
e T X+Y+Z L

steady state

CZE step

[ =

e ——— A T—

end of separation migration path

Obr. 11; Pfechodna elektroforéza pretrvavajici z on-line ITP-CZE; (A) popisuje situaci pri isotacho-
foretickém kroku. Dochazi k ipravé koncentraci a analyty se déli do zén v poiadi jejich mobilit. (B):
V CZE kroku dochazi nejdiive k piechodné ITP, kde makrokomponenta A hraje roli pfechodného
leadingu a BGE terminatoru. A posléze dochazi Kk rozpadu isotachoforetickych podminek a migraci

v klasické CZE.prevzato z KFivankova [5]

Ve vSech vySe uvedenych piipadech ptrechodna isotachoforéza vyznamné ovliviiuje
analytické parametry CZE, zejména pak: detek¢ni Cas, rozmyti zon, separacni ti¢innost a
citlivost analyzy. Klicovym problémem celého postupu je nalezeni takovych podminek pro
pfechodnou isotachoforézu, které i pti nastiiku velkého mnozstvi vzorku umozni jeho vy-
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razné zakoncentrovani pii zachovani vysoké separacni ucinnosti a pti co nejmensi disperzi

vyslednych zon. To nasledné vede ke zvySeni limitu detekce, coz je pozadovany vysledek.

3.6. Analyzovane latky

Analyzované latky mizeme rozdélit do dvou skupin podle jejich chemické struktury.

Jsou to fenolické kyseliny: derivaty kyseliny benzoové a skoficové a flavonoidy.

3.6.1. Fenolické kyseliny

HO
O
HO
OH

Kyselina protokatechova (pKa=4,45)

HO \ O

OH
Kyselina p—kumarova (pKa=4,10)

H,.C—O
HO \ O

OH
Kyselina ferulova (pKa=4,04)

OH

0
\
OH

Kyselina o—kumarova(pKa=3,96)
HO

HO \ O

OH
Kyselina kavova (pKa=4,04)
HO

HO \ O

O O OH

OH OH
OH

Kyselina chlorogenova (pKa=3,96)
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3.6.2.Flavonoidy

Kaempferol (pKa=6,93)
OH

OH OH

Rutin ((pKa=6,83)

OH

Kvercetin (pKa=6,89)
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4. CIL PRACE

40



Cilem moji prace bylo nalezeni vhodného elektrolytového systému a optimalizace
podminek pro separaci a stanoveni derivatd kyseliny skoficové a benzoové a vybranych

flavonoiddi pomoci piechodné isotachoforézy - kapilarni zonové elektroforézy (tITP-CZE)
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5. PRAKTICKA CAST
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5.1

5.1.1. Chemikalie

Nazev latky
2,6-di-O-methyl-B-cyklodextrin
2-Hydroxypropyl-a-cyklodextrin
2-Hydroxypropyl-p-cyklodextrin
Dimethylsulfoxid
Hexadecyltrimethylamonium bromid
Hexadimethrin bromid

Chlorid sodny

Isopropylalkohol

Kaempferol

Kvercetin

Kyselina borita

Kyselina chlorogenova

Kyselina kavova

Kyselina o-kumarova

Kyselina p-kumarova

Kyselina prokatechova

Kyselina trans-ferulova
Methanol pro HPLC

Rutin hydrat

a-Cyklodextrin hydrat

v-Cyklodextrin

1331,39
1180
1380

78,13
364,36

58,44
60,1
286,24
302,24
61,83
354,31
180,16
164,16
164,16
154,12
194,19
32,94
610,52
1137,01

12971

Chemikalie a roztoky

Vyrobce
Fluka
Fluka
Fluka
Aldrich
Sigma
Sigma
Penta
Penta
Fluka
Lachema Brno
Sigma
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma
Sigma

Sigma

Cistota
>> 97%
p.a.

p.a.
99,90%
99%
94%
p.a.

p.a.
>>96%

p.a.

pro elektroforézu
p.a.

97%
97%
98%
97%
99%
99,90%
min 95%
p.a

p.a
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5.1.2. Roztoky

5.1.2.1. Priprava standardnich a pracovnich roztoki analyti
Na analytickych vahach jsem postupné navazil piiblizn¢ 0,2 mg kyseliny protokate-
chové, o—kumarové, p—kumarové, kavové, ferulové a chlorogenové, kvercetinu, rutinu a
kaempferolu. Ty jsem poté pievedl do odmérné bainky na 10ml pomoci.methanolu a dopl-
nil methanolem po rysku. Koncentrace analytd v tomto roztoku byla pfiblizné¢ 200ug/ml.
Poté jsem roztok odplynil po dobu 10 minut v ultrazvukové lazni. Tento zasobni roztok
jsem uchovaval v lednici. V ¢as potieby jsem z néj methanolem natedil pracovni roztoky o

pozadované koncentraci .

