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SEZNAM ZKRATEK

K, disociacni konstanta

T; teplota tani

T, teplota varu

A vlnova délka

Amax vinova délka odpovidajici maximalni absorbanci
Emax molami absop¢ni koeficient pfi maximalni absorbanci
O celkovy naboj i-té latky

n viskozita

ri polomér i-té latky

VEOF rychlost elektroosmotického toku

& relativni permitivita

¢ zeta-potencial

E intenzita elektrického pole

Hefi elektroforeticka pohyblivost i-té latky

T pseudoefektivni elektroforeticka pohyblivost
Heff i efektivni elektroforeticka pohyblivost i-té latky
Hest elektroforeticka pohyblivost zény

Ha- elektroforeticka pohyblivost anionu

Ui pohyblivost i-té disociované formy

Lmig,i migracni ¢as i-té latky

teof migraéni ¢as elektroosmotického toku

Lp délka kapilary od vstupniho konce k detektoru
Lc celkova délky kapilary

U napéti

Co celkova koncentrace latky

Gi koncentrace i-té disociované formy

Whi Sitka piku pfi zakladné i-té latky

R rozliSeni

d; ¢11.d. vnitini primér

d, vnéj§i primér

A absorbance
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LOD
LOQ
UV/VIS
IR
NMR-"C
PC

TLC
HPLC
CE

CZE
MEKC
CGE
CEC
CIEF
CITP
ESI-MS
FAB-MS
1-HA
2-HA
1,2-DHA
1,4-DHA
1,5-DHA
1,8-DHA
1,2,4-THA
SDS

vyska piku

plocha piku

smérnice pfimky

usek ptimky

mocnina korela¢niho koeficientu

priméma vychylka Sumu

mez detekce

mez stanovitelnosti

ultrafialova/viditelna oblast

infracervena oblast

jaderna magneticka rezonance Bc

papirova chromatografie

tenkovrstva chromatografie

vysokoucinna kapalinova chromatografie

kapilarni elektroforéza (oznaceni viech metod)
kapilami zoénova elektroforéza

micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie
kapilarni gelova elektroforéza
elektrochromatografie v naplnénych kapilarach
kapilarni izoelektrické fokusovani

kapilarni izotachoforéza

hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem
hmotnostni spektrometrie s ionizaci odstielovanim urychlenymi atomy
1-hydroxy-9,10-anthrachinon
2-hydroxy-9,10-anthrachinon
1,2-dihydroxy-9,10-anthrachinon
1,4-dihydroxy-9,10-anthrachinon
1,5-dihydroxy-9,10-anthrachinon
1,8-dihydroxy-9,10-anthrachinon
1,2,4-trihydroxy-9,10-anthrachinon

dodecylsiran sodny



1 UVvOD

Derivaty antrachinonu jsou hlavni sloZkou pfirodnich barviv. Pro jejich
barevnost a nerozpustnost ve vodé€ se vyuzivaji v umé&leckych dilech, prevazné textilu.

Jejich pouzivani se datuje jiz od starovéku, coZ potvrzuje fada archeologickych
nalezi. Tyto latky postupem casu degraduji a konzervovani nebo obnova uméleckych
dél si vyzaduje zéasah restauratora, pro né€jz je dilezité znat piesné sloZeni pouZzitych

barev.

Pfirodni anthrachinonova barviva jsou produkovana jak zivodichy, tak
rostlinami, ze kterych se ziskdvala. Extrakce z pfirodnich zdroji se pouzivala na
riznych kontinentech v urcitych ¢asovych etapach, ¢ehoZz muiize byt vyuzito k datovani
uméleckych dé€l. Podle klimatickych podminek, ve kterych se hmyz a rostliny vyskytuji,
obsahuji rozmanité derivaty antrachinonti, které jsou pro né typické. Toho se vyuzZiva

pfi potvrzovani pravosti a mista vzniku uméleckych dél.

Vyuziti anthrachinonovych barviv neni omezeno pouze na umélecka dila, ale
uplatiiuji se napfiklad i v potravinafském primyslu pro barveni potravin (karminova
kyselina), dale pak v lékafstvi (lécba rakoviny, uplavice, prijmu, hypertense, poruch

. 1T epet RN T ./ ¢y oy: i1 o\ 4842628
ledvin) a v zemé&dé€lstvi pro moteni obilovin (maji repelentni uéinky vici ptakdm).’

V soucasné dob&é se vyuzivaji synteticky vyrobend anthrachinonova barviva,

jejichZ piiprava je méné€ naro¢na a i cenoveé vyhodnéjsi.

