UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

Pfirodovédecka fakulta

Studijni program: Klinicka a toxikologick4 analyza

Lucie Malinakova

STANOVENI DISOCIACNICH KONSTANT A LIMITNICH
MOBILIT VYBRANYCH AMFOLYTU

Determination of Dissociation Constants and Limiting

Mobilities of Some Ampholytes

Bakalatska prace

Vedouci bakalatské prace: Mgr. Martina Riesova

Praha 2011



Tato bakaléaiska prace vznikla v souvislosti s feSenim vyzkumného zaméru
MSMO0021620857.

Bakalafska prace byla vypracovana na Katedie fyzikalni a makromolekularni
chemie Piirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze pod vedenim Mgr.

Martiny Riesové.



ProhlaSeni:
Prohlasuji, Zze jsem zavéreCnou praci vypracovala samostatné a Ze jsem
uvedla vSechny pouZité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna

¢ast nebyla piedlozena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze dne 22. srpna 2011

podpis



Podékovani

Timto bych chtéla podékovat vedouci mé bakalaiské prace Mgr. Marting Riesové
za cenné rady, vSestrannou a neocenitelnou pomoc, pfipominky, metodické vedeni

préce a také trp€livost a ochotu. Déle bych chtéla pod€kovat celé moji roding a ptiteli

za velkou podporu.



Abstrakt

Kapiléarni zénova elektroforéza je jednoducha a automatizovana metoda, ktera
umoziuje stanovit aciditni disociacni konstanty a limitni iontové mobility analyti ze
stejné série experimentll za malé spotieby vzorku. Zavislost efektivnich mobilit 7
vybranych amfolytl na pH pufru byla experimentaln¢ zjisténa v rozsahu pH 1,6 az
6,8. Sada jednoduchych pufri s konstantni iontovou silou byla navrzena pomoci
programu PeakMaster. Analyzované amfolyty byly detekovany bezkontaktnim
vodivostnim  detektorem. PouZzitim dynamického potahovani kapilary se
minimalizovala interakce analyti se silanolovymi skupinami na vnitini sténé
kapilary. Experimentalné zjiSténé hodnoty efektivnich mobilit byly proloZeny
(fitovany) vhodnou funkci. Ziskanymi parametry byly aktudlni mobility a smiSené
disociacni konstanty odpovidajici pfislusné iontové sile. Pomoci rozsiteného Debye-
Hiickelova zdkona s linedrnim clenem a Onsagerova zakona byly tyto hodnoty
pfepocitany na termodynamické disociacni konstanty a limitni iontové mobility

amfolyta.

Klic¢ova slova: kapilarni zonova elektroforéza, disocia¢ni konstanta, limitni mobilita,

amfolyty



Abstract

Capillary zone electrophoresis is a simple and automated method which
enables simultaneous determination of the dissociation constants and limiting ionic
mobilities of the analyte from one series of experiments. The small consumption of
the sample is main advantage of this method. The dependence of the effective
mobilities of 7 selected ampholytes on pH in the range of 1.6 to 6.8 was measured. A
set of simple buffers with constant ionic strength and satisfactory buffering capacity
was designed using computer program PeakMaster. The ampholytes were detected
by contactless conductivity detector. Dynamic capillary coating was used to
minimize interactions of analytes with silanol groups on the inner wall of the
capillary. Experimentally obtained effective mobilities were fitted with the suitable
function. Actual mobilities and the mixed dissociation constants corresponding to the
actual ionic strength were parameters of the regression function. Thermodynamic
dissociation constants and limiting ionic mobility of ampholytes were calculated

using the extended Debye-Hiickel law with the linear member and the Onsager law.

Key words: capillary zone electrophoresis, dissociation constant, limiting mobility,

ampholytes
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Pouzité zkratky a symboly

> > >

Q

AAA
AHIP
ATA
APAA
APBA
B,

B;

CCYS
CZE
DMSO
DS
EOF
GG
HVL funkce
1

Ka
kap.
Laet

Z tot

amfolyt

aniontova forma amfolytu

kationtova forma amfolytu

aktivita i-t¢ho druhu iontu [-]
DL-2-aminoadipova kyselina
4-aminohippurova kyselina
5-aminobenzen-1,3-dikarboxylova kyselina
4-aminofenyloctova kyselina
4-(4-aminofenyl)butanova kyselina

konstanta Onsagerovy rovnice, pro vodny
roztok pii 25°C mé hodnotu 0,78171 (mol/1)™"?
konstanta Onsagerovy rovnice, pro vodny
roztok pfi 25°C mé hodnotu 3,138x10™®* m*s™' V!
(mol/1)™"?

molarni koncentrace i-t¢ho druhu iontu [mol/1]
empirickd konstanta rozSifeného Debey —
Hiickelova zakona s linearnim ¢lenem, jeji
hodnota je 0,1 mol/l
S-karboxymetyl-L-cystein

kapilarni zonova elektroforéza
dimethylsulfoxid

dextran siran

elektroosmoticky tok

glycin-glutamova kyselina

Haarhoffova-van der Lindeho funkce

iontova sila [mol/1]

aciditni disocia¢ni konstanta

kapitola
délka kapilary k detektoru [m]
celkova délka kapilary [m]



M

MA(:)

Met
MES

Mlim,+(-)

Obr.
PB
PHteor
PHexp
pKa

pK ™

PM

IEOF

At
Atgor
Tab.

Uuv
VIS

Vi

mol/l

aktualni iontova mobilita kationtové (aniontové)
formy [m*V's!
efektivni mobilita [m2V'ls'1]
4-Morpholineethanesulfononova kyselina
limitni iontova mobilita kationtové (aniontové)
formy [m*V's!
obrazek

Polybren — hexadimethrin bromid

pH teoreticky vypocitané

pH experimentalné zmétené

zaporny dekadicky logaritmus pravé disociacni
konstanty

zaporny dekadicky logaritmus smiSené
disocia¢ni konstanty

PeakMaster

smérodatnd odchylka

migracni ¢as analytu [s]
migracni ¢as markeru EOF [s]

rozdil migracnich ¢ast analytu detektoru A a B
rozdil migracnich ¢astt EOF detektoru A a B
tabulka

napéti [V]
ultrafialova oblast zateni

viditelnd oblast zafeni

nabojove Cislo i-t¢ho druhu iontu

aktivitni koeficient i-tého druhu iontu



1 Uvod

oy ee

prvni experimenty provedl roku 1808 némecky doktor a védec pulsobici na
Moskevské univerzité¢ Ferdinand Friedrich von Reuss v tzv. U trubicich. Objevil jev
nazvany elektroosmoza, tedy pohyb kapaliny poréznim prostfedim obsahujicim
elektrolyt vlivem elektrického pole. DalSim vyznamnym milnikem je rok 1897, kdy
némecky fyzik Friedrich Kohlrausch odvodil rovnici dnes zndmou pod ndzvem
Kohlauschova regulacni funkce a polozil tak zdklady teoretickému popisu
elektromigrace.

Prvni elektroforetickd aparatura byla sestavena Tiseliem az roku 1937.
Umoziovala déleni proteinli krevniho séra podle jejich rozdilnych rychlosti pohybu
v elektrickém poli. O 11 let pozdéji za to ziskal Nobelovu cenu. Tiselius tak polozil
zéklady k vyuziti elektroforetickych metod v analytické chemii.

V pribéhu druhé poloviny 20. stoleti dochazelo k postupnému vyvoji,
zdokonalovani a déleni elektroforetickych metod. Objevila se napt. izoelektricka
fokusace a izotachoforéza. Prvni laboratorni zafizeni pro kapilarni elektroforézu bylo
sestaveno roku 1967 Svédskym védcem a profesorem S. Hjerténem.
Elektroforetickou separaci proteinli, nukleovych kyselin a anorganickych iontl
provedl v 3mm podélné rotujicich trubicich. Roku 1981 zazila kapilérni elektroforéza
obrovsky skok. J. W. Jorgenson a K. D. Lukacsova popsali separaci riznych latek
(aminokyselin, dipeptidi, aminil) ve velmi tenké kiemenné kapilafe s vnitinim
prumérem pouhych 75 um. Separa¢ni ucinnost tohoto provedeni byla v porovnani
s tehdy velmi rozsifenou a oblibenou kapalinovou chromatografii nesrovnatelné
vy$$i. Tim zapocala nova éra kapilarni elektroforézy. S rozvojem technologii byla
dal§im nevyhnutelnym krokem automatizace vétSiny analytickych metod, nevyjimaje
kapilarni elektroforézu. Prvni plné automatizované komercni zatizeni pro kapilarni
zonovou elektroforézu (CZE) bylo predstaveno roku 1989 spolecnosti Beckman
Instruments. '

Kapilarni zonova elektroforéza je jednoducha, presna a levnd analyticka

metoda. Nejcastéji je vyuzivana v oblasti potravinaistvi, mediciny, farmacie a
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zivotniho prostfedi. Umoziiuje rychlou a uc¢innou separaci a jednoduchou identifikaci
sledovanych analytli. Provedenim vhodné navrzenych sérii experimentli navic
umoziuje stanoveni fyzikalné-chemickych charakteristik analytl, napt. disocia¢nich
konstant a limitnich iontovych mobilit.

Farmaceutické spolecnosti musi charakterizovat velké mnoZstvi potencialnich
1€kt a chemickych prekurzort v relativné kratkém case, aby mohly vybrat ty, které
jsou nejvice vhodné pro dalsi testovani a vyvoj. Potieba rychlého patentovani novych
nadéjnych 1€kt je pro takovéto spoleCnosti zasadni. Soutézi mezi sebou o
moznostech vyuziti stejnych ¢i podobnych sloucenin a jejich zptisobu aplikace, coz
ospravedliluje vzrlstajici poptavku po rychlych a spolehlivych technikach
umoziiujici fyzikalng-chemickou charakterizaci potencialnich 1¢ki.> Takovou
technikou miize byt pravé CZE.

Existuji pocitacové programy, napi. PeakMaster (PM) a Simul, které jsou
schopny pfedpovidat elektroforetické experimenty, chovani pouzitych elektrolyti i
analyt. Vstupnimi hodnotami pro takové vypocty jsou pravé disociacni konstanty a
limitni iontové mobility danych latek. Znalost téchto hodnot nam tedy umoZiuje
nejenom odhalit fyzikdlné-chemické vlastnosti latek, ale i vyuzit zminénych
programll pro rychlou optimalizaci separa¢nich podminek bez nutnosti provadét
zdlouhavé experimentalni hledani nejvhodnégjSich systémii. Dale mizeme pomoci
téchto programt nahlédnout 1 hloub¢ji do svéta elektromigrace a objevit systémy,
které by byly experimentalné nalezeny jen velmi obtizné. Piikladem takovych
systém jsou zakladni elektrolyty vykazujici oscila¢ni chovani.

Za ucelem najit nové oscilujici systémy byly zvoleny vybrané¢ amfolyty. Jelikoz
u téchto latek nebyly doposud disocia¢ni konstanty a limitni iontové mobility znamy,

stalo se urceni téchto konstant pfedmétem této prace.
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2 Teoreticka cast

2.1 ReSerse

Hodnota disocia¢ni konstanty, obvykle vyjadfovdna jako aciditni disocia¢ni
konstanta, K,, ¢i jeji zdporny dekadicky logaritmus, pK,, je zdkladni vlastnosti vSech
slabych kyselin a zésad. Je to dilezita vlastnost charakterizujici tyto latky, protoze
fyzikalné-chemické vlastnosti ionizované a neutralni formy jsou zpravidla rozdilné.
Ionizovana forma je vice rozpustnd ve vodé, zatimco neutralni forma je vice lipofilni
a snadnéji prochazi biologickymi membranami. Mira ionizace je jednou z fady
hlavnich vlastnosti pouzivanych k odhadu absorpce, distribuce, metabolismu a
vylucovani latek biologickymi systémy a Zivotnim prostiedim. Tyto vlastnosti jsou
rozhodujici pro vyzkum a vyvoj novych lidskych a veterinarnich 1éki apod.*

Aciditni disociani konstantu slou€enin lze stanovit mnoha analytickymi
metodami. Kazda metoda ma své vyhody, nevyhody i omezeni. Vybér metody je tak
zavisly na latkach, jejichZ disociacni konstanty jsou stanovovany. Piikladem nejvice
uzivanych metod jsou potenciometricka titrace, konduktometrie, spektrofotometrické
metody (UV/VIS spektroskopie), NMR spektroskopie, kalorimetrie, fluorimetricka
titrace®, kapilarni zonova elektroforéza a izotachoforéza. Nemaly vyznam maji i
vypocetni programy pro odhady disociacnich konstant®.

Potenciometricka titrace je nejvice vhodna pro ve vodé rozpustné slouceniny,
jina rozpoustédla stanoveni aciditni disociac¢ni konstanty znacné komplikuji. Dalsi
nevyhodou je vybér vhodnych elektrod a potieba vysoké Cistoty vzorku.
Potenciometrickym stanovenim pK, hodnot vybranych antibiotik a porovnanim dat
s jiz zndmymi hodnotami ziskanymi jinymi metodami se zabyva prace Qianga a
Adamse’. Meloun a kol. pomoci potenciometrické titrace stanovili smiSené
disociacni konstanty vazokonstrikéni latky Naphazolinu, ktera se pouziva naptiklad
v o¢nich kapkéch, pfi riznych iontovych silach a teplotach 25 °C a 37 °C. Dale
odhadli termodynamické disociaéni konstanty pro tyto teploty®.

Konduktometrickd metoda je malo spolehliva pro stanoveni velmi slabych

elektrolytd.
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Spektrofotometrické titrace jsou pouzitelné pro slouceniny rozpustné ve vodé
a slouceniny o vysoké Cistot¢ (nebo pfinejmensim nesmi obsahovat interferujici
latky). Nejvétsi vyhodou této metody je vysoka citlivost (> 10° M) pro slougeniny
s pfiznivym absorpcnim koeficientem. V tomto piipadé musi vzorek také vlastnit
chromofor/y blizko ionizovanych skupin tak, Ze neutrdlni a ionizované formy
vykazuji dostatecné odliSné spektralni vlastnosti pro jejich identifikaci ve smési
téchto dvou forem®. Prehled soucasnych metod, zejména potenciometrickych,
konduktometrickych a spektrofotometrickych, pro stanoveni disociacnich konstant
organickych latek v roztoku lze najit v praci Zevatskiiho a kol.’.

V piipadé stanovovani pK, izotachoforeticky jsme omezovéani hodnotou pH
vedouciho a koncového elektrolytu a jejich slozenim'’.

Vysoce rozsifenou metodou pro stanoveni pK, je kapilarni elektroforéza,
pfesnéji kapilarni zénova elektroforéza. Nespornymi vyhodami této metody je
automatizace a pozadavek pouze malého mnozstvi vzorku a jinych reagenci.
Spotteba vzorku je tedy nepatrna. Také neni nutné mit vysoce Cisty vzorek, protoze
ptipadné necistoty jsou oddéleny od analytu v pribéhu separace. O porovnani
potenciometrického a elektroforetického stanoveni pK, je vice v praci Andrasiho a
kol.''. Foulon a jeho spolupracovnici zanalyzovali 10 latek (slabych kyselin —
benzoxa-, benzothio- a benzoseleno- derivatl zolinonu) pomoci kapilarni
elektroforézy a potvrdili hodnoty disociacnich konstant ziskané potenciometrickou a
UV spektrofotometrickou metodou'?.

Dalsi velkou vyhodou CZE je moZnost spole¢né s disociacni konstantou
stanovit 1 limitni mobility sledovanych analyt ze stejné série experimentii. Tohoto
spojeni se vyuziva Casto a lze proto najit fadu praci, které se timto problémem
zabyvaji. Nékteré prace se vénuji pfimo stanoveni disocia¢nich konstant amfolyti,
zejména aminokyselin. Pfikladem miize byt prace Yanga a Juana", ve které byly
stanovovany pK, konstanty 11 L-aminokyselin. Pro vypocet disociac¢nich konstant
z pH a odpovidajicich efektivnich mobilit vytvofili autofi program v programovacim
jazyce C++. Ziskané hodnoty byly ve shod¢ s hodnotami pK, uvedenymi v literatute.
Kationické pK, vybranych aminokyselin i limitni iontové mobility kladn€ nabitych
forem byly stanoveny v praci Véelakové a kol.'* a nasledné Zuskova a kol."” provedli

stejné stanoveni pii velmi nizkych hodnotach pH. Rychlou metodu pro urceni pK, 20
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aminokyselin vyvinuli Henchoz a kol.'®. Ke zkraceni ¢asu analyzy pouzili davkovéni
do kratSiho konce kapilary a velmi rychlého elektroosmotického toku (EOF). Ve
viech tiech uvedenych pracich'*'>'® byl pouzit bezkontaktni vodivostni detektor.
Vpraci Plassona a Cotteta'’ byly urovany disociaéni konstanty peptidi
s maximalnim po¢tem 10 aminokyselinovych zbytki pfi rGznych hodnotach iontové
sily (10 a 100 mM) a teploty (15 — 60 °C). Pro kazdou skupinu peptidii byla hodnota
pK, urcena jako funkce teploty, iontové sily a po¢tu aminokyselinovych zbytkl. Tato
experimentalni data a semiempiricky model jsou pouzity k predpovédi pK, hodnot
jakéhokoliv oligopeptidu, ktery ma neutrdlni postranni fetézec. Vstupnimi daty jsou
pouze pocet aminokyselinovych zbytki a pK, koncovych aminokyselin v jejich
volné formé&. Disociacni konstanty slabych amfolytickych heterocyklickych bazi byly
stanoveny v praci Kagi¢kovy skupiny'®.

Hodnoty pK, cefalosporinii' a novych 1é¢ivych forem bazickych® jsou
stanoveny pomoci CZE jako metody nové a pomoci potenciometrické titrace jako
metody srovnavaci. Disociacni konstanty chinolontl, antibakteridlnich latek, jejichz
aktivity zavisi na mife protonizace, byly stanoveny v praci Barbosy a kol.”'.
Slampovéa a kol. navrhli standardizovany systém pufrii pro méfeni disociaénich
konstant slabych kyselin® a slabych zasad™. Systémy jsou navrzeny tak, aby mély
konstantni iontovou silu. Pro slabé baze obsahuji jako protiion pouze CI’, pro slabé
kyseliny jen Na'. Urychlenim doby analyzy pomoci dynamického potazeni stén
kapilary se zabyva prace Geisera a kol.*.

V nedavné dobé byla objevena nova a rychld CZE metoda pro stanoveni
aciditnich disocia¢nich konstant slabych kyselin a zasad, které jsou schopny odstépit
pouze jeden proton. Je zaloZena na uziti vnitiniho standardu, slouc¢eniny podobné
povahy a hodnoty disocia¢ni konstanty jako ma analyt. Na rozdil od ptedeslych
metod, kdy je nutné proméfit zavislost efektivni mobility na pH v dostatecné Sirokém
rozsahu pH, vyZaduje tato metoda pouze 2 méteni. Prvni méteni je pii pH, pii kterém
jsou analyt i vnitini standard uplné ionizovany a druhé méfeni pfi jiném pH, kdy jsou
oba ionizovany pouze ¢astecné. Metoda neni zavisla na pH, a proto neni potieba znat
pfesné hodnoty pH pufrd. Hlavni vyhodou této metody je, Ze uziti vnitiniho
standardu kompenzuje systematické chyby. Primérnd doba analyzy je pouze 20

)
minut 5’3.
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Pii provadéni experimenti v CZE je Zzadouci redukovat nebo vyloucit
interakci analytd se sténou kapilary, pfizplsobit velikost a smér EOF k ziskani
rychlejsi separace a zlepsit reprodukovatelnost vysledki. Toto vSechno jsou davody
pro chemickou modifikaci vnitini stény kapilary — potahovani kapilary, coating.

Casto uzivana metoda je dynamické potahovani kapilary. Kiemenna kapilara
se promyva roztokem obsahujicim potahovaci ¢inidlo, coz muze byt polymer nebo
nizkomolekularni latka. Dochézi k adsorpci ¢inidla prostfednictvim volnych
silanolovych skupin na sténach kifemenné kapilary. Dlouhodobé pouzivéani kapilary
vymyva potahovaci Cinidlo ze stény kapilary a separacni UC€innost i
reprodukovatelnost se snizuje”®. Dynamické potahovani proto vyzaduje regeneraci.
Zakladni déleni polymernich potahovacich ¢inidel*’:

* neutralni polymery (napt. polyvinylalkohol)

* zaporn€ nabité polymery (napt. dextran siran — DS)

» kladn¢ nabité polymery (napt. Polybrene — PB)
Volbou potahovaciho €inidla je ovlivnén smér a velikost EOF.

PotaZeni stény kapilary mize byt v jedné €1 vice vrstvach — vicendsobné
iontové polymerni vrstvy, které se postupnym promyvanim kapilary nanéseji
postupné jedna na druhou”™*’.

Ptehled potahovacich metod a ¢inidlech lze nalézt v souhrnnych c¢lancich
riiznych autora*~'-2.

Amfolyty pro tuto praci byly vybrany pro jejich potencidlni schopnost
vytvofit elektroforeticky systém, ktery by vykazoval oscilaéni chovéani. Toto
oscilaéni chovéni, objevené¢ nedavno GaSovou skupinou, je oznaCovano jako
elektromigracni oscilace. Jsou zplisobeny komplexni hodnotou systémové mobility,
coz vede pii prichodu proudu k chaotickému chovani, projevujicimu se jako
periodické zmény koncentraci vSech iontl v zdkladnim elektrolytu. Jako prvni byl
objeven systém sestavajici se z kyseliny sebakové a imidazolu™. Nasledné bylo
nalezeno nékolik tiislozkovych systéma®®. Zadny z oscilujicich systémd zatim

neobsahoval amfolyt.
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2.2 Princip stanoveni pK, a limitnich mobilit pro vybrané

amfolyty

Pti stanovovani pK, a limitnich iontovych mobilit vybranych amfolyt bylo
postupovano podle prace VéEelakové a kol.', kde je princip stanoveni t&chto konstant
pro rizné druhy aminokyselin dikladné zpracovan. Pro piehlednost je zde tento
postup nastinén.

Vsechny ndmi vybrané amfolyty maji jednu amino skupinu a jednu ¢i dvé
karboxylové skupiny (viz Tab. 1, kap. 4.1). Lze je tedy fadit mezi aminokyseliny.
Pro planované vypocty v programu PeakMaster (PM) a pro posouzeni, zda mohou
dané aminokyseliny poskytnout oscilacni chovani jsou rozhodujici pouze disociacni

konstanty pro formy A" a A", kde A oznac¢uje amfolyt. Rovnovahy lze zapsat takto:

A" oA +H
0 - (1.1)
A" A +H
U aminokyselin, které maji dvé karboxylové skupiny a lze tedy ziskat 1 formu
A”, je uvazovana disociace pouze do stavu A”. Z Tab. 2., kap. 4.1, kde jsou uvedeny
odhady vSech disociacnich konstant vybranych latek, je patrné, Ze piipadnou
disociaci do stavu A™ je vkyselé oblasti pH mozné zanedbat. Vyjimkou je 5-
aminobenzen-1,3-dikarboxylova kyselina (AIA), kde je hodnota pK,3; nizkd a
zanedbani deprotonizace aminové skupiny (a tim tedy formy A™) je jen hrubym
pfibliZzenim.