5.1.2.2. Priprava zasobnich roztoki.

Vypoétené mnozstvi kyseliny borité (6,1743g) jsem navazil ptiblizné pfesné a rozpus-
til v 100 ml vody. Kvantitativné jsem ptevedl do odmérné bariky na 200ml a doplnil jsem
po rysku vodou. Tim jsem ziskal zasobni roztok kyseliny borité o koncentraci 0,5 mol/Il.
Vypoétené mnozstvi CTAB (0,19045g) jsem piiblizné pfesné navazil a kvantitativné pie-
vedl do odmérné baiky na 50 ml. Vypoctené mnozstvi HDB (0,1g) jsem navazil ptiblizné
pfesné a kvantitativné prevedl vodou do odmérné bainky na 100ml a doplnil vodou po
rysku. Tyto zasobni roztoky jsem uchovaval v lednici a v ¢as potieby jsem z nich fedil

pracovni roztoky.

5.1.2.3. Priprava pracovnich elektrolytii

Do kadinky na 100 ml jsem odpipetoval vypoctené mnozstvi zdsobniho roztoku kyse-
liny borité. Pfidal jsem vypoctené mnoZzstvi ¢inidla pro otoc¢eni EOF (CTAB nebo HDB) a
organického rozpoustédla. Piipadné jsem ptidal vypoctené mnozstvi cyklodextrinu a dopl-
nil objem vodou na 45 ml. Dale jsem upravil pH na hodnotu 9,3 pomoci roztoku amonia-
ku. Poté jsem pievedl kvantitativné do odmérné banky na 50ml a doplnil po rysku vodou.

Roztok jsem odplynil na ultrazvukové lazni po dobu 5-ti minut.

5.2. Pristroje

e Kapilarni elektroforeticky systém PrinCE 750, Holandsko
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e Laboratorni digitalni pH metr PNM 220, Radiometr Kopenhagen, Dansko, pfi-
stroj byl kalibrovan za pouziti standardnich pufra (pH 7,000 a 10,012)

e Ultrazvukova lazen Badelin Sonorex RK 31, Némecko

e Analytické vahy Sartorius, Némecko

e Elektromagneticka michatka MM 2A, Laboratorni piistroje Praha, CR

5.2.1. Kapilarni elektroforeticky systém PrinCE

Pristroj byl vybaven DAD detektorem (diode array detektorem). Separace probihala
V kfemenné potazené kapilafe o vnitinim praméru 50um a o efektivni délce 60cm a celko-
vé délce 67,2cm. Komunikaci s poCitaCem a fizeni analyzy zajistoval program DAx 3D
verze 7.3 od firmy Van Mierlo Software Consultancy, pracujici pod opera¢nim systémem
Microsoft Windows 98.

5.3. Pracovni a vypocetni postupy

5.3.1. Pracovni postup

Pred zacatkem analyzy jsem uvedl do chodu pocitac a elektroforeticky systém.

V programu jsem nastavil parametry pro méfeni a vyhodnocovani. Na zacatku a na
konci dne jsem kapilaru proplachoval 1 M roztokem NaOH, 10 minut 0,1 M roztokem
NaOH a 10 minut ultracistou vodou tlakem 2000mbar po dobu 10 minut. Pfed vlastnim
méfenim jsem pro dosazeni lepSi reprodukovatelnosti kapilaru proplachoval tlakem
2000mbar po dobu 5 minut roztokem 0,1 M NaOH, 5 minut ultra¢istou vodou a 5 minut
roztokem BGE. Davkovani vzorku probihalo hydrodynamicky tlakem 50 mbar. po dobu
6 sekund.

Detekce probihala v UV oblasti pii vlnovych délkach 200, 214, 228, 280, 352 a
400 nm.

5.3.2. Vyvoj a optimalizace metody

Sledoval jsem tyto vlivy:
e vliv ¢inidla otacejiciho EOF

e koncentrace boratového pufru v rozmezi 50-200 mM
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e oblast pH v rozmezi 8,8-9,2
e piidavek organickych rozpoustédel a jejich koncentrace
e piidavek cyklodextrint a vliv jejich koncentrace

e testovani délky nastiku vzorku
5.3.3. Detek¢ni limit

Detekéni limit vyjadfuje citlivost metody. Je to nejnizsi detekovatelna koncentrace
latky, nestanovovana kvantitativn€. U instrumentalnich metod se mtize urcit jako koncent-

race analyzované latky odpovidajici poméru signalu k Sumu s hodnotou 3.
5.3.4. Opakovatelnost metody

Smérodatnou odchylku s jsem vypocital pomoci funkce SMODCH v programu Micro-

soft Excel. Pro vypocet relativni odchylky (%) jsem pouzil vzorec:

RSD = >.100
X

Rovnice 19
5.3.5. Rozliseni

RozliSeni je jeden z kvantitativnich parametri separacni i¢innost. RozliSeni dvou sou-

sednich piki 1ze vypocitat podle vzorce:
2:-(t,-t)
RS
W, +W,
Rovnice 20

Kde t; a t; jsou migracni Casy latek a wy a wo, jsou Sitky piku pti zakladni linii.
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6. VYSLEDKY A DISKUZE
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6.1. Optimalizace separacnich podminek

Cilem této prace bylo nalézt optimalni separa¢ni systém pro CZE analyzu smési feno-
lickych kyselin a flavonoidd, ve kterém by latky byly Gplné separovany a poskytovaly sy-
metrické piky sco nejvétsi plochou. Dale bylo nutné optimalizovat proces
zakoncentrovani velmi ziedénych roztoki modelové smési V jedné kapilafe za pouziti pie-
chodné isotachoforézy s cilem zvysit citlivost CE analyzy (tITP-CZE). Z hlediska zamys-
lené koncentra¢ni techniky tITP je zteoretického hlediska nutné pracovat v systému
s redukovanym EOF, coz ptedpoklada bud’ kovalentni nebo dynamické pokryti kapilary
nebo pracovat s vyssim obsahem organické slozky pufru apod., tj. realizovat zasahy, které

vedou k potlaceni EOF.
6.1.1.Volba podminek pro CZE

6.1.1.1. Volba elektrolytového systému

Pro separaci jsem zvolil s pfihlédnutim k literatufe[18] a charakteru studovanych latek
(= potencialnich aniontd) jako zaklad elektrolytu systém boratovy s koncentracemi
50 mM, 75 mM, 100 mM, 125 mM, 150 mM a 200 mM. Jako protiion byl vybran amonny
iont. Tento vybér byl ucinén na zakladé prace Kiivankova et al.[19], aby nedochazelo
k nekontrolované migraci OH zoénami analytd a tim ruSeni pfechodného isotachoforetic-

kého kroku.

6.1.1.2. Volba cinidla pro oto¢eni EOF

Pfi tivodnich experimentech jsem zjistil, Ze pfi normalni polarité¢ dojde k migraci stac-
keru z kapilary jesté diive, nez stac¢i probéhnout zakoncentrovani, a proto bylo nutné pro-
vadét analyzu pii otoceném EOF a s reverzni polaritou. EOF a aniontové analyty jsou
detekovany u pozitivniho konce kapilary, pficemz inlet je negativni. Piivodné byl pro oto-
¢eni elektroosmotického toku zvolen ptidavek kationického tenzidu CTAB a systém se
jevil jako selektivni pouze pro fenolické kyseliny, protoze flavonoidy migrovaly v case
EOF nebot’ byly interakcemi s CTAB jako neutrdlni speciés vyrazn€é zpomaleny. Systém
obsahoval 50 mM boratu, 0,5 mM CTAB a 30 % methanolu s ipravou pH 9 pomoci
amoniaku. Bohuzel z neobjasnénych pii¢in dochazelo pii opakovanych experimentech

k sorpcim nejenom flavonoidd, ale i fenolickych kyselin, coz se projevovalo minimalni
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vySkou piku a obrovskym chvostovanim. Déle jsem testoval vliv neutrdlniho polymeru
hydroxyethylcelul6zy v koncentraci 0,1%, pfi jejim pouziti dochazelo k ucpavani kapilary.
Proto jsem dale pokracoval v praci s pfidavkem polykationického polymeru HDB. Jako

vhodna koncentrace byla vzhledem k literatute zvolena koncentrace 0,001%

6.1.1.3. Vliv koncentrace boratového pufru

Selektivni komplexace mezi boratovym iontem a nékterymi analyty, obsahujicimi 0-
dihydroxylové skupiny, da vzniknout negativné nabitym komplextim a usnadiiuje tak je-
jich separaci pfi relativné niz§im pH. Zjist'oval jsem vliv koncentrace elektrolytu pii pH* =
9 na separaci z hlediska rozliSeni pika a délky analyzy. Pro zaji$téni rozpustnosti flavonoi-
du jsem zvolil obsah methanolu 30% v pracovnim médiu. Proméfil jsem koncentraci 50—
200 mM. Vliv koncentrace boratu na analyzu shrnuje Obr. 12 Vysoka koncentrace boratu
se ukazala jako nejlepsi, nebot’ dochazelo k prodluzovani analyzy a tim i k zlepSeni rozli-
Seni mezi jednotlivymi analyty. Vyssi hodnoty koncentrace boratu nebyly zkouSeny, pro-
toze vysoky protékajici proud by v systému zptisoboval vysokou produkci Jouleova tepla i
vysokou disperzi (kapilara je chlazena pouze ,,vétrackem®). Dosti vysoky obsahu metha-
nolu v pufru také skytal nebezpeci jeho odpafovani pii vyssi teploté a preruSovani analyz.
V tomto kroku jest€¢ nemohly byt identifikovany vSechny analyty, nebot’ rozliseni nebylo u
vSech dostate¢né. Pro méfeni EOF byl pouzivan pridavek dimethylsulfoxidu (DMSO),
jehoz koncentrace ve vzorku byla 2,5% (V/V). Méfeni probihala soucasné pii vinovych

délkach 200, 214, 280 a 352 nm.

Vliv koncentrace boratu

(min)

¢ Kys. protokatechova
= Kys. ferulova

cas

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

koncentrace (mM)

Obr. 12; Vliv koncentrace boratu na migracni ¢as kyseliny protokatechové a ferulové. Migracni ¢asy

ostatnich analyti byly mezi témito dvéma hodnotami.
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6.1.1.4. VlivpH

Pro ovlivnéni EOF a stupné ionizace kazdého analytu je pH pracovniho elektrolytu
velmi dillezitym parametrem. Vzhledem k tomu, Ze separace pii pH =9 nebyla ani zdaleka
dokonala, zkousel jsem vliv pH ~od 9 do 9,2. Viysich hodnot pH * nelze doséhnout, pro-
toze Cinidlem k upravé pH byl amoniak. Z Obr. 13 je patrné, ze dochéazelo ke zkracovani
migraénich ¢asi, ale zaroven byl dobie patrny vliv vzristajiciho pH na tvar a rozd&leni
pikii. Jako optimalni pH™ byla vybrana hodnota 9,2. Bohuzel ani po tomto kroku nebyly na

elektroforeogramu patrné vSechny analyty.

Vliv pH

12 H
= 11 A
E 10 f \.
8 97 # Kys. protokatechova
2 81 .
’§ 7 ’\\ = Kys. ferulova
o 61
E 51

4 T T T T T )

8,95 9 9,05 9,1 9,15 9,2 9,25

pH

Obr. 13; Vliv pH” na migraéni &as Kyseliny protokatechové a ferulové. Migra&ni asy ostatnich analyti

byly mezi témito dvéma hodnotami.

6.1.1.5. Vybér organického rozpoustédla

Sledoval jsem vliv ptidavku organického ¢inidla na pribéh analyzy. Podle literatury
[18] jsem zkousel piidavek 2—propanolu, acetonitrilu, smési 2—propanolu a methanolu a
methanolu. Ukéazalo se, ze vzhledem k tomu, ze byl vzorek rozpustény v methanolu, je
nejlepsiho rozliSeni dosahovano piidavkem methanolu. Vlivem piidavku 2-propanolu
v koncentraci 20% nebyly na zaznamu patrny nizadné piky kromé velice silné zaSuméné
zakladni linie. Smés 2-propanolu a methanolu v poméru 1:2 méla rovnéz velice silny Sum
zékladni linie. Pfidavek 15% acetonitrilu sice prodlouzil analyzu a baseline nebyla piilis
zaSuména, ale velice zhorsil rozliSeni. Proto jsem se rozhodl pokracovat v analyzach s

ptidavkem methanolu v BGE.
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Vliv koncentrace methanolu

Prométoval jsem zavislost obsahu methanolu v BGE v koncentracich od 20% az po
40% viz Obr. 14. Vliv stoupajici koncentrace methanolu mél prodlouzenim analyzy piiz-
nivy vliv na rozliSeni. Pii 40% methanolu v roztoku BGE uz byla velmi siln¢ zaSuména
zakladni linie a dosti se prodlouzil ¢as analyzy a proto jsem se rozhodl dale pokracovat
s 37,5% ptidavkem methanolu, kdy zakladni linie byla relativné stabilni.. Ani po zpomale-
ni EOF pomoci methanolu nedoslo k uplné separaci, a proto jsem dale testoval vliv cyklo-

dextrint na kvalitu separace.

Vliv obsahu methanolu

25 -

20 A

(min)

15 - —e— Kys. protokatechova

10 ’—’_‘/'// —=—Kys. ferulova

O 1 1 1
15 25 35 45

Obsah methanolu (%)

migracni ¢as

Obr. 14; Vliv obsahu methanolu na migraéni ¢as Kkyseliny protokatechové a ferulové. Migracni ¢asy

ostatnich analyti byly mezi témito dvéma hodnotami.

6.1.1.6. Vliv pridavku cyklodextrinii

Zkousel jsem postupné ptidavek 10 mM téchto cyklodextrint: 2,6—di—-O—Methyl-p—
cyklodextrin, (2-hydroxypropyl)—-o—cyklodextrin, (2-hydroxypropyl)-p—cyklodextrin, o—
cyklodextrin a y—cyklodextrin. Jako jednoznaéné nejlepsi se ukazal (2-hydroxypropyl)—p—
cyklodextrin, pomoci n¢hoz bylo na elektroforeogramu patrno 8 pikti (smés obsahovala

devét latek) viz Obr. 15-Obr. 17.
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Obr. 16; Vliv pridavku a-cyklodextrinu (vlevo) a y-cyklodextrinu (vpravo)
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Obr. 17;Vliv pridavku 10 mM y—cyklodextrinu

Vliv koncentrace cyklodextrinu

Vyzkousel jsem vliv koncentraci (2-hydroxypropyl)—B—cyklodextrinu 5 mM, 10 mM a

15 mM a nejlepsi rozliSeni poskytovala koncentrace 15 mM.

6.1.1.7. Vliv teploty

Prestoze je kapilarni systém vybaven termostatem, dochazelo v pribéhu analyz ¢asto
k jejich pterusovani. Vysledoval jsem, ze pfi¢ina je v nedostate¢ném termostatovani pro-
storu kapilary. Vzhledem k vysokym teplotdm v laboratofi nebyl systém schopen udrzet
teplotu na pozadované hodnotg tj. 25°C a pfi prestoupeni teploty pies 25°C v prostoru ka-
pilary dochazelo pravdépodobné k lokalnimu piehfivani az odpafovani methanolu ze smési
a vzniku bublin, které nasledné pierusily tok elektrického proudu. Z tohoto divodu bylo

nutné v laboratofi permanentné pouzivat klimatizaci.
6.1.2. Detekce

Pro detekei jsem vyuzival DAD detektor. Maxima absorpce pro detekci kyselin byla
pti 214 a 280 nm. Pro detekci flavonoidi byla nejlepsi vinova délka 214 nebo 280 nm,
kromé¢ rutinu, ktery mél pfi téchto vinovych délkach odezvu velmi malou. Proto bylo pro

vyhodnoceni rutinu pouzito jeho maximum v 352 nm. Kyselinu chlorogenovou se nepoda-
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filo na elektroforeogramu identifikovat, ani metodou standardniho ptidavku ani porovna-
nim spekter. Pravdépodobné tedy dochdzelo k jejimu vychytani na stén¢ kapilary .
Dilezitou podminkou pro optimalni CZE separaci fenolickych kyselin Vv nalezeném
optimalnim BGE je dobra opakovatelnost oto¢eného a redukovaného EOF. Proto byla mo-
bilita EOF neustale sledovana a métfeni provadéna s EOF markrem ve vzorku a v ptipadé
potfeby optimalizovana promyvaci metoda mezi analyzami (stejné hladiny elektrolytu ve
vialkach, tfi vialky s BGE-in, out, promyvaci, systematicka vyména BGE ve vialkach po 5

meéienich).
6.1.3. Optimalizace prechodné isotachoforézy (tITP-CZE)

Piechodna isotachoforéza byla indukovana slozenim vzorku, tak jak je popsano v pod-
kapitole Piechodna isotachoforéza indukovana sloZzenim vzorku na str.33 a na Obr. 7. Da-
nou koncepci v kombinaci se slozenim elektrolyti v separacni kapilaie lze realizovat
tandemové on-line spojeni dvou principidlné¢ odlisSnych elektromigracnich metod v jedné
kapilare bez upravovani komer¢ni instrumentace. Timto zptisobem lze dosdhnout zakon-
centrovani analytll az o nékolik fadd, resp. jsou vytvoieny ptredpoklady pro vypracovani
selektivni .elektroforetické metody s integrovanou on-line apravou vzorku . Cenné je, ze
uvedené hyphenacni techniky jsou pouzitelné pro piimé analyzy UCinnych latek
Vv biologickém materialu, resp. rostlinné matrici bez naro¢nych off-line délicich a Eisticich
postupti.

V této praci bylo ke vzorku pfiddno 100mM NaCl a byla sledovéana zavislost odezvy
detektoru na délce nastiiku v rozsahu 6-90 s. viz Obr. 18

Prodluzujici se délka nastiiku pfi standardni CZE vede prekrocenim separacni kapaci-
ty kapilary K rozsifovani a vyssi disperzi zon, naopak prodlouzeni délky nastiiku pfi vyuzi-
ti tITP umoziuje ziskavat zké vysoké piky. Zavislost plochy piku na délce nastiiku byla

linearni v celém rozsahu testovanych dob. Pro dalsi praci byla zvolena doba nasttiku 80s.
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Zavislost odezvy detektoru na délce nastriku

4,00E-03
3,50E-03 - = Kys. Protokatechova
3,00E-03 - = Kys. Kavova

% 2,50E-03 - Kys. o-kumarova

s 2,00E-03 - Kys. Ferulova

e 1,50E-03 - = Rutin

s 1,00E-03 - * Kys. p-kumarova
5,00E-04 - = Kvercetin
0,00E+00 - = Kaempferol

plocha piku AU pfi 280 nm (respektive

-5,00E-04 © 20 40 60 80
délka nastriku (s)

Obr. 18; Zavislost odezvy detektoru na délce nastiiku
6.1.4.Optimalni podminky separace

Optimalni podminky separace shrnuje Tabulka 1

Koncentrace boratu

200 mM

pH’

9,2

Cinidlo otaéejici EOF

0,001% HDB

Rozpoustédlo 37,5% Methanolu

Cyklodextrin 15 mM 2-hydroxypropyl-p-cyklodextrin
Teplota 25°C

Napéti -30kV

Koncentrace Nacl pro tiITP | 100mM

Davkovani 80 s, 50 mbar

Detekce UV pii 214 nebo 280 a 352 nm

Kapiléra Kfemenna kapilara 50um, efektivni délka 60cm,

celkova délka 67,2 cm

Tabulka 1; Optimalizované podminky méieni.
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6.1.5. Kalibracni zavislost

Kalibra¢ni zavislost byla méfena za podminek shrnutych v Tabulka 1 pro koncentrace
2,5 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 25 pg/ml a 37,5 pg/ml. Kalibra¢ni zavislost nebyla zméie-
na pro kyselinu chlorogenovou a pro kvercetin. Pro kyselinu chlorogenovou nebyla ziska-
na zadna data z divodi popsanych vyse. Pro kvercetin nebylo mozné kalibraci provést
Vv tomto rozsahu, nebot” jeho limit kvantifikace byl piili§ vysoky (18,5ug). To je pravdépo-
dobné¢ zplsobeno castecnou sorpci, ktera se projevuje 1 vyraznym chvostovanim piku
kvercetinu. Jako kvantitativni parametr jsem pouzil plochu piku elektroforeogramu ziska-
ného pomoci UV detektoru. Pro kazdou koncentraci jsem provedl tii méfeni a spocital
aritmeticky primeér. Kalibra¢ni zavislost jsem zpracoval pomoci programu Microsoft Ex-
cel pomoci linearni regrese. Obecny tvar kalibra¢ni kiivky:
y=K-X+(Q
Rovnice 21
kde y je plocha piku analytu v mAU, X je koncentrace analytu v pg/ml, k smérnice
piimky a g absolutni ¢len. Parametry kalibracnich pfimek vcetné koeficientu korelace R
shrnuje Tabulka 2 a Obr. 19.Na Obr. 20 je znazornén typicky zaznam analyzy. Zavislost

ploch pikl na koncentraci je v uvedeném rozmezi linedrni, o cemz svédci i korelacni koe-

ficienty v rozmezi 0,9922-0,9983.

Analyt Rovnice regresni pirimky 5
y=kx+q
Kyselina protokatechova 52,36x -49,464 0,9922
Kyselina kavova 33,051x +21,503 0,9974
Kyselina o-kumarova 43,738x -4,850 0,9946
Kyselina ferulova 27,019x +79,279 0,9924
Rutin 24,019x +33,590 0,9983
Kyselina p-kumarova 68,567x +7,760 0,9980
Kaempferol 31,482x - 58,501 0,9983

Tabulka 2; Kalibraéni zavislost
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Kalibracni zavislost
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= kys. kdvova
2000 4 Kyselina o-kumarova
=)
<
E
F = Kyselina p- kumarova
i 1500
©
S
o Kys. ferulova
[
1000 +
= Rutin
500 -
= Kaempferol
0 T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40
¢ (ug/ml)
Obr. 19; Kalibra¢ni zavislost
—  25pg:280nmadl
—  25ug:352nmdel
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Obr. 20; Typicky elektroforeogram. 1-kys protokatechova, 2-kys. kavova, 3-kys. o-kumarova,
4-kys. ferulova, 5-rutin, 6-kys. p-kumarova, 7-kvercetin, 8-kaempferol, 9-markr EOF (DMSO)
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6.1.6. Limity detekce a kvantifikace.

Detekéni limit byl urcen pro kazdy analyt jako koncentrace, pii které byl pomér signa-
lu k Sumu roven nejméné hodnoté 3. Limit kvantifikace pak ma pomér 10:1. Vysledky

shrnuje Tabulka 3

Analyt oD O
(ng/ml) | (ng/ml)
Kyselina protokatechova 0,277 1,062
Kyselina kavova 0,414 1,585
Kyselina o-kumarova 0,321 1,232
Kyselina ferulova 0,461 1,768
Rutin 0,554 2,124
Kyselina p-kumarova 0,203 0,779
Kvercetin 5,556 18,543
Kaempferol 0,477 1,830

Tabulka 3; Limity detekce a kvantifikace
6.1.7. Opakovatelnost metody

Pro ovéieni opakovatelnosti migracnich ¢asu a ploch pikti jsem provedl Sest méteni pii
koncentraci 25 pg/ml. Vypocet relativni odchylky probéhl podle Rovnice 19. Vysledky
jsou uvedeny v

Tabulka 4. Reprodukovatelnost ¢ast i ploch piki je velmi dobra. Relativni smérodatna
odchylka pro migracni ¢asy leZi v rozmezi 0,79-1,01%, pro plochy pikd v rozmezi od
1,34-2,13%.

Identifikace analytt byla provedena metodou ptidavku standardti k modelové smési a
s vyuzitim DAD detektoru. Spektra jednotlivych analyti byla zaznamenana a uloZena do
knihovny a pouZita pro sledovani zmén selektivity béhem optimalizace a perspektivné pro

identifikaci studovanych kyselin v realnych vzorcich.
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RSD | RSD
Analyt (%) (%)

¢as | plocha

Kyselina protokatechova | 0,93 1,92

Kyselina kavova 0,87 1,45
Kyselina o-kumarova 0,79 1,34
Kyselina ferulova 0,84 1,87
Rutin 0,91 1,75
Kyselina p-kumarova 0,96 1,90
Kvercetin 1,01 2,13
Kaempferol 0,90 2,01

Tabulka 4; Opakovatelnost elektroforetickych parametri

6.1.8.Koncentra¢ni faktor

Porovnal jsem plochy pika pti standardni CZE a pfi pouziti optimalnich podminek

tITP—CZE podle vztahu:

AUCrp Ceze
AUCcze Cyrp

F =

Rovnice 22
V priméru bylo dosaZeno 25nasobné zakoncentrovani..Dalsi zvySeni citlivosti by bylo
mozné pravdépodobné dosdhnout dalsi optimalizaci objemu nasttiku, tj. optimalizaci na-

stfikového ¢asu v kombinaci s tlakem.

6.1.9.Rozliseni

Podle Rovnice 20 jsem vypocital rozliseni Rs dvou sousednich pikd pti optimalnim
slozeni pracovniho elektrolytu a optimalni délce nastiiku. Vysledky jsou uvedeny v Tabul-
ka 5. Systém neni zcela optimalni pro rozliseni kyseliny protokatechové a kavové, kyseli-
ny o-kumarové a ferulové a rutinu a kyseliny p-kumarové, jejichz hodnoty rozliseni jsou

nizsi nez 1,5.
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Analyty Rozliseni
K. protokatechova - K. kavova 1,1

K. kdvova - K. o-kumarova 4

K. o-kumarova - K. ferulova 0,8

K. ferulov4 - Rutin 1,6
Rutin - K. p-kumarova 0,67
K. p-kumarova - Kvercetin 2
Kvercetin - Kaempferol 4,17

Tabulka 5; RozliSeni analyt
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7. ZAVERY
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Z vysledki mé prace vyplyvaji tyto zavery:

CZE v Klasickém provedeni- konvencni nastiik vzorku.

1.

Pomoci kapilarni zonové elektroforézy byla analyzovana smés Sesti fenolic-
kych kyselin:(kyselina protokatechova, kavova, o-kumarova, ferulova, p-
kumarova a chlorogenova) a tii flavonoida (rutin, kvercetin a kaempferol).
Analyzy probihaly Vv prostiedi s obracenym EOF, aby bylo mozno aplikovat
metodu tITP-CZE. Jako ¢inidlo otacejici EOF byl vybran HDB v koncentraci
0,001%

Sledoval jsem vliv koncentrace boratového pufru na kvalitu separace
v intervalu 50-200 mM. Pro dal$i méfeni byla zvolena koncentrace 200 mM.
Studoval jsem vliv pH” pracovniho elektrolytu na kvalitu analyzy v rozmezi
pH™ 9,0-9,2. Nejlepsi vysledky byly poskytovany v prostfedi o pH 9,2.
Vyhodnocoval jsem vliv pfidavku organického rozpoustédla na u¢innost sepa-
race. Pro dalsi méfeni jsem vybral systém s obsahem 37,5% methanolu.
Sledoval jsem vliv ptidavku cyklodextrini na kvalitu separace. Nejlepsi rozli-
Seni 8 latek poskytoval piidavek 15 mM 2-hydroxypropyl-p-cyklodextrin.

Pti analyzach vyplynula nutnost v teplejsich dnech klimatizovat prostor v labo-
ratofi pro nedostateCnou interniho ucinnost temperovani elektroforetického
systému PrinCE.

Elektroforeticka separace probihala v kapilate s efektivni délkou 60cm a vniti-
nim praméru S0pum. Pti priméru kapilary 75 pm dochazelo K pferusovani ana-
lyz v disledku generovani vys$§i hodnoty proudu. Bylo pouZivano
hydrodynamické davkovani tlakem 50mbar po dobu 6s. Pii separaci bylo vkla-
dano napéti -30kV s gradientem 6 kV za sekundu. Detekce probihala pii 214,
280 a 352 nm.

Kapildarni elektroforéza s prechodnou isotachoforézou indukovanou slozenim

vzorku.

1.
2.

Pro ITP zakoncentrovani byl zvolen ptidavek chloridii o koncentraci 100 mM.
Byl sledovan vliv délky nastiiku na plochu piku v rozsahu 6-90s V celém tom-
to rozsahu byl patrny linearni nartist plochy piku. Jako optimalni doba nastiiku
byla zvolena doba 80s.
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Byla zmétena kalibra¢ni zavislosti pro analyzované latky v rozmezi 2,5 pg/ml
—37,5 pg/ml. Korela¢ni koeficienty byly v rozmezi 0,9924-0,9983

Byly zjistény detekéni limity osmi analytd v rozmezi od 203ng/ml do
RozliSeni analyti v tomto systému bylo u tfi analytd nizs$i nez 1,5. Pro vétsi
rozliSeni je pottebné prodlouzit dobu nutnou pro destacking po prechodné iso-
tachoforéze. Jako nejjednodussi feSeni navrhuji prodlouzeni efektivni délky
kapilary.

S vyuzitim tITP-CZE bylo dosazeno v priméru 25 nasobné zakoncentrovani
analyti. Vyssiho zakoncentrovani by mohlo byt dosazeno dalsi optimalizaci
nastiiknutého objemu, tj. prodlouzenim doby nastiiku v kombinaci

s optimalizaci tlaku nastiiku.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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BGE
CE
CEC
CGE
CTAB
CZE
DDAB
DEAED
DMSO
DNA
DPLC
EOF
ESI
FASS
HDB
HPLC
IEF
ITP
KMK
LC
LE
LOD
LOQ
LVSS
MEKC
MS
SPE
TE
tTP
TTAB

Zakladni elektrolyt CZE (background)
Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektrochromatografie
Kapilarni gelova elektroforéza
Cetyltrimethylamonium bromid

Kapilarni zonova elektroforéza
Didodecyldimethylamonium bromid
Diethylaminoethyldextran
Dimethylsulfoxid

Deoxyribonukleova kyselina
Dilauroylfosfatidylcholin
Elektroosmoticky tok

lonizace elektrosprayem

Polem zesilené zakoncentrovani vzorku
Hexadimethrin bromid

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Isoelektricka fokusace

Isotachoforéza

Kriticka micelarni koncentrace
Kapalinova chromatografie

Vedouci elektrolyt ITP

Limit detekce

Limit kvantifikace

Zakoncentrovani vzorku z velkého objemu
Micelarni elektrokineticka chromatografie
Hmotnostni spektroskopie

Extrakce na pevnou fazi

Koncovy elektrolyt ITP

Ptechodnd isotachoforéza

Tetradecyltrimethylamonium bromid
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