Vzhledem krozsahlému vyuzZiti derivati anthrachinonu je dulezZity vyvoj
analytickych metod k jejich identifikaci a stanoveni. Hydroxyderivaty anthrachinonu
maji podobnou strukturu, a proto je nutno pouZit dostatecné u€inné separa¢ni metody.
Kwvili nizké koncentraci téchto derivatli je vyzadovana vysoka citlivost metod, které by
umoZznily stanoveni jiZ velmi malych mnozZstvi vzorku rychle a levné. Za timto ucelem
JiZ byla vyvinuta metody vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) pracujici
jak v normalnim, tak v reverznim separa¢nim usporadani. Tato metoda je dostateéné
uc¢inna, vyZaduje v8ak pouziti specialné upravenych, drahych kolon, které maji

dostate¢né uc¢inné deaktivovany silikagelovy nosi¢, eliminujici sekundarni silanofilni



interakce analytu s nosiCem. Zaroveii je sniZzen obsah né€kterych kovili v matrici pod 5 %,

coZ zabranuje tvorbé komplexu s analytem.

Kapilamni elektroforéza poskytuje obecné oproti HPLC vys§i ucinnost, vétsi
rychlost analyzy, malou spotfebu vzorku i rozpoustédel, ¢imz je také Setrné€si pro
Zivotni prostfedi. Z tohoto divodu je cilem této prace ovéfit vyuziti metody kapilarni
elektroforézy pro separaci a identifikaci, popiipadé kvantifikaci vybranych

anthrachinonovych derivata.



2 TEORETICKA CAST

2.1 ANALYZOVANE LATKY

Vsechny pouzité analyty jsou mono-, di- a trihydroxyderivaty anthrachinonu,
které jsou slozky pfirodnich barviv (Zlutych, ervenych, fialovych a hnédych odstini)
dfive ziskavanych z rostlin i zivoCichd. Pro barveni vlaken se vyuZziva jejich schopnosti
tvofit nerozpustné komplexy skovy, které se vazi na vlakno ve formé& oxidu.?
V souc€asné dob€ jsou extrahovany z rostlin vyuzivanych v ¢inské medicin€ a studovény
z hlediska jejich protinadorovych a protimutagennich vlastnosti**, tak i z hlediska studia
intra- a intermolekularnich vodikovych vazeb®’ souvisejicich s jejich rozpustnosti. Lze
je rozdélit jak podle pfirodniho zdroje vyskytu jednotlivych derivatd, tak podle jejich

strukturniho uspofadani a po¢tu substituentd.

2.1.1 Monohydroxyderivaty anthrachinonu

1-hydroxy-9,10-anthrachinon

0] OH

-

morinda officinalis

2-hydroxy-9,10-anthrachinon

0]
‘O )
0



1-Hydroxy-9,10-anthrachinon se ziskava z kofenl rostliny morinda ofiicinalis,
ktera roste v tropickém pasu, prevazng v Indii a Australii. Radi se do rodu mofenovitych
(rubiceae), které se jiz po tisicileti pouzivaji k barveni vliken. 1-Hydroxy-
-9,10-anthrachinon je v soudastnosti vyuzivan ke studiim vodikovych vazeb.®’

2-Hydroxy-9,10-anthrachinon se vyuziva jen jako barvivo.

2.1.2 Dihydroxyderivaty anthrachinonu

quinizarin = 1,4-dihydroxy-9,10-anthrachinon
o) OH

o) OH

anthrarufin = 1,5-dihydroxy-9,10-anthrachinon

o) OH

OH 0

danthron = 1,8-dihydroxy-9,10-anthrachinon

rubia cordifolia

OH ) OH

Bylina rubia cordifolia, nazyvana téz indickd mofena, byla a je pouzivadna na
Vychod¢€ k barveni latek. Rubia cordifordia se také fadi do rodu rubiaceae. Obsahuje

1,4-dihydroxy-9,10-anthrachinon, hné¢dofialovy prasek, jehoz roztok v acetonitrilu ma



oranzovou barvu. Danthron a alizarin byly studovany jako inhibitory oxidace kyseliny

linolové."?

alizarin = 1,2-dihydroxy-9,10-anthrachinon

OH

0]
‘O )
0

2.1.3 Trihydroxyderivaty anthrachinonu

purpurin = 1,2,4-trihydroxy-9,10-anthrachinon

0] OH
OH
moiena barvifska
(rubia tinctorum)

o) OH

Alizarin a purpurin jsou anthrachinonovéd barviva dfive ziskdvana z kofene
mofeny barviiské (rubia tinctorum), patfici op&t do rodu rubiceae. Roste v Jizni
Americe a Evropé€, pouzivala se k barveni latek do druhé poloviny 19. stoleti, kdy byl

alizarin synteticky pt¥ipraven.



2.2 VLASTNOSTI LATEK

2.2.1 Obecné vlastnosti analyzovanych latek

latka trividini nazev CAS molekulovy vzorec barva krystald
1-hydroxyanthrachinon - 129-43-1 C14HsO3 Zluta
2-hydroxyanthrachinon - 605-32-3 C14Hz03 Zlutooranzova
1,2-dihydroxyanthrachinon alizarin 72-48-0 C14HgO4 ¢ervena
1,4-dihydroxyanthrachinon quinizarin 81-64-1 C14HgOy4 hnédofialova
1,5-dihydroxyanthrachinon anthrarufin 117-12-4 C14HgO4 zelenohnéda
1,8-dihydroxyanthrachinon danthron 117-10-2 C44Hs0y4 Zlutohnéda
1,2,4-trihydroxyanthrachinon purpurin 81-54-9 C14HgOs5 fialovécervena

CAS =registrac¢ni ¢islo Chemical Abstracts

Fyzikalni vlastnosti analyzovanych latek a teploty tani jejich derivati

vyuZivanych k identifikaci analyzovanych latek"

e . disociaéni
latka T Tt derivatd T, konstanta*
°C °C °C pK,

acetat 176-179; methylether
170, (oxim) 198; fenylether

145, (oxim) 175; 1-naftylether
275-276; 2-naftylether 180

1-HA 200 4148+ 14,0 7,15+ 0,20

acetat 159-160; benzoat 202-
2-HA 305 204; methylether 195-196;  409,7 + 14,0 7,40 0,20
ethylether 135; fenylether 153

acetat (di) 184, benzoat (di)
alizarin  289-290 187; methylether (di) 215; 430,0 £ 40,0 6,77 £ 0,20
ethylether (di) 162

acetat (di) 207-208;
methylether (di) 143; ethylether
(di) 176-177; fenylether (di)
165

acetat (di) 244-245;
methylether (di) 236; ethylether
(mono) 163-164, (di) 178;
fenylether (di) 215

quinizarin  201-202 465,3 £40,0 7,54 £0,20

anthrarufin 280 452,7 + 35,0 6,42 + 0,20

acetat (di) 231-232;
danthron 193 methylether (mono) 197-198, 452,7 + 35,0 6,26 £ 0,20
(di) 219; fenylether (di) 190

purpurin 259 acetat (tri) 193 488,0 £ 40,0 7,05+0,20

* Hodnoty uvedené v Chemical Abstracts vypoctené softwarem Advanced Chemistry
Development (ACD/Labs) Software V8.14 for Solaris (© 1994-2006 ACD/Labs).



2.2.2 Rozpustnost latek '’

rozpustnost v prostredi

latk
ata voda alkohol ether benzen ostatni
. . velmi .
1-HA nerozpustny rozpustny rozpustny rozpustny -
2-HA nerozpustny rozpustny rozpustny - -
o malo velmi . . .
alizarin rozpustny rozpustny rozpustny rozpustny rozpustny v CS,
quinizarin rozpustny za rozpustny rozpustny rozpustny -
horka
anthrarufin  nerozpustny malo rozpustny  rozpustny rozpustny v CS, a
P y rozpustny P y P y acetonu
. . . ) rozpustny v
danthron  nerozpustny rozpustny rozpustny chloroformu
malo . .
. , . . velmi rozpustny v
purpurin  rozpustny za - rozpustny rozpustny acetonu za horka
horka

2.2.3 Spektralni vlastnosti analyzovanych latek™’

latka rozpoustédlo Amax (M) (log&max)

1-HA methanol 402 - - - -
2-HA methanol 368 - - - -
alizarin ethanol 251 (4,5) 280 (4,3) 331(3,55) 435(3,79) -
1% NaOH 229 (4,25) 273,5(4,52) 564 (4,22) 607,5(4,15) -

quinizarin ethanol 225 (4,34) 249 (4,49) 279(4,01) 325(3,39) 450 (3,93)
methanol 490 - - - -
anthrarufin ethanol 225(4,64) 253(4,31) 286 (4,02) 430 (4,04) -
danthron methanol 428 - - - -
purpurin methanol 255 290 485 518 -

Uvadéné hodnoty vinové délky byly experimentalné zjistény pomoci

molekulové absorpéni spektrometrie v UV a nékteré derivaty ve VIS oblasti.



2.3 METODY POUZiVANE K ANALYZE PRIRODNICH BARVIV

K identifikaci a stanoveni ptirodnich barviv se vyuZivaji metody, jeZ je moZno
rozdélit do né€kolika podskupin:

1. mikrochemické diikazy

2. elektrochemické metody

3. spektralni metody

4. chromatografické metody

5. elektromigra¢ni metody
Mikrochemické ditkazy?

Predstavuji je selektivni reakce barviv s ¢inidly. Byly vyuZivany dfive
k pfedb&Znému rozliseni pfirodnich a syntetickych barviv, ¢i k identifikace konkrétnich
pfirodnich barviv. V soucasnosti jsou vyuZivany k orienta¢nim diikazim pfirodnich

barviv.

Elektrochemické metody

K analyze nékterych pfirodnich anthrachinonovych barviv bylo vyuZito
elektrochemickych metod. K identifikaci alizarinu a purpurinu (¢ervenych barviv) a
jejich pHimési v anorganické matrici byla vyuZita voltametrie.” Voltametricky byly
stanoveny 1- a 2-hydroxy-9,10-anthrachinon i 1,4- a 1,8-dihydroxy-9,10-anthrachinon.
Cyklickou voltametrii byla studovana interakce mezi 1,4-dihydroxy-9,10-
-anthrachinonem a centralnim kovem v komplexech, které hydroxyderivaty

anthrachinonu ochotné tvoii.*

Spektralni metody

Pfirodni barviva jsou nejcastéji detekovana pomoci nékterych spektralnich
metod, jez vyuZivaji absorpce ¢i emise kvant energie molekulami analyzovanych latek.
Mezi tyto metody patfi infraervena spektrometrie (dnes vyhradné s Fourierovou
transformaci), Ramanova spektrometrie, rentgenova fluorescenéni spektrometrie,
absorp¢ni fluorescencni spektrometrie a prevazné molekulova absorpéni spektrometrie
v UV/VIS oblasti. Infracervend spektrometrie se vyuziva k analyzam povrchovych

vrstev uméleckych dél jak v transmisnim, tak i v reflexnim modu. Nevyhodou je



slozit&j$i dprava vzorku a nutnost pouZiti hygroskopickych bromidovych kyvet.’
Infradervena a fluorescenéni spektrometrie byly vyuZzity ke studii intramolekularnich a
intermolekularnich  vodikovych interakci 1-hydroxy-9,10-anthrachinonu a jeho
hydrati.® Intramolekulamni vodikova vazba v molekule 1-hydroxy-9,10-anthrachinonu
byla studovana i Ramanovou spektrometrii pro vysvétleni pfenosu protonu v zavislosti
na pouZitém rozpoustédle.” Rentgenova fluorescenéni spektrometrie se vyuZiva
obdobné jako infracervena spektrometrie, tedy pfiipovrchové i1 hloubkové analyze
povrchi uméleckych d&l. V praci® byla vyuZita kidentifikaci ptirodnich barviv a
pigmentid obsaZenych ve freskach.

Nejpouzivanéj$i metodou je pro svou vysokou citlivost, jednoduché uspofadani
a pfedev§im nizkou cenu molekulova absorpéni spektrometrie v oblasti UV/VIS.
VyuZiva se rozdilnych absorpénich spekter jednotlivych hydroxyderivatii, které jsou
zpisobeny pozici substituentd na vnéjSich kruzich anthrachinonu. Ze struktury
pfirodnich barviv lze tedy odhadnout vinové délky odpovidajici maximalni absorpci.
Vzhled UV/VIS spekter ovliviiuji 1 solvatacni efekty, kterymi jsou modifikace zakladni
geometrie karbonylového barviva a tim i zmé&na jeho excitace.” Molekulové absorpéni
spektrometrie UV/VIS se vyuziva i kurCeni disociaénich konstant. V préci10 je
studovana zavislost disocia¢ni konstanty nékterych derivatli anthrachinonu na jejich
struktufe ve smési methanol — voda.

V souéasné dobé jsou IR, UV/VIS i NMR-"C spektra vétsiny hydroxyderivati

athrachinon@i v danych rozpoustédlech dostupna v knihovnach spekter."!
Chromatografické metody

K identifikaci derivati anthrachinonu je nej¢astéji vyuZivana rozdélovaci
chromatografie, kterd je zaloZena na rozdé€leni analyzované latky mezi stacionarni a
mobilni fazi podle jejich polarity. Polarni analyty se budou nejlépe rozpoustét
v polarnim rozpoustédle a naopak nepolami v nepolarnim rozpoustédle. