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Abstrakt

Kapalné krystaly jsou latky Siroce vyuzivané v elektronice, 1ékafstvi a dalSich
oborech. Analytické separace jsou dulezité v oblasti vyvoje novych kapalnych krystalt
pro kontrolu Cistoty syntetizovanych latek. Analyza vzorku je dllezitd pro zjiSténi
pfitomnosti necistot pochdzejicich ze syntézy i pro zjisténi chirdlni Cistoty latky.

Latky tvortici kapalné krystaly neobsahuji snadno ionizovatelné funk¢ni skupiny,
coz vyluCuje jejich separaci v kapilarni zdénové elektroforéze. Elektrokineticka
chromatografie je metoda, pfi které se do zakladniho elektrolytu pfidava vhodny
surfaktant. Latky bez naboje pak interakci s elektricky nabitym surfaktantem ziskavaji
efektivni nédboj, ¢imz mulze dochéazet k separaci, pokud s pfidanym surfaktantem
interaguji rozdiln¢. DalSim problémem komplikujicim analyzu je velmi nizka
rozpustnost analytli ve vodé. Separace v této praci byly proto provadény v bezvodém
prostiedi acetonitrilu.

Za zminénych podminek vSak byla pozorovana nizka opakovatelnost migracnich
cast latek. Proto byly pfi naslednych métenich vyuzivany kapilary s rizné pokrytou
vnitini sténou. Upravou povrchu by mélo dojit ke zlep3eni opakovatelnosti migraénich
Casil. Bylo testovano né€kolik druhti pokryti kapilary. Nejprve bylo testovano dynamické
pokryti, kdy byla kapilara pfed sérii méfeni promyta vodnym roztokem
hydroxyethylcelulosy. Nasledné bylo testovano, jestli ma vliv na migracni ¢asy, pokud
je kapildra promyta pfed kazdym meéfenim. Testovana byla také kapilara dynamicky
pokryta polybrenem a poté komercni permanentné pokryté kapilary.

Na zéklad¢ zjisténych hodnot opakovatelnosti mobility elektroosmotického toku
byly vybrany vhodné podminky meéfeni. Vzorky byly analyzovany v bezvodém
prostiedi acetonitrilu s pfidavkem hexadecyltrimethylamonium chloridu o koncentraci
40 mmol dm™ a octovou kyselinou o koncentraci 10 mmol dm=. Kiemenn4 kapilara
byla pfed méfenim promyvédna 1 M kyselinou chlorovodikovou po dobu 3 minut.
U nékterych vzorkl se podatilo separovat ne€istoty od syntetizované latky ¢i separovat

jeji isomery.

Kli¢ova slova: kapalné krystaly, bezvoda kapilarni elektroforéza, elektrokineticka

chromatografie, elektroosmoticky tok



Abstract

Liquid crystals are widely used in electronics, medicine and other fields.
Analytical separations are important in the development of new liquid crystals to
control the purity of synthesized substances. The sample analysis is important for
detection of impurities formed during synthesis and for determination of chiral purity of
the substance.

Liquid crystal-forming substances cannot be separated by capillary zone
electrophoresis due to the absence of readily ionizable groups. Electrokinetic
chromatography is a method in which a suitable surfactant is added to the background
electrolyte. The uncharged substances then interact with the electrically charged
surfactant to obtain an effective charge. Separation can occur if they interact differently
with the added surfactant. Another problem complicating the analysis is the very low
solubility of analytes in water. Separations in this work were therefore carried out under
non-aqueous conditions in acetonitrile.

However, under these conditions a poor repeatability of the migration times of
the substances was observed. Therefore, capillaries with differently coated inner walls
were used in subsequent measurements. Surface modification should improve the
repeatability of migration times. Several types of capillary coating have been tested.
Dynamic coating was tested first - the capillary was flushed with an aqueous solution of
hydroxyethylcellulose before a series of measurements. Subsequently, the effect of
flushing before each measurement was tested. Capillary permanently coated with
polybrene and commercial permanently coated capillaries have also been tested.

Based on measured EOF repeatability appropriate measurement conditions were
chosen.  Samples were analyzed in acetonitrile  with addition of
hexadecyltrimethylammonium chloride at a concentration of 40 mM and acetic acid at
10 mM concentration. The silica capillary was flushed with 1 M hydrochloric acid
for 3 minutes before each measurement. It was possible to separate impurities from

synthesized analytes in some samples.

Key words: liquid crystals, non-aqueous capillary electrophoresis, elektrokinetic

chromatography, electroosmotic flow
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Pouzité zkratky a symboly

CMC kriticka micelarni koncentrace (critical micelle concentration)
CTAB hexadecyltrimethylamonium bromid

CTAC hexadecyltrimethylamonium chlorid

DDAB didodecyldimethylamonium bromid

EOF elektroosmoticky tok (electroosmotic flow)

HEC hydroxyethylcelulosa

LCD displej na bazi tekutych krystalt (liquid crystal display)

MO mesityloxid

PVA polyvinylalkohol

PVDF polyvinylidendifluorid

SDS dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulfate)

E intenzita elektrického pole

€ permitivita rozpoustédla

Ip délka kapilary k detektoru

lc celkova délka kapilary

MEF elektroforetickd mobilita

MEOF mobilita elektroosmotického toku

Mzd zdéanliva mobilita latky

n dynamicka viskozita prostiedi

A migracni ¢as analytu

MO migracni ¢as mesityloxidu

IR relativni migracni ¢as

fu doba vkladani napéti

VEOF rychlost elektroosmotického toku

U vloZené napéti

¢ zeta potencial - elektrokineticky potencial

12 PHB?AL 4-({[1-oxo-1-(pentyloxy)propan-2-yl]oxy} karbonyl)fenyl-4-(dodecyloxy)benzoat

UDBN-m 4'-[(2-methyloktanoyl)oxy]-[1,1 -bifenyl]-4-yl 2,4-dimethyl-3-(undeka-10-en-1-yloxy)benzodt
UDBN-p 4-[(2-methyloktanoyl)oxy]-[1,1 -bifenyl]-4-yl 3,5-dimethyl-4-(undeka-10-en-1-yloxy)benzoét
ZL 8/5 4-({[1-0x0-1-(pentyloxy)propan-2-ylJoxy karbonyl)fenyl 4'~(oktyloxy)-[1,1'-bifenyl]-4-karboxylat
ZL 10/6 4-({[1-(hexyloxy)-1-oxopropan-2-yl]oxy karbonyl)fenyl 4'~(decyloxy)-[1,1'-bifenyl]-4-karboxylat
ZL 12/10 4-({[1-(decyloxy)-1-oxopropan-2-ylJoxy} karbonyl)fenyl 4'-(dodecyloxy)-[1,1'-bifenyl]-4-karboxylat


https://en.wikipedia.org/wiki/Zeta

1 Uvod a teoreticka &ast

1.1  Cile prace

V této préaci je cilem vyvinout metodu pro kontrolu cistoty latek tvoficich
kapalné krystaly pomoci kapilarni elektroforézy. Protoze jde o latky bez naboje, budou
separovany metodou elektrokinetické chromatografie, kdy se do zakladniho elektrolytu

pridava povrchové aktivni latka.

1.2  Kapalné krystaly

Kapalné krystaly jsou organické latky, které¢ vytvareji v roztoku mezomorfni
fazi [1]. Jsou tekuté podobné jako kapaliny, ovSem vykazuji vnitini usporadani jako
pevné latky. Pozorovanim lze vidét texturu, kdy kazda jeji ¢ast odpovida doméné, jejiz
molekuly se li$i svoji orientaci. Kapalné krystaly se d¢li podle uspotfddani na nematické,

cholestické a smektické (Obr. 1).
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Obr. 1 Vnitini usporadani molekul v kapalném krystalu - nematické, smektické a cholesticke.
Prevzato a upraveno z [2].

V nematickych krystalech jsou molekuly uspotfaddny do jednoho sméru, ale netvoii se
vrstvy. Druhym piipadem je smektické uspoiadani krystali do vrstev s piresné
definovanymi mezerami. U cholestického jsou osy molekul ve vrstvach uspotradany
rovnobézng, ale vic¢i molekulam v sousednich vrstvach jsou pootoCeny. Vné&jSim
pusobenim fyzikalnich sil se miize ménit vnitini uspofadani a tim vlastnosti kapalnych

krystalti.



Pii pisobeni elektrického pole se méni propustnost svétla, toho se vyuziva
v displejich na bazi kapalnych krystali (LCD) [2]. Cholestické kapalné krystaly jsou
citlivé na teplotu, v zévislosti na teploté¢ se méni barva odrazené¢ho svétla. Zmeéna je
znatelna uz pii rozdilu 0,01 °C, proto se vyuzivaji v l€kaistvi jako citlivy indikator
teploty lidské tkan€ pifi napadeni nemoci.

K separaci a stanoveni slozek kapalnych krystali se pouziva vysokoucinna
kapalinova chromatografie ¢i superkriticka fluidni chromatografie. Vojtylové a kol. [3]
se podafilo pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie separovat enantiomery
novych ortokonickych antiferoelektrickych kapalnych krystald. Byly pouzity
polysacharidové chirdlni stacionarni faze na bazi dvou riznych chiralnich selektord.

Separace enantiomerti pomoci superkritické fluidni chromatografie (SFC)
dosahli Vainkatova a kol. [4]. Mobilni fazi byl oxid uhli¢ity s vyuzitim alkoholu jako
kosolventu, chirdlni stacionarni fazi byl derivat amylosy (3,5-dimethylfenylkarbamat).
Vankatové se podafilo metodou SFC i UHPLC separovat enantiomery nékterych
z latek [5], které jsou pfedmétem méfeni v této diplomové praci. V obou metodach
vyuziva jako chirdlni selektor tris(3,5-dimethylfenylkarbamat). Studovanymi latkami
jsou derivaty kyseliny mlécné, jde o feroelektrické termotropni kapalné krystaly.

Kapilarni elektroforéza, kterd je zaloZzena na jiném separanim principu nez
HPLC a SFC, by mohla byt také vyuzita pro separaci latek tvoticich kapalné krystaly,

a tak by byla jejich komplementarni metodou.

1.3  Micelarni elektrokineticka chromatografie

Elektroneutralni latky se v kapilarni zonové elektroforéze pohybuji stejnou
rychlosti odpovidajici rychlosti elektroosmotického toku (EOF) [6] a tak neni moZné od
sebe elektroneutralni latky separovat. Proto byla vyvinuta metoda miceldrni
elektrokinetické chromatografie, pfi které¢ je do zdkladniho elektrolytu ptidavana
povrchové aktivni latka. Pokud je latka pfiddna v dostatecné koncentraci, tj. vyssi, nez
je kritickd miceldrni koncentrace (CMC), molekuly surfaktantu agreguji a vytvari
kulové utvary zvané micely. Na povrchu micely jsou hydrofilni konce molekul,

do sttedu micely vedou hydrofobni fetézce (Obr. 2).
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Obr. 2 Schématické zndzorneéni rovnovahy mezi volnymi monomery surfaktantu a tvorbou
micely. Plné krouzky predstavuji hydrofilni konce molekul, dovniti micely z nich sméruji
hydrofobni retezce. Prevzato z clanku [7] a upraveno.

Jde o takzvanou pseudostacionarni fazi, protoze analyty se mohou rozdélovat
mezi polarnim prostfedim vné micel a nepolarnim prostiedim uvnitf. Analyty
s rozdilnou polaritou se rozdilnou mérou zadrzuji uvniti micel, coz vede k rozdilné
rychlosti jejich Vysledného pohybu
o aniontovy surfaktant [8]. Latky se béhem separace rozd€luji mezi hydrofobm vnitfek
micel a hydrofilni zékladni elektrolyt. Micely migruji smérem k anodé¢, EOF mé opacny
smer.

Pfi pouziti kationtového surfaktantu migruji micely ke katod€, dynamickym
pokrytim vnitini stény kapilary se otaci smér EOF (Obr. 3). Neékdy se vklada napéti
s opacnou polaritou [9], pokud rychlost elektroosmotického toku nabyva vyssich hodnot
nez rychlost elektroforetické migrace. (Princip vzniku EOF je blize vysvétlen na

stran¢ 13, kapitola 1.6).
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Obr. 3 Prirez kapilarou znazornujici jevy, ke kterym dochazi, kdyz je do zakladniho elektrolytu
pridan kationtovy surfaktant.
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Aby mohl byt analyt stanoven, musi byt rozpustny v pouzitém roztoku zakladniho
elektrolytu. Pii separacich hydrofobnich latek miize dojit k solubilizaci analytt diky
ptitomnosti surfaktantu v zakladnim elektrolytu. Dal$i moznosti je ptidavek jinych
aditiv, naptiklad organickych rozpoustédel [10]. Pfidani organického rozpoustédla ma
1 dals$i pozitivni vliv na separace v kapilarni elektroforéze [11]. S piidavkem nékterych
organickych rozpoustédel se zlepsuje rozlisSeni piki. Pokud je ovSem latka velmi
hydrofobni a ptfidavek organického rozpoustédla ani pfitomnost surfaktantu nestaci,

feSenim muze byt vyuziti metody bezvodé kapilarni elektroforézy.

1.4 Bezvoda kapilarni elektroforéza

Metoda bezvodé kapilarni elektroforézy se vyuziva pro separaci latek
nerozpustnych ve vodé [12]. Voda je nejcastéji vyuzivanym rozpoustédlem. Je vhodna
pro rozpousténi nabitych latek kvili své vysoké permitivité. Je vSak nevhodna pro
rozpousténi lipofilnich latek. Pro takové latky jsou vhodnou alternativou organicka
rozpoustédla. Ta ovsem musi také spliiovat néktera kritéria, aby byla vhodna pro pouziti
v kapilarni elektroforéze. V organickém rozpoustédle musi byt rozpustné veskeré slozky
zakladniho elektrolytu [13]. Nemélo by byt hoflavé, toxické ani reaktivni, také se
pohliZi na jeho cenu a pro prakticnost ma byt kapalné pii pokojové teploté.
Jeho relativni permitivita, kterd popisuje silu interakci mezi ionty, by méla nabyvat
hodnot kolem 30. Také je preferovana nizka dynamicka viskozita, kterd umoziuje
rychlej$i migraci analytti. Zadné organické rozpoustédlo nesplituje viechny parametry
ideélniho rozpoustédla. V praxi jsou nejcastéji pouzivanymi organickymi rozpoustédly

methanol a acetonitril a jejich smési.

1.5 Bezvoda micelarni elektrokineticka chromatografie

Chemické a fyzikédlni vlastnosti bezvodych rozpoustédel se vyrazné lis§i od
vlastnosti vody, a proto mohou byt vyuzity k optimalizaci separaci v kapildrni

elektroforéze [11]. PouZzitim organického rozpoustédla jako rozpoustédla zakladniho
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elektrolytu 1ze ovlivnit relevantni parametry separace, toto je jiz podrobn¢ prozkoumané
téma v kapilarni elektroforéze [14—16].

Ovsem obecné se predpokladalo, ze v bezvodém prostiedi se ani pii vysoké

koncentraci surfaktantu nevytvareji micely. Dodecylsiran sodny vSak muze tvofit
stabilni micely v podminkach, kdy je rozpoustédlem zakladniho elektrolytu formamid.
CMC v tomto piipadé dosahuje piiblizné tiikrat vyssich hodnot, nez je tomu ve vodném
prosttedi [17]. Je to z divodu vysoké hustoty kohezni energie formamidu [10].
Pro analyzu aktivnich latek v 1é¢ivé rostliné Chen a kol. [18] vyvinuli metodu, ve které
se vyuziva pro separaci choldt sodny rozpustény v methanolu. Zvolili koncentraci
111 mM choldtu. Tato hodnota je kompromisem mezi zlepSenim rozliSeni piki,
rostoucim Joulovym teplem a rozsifovanim pikli s rostouci iontovou silou zékladniho
elektrolytu.

Nozal a kol. vyuzili agregaci neutralniho surfaktantu pro zlepsSeni rozliSeni
separace nabitych latek [19]. RozpousStédlem zikladniho elektrolytu byl
N,N-dimethylformamid nebo N,N-dimethylacetamid, jako surfaktanty byly vyuZzivany
kapronat sodny, laurat sodny a palmitat sodny.

Ptidana pseudostacionarni faze nevytvaii vzdy micely, pfesto ale mize dochazet
k mobilizaci a separaci analytl, pokud analyty interaguji s volnymi molekulami

surfaktantu.

1.6 Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok je jev, ktery vznikd disociaci silanolovych skupin na
vnitini sténé kifemenné kapilary [20]. Na stén€ vznika zaporny naboj, ktery je
kompenzovan kationty ze zakladniho elektrolytu, ¢imz vznikd nepohybliva elektricka
dvojvrstva, tzv. Sternova dvojvrstva. K této nepohyblivé dvojvrstvé jsou pfitahovany
dalsi volné kationty z roztoku, které tvoii pohyblivou (difuzni) vrstvu. Na rozhrani
pohyblivé a nepohyblivé vrstvy se ustavuje elektrokineticky potencial zvany zeta
potencial. Zeta potencidl zavisi na mife deprotonace silanolli, adsorpci iont na povrch
a iontove sile pufru [21]. Po vloZeni napéti mezi konce kapilary je difuzni vrstva tazena
ke katod¢ a ssebou strhdva diky malému priméru kapilary veSkery roztok timto

smérem. Proto je v kapilarni elektroforéze mozné stanovit vedle sebe kationty a anionty
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zéaroven, pokud mobilita elektroosmotického toku pievysSuje elektroforetickou mobilitu

aniontii. Rychlost elektroosmotického toku veor je dana rovnici
VEoF = Meor - E

kde E je intenzita vkladaného stejnosmérného elektrického pole a meor je mobilita

elektroosmotického toku, ktera je vyjadrena takto
e-q

Meor=——
n

Kde € je permitivita rozpoustédla, { je zeta potencial, # je dynamicka viskozita
rozpoustédla.

Hodnota mobility EOF musi byt stanovena spravné, protoze je kli¢ova pro
spravny vypocet elektroforetické mobility. Hodnota elektroforetické mobility se
vyuziva pro identifikaci latek. ZdanlivdA mobilita m,q odpovidd souctu mobility

elektroosmotického toku meor a mobility elektroforetické megr.
Mzd = MeorF + MEer

Mira disociace silanolovych skupin je zavisld pfedev§im na pH zakladniho elektrolytu.
BéZné se vyuziva pH 3-8, pii kterém mobilita EOF prevySuje elektroforetickou mobilitu
veSkerych ionti. EOF lze ovlivnit zménou sloZeni zékladniho elektrolytu, zménou

hodnoty vkladaného napéti ¢i Gpravou vnitiniho povrchu kapilary [20].

1.7 Metody méreni elektroosmotického toku

Nejbéznéjsim  zplisobem zjisténi rychlosti EOF je pomoci ptidavku
elektroneutralni latky do vzorku [22]. Po vloZeni napéti mezi konce kapilary se ma
takova latka pohybovat rychlosti EOF. Zona neutralniho markeru je detekovana pomoci
UV-Vis ¢i vodivostniho detektoru. AvSak ukazuje se, Ze tento zptisob neni v nékterych
pfipadech vhodny, protoze neutrdlni latka miize interagovat se slozkami zdkladniho
elektrolytu a tim ziskavat vlastni elektroforetickou mobilitu [23]. Podle druhu ionth
zékladniho elektrolytu se 1i§1 mobility takovychto neutrdlnich markera a ukazuje se, ze

marker interaguje 1 s malymi ionty zakladniho elektrolytu. K#izek a kolektiv ukazali, ze
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dochazi k rozdilné mobilizaci dvou riiznych bézné pouzivanych neutralnich markert
EOF, thiomocoviny a dimethylsulfoxidu [24]. Mobilita jednotlivych markera se také lisi
v pritomnosti riznych aniontd v zdkladnim elektrolytu [25]. Jako marker se da pouzit
i roztok barviva, kdy jsou kapilary spojeny sklicky a cas prichodu barviva je sledovan
mikroskopem a zaznamenavan pomoci CCD kamery [26].

Pro nepietrzité sledovani hodnoty EOF vyvinuli Lee a kol. [27] metodu,
pti kter¢ se do zékladniho elektrolytu ptidava kontinualné roztok fluorescen¢niho
barviva v Casti aparatury pied detektorem. EOF zplisobuje fedéni tohoto barviva
a sledovanim intenzity fluorescence lze sledovat zmény EOF.

Mobilitu EOF lze také zjistit monitorovanim prochédzejictho proudu [28].
Vystupni naddoba a kapilara jsou plnény zékladnim elektrolytem a vstupni nadoba je
plnéna stejnym druhem zékladniho elektrolytu ovSem o nizsi koncentraci. Mezi konce
kapilary je vkladano napéti, a kdyz roztok o nizsi koncentraci doputuje na rozhrani
kapilary a vystupni nadoby, dochazi k poklesu sledovaného proudu. Rozdil
v koncentracich roztokli nemusi byt pfili§ velky. Huang uvadi, Ze staci rozdil

koncentraci kolem 5 %.
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1.8 Pokryti vnitini stény kapilary

Je nékolik divodi pro modifikaci stény kapilary pfi elektroforéze. EOF je Casto
nestabilni. Pokrytim kapildry Ize zvySit jeho opakovatelnost a tim padem
1 opakovatelnost migracnich Cast latek. EOF je pokrytim obvykle potlacovan, ¢i je
otacen jeho smér. Zménou sméru EOF se dosahuje vétsiho rozliSeni pik ¢i rychlejSich
analyz [21].

Pokrytim wvnitiniho povrchu kapilary je také eliminovana adsorpce latek
obsazenych v zakladnim elektrolytu nebo ve vzorku [29]. Kromé& toho, zda ma byt EOF
pokryti jeho stabilita v rozsahu pH zdkladniho elektrolytu, ktery je zapotiebi pro

separaci analytt [30].

1.8.1 Dynamické pokryti kapilary

Jde o casty zplsob upravy stén kapilary. Dynamické pokryti vnitinich stén
kapilary je jednoduchy a levny zplsob k dosaZeni stabilniho EOF. Do zakladniho
elektrolytu jsou pfidany piimési, které upravuji naboj stény. Interakce mezi molekulami
pfimesi a sténou kapildry jsou nekovalentni, jde pouze o adsorpéni sekundarni
interakce. lontovou vymeénou na silanolovych skupinach dochazi ke zmén¢ naboje stény
a tim 1 hodnoty zeta-potencialu. SniZenim zaporného naboje silanolovych skupin se lze

také zbavit neZadouciho efektu adsorpce kladné nabitych analytii na sténu kapilary [31].

Dvojmocné kovové ionty
Nékteré kationty asociuji se silanolovymi skupinami podle této zobecnéné
rovnice:

M™+ -Si0” - -Si0” M™

Pritomnost kationtli v kompaktni dvojvrstvé snizuje efektivni ndboj, tim je zeta-

potencial niz§i a EOF nabyva menSich hodnot.
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Chen a Pietrzyk [32] pii1 svych méfenich, kdy separovali smés alkansulfonati
a alkylsulfata dosli k tomuto poradi vlivli kationtii zékladniho elektrolytu na rychlost
EOF.

Ca% > Ba%* > Mg?* > Sr?* > K* > NHs* > Na* > Li*

Nejmen$i vliv maji jednomocné ionty, a naopak nejCastéji se vyuzivaji
dvojmocné kationty, které snizuji mobilitu EOF vyraznéji.

Dvojmocné ionty kovl alkalickych zemin byly pfidavany v koncentraci
1 mmol dm™ ve formé chloridu. Jednomocné ionty byly pfididvany do zikladniho
elektrolytu v koncentraci 20 mmol dm?, a pfesto na zménu elektroosmotického toku
mély mens$i vliv. Dokonce pii pokusech zjistili, ze pridavkem chloridu hlinitého

3

v koncentraci pouze 0,5 mmol dm™ se smér vysledného pohybu separovanych latek

kapilarou obratil.

Surfaktanty

Pfidani povrchové aktivni latky do zékladniho elektrolytu mtze mit hned
n¢kolik vyhod. Pfi dostate¢né koncentraci kationtového surfaktantu se na sténé vytvaii
micelarni dvojvrstva, na niZ se teprve vytvaii elektrickd dvojvrstva ovSem s opacnym
nabojem (Obr. 3 na stran¢ 13). Dalsi funkci takové vrstvy je, Ze eliminuje adsorpci
separovanych latek, naptiklad bilkovin [33].

Casto vyuzivanymi kationickymi surfaktanty jsou hexadecyltrimethylamonium
bromid (CTAB) a hexadecyltrimethylamonium chlorid (CTAC). BéZzné pouzivany je
také didodecyldimethylamonium bromid (DDAB), ktery ma dva hydrofobni fetézce
apodle Li a kol. [34] jde o efektivnéjsi pseudostacionarni fazi. Oproti CTAB jsou Casy
analyzy kratsi, dosahuje se vyss§i u¢innosti separace a spotieba surfaktantu je nizsi.

Pro pokryti kapilary se také vyuzivaji polymerni neionické surfaktanty, jako je

poly(n-undecyl-a-D-glukopyranosid) [35] ¢i polyoxyethylen ether (Brij-35) [36].

Polymery

Adsorpci nabitého polymeru také lze ménit velikost a smér EOF. Dosahnout
obraceni sméru Ize pokrytim kapilary siln€ kationtovymi polymery, jako jsou napiiklad
polyamin [37], poly(dimethyldiallylammonium chlorid) (PDMAC) [38] ¢i
dimethrinbromid (polybren) [39].
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Pro snizeni ¢i eliminaci EOF se také vyuziva neutrdlnich polymert, které zvysu;ji
hydrofilicitu povrchu kapilary. Pro maskovani silanolovych skupin a tim potlaceni EOF
se naptiklad vyuzivaji nckteré derivaty celulosy [30], jako je hydroxypropylcelulosa,
hydroxyethylcelulosa (HEC) [40] ¢i hydroxypropylmethylcelulosa. Poly(vinylalkohol)
(PVA) se na sténu kapilary vaze silnéji ve srovnani s HEC, a proto se s jeho vyuzitim
zlepsuje stabilita EOF. Dalsimi pouzivanymi neutrdlnimi polymery jsou

polyethylenoxid, polyvinylpyrrolidon ¢i polyakrylamid.

1.8.2 Permanentni pokryti

Permanentni pokryti je zalozeno na kovalentni vazb& nebo fyzikalni adsorpci
mezi Cinidlem a sténou kapilary. Jde o dobry zpisob, jak eliminovat EOF a interakce
analytu s kapilarou. Protoze dynamicky pokryv vyzaduje ob¢asnou regeneraci a ¢inidlo
tvotici pokryv musi byt pfiddvano do zdkladniho elektrolytu, coz je v nékterych
ptipadech ekonomicky naro¢né, uptednostiiuje se nékdy permanentni pokryti. Pokryti,
kdy je vrstva fyzikaln¢ adsorbovand — elektrostaticky, hydrofobnimi interakcemi c¢i
vodikovymi vazbami — se uptfednostituje pred kovalentnim pokrytim pro jednoduchost
regenerace kapilary. Ve srovnani s dynamickym pokryvem neni tfeba do zakladniho
elektrolytu pfidavat udrZovaci ¢inidla. Rozdil mezi dynamickym a adsorbovanym

permanentnim pokrytim ilustruje obrazek (Obr. 4).
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Obr. 4 Prurez kremennou kapilarou. Zobrazeni rozdilu mezi dynamickym pokrytim (a) a
Jfyzikalné adsorbovanym permanentnim pokrytim (b). Prevzalo a upraveno z [41]
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Ptiprava kovalentné vazané vrstvy, jiz se dosahne celistvého odolného pokryti
kapilary polymerem, ma nékolik krokt: Pfeduprava, zavedeni dvojnych vazeb na sténu
kapilary, a nakonec navazani polymeru na pfipravenou mezivrstvu. Postup jako prvni
popsal Hjertén [42].

Nejdfive je sténa oplachnuta a aktivovana leptanim kyselinou chlorovodikovou
¢1 louhovéanim hydroxidem sodnym [30]. Navazani polymeru je zde provadéno pomoci
bifunkéniho ¢inidla, methakryloxypropyl-trimethoxysilanu, jehoz jedna funk¢ni skupina
reaguje se silanoly stény a druha pak s monomery akrylamidu, které nasledné
polymerizuje. ~ V modifikovanych  metodach se  vyuZivd novy  polymer
methakryloxypropylhydrosiloxan jako mezivrstva, kterd u¢inné pokryva nezreagované
silanoly. Nevyhodou vyuziti silanu pro deaktivaci kfemenného povrchu je hydrolyticka
nestabilita pii vys§im pH. To mize byt pfi analyze nékterych proteinti, kdy naboj
proteinu zavisi na hodnoté pH, omezujici faktor. Proto Cobb a kol. [43] vyvinuli
metodu navazani polymeru, kdy jsou vazby Si-O-Si nahrazeny za vyuZiti
Grignardovych ¢inidel vazbami Si-C.

Vrchni polymerni vrstva vS§ak mlze byt navazéna i bez mezivrstvy. Polymery
mohou byt vazany aplikovanim tepla nebo jinym vlivem. To plati naptiklad pro
polyvinylalkohol (PVA) ¢i polysacharidy.

Ne&kdy ve vrstvé polymeru dochdzi k poruSeni ¢i k nenavazani polymeru na
poSkozenou ¢ast kapilary, proto je nékdy do zdkladniho elektrolytu navic ptidavan
stejny polymer o malé molekulové hmotnosti, ktery eventualné dopliiuje nedostatek
kovalentn¢ vdzaného polymeru.

Pro statické pokryti se z neutralnich polymera vytvarejicich hydrofilni povrch
vyuziva poly(akrylamid), poly(etylenoxid), polyvinylalkohol, epoxypolymery, derivaty
celulosy, jako je hydroxyethylcelulosa, poly(vinylpyrrolidon) ¢i dextrany [30].
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2. Experimentalni ¢ast

2.1 Chemikalie

Pro piipravu roztoku zékladniho elektrolytu byl pouzit acetonitril >99,9% firmy
Sigma-Aldrich, octova kyselina 99% p. a. spole¢nosti Lach-Ner Neratovice,
hexadecyltrimethylamonium chlorid 25% (w/w) ve vodé firmy Sigma-Aldrich, USA.
Jako referentni latka byl pouzivan mesityloxid p. a. (MO) dodavany firmou Lach-ner
Neratovice a deionizovana voda.

K promyvani kiemenné kapilary byla pouzivana hydroxyethylcelulosa firmy
Ashland, USA a kyselina chlorovodikova 35% p. a. firmy Lach-Ner Neratovice.

K pokryti kapilary dale slouzil hexadimethrin bromid 2>95% firmy
Sigma-Aldrich, USA.

Hydroxid sodny p. a. byl od firmy Lach-Ner Neratovice.
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2.2 Latky tvorici kapalné krystaly

Obr. 5 Molekuly zkoumanych latek tvoricich kapalné krystaly v poradi 12 PHB’AL, UDBN-m,
UDBN-p, ZL 8/5, ZL 10/6 a ZL 12/10. Mista s optickou izomerii jsou oznacena hvézdickou.
Molekuly vytvoreny v programu MarvinSketch [44].
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Nové syntetizované latky tvotici kapalné krystaly, které byly studovany v této

praci, jsou oznaceny zkratkami:

12 PHB?AL  4-({[1-ox0-1-(pentyloxy)propan-2-ylJoxy}karbonyl)fenyl-4-(dodecyloxy)benzoat

UDBN-m 4'-[(2-methyloktanoyl)oxy]-[1,1°-bifenyl]-4-yl 2,4-dimethyl-3-(undeka-10-en-1-yloxy)benzoat
UDBN-p 4'-[(2-methyloktanoyl)oxy]-[1,1‘-bifenyl]-4-yl 3,5-dimethyl-4-(undeka-10-en-1-yloxy)benzoat

ZL 8/5 4-({[1-ox0-1-(pentyloxy)propan-2-ylloxy}tkarbonyl)fenyl 4'-(oktyloxy)-[1,1'-bifenyl]-4-karboxylat
ZL 10/6 4-({[1-(hexyloxy)-1-oxopropan-2-ylloxy}karbonyl)fenyl 4'-(decyloxy)-[1,1'-bifenyl]-4-karboxylat
ZL12/10 4-({[1-(decyloxy)-1-oxopropan-2-yl]oxy}karbonyl)fenyl 4'-(dodecyloxy)-[1,1'-bifenyl]-4-karboxylat

Latky byly laskavé poskytnuty Fyzikalnim tustavem Akademie véd CR. Od jedné
latky byl k dispozici vzdy vzorek cisty a vzorek s mensi Cistotou (Tab. 1). U latky
zna¢ené¢ UDBN byl jeden vzorek s isomerem majicim alkoxylovou skupinu v poloze

meta, druhy vzorek latky zna¢ené UDBN byla smés isomerti meta a para.

Tab. 1 Analyzované vzorky. Vzorky byly v riiznych cistotach. Uvedené hodnoty Ccistot byly
poskytnuty pracovniky provadejicimi syntézu.

Cistota latky

12 PHB2AL 99 % malo Cista
UDBN m m:p (73:26)
ZL8/5S Cista 76 %
ZL10/6 S 99 % 72 %
ZL12/10S 99 % 59 %

2.3 Instrumentace

Me¢éfteni probihala na pfistroji Agilent CE 7100 firmy Agilent Technologies,
Némecko. Kiemenna kapilara byla s vnitinim primérem 50 pum, délkou 50,0 cm
a efektivni délkou 41,5 cm firmy Polymicro Technologies, USA. Kapilary pokryté
polymerem CEP a polyvinylalkoholem (PVA) byly zakoupeny komeréni od firmy

Agilent Technologies, Némecko. Kapildra CEP je s vnitfnim primérem 75 pm,
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celkova délka 79,0 cm, efektivni délka 70,5 cm. Kapilara PVA s vnitinim primérem
50 um, celkovou délkou 64,5 cm a efektivni délkou 56,0 cm.

Pro piipravu roztokt latek tvoticich kapalné krystaly byly pouzity vahy
Sartorius 2004 MP firmy Sartalex, Usti nad Labem s pfesnosti vazeni na 0,01 mg.
Pro pfipravu ostatnich roztoki byly pouzity analytické vahy Precisa 262 SMA-FR
s presnosti vazeni na 0,1 mg firmy Precisa Gravimetrics AG, Svycarsko &i piedvazky
ViBRA firmy Shinko Denshi, Japonsko.

Zakladni elektrolyt byl filtrovan injekéni stfikackou pres 0,45 upum
polyvinylidendifluoridovy (PVDF) filtr.

2.4 Priprava roztoki

Roztoky zakladniho elektrolytu byly pfipraveny smichanim zvoleného mnozstvi
octové kyseliny a 25% vodného roztoku hexadecyltrimethylamonium chloridu
v acetonitrilu.

Latky tvofici kapalné krystaly byly pro pfedbézné experimenty rozpoustény
v koncentraci piiblizné 0,1 mg cm™ v acetonitrilu. Po zvoleni vhodnych podminek byly
pfipraveny jejich roztoky o dané koncentraci v zdkladnim elektrolytu obsahujicim
10 mmol dm™ octovou kyselinu a CTAC v koncentraci 25 mmol dm™ ¢&i 40 mmol dm™.
Tyto zasobni roztoky byly pro davkovani vzdy jesté dvakrat fedény zakladnim
elektrolytem. Mesityloxid byl pfipraven v koncentraci 10 mg cm™ v acetonitrilu, pro
analyzu byl vZdy jesté desetkrat fedén zakladnim elektrolytem.

Roztok hydroxyethylcelulosy byl pfipraven vodny v koncentraci 0,1 % (w/v).
Roztok hexadimethrinbromidu byl pfipraven v koncentraci 5 % (w/v) ve vode¢.

Pro promyvani kapilar byl pfipraven vodny roztok hydroxidu sodného o koncentraci

0,1 mol dm™ a kyselina chlorovodikova v koncentracich 0,1 mol dm™ a 1 mol dm>.
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2.5 Postup méreni

2.5.1 Separace latek tvoricich kapalné krystaly - prvni experimenty

Byla pfipravena kiemenna kapildra o vnitinim priméru 50 pm v délce 50,0 cm
(efektivni délka 41,5 cm). Pfed kazdym meéfenim byla kapilara 2 minuty promyvana
zakladnim elektrolytem. Davkovan byl smésny vzorek obsahujici analyty, kterymi jsou
latka 12 PHB?AL v koncentraci 0,05 mg cm™ a referentni latka mesityloxid

3. Latky byly na tyto koncentrace fedény zikladnim

o koncentraci 1,0 mg cm’
elektrolytem. Smésny vzorek byl davkovan hydrodynamicky tlakem 5 kPa po dobu
3 sekund. Poté bylo vkladano napéti 30 kV pozitivni polarity. Po ukonceni méfeni byla
kapiléra promyta po dobu 1 minuty Cistym acetonitrilem. Kapilara byla termostatovana

na 25 °C vzduchem, elektroferogram byl snimany pii vlnové délce 254 nm.

2.5.2 Opakovatelnost méreni

2.5.2.1 Promyti hydroxyethylcelulosou

Promyti pfed prvnim méfenim

Kfemenna kapildra byla promyvéna po dobu 1 minuty acetonitrilem, 2 minuty
vodou, 3 minuty 0,1 % roztokem hydroxyethylcelulosy, néasledné¢ 2 minuty vodou,
2 minuty acetonitrilem a 2 minuty zédkladnim elektrolytem. Davkovan byl mesityloxid
v koncentraci 1,0 mg cm™ v zédkladnim elektrolytu. Davkovéani bylo hydrodynamické
tlakem 5 kPa po dobu jedné sekundy. Po nadavkovani vzorku bylo vkladano napéti
30 kV pozitivni polarity. Méfeni bylo opakovano pétkrat. Zaznamenany byly migracni
Casy mesityloxidu z elektroferogramu snimaného pii vinové délce 254 nm. Méfeni bylo

opakovano pétkrat.
Promyti pred kazdym méienim

Pétkrat bylo opakovéano také méfeni, kdy byl vySe popsany postup promyvani

kapilary opakovan pred kazdym métenim.
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2.5.2.2 Pokryti kapilary polybrenem

Pro pokryti kapilary polybrenem byl pouzit postup popsany Katayamou
akol. [45]. Kfemenna kapilara o celkové délce 50,0 cm (efektivni 8,5 cm) byla
promyvana roztokem 0,1 M NaOH po dobu 40 minut. Néasledn¢ byla Sestkrat promyta
vodou po dobu vzdy 3 minut. Kapilara byla promyvéna 20 minut 5% roztokem
hexadimethrinbromidu (polybren). Mezi konce kapilary ponotfené do tohoto roztoku
bylo vloZeno napéti 3 kV pozitivni polarity na dobu 20 minut. Nasledné byla kapilara
promyta 3 minuty vodou. Davkovan byl mesityloxid v koncentraci 1,0 mgcm™
v zédkladnim elektrolytu. Davkovani bylo hydrodynamické tlakem -5kPa po dobu
3 sekund. Vkladano bylo napéti 30 kV negativni polarity. Méfeni tedy probihalo na
tzv. ,kratkém konci kapilary* — mezi detektorem a vystupnim koncem. Méfeni bylo

opakovano pétkrat.

2.5.2.3  Komerc¢ni pokryté kapilary
Pouzita byla kapilara CEP s vnitinim primérem 75 pm, celkovéa délka 79,0 cm,
efektivni délka 70,5 cm a kapilara PVA s vnitinim primérem 50 um, celkovou délkou
64,5cm a efektivni délkou 56,0 cm. Davkovan byl mesityloxid v koncentraci
1,0 mg cm™ po dobu 1 sekundy tlakem 5 kPa. Vkladano bylo napéti 30 kV pozitivni
polarity. CEP kapilara byla po pouZziti promyvéna methanolem a vodou. Kapilara PVA

byla promyvéna acetonitrilem a nasledné¢ vzduchem. Méfeni byla opakovéana pétkrat.

2.5.3 Meéreni elektroosmotického toku

Me¢teni EOF bylo provddéno metodou dle Vigha a Williamse [46]. Jako
neutrdlni marker byla pouzita zoéna vody, kterd poskytla pii vlnové délce 254 nm
negativni signal. Po promyti kapilary zakladnim elektrolytem, kterym je acetonitril
obsahujici octovou kyselinu v koncentraci 10 mmol dm™ a réiznou koncentraci CTAC,
byla davkovéana prvni zona vody hydrodynamicky tlakem 5 kPa po dobu 1 sekundy.
Nasledné byla vialka s vodou nahrazena vialkou se zakladnim elektrolytem a prva zona
byla zasunuta dale do kapilary tlakem 5 kPa po dobu 20 sekund. Nésledné byla obdobné
davkovana a zasunuta druhd zona vody. Poté bylo vkladdno napéti 15 kV po dobu
60 sekund. Nasledn¢ byla davkovana posledni tieti zona vody. Nakonec byly vSechny
tf1 zony vody mobilizovéany tlakem 5 kPa z kapilary skrz detektor (Obr. 6).
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Obr. 6 Postup mereni pro zjisteni mobility elektroosmotického toku. Méreni probihala
v 50,0 cm dlouhé kiemenné kapildare (efektivni délka 41,5 cm). Zakladnim elektrolytem byl
acetonitril obsahujici 10 mM octovou kyselinu a rizné koncentrace CTAC. Jako neutralni
marker byla pouZita zona vody.

Mobilita EOF byla pocitana podle vztahu:

(t3—2t2+t1) I+ Ic
ty-ts- U

HEoF =

Oznaceni # je doba od zaCatku mobilizace tlakem, kdy byla detekovéna prvni zona
vody, £ zna¢i druhou zonu a #3 tfeti zonu davkovanou az po vlozeni napéti, U je
hodnota vkladaného napéti a fu je doba, po kterou bylo napéti vkladano. Oznaceni /Ip je
délka kapilary k detektoru a Ic je celkova délka kapilary. Mé&feni byla opakovéana
pétkrat.
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2.5.4 Analyza vzorki za zvolenych podminek

Posledni méfeni probihala v kfemenné kapilare za zvysené koncentrace CTAC.
Jeho koncentrace v zakladnim elektrolytu byla 40 mmol dm™, koncentrace octové

kyseliny zistala 10 mmol dm™

. Pfed kazdym meéfenim byla kapilara promyvana
I minutu 1 M kyselinou chlorovodikovou. Kapilara byla nasledné¢ promyta po dobu
2 minut zékladnim elektrolytem. Davkovany byly jednotlivé vzorky obsahujici latky
tvofici kapalné krystaly rozpusténé v zdkladnim elektrolytu. Rozpustény byly
v koncentracich v rozmezi 0,2-1,0 mg cm™. Dale byly fedény dvakrat a davkovany

zédroveh s mesityloxidem o koncentraci 1,0 mg cm™. Davkovéni bylo hydrodynamické

tlakem 5 kPa po dobu jedné sekundy. Vkladané napéti mélo hodnotu 20 kV.

Relativni migraéni ¢as analytu #r je pocCitan ze vzorce

tr= ta

tmo
kde ta je migraéni Cas analytu, fmo je migracni Cas referentni latky, kterou je

mesityloxid.

27



3. Vysledky a diskuze

3.1 Volba zakladniho elektrolytu

Protoze zkoumané latky tvofici kapalné krystaly jsou ve vodé prakticky
nerozpustné, byla testovana jejich rozpustnost na koncentra¢ni hlading¢ 1 mg cm? v
jinych rozpoustédlech. Zatimco v methanolu nebyl vzorek 12 PHB?AL dostate¢né
rozpustny, podafilo se ho rozpustit ve 100% acetonitrilu.

Protoze jsou vSechny analyty latky, které nemaji snadno ionizovatelné funkéni
skupiny, byla pro separaci zvolena metoda elektrokinetické chromatografie. Byla
hleddana vhodna povrchové aktivni latka. BéZné€ pouzivany dodecylsiran sodny (SDS) je
v acetonitrilu nerozpustny. Proto byl zvolen hexadecyltrimethylamonium chlorid
(CTACQC), jehoz rozpustnost je pro dalsi pokusy dostatecnd. Bylo ovéteno, ze elektrolyt

musi obsahovat pouze Cisty acetonitril. I mirnym nafedénim vodou dochazi k vysrazeni

analytdi. Ziskané poznatky o rozpustnosti 12 PHB?AL a surfaktant( shrnuje Tab. 2.

Tab. 2 Shrnuti rozpustnosti 12 PHB AL jako zastupce analytii a surfaktantii ve vode,
acetonitrilu a jejich smési.

voda acetonitril 50 % acetonitril
1 mg cm3 12 PHB?AL X \ X
20 mmol dm=SDS \ X \
20 mmol dm= CTAC v \ \

Byl hledan vhodny puft, ktery by zajistil stabilni hodnotu pH. Nejdiive byl pfipraven
pufr smichanim octové kyseliny a amoniaku. OvSem po piidavku surfaktantu CTAC
dochéazi ke vzniku sraZeniny. Ziejmé zde vznikd bild srazenina chloridu amonného.
Byla tedy snaha nahradit tento puftr jinym pufrem. Tris(hydroxymethyl)aminomethan je

v acetonitrilu nerozpustny, neni tedy vhodny pro zvolené podminky. Pokud byl
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pripraven pufr pifidanim triethylaminu, dochédzelo rovnéz ke vzniku sraZeniny po
pridavku CTAC.

Zaver z téchto experimentll byl, Zze jako zakladni elektrolyt bude vyuZzivan
acetonitril s pfidavkem octové kyseliny v koncentraci 10 mmol dm™ a CTAC
v koncentraci 25 mmol dm™. Za téchto podminek jsou vsechny slozky BGE i analyty
dostatené rozpustné, pritomnost slabé kyseliny zajistuje Gpravu pH a jeho Céastecnou
stabilizaci. Vzhledem k tomu, Zze analyty neobsahuji slabé kyselé ani bazické funkcni
skupiny a pouzity surfaktant je soli silné zasady, nemélo by pH zakladniho elektrolytu

mit velky vliv na separaci.

3.2 Separace latek tvoricich kapalné krystaly - prvni experimenty

Pti prvnich pokusech separovat latky tvofici krystaly se ukazalo, ze davkovany
analyt je detekovatelny pti pouZiti pfimé UV detekce pii vinové délce 254 nm, coz je
v souladu s pfitomnosti nékolika aromatickych kruhi v jeho struktufe. Interakci
davkovanych latek s CTAC dochazi k jejich separaci od pridaného mesityloxidu.
Vzhledem k tomu, Ze zdanliva elektroforetickd mobilita analytu byla vySsi nez zdanliva
elektroforetickd mobilita mesityloxidu, je zfejmé, Ze nenabity analyt interagoval
s kationtovym detergentem, ¢imz ziskal elektroforetickou mobilitu vyS$i nez
mesityloxid. Piky jsou symetrické (Obr. 7). Faktor symetrie piku latky 12 PHB?AL
je 0,96; faktor symetrie piku mesityloxidu je 0,97.

MO

A-103
D
<)
>

8 9 10 11 12 13 14 15
t [min]

Obr. 7 Elektroferogram ziskany pri davkovani vzorku obsahujiciho priblizné 0,05 mg cm™
12 PHB’AL (oznaceno A) a mesityloxid (oznac¢eno MO) v koncentraci 1,0 mg cm™. Davkovéni
bylo hydrodynamické tlakem 5 kPa po dobu 3 sekund. Zakladnim elektrolytem byl acetonitril
s 10 mM octovou kyselinou a 25 mM CTAC. Vkladané napéti 30 kV, pozitivni polarita. Méreni
probihalo v kfemenné kapilare s vnitinim prumeérem 50um, o celkové délce 50,0 cm, efektivni
délce 41,5 cm.VInova délka detekce 254 nm.
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Absorp¢ni spektra davkované referentni latky mesityloxidu a latky tvofici kapalné
krystaly se velmi 1iSi, proto je snadné piky identifikovat na zékladé¢ spekter

zaznamenanych v priubéhu separace detektorem s diodovym polem (Obr. 8).
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Obr. 8 Absorpcni spektra 12 PHB’AL (vlevo) a mesityloxidu (vpravo). Ziskdno pri davkovani
smésného vzorku 12 PHBAL o koncentraci priblizné 0,05 mg cm™ a mesityloxidu o koncentraci
1,0 mg cm?. Zdkladnim elektrolytem byl acetonitril s pridavkem octové kyseliny (10 mM) a
CTAC (25 mM). Vkladané napeéeti 30 kV, pozitivni polarita. Absorpcni spektrum latky
12 PHB’AL odecteno v case 11,60 minut. Spektrum mesityloxidu odecteno v case 12,72 minut.

V priibéhu dalSich experimentl se ukéazalo, Ze migracni Casy latek u po sobé jdoucich
meéfeni se velmi liSily. JeSt€ vétSim problémem bylo, Ze s kazdym dalSim méfenim
migra¢ni Cas narGstal. Pro ovéfeni byla meéfeni opakovana s davkovanim pouze
mesityloxidu (Obr. 9). Divodem byla uspora analyti, které byly dostupné ve velmi
omezeném mnozstvi. Migracni ¢as mesityloxidu s kazdym méfenim narista o vice nez
5 %. Tento experiment naznacil, ze problémem je nizka opakovatelnost mobility EOF,
ktera pak ovlivituje zdanlivé mobility vSech ostatnich latek. V prubéhu jednotlivych

méteni dochéazelo pravdépodobné k nevratnym procestim u stén kapilary.
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Obr. 9 Elektroferogramy ziskané pri davkovani mesityloxidu v koncentraci 1,0 mg cm™.
Davkovani bylo hydrodynamické tlakem 5 kPa po dobu 3 sekund. Zdkladnim elektrolytem byl
acetonitril s 10 mM octovou kyselinou a 25 mM CTAC. Vkladané napéti 30 kV, pozitivni
polarita. Meéreni probihalo v kiemenné kapildre s vnitinim priumérem 50 um, o celkové délce
50,0 cm, efektivni délce 41,5 cm. Elektroferogramy snimané pri vinové délce 254 nm.

3.3 Opakovatelnost migrac¢niho ¢asu

Kvili zjisténé nizké opakovatelnosti migracnich cast byly hledany jiné
podminky, pii kterych by byl EOF opakovatelny. Vzhledem k tomu, Ze rychlost EOF
atim padem i jeho stabilita zavisi pfedevSim na stavu vnitini stény kapilary, byly

testovany rtizné zpusoby pokryti stén a promyvaci procedury.

3.3.1 Promyti hydroxyethylcelulosou

V domnéni, Ze nestabilitu EOF zpusobuje nereprodukovatelna adsorpce CTAC
na sténu kapilary, bylo rozhodnuto, ze pii dalSich méfenich bude kapilara promyvana
roztokem hydroxyethylcelulosy (HEC), ktera vytvari fyzikalni dynamické pokryti stény
kapilary, aby se zlepSila opakovatelnost a nasledné reprodukovatelnost migracni cast

davkovanych latek.
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HEC je ovSem v acetonitrilu nerozpustna, proto byl pfipraven 0,1 % (w/v) vodny
roztok a kapildra byla promyta pfed zacitkem série méteni nejprve vodou, nasledné
vodnym roztokem HEC, pak opét vodou, acetonitrilem, a nakonec zakladnim
elektrolytem. Tak bylo zajiSténo, Ze omezena rozpustnost HEC v acetonitrilu nebude
pusobit problémy. OvSem 1 pfi tomto oSetfeni vnitini stény kapilary se s kazdym dal$im

méfenim stale prodluzovala doba migrace mesityloxidu (Obr. 10).
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Obr. 10 Elektroferogramy ziskané pii davkovani mesityloxidu v koncentraci 1,0 mg cm™.
Davkovani bylo hydrodynamické tlakem 5 kPa po dobu 3 sekund. Zakladnim elektrolytem byl
acetonitril s 10 mM octovou kyselinou a 25 mM CTAC. Vkladané napéti 30 kV, pozitivni
polarita. Méreni probihalo v kifemenné kapilare s vnitinim prumérem 50 um, o celkové délce
50,0 cm, efektivni délce 41,5 cm. Kapilara byla promyta pred prvnim mérenim série 0,1% (w/v)
vodnym roztokem hydroxyethylcelulosy. Elektroferogramy snimané pri vinové délce 254 nm.
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Nasledn¢ se ukazalo, ze pokud je kapilara promyvana roztokem hydroxyethylcelulosy
pfed kazdym méfenim, migracni Casy se sice také postupné prodluzuji, ale méné nez pii

jednorazovém promyti kapilary pted sérii méfeni (Obr. 11).
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Obr. 11 Elektroferogramy ziskané pii davkovani mesityloxidu v koncentraci 1,0 mg cm™.
Davkovani bylo hydrodynamické tlakem 5 kPa po dobu 3 sekund. Zakladnim elektrolytem byl
acetonitril s 10 mM octovou kyselinou a 25 mM CTAC. Vkladané napéti 30 kV, pozitivni
polarita. Méreni probihalo v kiemenné kapilare s vnitrnim priumérem 50 um, o celkové délce
50,0 cm, efektivni délce 41,5 cm. Kapilara byla promyta pred kazdym mérenim 0,1% (w/v)
vodnym roztokem hydryethylcelulosy. Elektroferogramy snimané pri vinové délce 254 nm.

33



3.3.2 Pokryti kapilary polybrenem

Dal$im testovanym postupem bylo pokryti kapilary siln€ kladn€ nabitym
polymerem polybren. Kapildra byla pokryta postupem podle Katayamy [45]. Protoze
meéteni pti ddvkovani mesityloxidu na vstupnim konci kapilary trvala neimérné dlouho,
bylo méteni provadéno na tzv. kratkém konci kapilary. Vzorek byl tedy davkovan na
konci kapilary blize k detektoru. Pro uspéSné méteni v tomto uspofadani musela byt
také zménéna polarita vkladan¢ho napéti. U méteni, kterd probihala po sobég, stale

dochazelo k prodluzovéani migra¢niho casu davkované latky (Obr. 12).
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Obr. 12 Elektroferogramy ziskané pri davkovani mesityloxidu v koncentraci 1,0 mg cm™ z
kratkého konce kapilary (efektivni délka 8,5 cm). Davkovani bylo hydrodynamické tlakem 5 kPa
po dobu 3 sekund. Zakladnim elektrolytem byl acetonitril s 10 mM octovou kyselinou a 25 mM
CTAC. Vkladané napeéti 30 kV, pozitivni polarita. Méreni probihalo v kiemenné kapilare
s vnitinim prumeérem 50 um, o celkové délce 50,0 cm. Vkladané napeti 30 kV, negativni
polarita. Elektroferogramy snimané pri vinové délce 254 nm.
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3.3.3 Kapilara CEP

Byla testovana také komeréni pokrytd kapilara. Kapilara mé na sténé vrstvu
vazaného polymeru. Predpokladalo se, Ze bude dochézet k mensim rozdiliim v absorpci
latek zakladniho elektrolytu. Protoze pti davkovani z dlouhého konce kapiléary trvala
analyza dlouho, byla métfeni provadéna z kratkého konce podobné jako v piipadé
kapilary pokryté polybrenem. Ukdazalo se (Obr. 13), Ze migracni Casy se s vyjimkou
jednoho méteni shoduji. Plochy tvar vrcholu piku je zplisoben pfedavkovanim kapilary

vzorkem.
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Obr. 13 Elektroferogramy ziskané pii davkovani mesityloxidu v koncentraci 1,0 mg cm™
z kratkého konce kapilary. Davkovani bylo hydrodynamické tlakem 5 kPa po dobu 3 sekund.
Zakladnim elektrolytem byl acetonitril s 10 mM octovou kyselinou a 25 mM CTAC. Vkladané
napeti 15 kV, pozitivni polarita. Méreni probithalo v CEP kapildre s vnitinim priumérem 75 um,
o celkove délce 79,0 cm, efektivni délce 8,5 cm. Elektroferogramy snimané pri vinové délce
254 nm.
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3.3.4 Kapilara PVA

Kapilara CEP pochazela ze starSich zasob pracovisté. Pii poptavce u vyrobce se
vSak ukazalo, ze tato kapilara se jiz nevyrabi. Pro nedostupnost kapilary CEP na trhu
byla testovana jest¢ kapilara PVA, kterd byla vyrobcem doporucena jako alternativa.
Jde o kapilaru, ktera ma na sténé kovalentné vazany polyvinylalkohol. V této kapilate se
dosdhlo velmi dobrych vysledkti, migracni Casy nariistaji s kazdym dalSim méfenim

o méné nez 3 %, ale stale je sledovan trend nartistu migracnich ¢asi (Obr. 14).
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Obr. 14 Elektroferogramy ziskané pri davkovani mesityloxidu v koncentraci 1,0 mg cm™,
Davkovani bylo hydrodynamické tlakem 5 kPa po dobu 3 sekund. Zdkladnim elektrolytem byl
acetonitril s 10 mM octovou kyselinou a 25 mM CTAC. Vkladané napéti 30 kV, pozitivni

polarita. Mereni probihalo v PVA kapilare s vnitrnim prumérem 50 um, o celkové délce
64,5 cm, efektivni délce 56,0 cm. Elektroferogramy snimané pri vinové délce 254 nm.
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3.3.5 Srovnani narastu migraénich ¢asi

Vysledky méteni za riznych podminek byly vyneseny do grafu, ktery ukazuje
procentudlni narast migracnich ¢ast pii po sobé jdoucich méfenich.

Z grafu (Obr. 15) lze vycist, Ze nejmensi narst Casti vychazi pro kapilaru CEP
(béhem péti méfeni o 3 %). Pii promyvani HEC pted kazdym méfenim také nedochézi
k velkému nartistu migracnich casii (béhem péti méfeni o 6 %). Posledni z trojice
pokryti, kterd poskytuji relativné stabilni migracni Casy, je PVA. Pfi pouziti promyti
HEC pfed sérii méfeni je vysledek podobny jako v pfipadé méfeni s nepokrytou
kapilarou. Pokryti kationtovym polymerem polybren poskytuje vyrazné horsi vysledky
nez méteni bez pokryti, vtomto piipadé¢ se migracni ¢as béhem péti méfeni zvysil

o vice nez 65 %.
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Obr. 15 Vyneseni migracnich casti po sobé jdoucich mereni. Svisla osa ukazuje, o kolik procent
narustaji casy. Migracni ¢as namereny pri prvnim mérenti odpovida 100 %.
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3.4 Mobilita elektroosmotického toku

Pozorovana nizkd opakovatelnost migracnich casit obou analyti je
pravdépodobné dana nestabilitou EOF. Pti dosavadnich métenich mohla nepolarni ¢ast
molekuly mesityloxidu interagovat s alkylovymi fetézci surfaktantu, a tak
pravdépodobné nebyla méfena ¢isté mobilita EOF. Pro detailnéjsi prozkoumani chovani
systtmu bylo vSak vhodné métit pravé mobilitu EOF bez vlivu dalSich
interakci. K méfeni byla tedy jako marker pouzita voda. Méfeni byla provadéna
zaraznych podminek. Byla méfena mobilita EOF v  nepokryté kiemenné
kapiléfe a dale v kapildrach, které poskytly pozitivni vysledky v predchozich
experimentech - kiemenné kapilare s promyvanim HEC a v kapilaie PVA.

Me¢fenim byly ziskany zdznamy, ze kterych byly odecitany ¢asy, kdy zoény vody
mobilizované tlakem prosly detektorem (Obr. 16).
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Obr. 16 Zaznam z méreni mobility EOF. Meéreni probihalo v kfemenné kapilare o délce
50,0 cm (efektivni délka 41,5 cm). Zakladnim elektrolytem byl acetonitril s 10 mM octovou
kyselinou a 40 mM CTAC. Davkovana byla voda. Detekce probihala pri vinové délce 254 nm.

Nejprve byla méfena mobilita bez obsahu CTAC v zékladnim elektrolytu.
Mobilita EOF za vSech vybranych podminek dosahuje vysokych hodnot, coz je dano
niz§i viskozitou acetonitrilu ve srovnani s vodou (rovnice pro vypocet mobility EOF na
strané 14, kapitola 1.6). S pfidavkem CTAC do zédkladniho elektrolytu dochézi za

vSech podminek k silnému poklesu mobility EOF, v Zadném z ptipadii vSak nedochazi
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k jeho obraceni, jak by tomu bylo v pfipadé vodného roztoku zakladniho elektrolytu.
To je zfejmé zplisobeno sniZenou tendenci molekul surfaktantu tvofit dvojvrstvu na
povrchu kapilary a ménit tak znaménko jeho naboje. V prostiedi acetonitrilu ziejme
dochazi pouze k adsorpci vrstvy surfaktantu na povrch kapilary a druhd vrstva
surfaktantu k prvni vrstvé nepfisedd. K procentudlné nejmenSimu poklesu po ptidavku

CTAC dochazi v PVA kapiléte (Obr. 17).
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Obr. 17 Mobilita EOF za riiznych podminek — kifemennd kapilara bez promyvani, kifemenna
kapilara s promytim HEC pred prvnim mérenim, s promytim pred kazdym mérenim a kapildara
pokryta PVA. Vyneseny pruméry péti méreni.
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Obr. 18 Smérodatné odchylky mereni pri 25 mM koncentraci CTAC v zdkladnim elektrolytu.
V grafu vlevo vyneseny absolutni smérodatné odchylky. V grafu vpravo relativni smérodatné
odchylky v procentech.
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Z uvedenych grafti smérodatnych odchylek méfeni (Obr. 18) se ukazuje, Ze
méfeni v PVA kapilafe probihaji s dobrou opakovatelnosti. Relativni smérodatna
odchylka mobility EOF je vtéto kapilaife nejmensi (méné nez 5 %). Mefeni
s promyvanim hydroxyethylcelulosou pted sérii experimentli nedosahuji vyrazné lepsi
opakovatelnosti nez méfeni bez promyvani. Zde se relativni smérodatnd odchylka
pohybuje kolem 30 %. Pti promyvani HEC pted kazdym méfenim se opakovatelnost do
jist¢ miry zvySuje (relativni smérodatnd odchylka 18 %). Vzhledem k nutnosti
promyvani kapilary vodou pied a po promyti HEC se promyvani timto ¢inidlem ptred
kaZdou analyzou stavd neumérné ¢asoveé naroénym. Proto probihala dal$i méteni pouze
bez promyvani a v kapilare PVA.

Byla proméfena mobilita EOF za rtuznych koncentraci CTAC. S rostouci
koncentraci CTAC je mobilita EOF v kapilate PVA potlacovéana a jiz pii koncentraci
40 mmol dm> dochazi k jejimu potlateni na jednotky procent plvodni

hodnoty (Obr. 19).
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Obr. 19 Zavislost mobility EOF na koncentraci CTAC pri méreni v kiemenné kapilare a
v kapilare PVA. Vyneseny primeéry peti merent.
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3.5 Koncentrace CTAC

Vyssi koncentrace CTAC by méla mit za nasledek zvétSeni rozdili v mobilité
jednotlivych analytl. Béhem méteni v PVA kapiléfe bylo tedy testovano, zda se zméni
rozliSeni pikd u vzorku UDBN-m:p (73:26), pokud bude koncentrace CTAC
v zékladnim elektrolytu zvySena (Obr. 20). RozliSeni prvniho a druhého piku se zvysilo
z hodnoty 1,33 na 2,04 a rozliSeni piku druhého a tfetiho z hodnoty 1,84 na 2,70. Proto
bude v dal§im méfeni pouZivana vys§i koncentrace CTAC, 40 mmol dm>. Dalsi
zvySovani koncentrace CTAC by bylo problematické vzhledem k naristu iontové sily,
snim spojenym narGstem proudu prochazejiciho kapildrou a zvySenému riziku

prehfivani roztoku v kapilate.
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Obr. 20 Elektroferogramy zaznamenané pri davkovani vzorku oznaceného UDBN-m:p (73:26)
o koncentraci priblizné 0,5 mg cm™ a mesityloxidu o koncentraci 1,0 mg cm™ z dlouhého konce
PVA kapilary celkove délky 64,5 cm, efektivni délky 56,0 cm. Zakladnim elektrolytem byl
acetonitril s 10 mM octovou kyselinou a 25 mM ¢i 40 mM CTAC. Vkladané napéti 20 kV,
pozitivni polarita. Elektroferogram snimany pri vinové délce 254 nm.
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Pti méfeni v PVA kapilaie se zdafilo jen n€kolik analyz vzorkl. Zékladni linie
byla pfi dalSich méfenich nestabilni, coZz mohlo byt zplsobeno degradaci pokryti
kapilary.

Vzhledem k nakladnosti komeréné pokrytych kapilar byla proto dal$i méfeni
presunuta zpét do bézné kiemenné kapilary. Byla prométena zavislost mobility EOF na
koncentraci CTAC v zékladnim elektrolytu. Je vidét ze mobilita EOF s rostouci
koncentraci CTAC kles4d, ovSem od koncentrace 40 mM jiz nedochdzi k velkym
zméndm (Obr. 21). To je ziejmé¢ zpusobeno tim, ze sténa kapilary je pfi této
koncentraci jiz CTAC prakticky nasycena a dal$i nartist koncentrace jiZ nemd na stav
stény kapilary velky vliv. Proto byla koncentrace 40 mmol dm™ CTAC v zakladnim
elektrolytu zvolena jako dostatecnd pro dal$§i méfeni s ohledem na rostouci proud

s rostouci iontovou silou zakladniho elektrolytu.
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Obr. 21 Mobilita EOF v kiremenné kapilare v zavislosti na koncentraci CTAC v rozsahu
0-50 mmol dm>. Méreni mobility EOF probihala podle postupu, kdy jsou postupné déavkovany
tri zony vody. Méreni probihala v kiemenné kapilare 50,0 cm (41,5 cm efektivni délka),
zakladnim elektrolytem byl acetonitril s 10 mM octovou kyselinou a riiznou koncentraci CTAC.
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3.6 Promyvani kapilary kyselinou chlorovodikovou

Na zéklad¢ informaci z literatury bylo také testovano, zda nedojde ke zvyseni
opakovatelnosti migra¢nich ¢ast, pokud je kapildra pred kazdym méfenim promyvéana
kyselinou chlorovodikovou. Podle ¢lanku [47] sta¢i promyti 0,1 M kyselinou
chlorovodikovou ve vod¢ po dobu 30 s. OvSem po vyzkouSeni riznych koncentraci
a délek promyti se ukazalo, ze nejvhodnéjsi je promyti 1 M kyselinou chlorovodikovou
po dobu 180 s. Migracni Cas mesityloxidu nema excelentni opakovatelnost, ale
nedochazi k neustdlému nartistu migracnich Cast, nybrz k jejich kolisani kolem jisté
sttedni hodnoty (Obr. 22). Migracni Casy latek kolisaji v jednotkach procent, coz je
mozné eliminovat vztazenim migracniho casu analytu k migraénimu casu referentni

latky — mesityloxidu.
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Obr. 22 Migracni cas davkovaného mesityloxidu v po sobé jdoucich mérenich. Pred mérenim
byla kapilara promyvana po rizné dlouhou dobu kyselinou chlorovodikovou o ruznych
koncentracich. Svisla osa ukazuje, o kolik procent narustaji casy. Migracni cas v prvnim méreni
odpovida 100 %.
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3.7 Analyza vzorki za zvolenych podminek

Ziskané krystaly rozpusténé v elektrolytu 40 mM CTAC a 10 mM octové kyselin¢
v acetonitrilu byly dédvkovany v koncentraci v rozmezi 0,1 — 0,5 mg/ml. Zafazenim
promyti kyselinou chlorovodikovou pfed kazdym méfenim se dosahuje analyz trvajicich

do 30 minut.

3.7.1 Latka ZL 8/5 S

U vzorkll obsahujicich latku ZL 8/5 S byl dostupny vzorek cisty a vzorek se 76%
obsahem této latky. Elektroferogram pii davkovani ¢istého vzorku zaznamenal podle
pfedpokladu 2 piky — syntetizované latky a mesityloxidu (Obr. 23). Migra¢ni cas
analytu byl 17,36 min se smérodatnou odchylkou 1,04 (6,0 %). Relativni migra¢ni Cas
analytu  vztazeny k migracnimu  Casu referentni latky je 0,838  se
smérodatnou odchylkou méfeni 0,010 (1,2 %) pficemz méfeni byla opakovana pétkrat.
Je tedy ziejmé, ze problém opakovatelnosti migracnich cast 1ze pouzitim relativniho
migracniho ¢asu uspeésné vytesit. Relativni smérodatnd odchylka plochy piku ZL 8/5 S

je 6 % pfti peti métenich.
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Obr. 23 Elektroferogram zaznamenany pri ddavkovani vzorku oznaceného ZL §8/5

S o koncentraci 0,1 mg cm™ s mesityloxidem o koncentraci 1,0 mg cm™ z dlouhého konce
kapilary celkové délky 50,0 cm, efektivni délky 41,5 cm. Zakladnim elektrolytem byl acetonitril s
10 mM octovou kyselinou a 40 mM CTAC. Vkladané napéti 20 kV, pozitivai polarita.
Elektroferogram snimany pri vinové délce 254 nm.
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U cistého vzorku byla prométena kalibracni zavislost analytu ZL 8/5 S (Obr. 24). Mez
detekce je 0,009 mg cm™. Mez kvantifikace je 0,031 mg cm™. Jde o linearni zavislost,
kterou lze pouzit pro kvantifikaci analytu v dal$im vzorku. Mez detekce byla stanovena
jako koncentrace, ktera poskytne plochu piku odpovidajici trojnasobku standardni
chyby tuseku kalibracni zéavislosti. Mez kvantifikace byla stanovena jako koncentrace,
ktera poskytne plochu piku odpovidajici desetinasobku standardni chyby tseku

kalibra¢ni zavislosti.
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Obr. 24 Kalibracni primka analytu ZL 8/5 S.