Termodynamické (K,) a smiSené disocia¢ni konstanty (K;"™) obou rovnovéh

1ze vyjadfit jako:
aA(J : aH+ mix A(J : aH+
K= a Ko = (1.2)
(,ZAA CA
K . = a4y 4y Kmix — ZA Ay
a2 a a2 9 (13)
CZAO CAO
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kde a, ,a,.,a,,jsou aktivity aniontové, kationtove a nedisociované formy amfolytu

a a, aktivita vodikovych iontd, c,.,c,.,c,. jsou molamni koncentrace

nedisociované, kationtové a aniontové formy amfolytu a ¢ . je molarni koncentrace

vodikovych iontt.

SmiSené disociani konstanty se zavadéji proto, Ze se pii jejich vypoctu
vyuziva jednoduseji experimentalné dosazitelnych veli¢in — molarnich koncentraci
misto aktivit jednotlivych iontd. Zstava zde pouze aktivita vodikovych iontd, kterou
snadno zmétime jako jeji zaporny dekadicky logaritmus — pH.

Princip stanoveni disocia¢nich konstant a limitnich iontovych mobilit je
postaven na méfeni zavislosti efektivni pohyblivosti (m.f) na pH pii konstantni
iontove sile. Efektivni mobilita latky je dana ptispévky jednotlivych iontovych forem

dané latky. Pro efektivni mobility amfolytu, jehoz disociaci Ize popsat rovnicemi

(1.1) plati:

I’I’IA_ 'CA+ +mA_ 'CA_
g = - (1.4)

kde m, ,m,. jsou aktualni kationtové/aniontové mobility, c,.a ¢, jsou koncentrace

kationtové a aniontové formy a ¢ je celkova koncentrace amfolytu.

mix

Vyjadienim pfislusnych pK;"a pK:;X pomoci koncentraci z rovnic (1.2) a

(1.3) a jejich dosazenim do rovnice (1.4) lze ziskat zavislost efektivni mobility na

pH:

K™X _pH H—pK i
m v_lo(P al P )_mi_lo(P PKao )
m, = Ta 0 o0 (1.5)
KM o oK™~
10(P a1 —PH) +10(P pPKan ) +1

Tato funkce je pouzita pro prolozeni (fitovani) experimentalné ziskanych dat
a ma 4 fitovaci parametry — aktualni iontové mobility m,a m,.a dv€ smiSené

mix

disocia¢ni konstanty pK"*a pKy'.
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Limitni mobilitu dané iontové formy lze pak ziskat pomoci Onsagerova

zakona;:

JI

q
m,=my ., —|my, B, +z,-B, | , 1.6
. [ i ! 1+\/q 2} 1+1,5\/7 ( )

kde 7 je iontova sila pufru, B; a B; jsou konstanty a pro vodny roztok pfii teploté
25°C maji hodnoty B; = 0,78171 (mol/1)™* a B, = 3,138x10™® m’*s'V"' (mol/1)"* a
hodnota g pro symetricky elektrolyt je .

Po upravé vztahu (1.6) lze tedy pro vypocet kationtové limitni iontoveé

mobility (miim +) ziskat vztah:

m, o+ 22N B, 1

L5

~ Bz"]'\ﬁ (1.7)
(1+1,5-ﬁ)-(1+@)

Obdobné vztahy plati i pro aniontovou formu.
Pro piepocet smisené disociacni konstanty na pravou disociacni konstantu lze

vyjit z nasledujiciho vztahu:

0 + a.-C. oY,
K, = A Gy _ Gy Cp0 Yy ) (1.8)
(ZAA CA+']/AA

kde y.. a y,,jsou aktivitni koeficienty kladné a nenabité formy.
Vi @70

Aktivitni koeficient nenabité formy je roven jedné. Porovnanim s rovnici

(1.2) Ize tedy termodynamickou disocia¢ni konstantu vyjadfit:

K, =—" (1.9)

18



Obdobné¢ 1ze ziskat pro K, vztah:
K,.= KX 7a (1.10)

kde y,. je aktivitni koeficient aniontové formy.
Aktivitni koeficient y, vypolitdme pomoci rozsiteného Debey — Hiickelova

zakona s linearnim ¢lenem:

L 0,509-22 T

—logy, ="+, 1.11
gy, N (1.11)

kde 7 je iontova sila pufru, z; je ndbojové ¢islo i-tého druhu iontu a C je empiricka

konstanta majici hodnotu 0,1 mol/I.
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3 Cile prace

Cile mé prace byly nasledujici:

1)

2)

3)

4)

5)

V reSerSni Casti prace podat prehled o pouzivani kapilarni zonové
elektroforézy jako metody pro stanoveni disociacnich konstant i limitnich

iontovych mobilit analytii

Z literatury vybrat postup stanoveni vhodny pro ndmi vybrané amfolyty

V programu Sparc online calculator ziskat odhady disociacnich konstant

nami vybranych amfolyti a zvolit pro métfeni vhodnou Skalu pH.

V programu PeakMaster navrhnout sadu jednoduchych pufri vhodnych

z hlediska pH, iontov¢ sily a pufra¢ni kapacity
Nameéfit a vyhodnotit pfislusné série experimentl a ze zavislosti efektivnich

mobilit analytd na pH ziskat hodnoty disociacnich konstant a limitnich

iontovych mobilit nami vybranych latek
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Vybrané amfolyty

V sortimentu firmy Sigma-Aldrich bylo vytipovano 7 amfolytd -
aminokyselin (Tab. 1), které se, na zdkladé¢ odhadnutych pK, pro kationtovou (pK, 1)
a aniontovou formu (pK,») forem, jevily jako vhodné amfolyty pro patrani po
novych oscilujicich systémech. U téchto vybranych latek byly stanoveny piislusné
disocia¢ni konstanty a limitni iontové mobility. Odhadované hodnoty pK,; a pKaz,
tak jak byly vypogitany programem Sparc online calculator™, jsou uvedeny v Tab. 2.
Zde jsou vypsany i1 hodnoty pK,3; (tedy disociaéni konstanty forem A®) pro
aminokyseliny se dvéma karboxylovymi skupinami (CCYS, AAA, AIA, GG).
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Tabulka 1: Nazvy, zkratky a vzorce vybranych amfolytt

Nazev Zkratka Vzorec
(0]
S-karboxymetyl-L-cystein CCYS Hoﬁﬁ\s/ﬁ)‘\m
o} NH,
H,oN
? 0
4-(4-aminofenyl)butanova kyselina APBA
OH
H,N OH
DL-2-aminoadipova kyselina AAA HO}_/—>_< o
o}
H,N o
4-aminofenyloctova kyselina APAA m
OH
NH,
5-aminobenzen-1,3-dikarboxylova
AlA
kyselina HO OH
o o
O o
H OWI\ OH
glycin-glutamova kyselina GG
HN
ﬁ(\%
o
H,N o
4-aminohippurova kyselina AHIP NH\/lkOH

0]
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Tabulka 2: Hodnoty pK, vzorkii odhadnuté programem Sparc online calculator

Odhad pK,; Odhad pK,> Odhad pK,3

CCYS 1,83 3,42 8,44
APBA 4,49 531 -
APAA 4,09 5,36 -
AAA 2,26 4,45 9,71
AIA 2,41 3,48 5,10
GG 3,20 4,68 8,07
AHIP 2,71 4,15 -

4.2 Pouzité chemikalie, pristrojove vybaveni

Pro experimenty byly pouzity nasledujici chemikalie v uvedené Ccistoté,

pristrojové vybaveni, poCitatové programy a dal$i pomiicky:

Pristrojové vybaveni

Agilent *’CE Instrument - Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko

pfistroj je vybaven vestavénym spektrofotometrickym UV/VIS detektorem
s diodovym polem, umoziujicim méteni v rozsahu vinovych délek 190 — 600 nm, a
dvéma bezkontaktnimi vodivostnimi detektory zatazenymi za sebou,

data byla zpracovana programem *°CE ChemStatiton

pH - metr — PHM 240, Radiometr Analytical SAS, Villeurbanne Cedex, Francie
analytické vahy — Mettler AE 240, Greifensee, Svycarsko

ultrazvukova lazen — Ultrasonic LC 30, ELMA, Némecko

Pocitacové programy

3PCE ChemStatiton, PeakMaster™®, Sparc online calculator™>, Origin 6.1, MS Excel
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Chemikalie

Nazeyv, Cistota Vyrobce
amfolyty:

4-(4-aminofenyl)butanova kyselina, 95%
5-aminobenzen-1,3-dikarboxylova

kyselina, 94%

S-karboxymetyl-L-cystein

DL-2-aminoadipova kyselina, > 99%
4-aminofenyloctova kyselina, 98%

] Sigma-Aldrich, Steinheim,
4-aminohippurova kyselina

glycin-glutamova kyselina Nemecko

pripravu pufru:

MES, nizky obsah vlhkosti, > 99%

hydroxid lithny — monohydrat, > 99%

glycin, > 99%

kyselina chloroctova, > 99%

kyselina octova, min 99.5% Fluka Biochemika, Buchs, gVSIcarSko
kyselina mravenci, min 98% Lachema, Brno, Ceska republika
potahovani kapilary:

Hydroxid sodny — Titrisol,0,1 mol/l Merck, Darmstadt, Némecko
hexadimethrin bromid (Polybren), Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
dextran siran, sodna sul Fluka Biochemika, Buchs, gvSIcarSko
jiné:

methanol Chromasol, min 99% _ o
Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko

dimethylsulfoxid (DMSO), 99%

deionizovana voda zafizeni Ultrapur — Watrex, Praha,

Ceska republika
Ostatni pomucky

diskové filtry Minisart — 0.45 um, Sartorius Stedim Biotech, Cedex, Francie

stiikacky Injektuer Solo — 10 ml, B. Braun, Melsungen, Némecko
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4.3 Pr¥iprava vzorku

Vsechny vzorky byly pfipraveny o koncentraci 10 mmol/l, pouze AHIP o
koncentraci 40 mmol/l. Navazend mnoZstvi byla rozpusténa v 5 ml deionizované
vody, pouze AIA a APAA byly rozpuStény v5 ml methanolu. Roztoky byly
ponechany v ultrazvukové 1dzni cca 10 min, aby bylo zajiSténo Uplné rozpusténi a
poté piefiltrovany pies filtr s pory o velikosti 0,45 um do uzaviratelnych plastovych

nadobek.

4.4 Priprava pufru

Bylo piipraveno 30 pufri o pH v rozmezi ptfiblizné 1,6 aZ 6,8, coZ zajiStovalo
s ohledem na odhadnuté hodnoty disociacnich konstant, dostate¢nou skalu pH pro
stanoveni pK,; a pKa,» a limitnich iontovych mobilit zkoumanych aminokyselin.

Slozeni t&chto pufrti bylo navrzeno pomoci programu PeakMaster (PM)**’

. Pufry
byly navrzeny tak, aby byly co nejjednodussi a mély konstantni hodnotu iontové sily
(30 mmol/l). Slozeni jednotlivych pufr, jejich teoretické hodnoty pH (pHieor), které
byly vypocitany v PM a experimentalné zjist€né hodnoty pH (pHey) jsou uvedeny
v Tab. 3.

Zasobni roztoky jednotlivych slozek pufri byly pfipraveny do 50ml nadob
navazenim ¢i odpipetovanim spocteného mnozstvi latek a jejich nasledného
rozpu$téni v deionizované vodé. Roztoky poté byly prefiltrovany. Vysledné pufry
byly pfipraveny smichanim pfisluSnych slozek pufri a dofedénim roztoki
deionizovanou vodou do 25ml naddob na poZadovanou koncentraci.

Naésledné byly u vsech pufrii zméteny hodnoty pH.
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Tabulka 3: SloZeni pufri a jejich pH

Cito i g viow i ks g
pufru P
mM mM mM mM mM mM
1 1,603 1,600 500 1 - - - -
2 1,801 1,841 328 14,5 - - - -
3 1,994 2,021 221 25,5 - - - -
4 2,203 2,195 148 37,5 - - - -
5 2,408 2,411 103,5 52 - - - -
6 2,598 2,590 77,5 71 - - - -
7 2,717 2,715 66 87 - - - -
8 2,972 3,005 50 - 28,7 - - -
9 3,271 3,220 - - 30 110 - -
10 3,472 3,447 - - 30 80 - -
11 3,692 3,641 - - 30 60 - -
12 3,826 3,826 - - 30 - 250 -
13 4,054 4,038 - - 30 - 160 -
14 4213 4,200 - - 30 - 120 -
15 4,380 4,351 - - 30 - 90 -
16 4,565 4,490 - - 30 - 70 -
17 4,69 4,614 - - 30 - 60 -
18 4,866 4,875 - - 30 - 50 -
19 4,991 4924 - - 30 - 45 -
20 5,167 5,117 - - 30 - 40 -
21 5,321 5,247 - - 30 - 37 -
22 5,468 5,043 - - 30 - 35 -
23 5,689 5,551 - - 30 - 33 -
24 5,602 5,724 - - 30 - - 110
25 5,806 5,928 - - 30 - - 80
26 6,028 6,126 - - 30 - - 60
27 6,204 6,286 - - 30 - - 50
28 6,426 6,462 - - 30 - - 42
29 6,602 6,681 - - 30 - - 38
30 6,806 6,833 - - 30 - - 35
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4.5 Potahovani kapilary

Abychom zabranili interakci analytu se silanolovymi skupinami a zajistili
dobrou reprodukovatelnost, potahli jsme vnitini sténu kapildiry pomoci tzv.
vicenasobné iontové polymerni vrstvy. V tomto ptipadé bylo pouzito vrstev PB — DS
— PB. Nejprve se tedy na stény kapilary pfipojil kationtovy polymer, Polybren, na ni
nasledn€ aniontovy polymer dextran siran a na né&j opét vrstva Polybrenu. Vysledny
naboj stény kapiladry je tedy opacny nez v pifipadé holé kapilary, coz zpisobi
obraceni sméru elektroosmotického toku. Postup potahovani kapilary byl zaloZen na
proceduie popsané v &lanku®’,

Kapiléara byla proplachnuta vodou po dobu 10 min. Silanolové skupiny na
vnitini sténé kapilary byly aktivovany proplachnutim kapilary 1M NaOH po dobu 50
minut. Pot¢ 20 min vodou, 30 min 5%(hm.) Polybrenem, 30 min 3%(hm.) dextran
siranem a poté opct 30 min 5%(hm.) Polybrenem pfi nizkém napéti (5 kV). Nakonec

byla kapiléara opét proplachnuta vodou po dobu 10 min.

4.6 Experimentalni podminky

Veskeré experimenty byly provadény pii teplot¢ 25 °C. Déavkovani bylo
hydrodynamické, tlakem 50 mbar po dobu 10 s. Napéti bylo udrzovano konstantni na
hodnot¢ 20 000 V. Pfistroj byl vybaven UV-VIS absorpénim detektorem s diodovym
polem (umoznuje snimat celd spektra) a dvéma bezkontaktnimi vodivostnimi
detektory. Pro detekci vzorkidl a vypocet efektivnich mobilit byly vybrany data z
bezkontaktnich vodivostnich detektort, protoZe obé detekeni cely téchto detektorii se
nachdzeji v termostatované c¢asti kazety s kapilarou. Tim bylo =zajisténo, ZzZe
elektromigrace analytu vtomto prostoru nebyla ovlivnéna zménou teploty.
Vzdalenost mezi detektory A a B (/4et) byla zméfena jako 1,459 cm. Celkova délka
kapilary (/i ) byla 49,8 cm.

Jako marker EOF, tedy latka, ktera je nenabitd a slouzi k urceni rychlosti EOF,
byl pouzit DMSO.
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Pro kazdy pufr byla provedena 3 méfeni s pfisluSnym vzorkem. Vzdy pii zméné

pufru ¢i vzorku byla kapilara proplachnuta vodou a ptisluSnym pufrem.

5 Zpracovani a diskuse vysledkl

Kapilarni zénova elektroforéza umoziuje stanovovat disociacni konstanty a
limitni mobility vice analyti najednou, pokud se jejich migracni Casy/mobility
dostatecné 1i8i, aby nedochazelo k jejich prekryvani a umoziuje tak zkratit celkovy
¢as analyzy. V programu PM bylo tedy simulovdno chovani stanovovanych latek.
(Vypocty bylo mozné provést az po prvnim pokusném experimentu, ze které¢ho byly
odhadnuty limitni mobility.) Aminokyseliny CCYS a APBA vykazovaly pii vSech
hodnotach pH dostate¢né odlisSné mobility a byly tedy analyzovany spolecné. Dalsi
vzorky bylo pro jejich podobné chovani nutné prométovat zvIast.

Byly ziskdny vZzdy 2 elektroforeogramy pro 1 méfeni v kazdém pufru,
z vodivostniho detektoru A a detektoru B. Byly exportovany a zpracovany
v programu Origin 6.1. Z kazdého elektroforeogramu byl odecten migra¢ni ¢as piku
EOF markeru (fgor.a a fgors) jako €as vrcholu piku. Piky analyt byly na rozdil od
piku EOF markeru asymetrické. K ziskani migrac¢nich Casi takovychto pikii bylo
nutné piky prolozit/fitovat tzv. HVL funkci®. Po prolozeni piki analytd HVL funkci
v obou vodivostnich zdznamech byly tedy ziskdny migracni Casy analytl 7o a tg.
Z rozdilu migracnich ¢asii mezi obéma detektory pro EOF (Atgor = trorA - feoFB) 1
analyt (At = tpo - tg) vdaném pufru je mozné pii znalosti vzdalenosti mezi
jednotlivymi detektory (/4e), celkové délky kapilary (/) a z velikosti vkladaného
napéti (U) vypocitat efektivni mobilitu analytu v daném puftu.

Zjisténé hodnoty byly poté dosazeny do vzorce pro vypocet efektivni mobility:

oo L) e @.1)
T\ A, At) U '

Timto jsme pro kazdy pufr ziskaly 3 hodnoty efektivni mobility, ze kterych

jsme vypocetli primérnou efektivni mobilitu daného vzorku (7. pram) pii prisluSném

28



pH a jeji smérodatnou odchylku (s) v programu Excel pomoci funkce smodch vyber.

Hodnoty pro analyt APAA jsou v Tab.4.

Tabulka 4: Experimentalné zjisténé efektivni mobility (m.f) vzorku APAA a jejich

smérodatné odchylky (s) pfi rizném pH

Mef priim s Mef priim s
pH 10°m*V's!t 107 m?Vv's! PH 10°m*Vv's!t 107 m*v's!

1,603 25,63 0,26 4,490 * -
1,841 23,54 0,55 4,614 _k -
2,021 26,40 0,47 4,875 -8,52 0,65
2,195 24,04 0,37 4,924 -10,28 0,67
2,411 23,53 0,09 5,117 -11,95 0,24
2,590 23,18 0,38 5,247 -15,6 1,2
2,715 21,99 0,28 5,043 -12,07 0,42
3,005 20,93 0,97 5,551 -18,52 0,51
3,220 17,8 1,3 5,724 -20,36 0,22
3,447 14,75 0,86 5,928 21,53 0,98
3,641 12,03 0,32 6,126 -22,39 0,57
3,826 9,85 0,44 6,286 -23,73 0,63
4,038 6,89 0,37 6,462 -24,68 0,84
4,200 4,77 0,58 6,681 -25,13 0,39
4,351 * - 6,833 -24,78 0,79

* piky nebylo mozné vyhodnotit, mobilita se blizila nulové hodnot¢ a piky analytu se

prekryvaly s nulovym systémovym pikem a pikem markeru EOF.
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Z hodnot primérnych efektivnich mobilit kazdého vzorku byly zpracovany

grafy zavislosti mobilit na pH . Tato data pak byla v programu Origin 6.1 proloZena
funkei (1.5) a vysledkem fitovani byly znamé hodnoty parametri pK;'*, pK;5', m, . a
m, .. Priklad takoveho zpracovani pro APAA je na Obr. 1. Data pro ostatni amfolyty

jsou uvedeny v prilohach A az F.

F'm meff=(mplus*10*(pka1-ph)-mmi
- 30 Equation nus*107(ph-pka2))/(10*(pka1-ph
-> )+107(ph-pka2)+1)
~ 4= x Reduced 0,70357
E Chi-Sqr
Adj. R-Square 0,9982
mb 20 Value Standard Error
~— mplus 24,97942 0,35106
- 1 mminus 25,16089 0,40084
‘© pka1t 3,70299 0,03161
e 10 - pka2 5,06257 0,03092
04
-10
-20 -
'30 T T T T T T T T T T 1
2 3 4 5 6 7

Obrazek 1: Bodovy graf zavislosti efektivnich mobilit na pH analytu APAA a
jeho prolozeni funkcei (1.5). Smérodatné odchylky efektivnich mobilit jsou vyneseny

jako chybové usecky u jednotlivych bodii.

Aktudlni iontové mobility m,.a m . byly pak pfepo€itany na limitni iontové
mobility m,,  a my _podle vztahu (1.7). Tyto hodnoty jsou pak pro vSech 7 vzorku

shrnuty v Tab. 5.
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Tabulka 5: Vysledné limitni iontové mobility mjim + a mym- vzorkd. Hodnoty mjim + a

Mmiim - jsou uvedeny v absolutnich hodnotach

vzorek

Mim,+

Miim,-

10° m*V's™ 10° m*V's™!

CCYS 26,59 + 1,61 28,80 + 0,24
APBA 27,67+ 0,26 27,05 + 0,39
APAA 30,25 + 0,35 30,43 + 0,40
AAA 28,28 + 0,98 27,47 + 0,24
AlIA 29,37 + 1,84 43,37 + 0,50
GG 25,45+ 0,55 25,04+ 0,35
AHIP 26,98 + 0,88 27,72 + 0,33

Iontova sila pufru velmi ovliviiuje chovani analytli v tomto roztoku. Proto je

dualezita znalost aktivitniho koeficientu, ktery vypocitame pomoci vzorce (1.11).

Dosazenim smisenych disociacnich konstant pK:j" do vzorce (1.9) a ng‘ do (1.10)

ziskame pravé disociacni konstanty pK, , a pK,,.

Porovnani experimentalné stanovenych pravych disociacnich konstant a jejich

odhadovanych hodnot z programu Sparc je v Tab. 6.

Tabulka 6: Pravé disociacni konstanty vzorkli odhadnuté a experimentalné zjisténé

vzorek pKa, pKaz pKa, pKaz

experim. experim. odhad odhad
CCYS 1,89 + 0,07 3,41 +0,03 1,83 3,41
APBA 432 +0,03 5,15+ 0,04 4,49 531
APAA 3,63 +£0,03 5,13+0,03 4,09 5,36
AAA 2,21 +£0,05 4,50 £ 0,02 2,26 4,45
ATA 2,22 +0,09 4,11+ 0,03 2,41 3,48
GG 3,12+ 0,06 4,54 £ 0,04 3,20 4,68
AHIP 2,67+0,07 3,86 £ 0,50 2,71 4,15
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Z Tab. 5 a Tab. 6 vyplyva, Ze metodou kapildrni zonové elektroforézy byly
stanoveny hodnoty termodynamickych disocia¢nich konstant s relativni chybou od
0,5 do 5 % a hodnoty limitnich iontovych mobilit s relativni chybou od 0,6 do 6 %.
Z toho muzeme vyvodit, ze CZE lze povazovat za piesnou metodu pro stanoveni
téchto fyzikalné-chemickych charakteristik.

Vetsi relativni chyby ma hodnota pK,» u vzorku AHIP (12,9 %). Pfic¢inou
muZze byt malo experimentalnich hodnot v oblasti pH 3 az 4 (viz Piiloha F). V této
oblasti nebylo mozné hodnoty ziskat kviili interakci piku analytu se systémovymi
piky. Navic se v této oblasti nachazi i jeden odlehly bod, ktery také nebyl pfi fitovani
bran v uvahu (odlehlé¢ body, které byly ze souboru vyloucenu jsou oznaceny
v prislusnych grafech cerveng).

Z uvedenych hodnot limitnich iontovych mobilit je mozné si povSimnout, ze
rozdil v absolutnich hodnotdch pro formy A™ a A" neni velky, coz napliiuje
predstavu, Ze u takto malych molekul zména naboje molekuly nevyvold velkou
zménu ve velikosti, piesnéji v hydrodynamickém poloméru této molekuly. V této
souvislosti byla neobvykld hodnota aniontové limitni mobility pro AIA, kterd
pfevySovala hodnotu kationtové limitni mobility o piiblizng 14x10°m*V's™
(Tab.5). Vysvétleni poskytuje nizkd hodnota disociaéni konstanty pK,3 (pro
rovnovdhu A" <> A* + H, viz Tab. 2), ktera dle odhad lezi dokonce jiz v oblasti pH
zvolené pro provadéné experimenty (pK,3 = 5,1). V souladu s naSim predpokladem
je tedy pro AIA nevhodny model nastinény v kap. 2.2 a pro spravné stanoveni vSech
disocia¢nich konstant a limitnich iontovych mobilit této latky by bylo potteba data
prokladat jinou funkci, takovou, kterd v dané oblasti pH uvazuje i pfitomnost
amfolytu ve form¢ A”"

Ziskané hodnoty disociacnich konstant jsme porovnali pouze s hodnotami
odhadnutymi pomoci Sparc online calculatoru®. Zadné jiné literarni udaje jsme
nezjistili. Z Tab. 6 je patrné, Ze tento program poskytuje spolehlivé odhady

disocia¢nich konstant.
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6

1)

2)

3)

4)

5)

Zaver

V reSers$ni Casti byl podan piehled o pouzivani kapilarni zonové elektroforézy
jako metody pro stanoveni disocia¢nich konstant i limitnich iontovych mobilit
analyti. Byly zde uvedeny prace, které touto metodou uvedené¢ fyzikaln¢-
chemické parametry stanovuji pro rtizné druhy latek a nebo porovnavaji CZE

s ostatnimi metodami, které Ize na stanoveni disociacnich konstant pouzit.

Z literatury byl vybran postup, ktery popisoval stanoveni limitnich iontovych
mobilit a disociacnich konstant aminokyselin a byl proto vhodny i pro analyzu

nami vybranych latek.

S pomoci Sparc online calculatoru byly odhadnuty disociacni konstanty nami
vybranych amfolytii a byl zvolen vhodny rozsah pH puftri, ve kterém bude nutné

proméfit analyty.

V programu PeakMaster byla tato sada pufrii navrzena tak, aby pufry byly co
nejjednodussi, mély konstantni iontovou silu, vhodné pH a dostacujici pufracni
kapacitu. Bylo navrzeno 30 pufrii k pokryti pH v rozsahu pftiblizné 1,6 — 6,8 o

iontové sile 30 mM.

Byly naméfeny a vyhodnoceny pfislusné série experimentl. Z kazdého méieni
(pti daném pH) byla zjiSténa efektivni mobilita analytu. Tyto hodnoty byly
nasledné vyneseny proti hodnotim pH a byly prolozeny regresni funkci
popisujici zavislost téchto dvou veli€in. Z regresnich parametrl, kterymi byly
aktudlni iontové mobility a smiSené disociacni konstanty pti dané iontové sile,
byly vypoc¢itany limitni iontové mobility a termodynamické disociacni konstanty

pro sedm nami vybranych latek.
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Pfilohy
A. CCYS

Experimentéln¢ zjisténé efektivni mobility (m.;) vzorku CCYS a jejich smérodatné odchylky

(s) pfi rizném pH

pH 10""nfrfi5r\ﬁ/1?‘s'1 10° anV'ls'l pH 10"’mn°1f VA 10° mS2V'1s'1
1,603 14,23 0,58 4,490 2225 0,21
1,841 12,31 0,75 4,614 23,02 0,45
2,021 9,36 0,16 4,875 22,89 0,33
2,195 6,39 0,39 4,924 23,22 0,64
2,411 3,20 0,21 5,117 23,01 0,82
2,590 * - 5,047 23,22 0,72
2,715 -1,90 0,78 5,043 S -
3,005 4,92 0,32 5,551 . -
3,220 9,27 0,40 5,724 - -
3,447 -12,58 0,13 5,928 - -
3,641 -16,49 0,58 6,126 . -
3,826 -16,66 0,12 6,286 . -
4,038 -18,69 0,34 6,462 . -
4,200 20,28 0,62 6,681 . -
4,351 21,39 0,48 6,833 - -

* nevyhodnotitelné — splynuti s pikem markeruEOF
** dale nedélano — bylo ziskano jiz dostate¢né mnozstvi hodnot m.; v této oblasti pro plnohodnotné

Equation

Reduced
Chi-Sqr
Adj. R-Square

mplus
mminus
pka1l
pka2

meff=(mplus*10*(pka1-ph)-mmin
us*10*(ph-pka2))/(10*(pka1-ph)+
107(ph-pka2)+1)

0,32266

0,99819
Value Standard Error
21,44079 1,61031
23,57985 0,2407
1,95891 0,06737
3,35078 0,02566

stanoveni
- 20 4
‘v
S i
OI,E 10 ~
o
h
5 i
S
04
-10 <
-20 4
-30 —

Bodovy graf zavislosti efektivnich mobilit na pH analytu CCYS a jeho prolozeni funkci (1.5)
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B. APBA

Experimentaln¢ zjisténé efektivni mobility (m.s) vzorku APBA a jejich smérodatné odchylky

(s) pfi rizném pH

pH 10_T$5$?15_1 10° mszV'ls'l pH 10'9mn01fipr\ﬁ/1?‘ 5! 10° mszV'ls'l

1,603 22,29 0,26 4,490 5,01 0,64
1,841 23,49 0,66 4,614 3,49 0,92
2,021 23,11 0,24 4,875 -* -

2,195 22,29 0,27 4,924 -* -

2,411 21,94 0,80 5,117 -8,19 0,28
2,590 22,28 0,74 5,047 12,0 1,0
2,715 21,72 0,33 5,043 * -

3,005 21,275 0,073 5,551 -16,93 0,79
3,220 20,73 0,77 5,724 17,16 1,58
3,447 20,07 0,69 5,928 17,29 0,77
3,641 17,21 0,89 6,126 -19,51 0,46
3,826 17,67 0,89 6,286 19,87 0,34
4,038 14,64 0,84 6,462 21,38 0,70
4,200 12,46 0,99 6,681 21,80 0,15
4351 8,47 0,82 6,833 22,45 0,35

* nevyhodnotitelné — splynuti se systémovymi piky

30
[ |
T> i
NE 20 +
°?
o
—
% 10+
meff=(mplus*10*(pka1-ph)-mmi
O - Equation nus*10*(ph-pka2))/(10*(pka1-ph
)+10”(ph-pka2)+1)
Reduced 0,5839
1 Chi-Sqr
Adj. R-Square 0,99825
-10 Value Standard Error
mplus 22,48236 0,25877
mminus 21,8771 0,38683
9 pka1 4,38595 0,03328
pka2 5,08005 0,04355
-20
=
-30 I ' I ' I ' I ' I ' ,
2 3 4 5 6 7

pH
Bodovy graf zavislosti efektivnich mobilit na pH analytu APBA a jeho proloZeni funkci
(1.5)
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C. AAA

Experimentaln¢ zjisténé efektivni mobility (m.f) vzorku AAA a jejich smérodatné odchylky
(s) pri rizném pH

pH 100 VIS 10° mvs! PH 0 I gy
1,603 19,01 0,32 4,490 11,801 0,19
1,841 16,664 0,088 4,614 13,713 0,089
2,021 15,26 0,18 4,875 117,49 0,65
2,195 12,48 0,19 4,924 116,74 0,55
2411 9,59 0,00 5,117 [18,61 0,52
2,590 5,69 0,92 5247 119,93 0,79
2715 7,19 0,25 5,043 118,061 0,25
3,005 2,88 0,67 5,551 21,19 0,88
3,220 * i 5.724 2148 0.51
3,447 20,76 0,27 5,928 2235 0,58
3,641 2,84 0,56 6,126 21,08 041
3,826 3,094 0,019 6,286 21,66 0,20
4,038 5,638 0,037 6,462 21,64 0,62
4,200 26,99 0,56 6,681 21,95 0,33
4,351 9,67 0,39 6,833 21,503 0,091

* nevyhodnotitelné — splynuti s pikem markeru EOF

- -
(2]
‘_> 20 meff=(mplus*10”(pka1-ph)-mmi
. Equation nus*10*(ph-pka2))/(10*(pka1-ph
N )+10”(ph-pka2)+1)
E i Reduced 0,44768
o] Chi-Sqr
o Adj. R-Square 0,99764
~ 1 O _ Value Standard Error
o mplus 23,0822 0,98339
Em = mminus 22,29301 0,24214
B E pka1l 2,27616 0,04779
pka2 4,43115 0,02395
0 -
-10
-20
-30 T T T T T T T T T T 1
2 3 4 5 6 7

Bodovy graf zavislosti efektivnich mobilit na pH analytu AAA a jeho prolozeni funkci (1.5)

40



D. AIA

Experimentaln¢ zjisténé efektivni mobility (m.r) vzorku AIA a jejich smérodatné odchylky
(s) pti rizném pH

pH 0%V 100wV PH g0 N g9 g
1,603 19,03 0,25 4,490 27,46 0,76
1,841 18,27 0,68 4,614 30,54 0,92
2,021 15,16 0,25 4,875 32,17 0,72
2,195 13,62 0,24 4,924 33,02 0,68
2411 11,56 0,41 5,117 * i
2,590 6,83 0,45 5,247 * i
2,715 5,026 0,097 5,043 x :
3,005 * i 5,551 x ]
3.220 427 0,00 5,724 37,62 0,33
3,447 7,87 0,49 5,928 36,59 0,71
3,641 12,22 0,78 6,126 36,96 0,94
3,826 14,25 0,88 6,286 37,87 0,93
4,038 16,5 11 6,462 39,04 0,89
4,200 220,69 0,59 6,681 37,72 0,86
4,351 23,32 0,79 6,833 * i

* nevyhodnotitelné — pfilis velka elektromigracni disperze, pik nelze vyhodnotit

‘»
- 20 4 meff=(mplus*10*(pka1-ph)-mmi
> = Equation nus*10*(ph-pka2))/(10*(pka1-ph
~ )+10*(ph-pka2)+1)
E Reduced 1,65446
=] 10 x Chi-Sqr
o Adj. R-Square 0,99617
A Value Standard Error
T 1 mplus 24,12596 1,84382
Eq’ mminus 37,68911 0,49823
0 pka1 2,29095 0,0863

pka2 4,0422 0,02937

-10
-20 -
-30
-40 4
I T I T I T I T I T 1
2 3 4 5 6 7
pH

Bodovy graf zavislosti efektivnich mobilit na pH analytu AIA a jeho proloZeni funkci (1.5)
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E. GG

Experimentalng zjisténé efektivni mobility (m.) vzorku GG a jejich smérodatné odchylky (s)
pii rizném pH

pH 100 VIS 10° mvls! PH 0 I gy
1,603 20,79 0,92 4,490 29,94 0,52
1,841 19,71 0,90 4,614 11,59 0,31
2,021 19,89 0,42 4,875 115,35 0,21
2,195 * i 4,924 [14,88 0,61
2411 16,84 0,14 5,117 116,18 0,23
2,590 15,14 0,13 5247 117,70 0,59
2715 13,99 0,19 5,043 115,83 0,33
3,005 10,72 0,73 5,551 118,52 0,36
3,220 * i 5.724 1841 0.94
3,447 * i 5,928 119,95 0,98
3,641 4,22 0,55 6,126 119,05 0,68
3,826 2,14 0,79 6,286 119,58 0,49
4,038 1,92 0,32 6,462 116,81 0,31
4,200 4,72 0,29 6,681 118,99 0,18
4,351 733 0,11 6,833 119,36 0,45

* nevyhodnotitelné — interakce piki analytu s piky neéistot

_ 30 -
'
(7]
‘T> T meff=(mplus*10”(pka1-ph)-mmin
i us*10”(ph-pka2))/(10*(pka1-ph)+
NE Equation 104(ph-pka2)+1)
20 Reduced 078156
o h
0 Chi-Sqr
‘9 J Adj. R-Square 0,99665
R Value Standard Error
‘© mplus 20,32862 0,54915
e 10 mminus 19,9422 0,35216
pka1l 3,1879 0,06008
pka2 4,46849 0,03988
0
-10 4
-20
I T I T I T I T I T 1
2 3 4 5 6 7

Bodovy graf zavislosti efektivnich mobilit na pH analytu GG a jeho prolozeni funkci (1.5),
cervené body znaci odlehlé vysledky, které nebyly brany pfi fitovani v uvahu
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F. AHIP

Experimentaln¢ zjisténé efektivni mobility (m.r) vzorku AHIP a jejich smérodatné odchylky
(s) pri rizném pH

pH 100 VIS 10° mvs! PH 0 I gy
1,603 21,28 0,70 4,490 119,07 0,59
1,841 20,06 0,15 4,614 220,55 0,30
2,021 17,281 0,064 4,875 21,88 0,42
2,195 16,06 0,19 4,924 2147 0,92
2411 * i 5,117 23,38 0,94
2,590 11,17 0,10 5247 21,88 0,76
2715 9,17 0,28 5,043 2242 0,60
3,005 6,79 0,45 5,551 25,52 0,38
3,220 8,01 0,45 5,724 2181 0,85
3,447 * i 5,928 2132 0,52
3,641 * i 6,126 22,49 0,90
3,826 9,54 0,23 6,286 22,84 0,28
4,038 13,71 0,79 6,462 21,93 0,73
4,200 115,89 0,48 6,681 220,52 0,63
4,351 117,19 0,34 6,833 21,29 0,43

* nevyhodnotitelné — interakce se systémovymi piky

- 30 4
'
()]
'> T meff=(mplus*10*(pka1-ph)-mmi
~ ] Equation nus*10”(ph-pka2))/(10*(pka1-ph
+10”(ph-pka2)+1
E 20q== )*10%(ph-pka2)+1)
Reduced 1,11357
@ - Chi-Sqr
9 T Adj. R-Square 0,99583
- Value Standard Error
© 1 0 . mplus 21,82445 0,88643
E s mminus 22,54075 0,33364
u pka1l 2,7431 0,06802
T pka2 3,79222 0,04984
04
-10
-20
-30 I T I T I T I T I T I
2 3 4 5 6 7

Bodovy graf zavislosti efektivnich mobilit na pH analytu GG a jeho prolozeni funkci (1.5),
Cervené body znaci odlehlé vysledky, které nebyly brany pfi fitovani v avahu
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