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Abstrakt

Mobilita elektroosmotického toku je v kapilarni elektroforéze dilezitou
veli¢inou, protoze jeji hodnota je potfebna pro stanoveni efektivni elektroforetické
mobility analyti. Ta se pouziva pii elektroforetickém stanoveni fyzikalné-chemickych
konstant, jako jsou disociacni konstanta nebo konstanta stability komplexti, kromé toho
je vSak dilezita 1 v analytické chemii, nebot’ na hodnoté efektivni mobility je zalozena
identifikace analyti. NejcastéjSim zplsobem méfeni elektroosmotického toku je
pridavek neutralni latky do vzorku. I neutralni latka vSak mize ziskat elektroforetickou
mobilitu diky interakcim se slozkami zdkladniho elektrolytu. Tim mize dojit
k nepfesnému stanoveni hodnoty rychlosti elektroosmotického toku.

Cilem prace bylo proméfit mobilitu nékolika bézné i méné€ pouzivanych markert
v zédkladnim elektrolytu obsahujicim rGzné anionty a nalézt vhodné kombinace
marker — anion, pfi kterych nedochézi k velkym chybam v méteni.

Prométena byla relativni mobilita osmi markert v ¢istém zakladnim elektrolytu
a v zakladnim elektrolytu obsahujicim sil zkoumaného aniontu — chlorid sodny,
chloristan sodny ¢i siran sodny. Relativni mobilita byla vzdy vztaZzena k mobilité
thiomocCoviny. Jako zakladni elektrolyt byl pouZit acetatovy pufr. Zkoumanymi markery
byly: formamid, N-methylformamid,  N,N-dimethylformamid, akrylamid,
N,N-dimethylakrylamid, N-methylacetamid, mesityloxid, dimethylsulfoxid.

Vypoctené relativni mobility markerd dosahovaly v pfitomnosti rliznych aniontt
v zékladnim elektrolytu rozdilnych hodnot. Hodnoty relativnich mobilit markert se
nejvice liSily v pfitomnosti chloristanovych aniontli, naopak nejmensi rozdily byly
pozorovany Vv ptitomnosti siranovych aniontti. Na sérii amidovych markerti byl dobie
patrny vliv stupné jejich methylace na naméfenou relativni mobilitu. Dale bylo zjisténo,
ze vliv jednotlivych aniontdl pomérné¢ dobie koreluje s jejich postavenim
v Hofmeisterové fad¢.

Pii experimentu, kdy byly separovany bézné konzervacni latky — sorbova,
benzoova a 4-hydroxybenzoova kyselina — se ukéazalo, ze hodnoty elektroforetickych
mobilit ziskané pfi méfeni v acetdtovém pufru s pouZitim rtiznych markert se mohou

lisit o vice nez 10 %. Muze tak dochazet k chybné identifikaci latek.

Kli¢ova slova: Kapilarni elektroforéza, elektroosmoticky tok, marker



Abstract

Mobility of the electroosmotic flow is an important quantity in capillary
electrophoresis because its value is needed to determine the effective electrophoretic
mobility of analytes. The effective electrophoretic mobility is used for electrophoretic
determination of physico-chemical constants, such as dissociation constants or stability
constants, but it is also important in analytical chemistry because identification of
analytes is based on the value of the effective mobility. The most common way to
measure electroosmotic flow is to add a neutral substance to the sample. However, the
neutral substance can gain electrophoretic mobility due to interactions with the
components of the background electrolyte. This may cause an inaccurate determination
of the velocity of the electroosmotic flow.

The aim of this work was to measure the mobility of several common and less
frequently used markers in the background electrolyte containing different anions and to
find suitable marker — anion combinations in order to avoid major measurement errors.

Relative mobility of eight markers in the pure background electrolyte and in the
background electrolyte containing a salt of the studied anion — sodium chloride, sodium
perchlorate or sodium sulphate — was measured and related mobility of thiourea.
Acetate buffer was used as the background electrolyte. Studied markers were:
formamide, N-methylformamide, N,N-dimethylformamide, acrylamide,
N,N-dimethylacrylamide, N-methylacetamide, mesityloxide, dimethylsulfoxide.

The calculated relative mobilities of the markers were different in the presence
of different anions in the background electrolyte. Differences between the relative
mobilities of individual markers were largest in the presence of perchlorate anions and
smallest in the presence of sulphate anions. On a series of amide markers, it was
observed that degree of their methylation influences their relative mobilites. It was
further found out that the influence of the tested anions correlates rather well with their
position in the Hofmeister’s series.

In an experiment where three common food preservatives were separated —
sorbic, benzoic and 4-hydroxybenzoic acid — it was found that the values of
electrophoretic mobilities obtained by measurement in acetate buffer using different

markers may vary by more than 10 %. This can lead to misidentification of the analytes.

Key words: Capillary electrophoresis, electroosmotic flow, marker
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Pouzité zkratky a symboly

AA akrylamid
BGE zakladni elektrolyt (background electrolyte)
CZE kapilarni zonova elektroforéza (capillary zone electrophoresis)

DMAA  N,N-dimethylakrylamid
DMFA N, N-dimethylformamid
DMSO dimethylsulfoxid

EM elektroforetickd mobilita

EOF elektroosmoticky tok (electroosmotic flow)

FA formamid

MEKC micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie
MO mesityloxid

MP mez pozorovatelnosti

NMA N-methylacetamid

NMFA  N-methylformamid

SDS dodecylsiran sodny

™ thiomocovina

UV-Vis  ultrafialova a viditelna oblast spektra elektromagnetického zateni

E intenzita elektrického pole

e dielektrick4 konstanta rozpoustédla
1 iontova sila

le celkova délka kapilary

ld délka kapilary k detektoru

UEM elektroforeticka mobilita

Urel relativni elektroforetickd mobilita
UEOF mobilita elektroosmotického toku

n dynamicka viskozita prostredi

q naboj iontu

r polomér hydratovaného iontu

t migracni ¢as latky

K migracni ¢as kyseliny

M migraéni ¢as markeru

IT™ migracéni ¢as thiomocoviny

tu doba, po kterou bylo vkladano napéti
U vlozené napéti

v rychlost pohybu latky

{ zeta potencial - elektrokineticky potencial


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

1. Uvod a teoreticka &ast

1.1. Cile prace

Presné méteni mobility elektroosmotického toku je velmi dilezité, protoze jeji
hodnota je ddle vyuzivana pfi riznych fyzikalné-chemickych vypoctech a pfi
identifikaci analyt v analytické chemii.

V této praci budou prométeny relativni mobility béznych i méné pouzivanych
markert elektroosmotického toku. Zakladnim elektrolytem bude acetitovy pufr
michany se sodnymi solemi riiznych kyselin. Budou vyvozeny zavéry o vlivu aniontii
zakladniho elektrolytu na mobilitu neutrdlnich latek. Sledovany budou trendy ve
zméndch vypocitanych relativnich mobilit markeri. Déle budou diskutovany vhodné
volby markert pro riizné druhy zakladniho elektrolytu.

Soucasti experimentalni ¢asti bude ukazka separace smési analyt. S pouzitim
hodnot migra¢nich ¢asit dvou riznych markeri budou vypocitany hodnoty
elektroforetickych mobilit separovanych latek a bude posouzena mira vlivu druhu

markeru na vypoctenou hodnotu elektroforetické mobility analytu.

1.2. Kapilarni zonova elektroforéza

Kapilarni zoénova elektroforéza (CZE) je separa¢ni metoda. Schéma uspotfadani
pfistroje je na obrazku [Obr. 1].

Metoda se fadi mezi metody elektromigracni stejné jako izoelektrickd fokusace,
agarosova a polyakrylamidova gelova elektroforéza, SDS-elektroforéza ¢i bioafinitni
elektroforéza [1]. Latky se d€li na zadklad¢ rizné mobility v elektrickém poli. Rychlost
pohybu latky v elektrickém poli zavisi na jeji elektroforetick¢ mobilit¢ (EM) a na

elektroosmotickém toku kapaliny v nemodifikované kiemenné kapilare.
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Obr. 1 Schéma usporadani pristroje pro kapilarni zonovou elektroforézu. Nadobky i kapilara
Jjsou plnény zakladnim elektrolytem. Na elektrody je vkladano vysoké napéeti. Davkované latky
migruji kapilarou a u vystupniho konce kapilary jsou detekovany. Prevzato z [2] a upraveno.

Diky jevu zvanému elektroosmoticky tok (EOF) lze separovat kationty i anionty
béhem jednoho meéteni [Obr. 2]. Mobilita elektricky kladné nabitych latek je dana
souctem mobility EOF v nemodifikované kiemenné kapilate a elektroforetické
mobility. Mobilita elektricky zaporné nabitych latek se rovna rozdilu mobility EOF a

elektroforetické mobility. Mobilita latky je vyjadfovana touto rovnici [3]:

W = UEM T UEOF

HEOF N M .
ELEKTRICKY KLADNE NABITE LATKY " - <
UrOF ~ H o
ELEKTRICKY ZAPORNE NABITE LATKY P - [
o UEOF ~ H N
ELEKTRICKY NEUTRALNI LATKY > >

Obr. 2 Rychlost pohybu ldatky zavisi na elektroforetické mobilite latky wev a na mobilite
elektroosmotického toku uror. Vysledna mobilita latky je oznacena u.

Neutralni latky v kapilarni zonové elektroforéze obvykle nelze separovat,
protoze maji totoznou nulovou elektroforetickou mobilitu. Pro jejich separaci 1ze pouZit

metodu MEKC (micelarni elektrokineticka kapildrni chromatografie), pti které¢ se do



zékladniho elektrolytu ptidavaji povrchové aktivni latky, které shluknutim vytvareji
micely. Riznou afinitou neutralnich latek k miceldm dochazi k jejich rozdilné rychlosti
pohybu [4].

Vystupni  informaci zméfeni kapilarni  zénovou elektroforézou je
elektroferogram. Migrac¢ni Cas latky je kvalitativni informaci, plocha piku je informaci
kvantitativni. Diky ¢astym problémtim s reprodukovatelnosti EOF se vSak k identifikaci
latek mnohdy nepouzivd pfimo hodnota migra¢niho casu, ale vypoctena hodnota

efektivni mobility analytu.

1.3. Elektroforeticka mobilita

Elektroforetickd mobilita je vyjadfena podilem rychlosti pohybu latky
v elektrickém poli (v) a intenzity elektrického pole (E) [1]:

Hem = g [m? V' s']
Kde se intenzita elektrického pole rovna poméru vlozeného napéti (U) a celkové délky

kapilary (/c):

E=2 [Vm')

C
A rychlost pohybu je dana nasledujicim vztahem, kde /4 je efektivni délka kapilary, tedy

délka kapilary k mistu detekce, ¢ je migracni Cas latky:
_ Ll 1
v = . [ms™]

Dale uvedeny vztah ukazuje, Ze mobilita latky je pfimo Gmérna néboji iontu (q) ale
klesd s rostoucim polomérem hydratovaného iontu () a srostouci dynamickou

viskozitou roztoku (#):

q
6mtnr

HEm = [m? V']

Kladné nabité ionty se pohybuji uc¢inkem vloZeného napéti smérem ke katod¢, ionty

zaporng nabité smérem k anodé¢.

10


https://cs.wikipedia.org/wiki/P%C3%AD_(p%C3%ADsmeno)

1.4. Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok je transportni jev zpisobeny disociaci silanolovych skupin
na stén¢ kfemenné kapilary [1]. Rychlost EOF je iimérnd mife disociace silanolovych
skupin. Ptipravou zakladniho elektrolytu o vyssim pH Ize dosdhnout vyssi rychlosti
EOF. Na rozhrani stény kapilary a zakladniho elektrolytu vzniké disociaci silanolovych
skupin a naadsorbovanim kationtii z roztoku Sternova nepohybliva elektricka dvojvrstva
[Obr. 3]. Vytvari se zde také difuzni vrstva s prevahou kationtd. Na rozhrani
nepohyblivé a difuzni vrstvy vznika elektrokineticky potencial, zeta potencial ¢, ktery
je urcen hustotou naboje na vnitini sténé kapilary. Diftzni vrstva je G€inkem vloZeného
napéti unasena ke katod¢, a timto smérem s sebou nese veskerou kapalinu v kapilare.

Elektroosmoticky tok, pokud je kapilara rovnomérné nabita, je jednotny v celém
prafezu kapilary vyjma tenké elektrick¢é dvojvrstvy [3]. Mobilita EOF je dana
Helmholtz-Smoluchowskiho rovnici:

€EC
41N

HEOF =

Kde ¢ je dielektrickd konstanta rozpoustédla, £ je intenzita vloZzeného elektrického pole,
{je zeta potencidl, 77 je dynamicka viskozita rozpoustédla.
Diky EOF lze analyzovat zaroven kationty i1 anionty, pokud mobilita EOF

prevysuje elektroforetickou mobilitu aniontd, tedy pokud |ugor| > |uEm|.

N VN N VN VY P PR PR V' )
Si S S S St S S S SO
o O O O O o o O |
@ & & & @ =) & ® H
@ ® ® @® & ® @ @

+

FLEKTROOSMOTICKY TOK (EQF)————=

ANODA KATODA
® ® ® ® ® ®@ @ @
@® ® & @& @ @ @ &
o o o o 0 0 O O
Si Si S S si SioSiosi 0©
R O Ll Ll L AR LT Y

Obr. 3 Prurez kapilarou, schéma znazornujici vznik elektroosmotického toku. Prevzato z [5] a
upraveno.

11


https://en.wikipedia.org/wiki/Zeta
https://en.wikipedia.org/wiki/Zeta
https://cs.wikipedia.org/wiki/P%C3%AD_(p%C3%ADsmeno)
https://en.wikipedia.org/wiki/Zeta

Mobilita EOF je dulezitou veli¢inou, protoze jeji hodnota je potiebnd pro
stanoveni efektivni elektroforetické mobility latek, kterd je vyuzivana pro jejich
identifikaci v analytické chemii nebo pro stanoveni fyzikalné-chemickych konstant,

jako je konstanta stability komplext [6, 7].

1.4.1. Metody méreni elektroosmotického toku

NejcastéjsSim zpusobem méteni rychlosti EOF je ptidavek elektricky neutralni
latky do davkovaného vzorku [8]. Tento tzv. marker by se mél pohybovat po vlozeni
vnéjSiho napéti mezi konce kapilary rychlosti odpovidajici rychlosti EOF, kterou lze
snadno zjistit z jeho migracniho Casu. Pro detekci zon analyti i markeru se pouziva
UV-Vis detektor ¢i detektor vodivostni.

Dalsi moznosti, jak zjistit rychlost EOF, je sledovani proudu v systému kapilarni
zonove elektroforézy [9]. Pfi tomto zptisobu méteni EOF je vstupni nadoba plnéna
stejnym zakladnim elektrolytem, ovS§em ma niz8i koncentraci nez roztok, kterym plnime
kapilaru a vystupni nadobu. Pokud tento roztok doputuje ke konci kapilary, dochazi
k celkové zméné€ odporu kapaliny v kapilafe a sledujeme zménu v zdznamu proudu.
Tato metoda neni piesnd, protoZe rychlost EOF je funkci koncentrace zékladniho
elektrolytu a ta v tomto pifipadé neni konstantni. Ov§em Huang a kol. ukézali, ze pfi
malém rozdilu koncentraci neni zména rychlosti EOF statisticky vyznamnd. Tento
zpusob méfeni je jednoduchy, neni potteba zadny specialni roztok ¢i detektor.

Vazeni priristku elektrolytu ve vystupni vialce je také zplisobem méfeni
EOF [10]. Tato metoda mé& dobrou reprodukovatelnost ovSem nelze zachytit aktualni
zmény hodnoty EOF.

Stevens a Cortes vyuzili pii praci metodu, kdy vstupni vialka je plnéna
zakladnim elektrolytem s pfidavkem toluenu [11]. Po aplikovéani stejnosmérného napéti
po dobu vzdy nekolika minut je pfeméfovana UV absorbance roztoku ve vystupni
vialce oproti Cistému zakladnimu elektrolytu. Poté je vystupni vialka znovu plnéna
zékladnim elektrolytem, vklada se napéti a opét se premeiuje absorbance. Postup se
opakuje, dokud absorbance nenabyde vys$i hodnoty nez slepy vzorek. ZvySeni

absorbance znaci pfitomnost toluenu v roztoku. Autofi vyuZzivali také metodu zjisténi
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rychlosti EOF pomoci métfeni vysky hladiny ve vystupni vialce. Tato metoda je méné
piesna, ale jednoducha.

Lze také davkovat misto bézného elektricky neutrdlniho markeru EOF roztok
barviva. Kuhr a kol. sestavili aparaturu, ve které jsou kapilary spojeny pomoci
mikroskopickych sklicek, kde je prochazejici kapalina sledovana mikroskopem. Toto
spojeni je sledovano pomoci vysokorychlostni kamery [12].

Ani jedna z vyse uvedenych metod méteni rychlosti EOF neposkytuje informaci
o aktualnich zménach EOF, k dispozici jsou jen informace o pramérné rychlosti EOF.
Metodu, kterd dokaZe zaznamenat aktualni zmény v rychlosti EOF vymysleli Lee a kol.
[13]. Jde o metodu, pii které je vyuzito fluorescencni barvivo. Ke konci separacni
kapilary je pfipojen rezervodar s roztokem barviva. Po obarveni proslého roztoku probiha
detekce fluorescencnim detektorem. Nicméné slozitost metody a naroky na

instrumentaci vyloucily tuto metodu z rutinniho pouziti.

1.5. Mobilizace markeru elektroosmotického toku

Metoda meéfeni EOF pifidavkem elektroneutralni latky je stdle nejcastéji
pouzivanou metodou. Mobilita EOF se da snadno zjistit z migra¢niho ¢asu markeru. Pfi
této metod¢ se predpokladd, Ze marker se pohybuje rychlosti EOF a zjisténa hodnota
rychlosti EOF se pak vyuziva k vypoctu elektroforetickych mobilit nabitych latek.
Ukazuje se vSak, ze neutrdlni latky se nepohybuji pfesné rychlosti EOF, protoze
ziskavaji 1 svoji elektroforetickou mobilitu. V literatufe byly publikovany studie
mobilizace velkych neutralnich molekul, jako jsou polymery nebo cyklicka antibiotika
[14-16], ukazuje se vSak, Ze ionty v roztoku interaguji 1 s malymi neutralnimi
molekulami a tim je mobilizuji. S nepfesnym zméfenim rychlosti EOF pak ziskavame
vypocty dalsi nepiesné hodnoty. Sila interakce s neutrdlni latkou pouzivanou jako
marker EOF se pro rtizné ionty lisi a proto se 1i8i 1 mobilita, kterou markery v roztocich
ruznych soli ziskaji [17].

Ve své studii ukazali Kfizek a kol., Ze elektroforeticka mobilita dvou bézné
pouzivanych markerd EOF, thiomocoviny a dimethylsulfoxidu, nabyva rtznych

nenulovych hodnot [17]. Prométfovali mobilitu markeri v souboru aniontil
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Hofmeisterovy fady. Proméfili také mobilitu N-methylacetamidu, ktery obsahuje
peptidovou vazbu, a proto se vyuziva jako jednoduchy model proteinu.

Me¢teni mobilizace markeri jsou v této praci provaddéna upravenou metodou,
kterou vymysleli Williams a Vigh [18]. V této metodé byl analyzovany kation tlakem
davkovan zéaroven s elektroneutralnim markerem, ob¢ latky se po vlozeni napéti déli do
zon. Po skonceni doby vlozeni napéti je tlakem davkovan neutrdlni marker. Poté je
systém mobilizovan tlakem a zony jsou detekovany. Z migracnich Cast je pak pocitana
hodnota rychlosti EOF a elektroforetické mobility kationtu. Vyhodou tohoto méteni je,
ze lze zméfit 1 velmi nizké hodnoty elektroforetickych mobilit a EOF. Je vhodna také
pro analyzu dvou nebo vice latek, které maji velmi rozdilné hodnoty elektroforetickych
mobilit. Touto metodou lze analyzovat kationty i anionty v jediném méfeni bez ohledu

na velikost nebo smér EOF.
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2. Experimentalni Cast

2.1. Méreni relativnich mobilit markeru elektroosmotického toku

2.1.1. Chemikalie

Pro pfipravu acetitového pufru byly pouzity octovd kyselina 99 % p. a.
spolecnosti Lach-Ner Neratovice a hydroxid sodny p. a. firmy Penta Praha. Pro ptipravu
roztokd soli byly pouzity chlorid sodny p. a., siran sodny p. a. a chloristan sodny p. a.
dodavané firmou Lach-Ner Neratovice.

Jako markery byly pouzity formamid p. a. (FA), N, N-dimethylformamid p. a.
(DMFA),  N-methylformamid p.a. (NMFA), akrylamid ©p.a. (AA),
N,N-dimethylakrylamid  p.a. (DMAA), N-methylacetamid p.a. (NMA),
mesityloxid p. a. (MO), dimethylsulfoxid p.a. (DMSO) doddvané¢ firmou Lach-ner

Neratovice.

2.1.2. Instrumentace

M¢étfeni byla provadéna na  pfistroji  Agilent CE 1600 firmy
Agilent Technologies, Némecko. Pro méteni byla zvolena nemodifikovand kfemenna
kapilara s vnitfnim primérem 50 um firmy Polymicro Technologies, USA. Celkova
délka kapilary byla 80,0 cm, délka kapilary k detekénimu okénku ¢&inila 71,5 cm.
Kapilara byla termostatovana na 25°C vzduchem, vzorek byl davkovan
hydrodynamicky (5 kPa x 5s). Pfistroj byl vybaven UV-Vis detektorem s diodovym
polem. K vyhodnoceni byly pouzity hodnoty absorbanci pti 200, 214 a 254 nm.

Latky pro pfipravu roztokii markerit a soli byly navazeny na analytickych
vahach Precisa 262 SMA-FR firmy Precisa Gravimetrics AG, Svycarsko, s pfesnosti
0,1 mg. Pro ptipravu roztokii NaOH byly pouzity piedvazky ViBRA firmy
Shinko Denshi, Japonsko.

Pti ptipravé pufru bylo pH méfeno pfistrojem 3540 pH & Conductivity meter

firmy Jenway, Velka Britanie.
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2.1.3. Postup pripravy roztoku

V programu PeakMaster 5.3 [19] bylo vypocitano potiebné mnozstvi octové
kyseliny pro pozadovany pufr o iontové sile 250 mmol I'!, pH =4,5. Koncentrace
octové kyseliny je 590 mmol 1!, koncentrace hydroxidu sodného 250 mmol 1.
Odméiené mnozstvi kyseliny bylo nafedéno deionizovanou vodou a titrovano 10 mol 1!
roztokem hydroxidu sodného az do pH = 4,5. Pfi titraci bylo pH sledovano pH-metrem.

Roztoky soli byly pfipraveny navazenim piisluSného mnozstvi soli a
rozpusténim v deionizované vodé. Roztoky chloridu sodného, chloristanu sodného a
siranu sodného byly pfipraveny o riznych koncentracich ovSem o stejné hodnoté
iontové sily /=250 mmol 1",

Zakladni elektrolyt vznikl smichanim acetatového pufru a roztoku chloridu,
chloristanu ¢i siranu sodného v poméru objemu 1:4.

Roztoky kapalnych markerti byly pfipraveny zfedénim 1:500 (objemovy pomér)
deionizovanou vodou, roztoky pevnych markeri byly pfipraveny o koncentraci
1 mg ml"!. Pfed samotnym méfenim byly dale fedény, aby koncentrace markeru byla

vzdy 10 mmol I,

2.1.4. Postup méreni

Pied kazdym méfenim byla kapilara promyvana 5 minut 1 mol I roztokem
hydroxidu sodného, 5 minut deionizovanou vodou a 2 minuty zédkladnim elektrolytem.
Vzorek obsahujici marker a thiomoc€ovinu byl davkovan hydrodynamicky tlakem 5 kPa
po dobu 5 sekund. Mezi konce kapilary bylo vloZeno stejnosmérné napéti 15 kV po
dobu 60 minut, pficemz kazdych 15 minut byly ménény vialky se zdkladnim
elektrolytem. Po této dobé byl hydrodynamicky davkovan referentni vzorek obsahujici
thiomocovinu tlakem 5 kPa po dobu 5 sekund. Cely systém byl mobilizovan tlakem
5kPa do doby neZ zéna markeru, thiomocoviny a referentni thiomocoviny prosly
detektorem. Schéma zplisobu méteni je na obrazku nize [Obr. 4].

Me¢feni byla pro v§echny kombinace markert a aniontll opakovana tfikrat.
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Obr. 4 Schéma zpiisobu méreni relativni mobility markerii elektroosmotického toku.

Relativni mobility markeri byly vypocitany podle rovnice [17]:

_ (trm1 — tm) la Le

Urel =

trmz ty U

Kde #rmi1 je migraéni €as thiomocCoviny pifidané k markeru [s], tm je migracni Cas
markeru [s], /4 je délka kapilary k detektoru [m], / je celkova délka kapilary [m], #rm2 je
migracéni ¢as referentni thiomocoviny [s], fu je doba, po kterou bylo vkladédno napéti [s],

U je hodnota vlozeného napéti [V].
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2.2. Separace konzervacnich latek

2.2.1. Chemikalie

Pro pfipravu acetitového pufru byly pouzity octova kyselina 99 % p. a.
spolecnosti Lach-Ner Neratovice a hydroxid sodny p. a. firmy Penta Praha. Jako
markery byly pouzity formamid p. a. (FA) a mesityloxid p. a. (MO) dodavané firmou
Lach-ner Neratovice.

Pro ptipravu vzorku byly pouzity benzoova kyselina p.a. firmy Lach-ner
Neratovice, sorbova kyselina p.a. a 4-hydroxybenzoova kyselina p.a. firmy

Sigma-Aldrich, USA.

2.2.2. Instrumentace

M¢éteni byla provadéna na pfistroji Agilent CE 1600 firmy Agilent
Technologies, Némecko. Pro méteni byla zvolena nemodifikovana kfemenna kapilara
s vnitinim primérem 50 pm firmy Polymicro Technologies, USA. Celkova délka
kapilary byla 50,0 cm, délka kapilary k detekénimu okénku ¢inila 41,5 cm. Kapildra
byla termostatovdna na 25 °C vzduchem, vzorek byl davkovan hydrodynamicky
(5 kPa x3s). Pfistroj byl vybaven UV-Vis detektorem s diodovym polem.
K vyhodnoceni byly pouzity hodnoty pti 200, 214 a 254 nm.

Latky pro piipravu roztokli markerti a roztokd kyselin byly navaZeny na
analytickych vahach Precisa 262 SMA-FR firmy Precisa Gravimetrics AG, Svycarsko,
s presnosti 0,1 mg. Pro pfipravu roztoktt NaOH byly pouzity pfedvazky ViBRA firmy
Shinko Denshi, Japonsko.

Pti ptipravé pufru bylo pH méfeno pfistrojem 3540 pH & Conductivity meter

firmy Jenway, Velka Britanie.

2.2.3. Postup pripravy roztoki

Acetatovy pufr a roztoky markert byly pfipraveny stejné jako pro piedchozi

méfeni [kapitola 2.1.3].
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Roztoky sorbové, benzoové a 4-hydroxybenzoové kyseliny byly pfipraveny

rozpusténim ptislusného mnozstvi kyseliny v deionizované vodé.

4

2.2.4. Postup méreni

Pted kazdym méfenim byla kapilara promyvana 3 minuty roztokem zékladniho
elektrolytu. Vzorek obsahujici oba markery o koncentraci 10 mmol 1! a sorbovou,
benzoovou a 4-hydroxybenzoovou kyselinu o koncentracich 0,2 mg ml™! byl davkovéan
hydrodynamicky tlakem 5 kPa po dobu 3 sekund. Mezi konce kapilary bylo vlozeno
stejnosmérné napéti 15 kV po dobu 20 minut, zaroven byl systém mobilizovan tlakem
5 kPa. V tomto piipad¢ byla polarita zvolena negativni. Méfeni bylo provadéno tiikrat.
K identifikaci piki byla méfeni provadéna se vzorky, které obsahovaly vzdy o jednu

slozku méné.
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3. Vysledky a diskuze

3.1. Méreni relativnich mobilit markeru elektroosmotického toku
Z kazdého ziskaného elektroferogramu byl odecten migracni ¢as davkovaného
markeru (#m) a thiomocoviny (¢tm1), @a migracni ¢as thiomocoviny davkované dodatecné
(trm2). Migracni Casy byly odecitany z elektroferogramu ziskaného pii 200 nm.
Elektroferogramy pii 214 nm a 254 nm byly vyuzity pro kvalitativni popis. Cas byl
méfen od momentu, kdy bylo poprvé vlozeno vngj$i napéti. Ukdzky ziskanych
elektroferogramii jsou na obrazcich [Obr. 5, Obr. 6].

200
trmz2

150 fw

trv1

-50
12 14 16 18 20 22 24
¢as [min]

e ) 00 NN e )54 nmM

Obr. 5 Elektroferogram pri davkovani N,N-dimethylakrylamidu. Zakladni elektrolyt byl
acetatovy pufi, pH 4,5 michany 1:4 s roztokem chloridu sodného, I =250 mmol I''.  Relativni
mobilita markeru ma kladnou hodnotu.

200

timz
150
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trm1

A-103

o
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e—200 nm ——254nm
Obr. 6 Elektroferogram pri davkovani N,N-dimethylakrylamidu. Zakladni elektrolyt byl

acetdtovy pufi, pH 4,5 michany 1:4 s roztokem chloristanu sodného, I = 250 mmol I''. Relativni
mobilita markeru ma v tomto pripade hodnotu zapornou.
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Obr. 7 Struktury vSech promerovanych markerii a thiomocoviny jako markeru referentniho.
Markery jsou vyobrazeny v poradi formamid, N-methylformamid, N,N-dimethylformamid,
N-methylacetamid,  akrylamid, N ,N-dimethylakrylamid, — mesityloxid,  dimethylsulfoxid,
thiomocovina.

Na obrazku jsou zobrazeny struktury vSech prométovanych markerti [Obr. 7].
Vypocitané hodnoty relativnich mobilit markerdi v kombinaci s riznymi anionty
obsaZzenymi v zékladnim elektrolytu jsou uvedeny v tabulce [Tab. 1, str. 22]. Vysledné
hodnoty jsou vyobrazeny v grafu [Obr. 8, str. 22]. V ptipadé, Ze zvoleny marker prosel
detektorem dfive nez thiomocovina, je jeho relativni mobilita kladné, coz vychazi ve
vétsin€ kombinaci marker — anion. VSechny prométfované markery maji ve své struktuie
kyslik, ktery je vysoce elektronegativni a jsou tedy mobilizovany sodnymi kationty vice
nez thiomocovina, ve které je kyslikovy atom nahrazen méné elektronegativni sirou.
V ptipadé, ze marker projde detektorem pozdé€ji nez thiomocovina, nabyva relativni
mobilita markeru zaporné hodnoty. Zaporné¢ hodnoty vychézeji s jedinou vyjimkou
pouze v piipadé, kdy jsou v zdkladnim elektrolytu pfitomny chloristanové anionty. Je
vidét, Ze zvolena kombinace markeru a aniontu ma na vysledek velky vliv, rozdil

1

relativnich mobilit dosahuje az 2-10° m? V'!'s'. Pro lepsi orientaci budou v

nasledujicich kapitolach jednotlivé diskutovany pozorované trendy.
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Tab. 1 Hodnoty relativnich mobilit markeru v kombinaci s cistym acetatovym pufrem jako
zakladnim elektrolytem a v kombinaci s anionty chloridovymi, chloristanovymi a siranovymi
obsazenymi v zdakladnim elektrolytu (pH = 4,5, I = 250 mmol I''). Hodnoty relativnich mobilit

Jjsou ve tvaru: medidn * interval spolehlivosti (X +L;3), a = 0,05.

,ure1'101° [m2 vl S_I]

MARKER

formamid
N-methylformamid
N,N-dimethylformamid
akrylamid

N, N-dimethylakrylamid
N-methylacetamid
mesityloxid

dimethylsulfoxid

Cisty pufr
7,73 +£0,18
3,24+£0,10
2,31 £0,08
1,30 + 0,07
<MP
<MP
-1,31+0,02

3,00+ 0,16

cr
8,68 = 0,82
4,75+0,77
4,18 +0,56
3,78 + 0,08
2,73 40,01
1,74+ 0,19
2,65+0,13

3,45+ 0,41

ClO+
4,98 + 0,47
<MP

-6,19 = 0,46
4,67+ 0,20
-7,53 40,15
-2,06 +0,23
6,92 40,17

-4,13+0,13

SO
12,03 + 0,78
10,04 = 1,34
12,25 + 0,34

9,77+ 0,39
11,12 + 0,68
9,49 + 0,34
10,80 + 0,30

12,13 £ 0,36

* < MP = hodnoty byly neméfitelné, protoze nedoslo k dostatecné separaci markeru a thiomocoviny.
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Obr. 8 Hodnoty relativnich mobilit markerii vypocitanych oproti thiomocoviné jako
referentnimu markeru. Méreni byla provadena v cistém acetatovem pufiu a poté v pufiu
v kombinaci se sodnymi solemi - s chloridem sodnym, chloristanem sodnym a siranem sodnym

(pH = 4,5, 1 =250 mmol 1'1).



3.1.1. Vliv pfitomnosti chloristanovych ionta

Pfi méfeni mobilit markerti v zakladnim elektrolytu obsahujicim chloristanové
ionty se vysledky vyrazné lisily od vysledkl ostatnich méfeni. Témét pouze pii méteni
v zakladnim elektrolytu obsahujicim chloristanové ionty nabyvaji vypocitané relativni
mobility zapornych hodnot, u nékterych markerit ovSem i1 zde nabyvaly hodnot
kladnych. Také rozdily mezi relativnimi mobilitami jednotlivych marker byly
v ptitomnosti chloristanovych iontti nejvyraznéjsi. Ve skupin€é amidt 1ze dobte sledovat
trend v mobilizaci markerti v pfitomnosti chloristanovych iontd. Pro formamid a
akrylamid jsou vypocitané hodnoty relativnich mobilit vysoké kladné. Pro
N,N-dimethylformamid a N,N-dimethylakrylamid jsou hodnoty relativnich mobilit

zaporné. V grafu [Obr. 9] jsou vyobrazeny hodnoty relativnich mobilit.
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Obr. 9 Hodnoty relativnich mobilit amidovych markerii elektroosmotického toku v pritomnosti
chloristanovych aniontii v acetatovém zdkladnim elektrolytu. (pH = 4,5; I = 250 mmol I'').

Ukazuje se, ze se zvySujici se mirou methylace amidového dusiku nabyvaji
relativni mobility markert nizSich hodnot. S vy$§i mirou methylace se zvétSuje
nepolarni ¢ast molekuly a dochdzi k siln€jsi interakci s chloristanovymi anionty. Je
znamo, ze chloristanové anionty interaguji siln€ jak s polarnimi, tak nepolarnimi ¢astmi

molekul, zatimco interakci ostatnich zkoumanych aniontti i sodnych kationtii potlacuje
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zvysujici se podil nepolarni ¢asti povrchu molekuly [17]. Interakce chloristanovych
iont s markery zlistavad pomérné silné 1 pii vysokém stupni methylace, a proto v jejich
pfipad¢ relativni mobilita nabyva pomérné vysokych zapornych hodnot. Z toho diivodu
je méfeni EOF v zdkladnich elektrolytech obsahujicich chloristany problematické a je

vhodné vyhnout se markeriim s nepolarnimi ¢astmi molekul.

FA NMFA DMFA AA DMAA
-0,71 -1,06 -1,26 0,00 -0,40
(0] @] (@] @] @]
H NH, H ITH H)J\N/ 3 HoCax NH, HoCox N/CH3
|
CH; CH, (.L;H

3

Obr. 10 Molekuly zkoumanych amidii. Pod zkratkou nazvu markeru je uvedena hodnota pK,
pro protonizaci atomu kysliku. Hodnoty pK, byly vypocitany v programu Marvin [20].

Jak je patrné z porovnani obrazkd [Obr. 9 a 10], trend miry methylace koreluje i
s hodnotami pK. jednotlivych markeri. Hodnota pK. roste smirou methylace
amidového dusiku. Markery s vy$si hodnotou pK. se snadnéji protonizuji, z c¢ehoz
vyplyvd, ze rovnéZ snaze interaguji se sodnymi kationty a jsou jimi vyrazné&ji
mobilizovany. Diky tomu vychdzeji jejich hodnoty relativnich mobilit kladné&j$i nez pro

markery EOF majici niz8i hodnotu pKa.
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3.1.2. Vliv pritomnosti chloridovych ionti

Pritomnost chloridovych iontl v zakladnim elektrolytu ma také vliv na mobilitu
markerti. Vypocitané hodnoty relativnich mobilit markert v pfitomnosti chloridovych
ionti v BGE se pftiliS neliS$i od hodnot relativnich mobilit markerd pii méfeni
s acetdtovym pufrem jako zékladnim elektrolytem. Markery interaguji s chloridovymi
ionty obecné slab€ji nez s ionty acetatovymi, tim markery dosahuji vysSich hodnot
mobilit, protoze u nich pfevlada interakce se sodnymi kationty. Relativni mobility
ovSem sleduji stejny trend, viz graf [Obr. 11]. Rozdily mobility jsou zde mensi, nez
v pripad¢ chloristanovych iontll, nejsou vSak zanedbatelné. U markeri fadicich se mezi
amidy zde sledujeme v mensi mife stejny trend jako v pfipadé¢ méfeni v pfitomnosti
chloristanovych aniontl. S rostouci mirou methylace amidového dusiku klesa hodnota

relativni mobility markeru.
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Obr. 11 Hodnoty relativnich mobilit markeru v pritomnosti chloridovych iontii v zdakladnim
elektrolytu. V grafu pro srovnani s hodnotami relativnich mobilit markeri pri méreni, kdy byl
zakladnim elektrolytem acetatovy pufr. (pH = 4,5; I = 250 mmol I).
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3.1.3. Vliv pritomnosti siranovych ionti

Zvolené¢ markery EOF se siranovymi ionty pfitomnymi v zakladnim elektrolytu
zfejmé interaguji velmi slabé. Jsou oproti thiomocoviné kladné mobilizovany sodnymi
kationty a tim jejich relativni mobility nabyvaji ve vSech ptipadech vysokych kladnych
hodnot. Tomu nasvédcuje i1 fakt, Ze hodnoty relativni mobility mezi jednotlivymi
markery se lisi jen velmi malo bez ohledu na stupeil methylace markeru. Graf
znazornujici hodnoty relativnich mobilit je na obrazku [Obr. 12]. Pfi méfeni v BGE se
siranovymi anionty je tedy nutno vyvarovat se porovnavani mobilit ziskanych
s vyuzitim migracnich cast téchto markerd s hodnotami ziskanymi s vyuzitim
thiomoCoviny jako markeru EOF. Vzijemné porovnavanim hodnot ziskanych

s ostatnimi markery krom¢ thiomocoviny vede k minimalnim chybam.
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Obr. 12 Hodnoty relativnich mobilit markerii v pritomnosti siranovych iontu v zdkladnim
elektrolytu (acetatovy pufr, pH = 4,5; 1 = 250 mmol I').

3.1.4. Postaveni anionti v Hofmeisterové radé

Hodnoty relativnich mobilit markerd [Obr. 8] nabyvaji v ptfitomnosti riznych
aniont rozdilnych hodnot. OvSem chovani dobie odpovidd pozici aniontd v

Hofmeisterové fadé [21]. Jde o empiricky zjisténou fadu iontl, kterd se plivodné tyka
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interakci iontl s makromolekulami, jako jsou proteiny. lonty postavené vlevo snizuji
rozpustnost makromolekul, tyto soli se proto vyuzivaji k vysolovani proteinti z roztoku.
Ionty nachdzejici se na pravé strané fady maji pii pfidani do roztoku proteinu efekt
opacny, jde o tzv. vsolovani.

V Hofmeisterove fad¢ jsou zkoumané anionty v tomto potadi:

SO4* > CH3COO™ > CI" > ClOy

Sirany, které jsou na levé strané fady vykazuji vyrazné nejslabsi interakce se vSemi
markery. Chloristany, které jsou na pravém konci fady naopak vykazuji u vSech
markerdt s vyjimkou akrylamidu interakci nejsilngj$i. Chlorid a octan lezi
v Hofmeisterové fad¢ blizko sebe a jejich chovani, co se tyce mobilizace markert, je
velmi podobné. U nami pouzitych markert je interakce s anionty silngj$i pro acetat nez
pro chlorid, pomér sily interakce s chloridy a octany se vSak mezi jednotlivymi markery
pomérné hodné lisi, takze toto pfevraceni potfadi mize byt dano konkrétni volbou

markeru.

3.2.Vliv mobilizace markeri na vypocet hodnoty elektroforetické
mobility a identifikaci analyti

Pro ilustraci toho, jaky vliv miZe mit mobilizace markerd na dalsi
elektroforetické vypocty byla v acetatovém pufru pouzivaném pii predchozich
experimentech provedena separace tfi béZné pouZivanych a stanovovanych
konzervaénich latek. Elektroforetické mobility separovanych latek byly vypocitany za
pouziti migracnich ¢asii dvou riznych markerdt EOF. Mobilita EOF je pfi tak nizké
hodnot¢ pH zékladniho elektrolytu velmi nizka a neptevysSuje elektroforetickou mobilitu
analytil, proto bylo pfi tomto méteni aplikovano napéti zaporné polarity. Z ¢asovych
davodu byla pro tuto separaci pouzita kratsi kapildra, zaroven byl kvili nizké mobilité
EOF aplikovan po celou dobu analyzy tlak 5 kPa. Separace nebyla nijak
optimalizovéna.

Ze ziskanych elektroferogramli byly odecteny migraéni Casy benzoové,
4-hydroxybenzoové a sorbové kyseliny jako analyti a migracni ¢asy mesityloxidu a
formamidu jako markerit EOF. Ukéazka ziskaného elektroferogramu je na obrazku
[Obr. 13]. Z obrazku je patrné, Ze 1 v bézné pouzivaném acetatovém pufru o pH 4,5

muze dochazet k separaci dvou markertt EOF.
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Obr. 13 Elektroferogram ziskany pri davkovani vzorku obsahujictho kyseliny benzoovou,
4-hydroxybenzoovou a sorbovou. Ke vzorku byly pridany markery formamid a mesityloxid.
Méreni bylo provadéno v acetatovém pufiu, pH 4,5, I = 250 mmol I Napéti 15 kV, tlak 5 kPa.
V grafu tg je migracni cas benzoové kyseliny, tup 4-hydroxybenzoové kyseliny a ts sorbové
kyseliny. Symboly tyo a tra znaci migracni casy markerii mesityloxidu a formamidu.

Elektroforetickd mobilita kyselin obsazenych ve vzorku byla vypocitdna podle vzorce:

Kde 7« je migraéni Cas kyseliny [s], tm je migracni ¢as markeru [s], /a4 je délka kapilary
k detektoru [m], /. je celkova délka kapilary [m] a U je vkladané napéti [V].

Byly vypocitany elektroforetické mobility vSech tfi analytl, pficemz hodnota EOF byla
jednou vypocitana s vyuzitim migracniho ¢asu mesityloxidu a podruhé s vyuzitim
migra¢niho ¢asu formamidu. Vypocitané hodnoty elektroforetickych mobilit jsou

uvedeny v tabulce [Tab. 2].

Tab. 2 Hodnoty elektroforetickych mobilit t7i kyselin pouzivanych jako konzervanty. Pro vypocet
byly vyuzity hodnoty elektroosmotického toku, které byly vypocitany z migracnich casit markeru
mesityloxidu a formamidu. Hodnoty elektroforetickych mobilit jsou ve tvaru: median + interval

spolehlivosti (X £ L;, ), a = 0,05. Rozdil ve vysledcich je uveden v procentech, pricemz hodnota
se rovnd ndrustu hodnoty elektroforetické mobility, pokud pro vypocet pouzijeme migracni cas
Sformamidu misto migracniho casu mesityloxidu.

uep 108 [m? V1 ¢]

MARKER mesityloxid formamid rozdil
benzoova kyselina 2,074 £ 0,003 2,222 + 0,004 7,1 %
4-hydroxybenzoova kyselina 1,423 £ 0,005 1,570 = 0,007 10,3 %
sorbova Kyselina 1,293 £ 0,005 1,439 + 0,007 11,4 %
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Pfi nazorném pokusu se ukézalo, ze mobilizace markert ma vliv na vysledky
dalSich vypocti. Migracni Cas markeru se bézné¢ vyuziva pro vypocet mobility EOF.
Ovsem pokud jsou markery rizné¢ mobilizovany, vychéazi rozdilné hodnoty mobility
EOF. Hodnota mobility EOF je pak vyuzita pro vypocet elektroforetické mobility
analytu.

V tabulce [Tab. 2] lze vidét, ze hodnoty elektroforetickych mobilit se 1isi a
mohlo by napfiklad dojit k chybné identifikaci latek. Rozdil v elektroforetickych
mobilitach dosahuje fadu 10° m? V' s (az 11 % hodnoty elektroforetické mobility),
zatimco smérodatna odchylka velmi presného méieni byla v ¥adu 10" m? V' s (0,1 %
hodnoty elektroforetické mobility). Chyba vnesend pouzitim jin¢ho markeru je
statisticky 1 z praktického hlediska vyznamna, protoze o dva ftady prevysuje
smérodatnou odchylku opakovanych méfeni. V tomto méfeni by ptipadné mohlo dojit k

zameéné pikl 4-hydroxybenzoové a sorbové kyseliny.
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4. Zavér

V bakalatské praci byly prométeny mobility zvolenych markerti v piitomnosti
riznych aniontii v zakladnim elektrolytu. Byly vypocitany relativni mobility markera
oproti thiomocovin¢ jako referentnimu markeru.

Ukazuje se, ze pridavek riznych sodnych soli kyselin ma vliv na relativni
mobility markerti elektroosmotického toku. Nejvétsi rozdily v hodnotach relativnich
mobilit jednotlivych markertt jsou v pfitomnosti chloristanovych iontd. Velmi
vyraznym sledovanym trendem je vliv miry methylace amidového dusiku markeru na
jeho mobilizaci. S rostouci methylaci klesd hodnota relativni mobility markeru.
S chloridy interaguji markery slabé&ji neZ s acetdtovym iontem, a tim nabyvaji hodnot
relativnich mobilit kladnéjSich nez pfi méfeni v Cistém acetatovém pufru. V pritomnosti
siranovych iontd nabyvaji relativni mobility markertt vysokych kladnych hodnot,
markery tedy s ionty siranovymi interaguji velmi slabé a u vSech prevladd mobilizace
sodnymi kationty.

Pro rizné zakladni elektrolyty je tedy z diivodu mobilizace marker anionty
pfitomnymi v zdkladnim elektrolytu vhodné volit rizné markery elektroosmotického
toku. Jako vhodné se jevi pouzit N,N-dimethylakrylamid, N-methylacetamid ©¢i
akrylamid v pfipadé pouziti acetitového pufru jako =zakladniho elektrolytu. N-
methylacetamid je vhodny i pro méfeni v pfitomnosti chloristanovych iontd. Pro
vSechny pouzit¢ druhy zikladniho elektrolytu je nevhodné pouzit jako marker
elektroosmotického toku formamid.

Na separaci béznych konzerva¢nich latek bylo ukdzano, Ze pii vypoctu
efektivnich elektroforetickych mobilit dochazi k chybé&, pokud jsou pro vypocet vyuzity
migracni Casy riiznych markert. Rozdil elektroforetickych mobilit dosahuje az 10 %,
méieni jsou tedy neptesna. V kazdém piipad€ je vhodné pro danou sérii méieni pouzivat
stale stejny marker elektroosmotického toku a dbat zvySené opatrnosti pii zmén¢ iont

v zékladnim elektrolytu, pokud se nachazeji na opacnych koncich Hofmeisterovy fady.

30



5. Pouzita literatura

[1] Kasicka, V.: Teoretické zaklady a separa¢ni principy kapilarnich

elektromigracnich metod. Chemické listy 91, 320-329 (1997).

[2] Prince Technologies, http://www.princetechnologies.eu/products/ce-systems/

[online, piistup ziskén 28. 3. 2017]

[3] Ghosal, S.: Fluid mechanics of electroosmotic flow and its effect on band

broadening in capillary electrophoresis. Electrophoresis 25, 214-228 (2004).

[4] Terabe, S.; Otsuka, K.; Ichikawa, K.; Tsuchiya, A.; Ando, T.: Electrokinetic
separations with micellar solutions and open-tubular capillaries. Analytical

Chemistry 56, 111-113 (1984).

[5] chem.libretexts.org
https://chem.libretexts.org/LibreTexts/University of California Davis/UCD_Che
m_ 115 [online, piistup ziskan 7. 4. 2017]

[6] Stépanova, S.; Kasicka, V.: Capillary electrophoretic methods applied to the
investigation of peptide complexes. Journal of Separation Science 38, 2708-2721
(2015)

[7] Uselova-Veldkova, K.; Zuskova, 1.; Gas, B.: Stability constants of amino acids,
peptides, proteins, and other biomolecules determined by CE and related methods:

Recapitulation of published data. Electrophoresis 28, 2145-2152 (2007).

[8] Lauer, H. H.; McManigill, D.: Capillary zone electrophoresis of proteins in
untreated fused silica tubing. Analytical Chemistry 58, 166-170 (1986).

[9] Huang, X.; Gordon, M. J.; Zare, R. N.: Current-monitoring method for measuring
the electroosmotic flow rate in capillary zone -electrophoresis. Analytical

Chemistry 60, 1837-1838 (1988).

31



[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

Altria, K. D.; Simpson, C. F.: High voltage capillary zone electrophoresis:
Operating parameters effects on electroendosmotic flows and electrophoretic

mobilities. Chromatographia 24, 527-532 (1987).

Stevens, T. S.; Cortes, H. J.: Electroosmotic propulsion of eluent through silica

based chromatographic media. Analytical chemistry 55, 1365-1370 (1983).

Kuhr, W. G.; Licklider, L.; Amankwa, L.: Imaging of electrophoretic flow across
a capillary junction. Analytical Chemistry 65, 277-282 (1993).

Lee, T. T.; Dadoo, R.; Zare, R. N.: Real-time measurement of electroosmotic flow

in capillary zone electrophoresis. Analytical Chemistry 66, 2694-2700 (1994).

Ehala, S.; Dybal, J.; Makrlik, E.; KaSicka, V.: Capillary affinity electrophoresis
and ab initio calculation studies of valinomycin complexation with Na® ion.

Journal of Separation Science 32, 597-604 (2009).

[15] Ehala, S.; Toman, P.; Rathore, R.; Makrlik, E.; Kasic¢ka, V.: Affinity capillary

[16]

[17]

[18]

[19]

electrophoresis and density functional theory employed for the characterization of
hexaarylbenzene-based receptor complexation with alkali metal ions.

Electrophoresis 32, 981-987 (2011).

Chatterjee, S. K.; Prokopova, E.; Bohdanecky, M.: Electrophoretic and
viscometric studies of the interactions of polymethacrylamide and polyacrylamide
with electrolytes in aqueous solutions. European Polymer Journal 14, 665-670

(1987).

Ktizek, T; Kubickova, A.; Hladilkova, J.; Coufal, P.; Heyda, J.; Jungwirth, P.:
Electrophoretic mobilities of neutral analytes and electroosmotic flow markers in

aqueous solutions of Hofmeister salts. Electrophoresis 35, 617-624 (2014).

Williams, B. A.; Vigh, C.: Fast, accurate mobility determination method for

capillary electrophoresis. Analytical Chemistry 68, 1174-1180 (1996).

Zuskova, I.; Gas, B.; Uselova-Vceldkova, K.: Peakmaster 5.3 [pocitacovy

program, dostupny z https://web.natur.cuni.cz/gas/]

32



[20] ChemAxon, Budapest, Mad’arsko: Marvin 16.4.11.0 [pocitatovy program]|

[21] Kunz, W.; Henle, J.; Ninham, B. W.: ‘Zur Lehre von der Wirkung der Salze’
(about the science of the effect of salts): Franz Hofmeister’s historical papers.

Current Opinion in Colloid and Interface Science 9, 19-37 (2004).

33