U vzorku ZL 8/5 S 76 % byla separovana od analytu necistota (Obr. 25). Relativni
migracni ¢as prvniho piku je 0,834; proto byl identifikovan jako analyt ZL 8/5 S.

Smeérodatna odchylka relativnich migracnich €asti pfi péti metenich je 0,002 (0,1 %).
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Obr. 25 Elektroferogram zaznamenany pri davkovani vzorku oznaceného ZL 8/5 S 76 %
o koncentraci 0,1 mg cm™ s mesityloxidem o koncentraci 1,0 mg cm™ z dlouhého konce kapilary
celkové délky 50, 0 cm, efektivni délky 41,5 cm. Zakladnim elektrolytem byl acetonitril s 10 mM
octovou kyselinou a 40 mM CTAC. Vkladané napéti 20 kV, pozitivni polarita. Elektroferogram
snimany pri vinoveé délce 254 nm.

Z rovnice kalibra¢ni pfimky byla vypoctena koncentrace ZL 8/5 S ve vzorku s niZsi

vvvvvv

smérodatnou odchylkou 5 % (w/w).
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3.7.2 Latka 12 PHB*AL

P#i analyze vzorku 12 PHB2AL 99 % s piidavkem mesityloxidu jsou viditelné
dva piky (Obr. 26). U vzorku znaéeného 12 PHBAL malo &isty doslo také pouze
k separaci analytu 12 PHB?AL od mesityloxidu. Nebyly tedy separovany necistoty ani
isomery této latky.
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Obr. 26 Elektroferogram zaznamenany pri davkovani vzorku oznaceného 12 PHB’AL 99 %
o koncentraci 0,5 mg cm™ a mesityloxidu o koncentraci 1,0 mg cm™ z dlouhého konce kapilary
celkoveé délky 50, 0 cm, efektivni délky 41,5 cm. Zakladnim elektrolytem byl acetonitril s 10 mM
octovou kyselinou a 40 mM CTAC. Vkladané napéti 20 kV, pozitivni polarita. Elektroferogram
snimany pri vinové délce 254 nm.
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3.7.3 Latka UDBN

Byly analyzovéany oba dva ziskané vzorky. Pti prvotnich pokusech bylo pfi
davkovani vzorku UDBN-m vidét, Ze je vzorek cCisty, v elektroferogramech byl jen
jeden pik. Pti dalSich métenich se objevil zdvojeny pik. Druhy pik v potfadi (Obr. 27)
patfi podle relativnich migra¢nich casit zfeyjm& pravé analytu UDBN-m.
U elektroferogramu pii davkovani isomerické smési se objevilo vice piki (Obr. 28).

Analytu UDBN-m zde odpovida nejvyssi pik.
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Obr. 27 Elektroferogram zaznamenany pri davkovani vzorku oznaceného UDBN-m
o koncentraci 0,1 mg cm™ a mesityloxidu o koncentraci 1,0 mg cm™ z dlouhého konce kapilary
celkoveé délky 50, 0 cm, efektivni délky 41,5 cm. Zakladnim elektrolytem byl acetonitril s 10 mM
octovou kyselinou a 40 mM CTAC. Vkladané napéti 20 kV, pozitivni polarita. Elektroferogram
snimany pri vinové délce 254 nm.
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Obr. 28 Elektroferogram zaznamenany pri davkovani vzorku oznaceného UDBN-m:p 73:26
o koncentraci 0,5 mg cm™ a mesityloxidu o koncentraci 1,0 mg cm™ z dlouhého konce kapildry
celkoveé délky 50, 0 cm, efektivni délky 41,5 cm. Zakladnim elektrolytem byl acetonitril s 10 mM
octovou kyselinou a 40 mM CTAC. Vkladané napéti 20 kV, pozitivni polarita. Elektroferogram
snimany pri vinoveé délce 254 nm.
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3.7.4 Latka Z1.10/6 S

Elektroferogram vzorku suvedenou cistotou 99 % vySel podle pfedpokladu

(Obr.  29).Prvni pik odpovida analytu ZL 10/6 S, druhy pik je pfidany

vvvvvv

rozliSenim pikd, rozliSeni piki je 1,38 (Obr. 30).
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Obr. 29 Elektroferogram zaznamenany pri davkovani vzorku oznaceného ZL 10/6 S 99 %
o koncentraci 0,5 mg cm™ s mesityloxidem o koncentraci 1,0 mg cm™ z dlouhého konce kapilary
celkové délky 50, 0 cm, efektivni délky 41,5 cm. Zakladnim elektrolytem byl acetonitril s 10 mM
octovou kyselinou a 40 mM CTAC. Vkladané napéti 20 kV, pozitivni polarita. Elektroferogram
snimany pri vinové délce 254 nm.
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Obr. 30 Elektroferogram zaznamenany pri davkovani vzorku oznaceného ZL 10/6 S 72 %
o koncentraci 0,5 mg cm™ s mesityloxidem o koncentraci 1,0 mg cm™ z dlouhého konce kapilary
celkove délky 50, 0 cm, efektivni délky 41,5 cm. Zakladnim elektrolytem byl acetonitril s 10 mM
octovou kyselinou a 40 mM CTAC. Vkladané napeti 20 kV, pozitivni polarita. Elektroferogram
snimany pri vinové délce 254 nm.
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3.7.5 Latka ZL 12/10 S

U vzorku ZL 12/10 S 99 % byly analyt a referentni mesityloxid separovany.
U vzorku ZL 12/10 S 59 % se separovalo hned n€kolik necistot (Obr. 32). Podle
relativniho migraéniho ¢asu odpovidé zkoumanému analytu prvni pik. RozliSeni piki je
dostate¢né. RozliSeni piku analytu a piku druhého v potadi je 2,84 a rozliSeni dalSich

dvou piku je 2,30.
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Obr. 31 Elektroferogram zaznamenany pri davkovani vzorku oznaceného ZL 12/10 S 99 %
o koncentraci 0,5 mg cm™ s mesityloxidem o koncentraci 1,0 mg cm™ z dlouhého konce kapilary
celkové délky 50,0 cm, efektivni délky 41,5 cm. Zakladnim elektrolytem byl acetonitril s 10 mM
octovou kyselinou a 40 mM CTAC. Vkladané napéti 20 kV, pozitivni polarita. Elektroferogram
snimany pri vinové délce 235 nm.

20

MO

15
= 10 ZL12/10S
—
< 5

0

-5

14 16 18 20 22 24

t [min]

Obr. 32 Elektroferogram zaznamenany pri davkovani vzorku oznaceného ZL 12/10 S 59 %
o koncentraci 0,5 mg cm™ s mesityloxidem o koncentraci 1,0 mg cm™ z dlouhého konce kapilary
celkové délky 50, 0 cm, efektivni délky 41,5 cm. Zakladnim elektrolytem byl acetonitril s 10 mM
octovou kyselinou a 40 mM CTAC. Vkladané napeti 20 kV, pozitivni polarita. Elektroferogram
snimany pri vinové délce 235 nm.
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4. 7.avér

Byly hleddny podminky méfeni pro separaci latek ve vzorcich nové
syntetizovanych latek tvoticich kapalné krystaly. Protoze jde o elektroneutralni ve vodé
nerozpustné latky, byla pro separaci zvolena metoda elektrokinetické chromatografie
v bezvodém prostiedi. Méfeni probihala v prostfedi acetonitrilu, ve kterém jsou vSechny
slozky vzorkt a ptfidané slozky zakladniho elektrolytu dostatecné rozpustné. Protoze
migracni Casy latek u po sob¢ jdoucich méfeni nartstaly, byla méfeni opakovana jesté
v rizné pokrytych kapilarach. V rizné pokrytych kapilarach byla méfena mobilita EOF
a pocitana opakovatelnost méfeni. NejlepSich vysledkii bylo dosazeno s komer¢ni
pokrytou kapilarou PVA. U ni se vSak projevila nestabilita pokryti za pouzitych
experimentalnich podminek. Problém nartstu migracnich Casi byl nakonec vyieSen
v nepokryté kiemenné kapilafe promyvanim kyselinou chlorovodikovou zatazenym
pred kazdym méfenim.

Pti prubéznych separacich se ukézalo, ze zvysenim koncentrace CTAC dochazi
k lepsimu rozliseni piki, takZe byla koncentrace zvysena z ptivodnich 25 mmol dm™ na
40 mmol dm>.

Nakonec byly analyzovany vSechny ziskané vzorky. Pro analyt ZL 8/5 S byla
proméfena kalibracni zavislost. Bylo ukézéano, Ze tato zavislost je linearni a pouZitelna
ke kvantifikaci analytu. S vyuZitim kalibra¢ni zévislosti byl stanoven obsah analytu
v méné Cistém vzorku stejné latky. Také u dalSich vzorka doslo k separaci latek a na
zéklad¢ relativniho migraéniho casu bylo mozné identifikovat pik odpovidajici
syntetizované latce. U vzorku obsahujicitho smés isomerti latky UDBN doSlo také
k separaci, ovSem nelze identifikovat, jaky pik odpovid4 isomeru UDBN-p a které piky
odpovidaji jinym necistotdm. Velmi dobry vysledek poskytla metoda v ptipadé vzorku
ZL 12/10 S o nizké cistoté. Pfi analyze tohoto vzorku byly od analytu na zékladni linii
separovany hned dvé necistoty.

Zavérem je mozné konstatovat, ze vyvinutd metoda je v soucasné formé
pouzitelnd pro kontrolu cistoty dvou ze zkoumanych latek. Pro bezproblémovou
vyuZitelnost pro kontrolu cistoty dalSich nové syntetizovanych kapalnych krystall

vyzaduje dal$i optimalizaci.
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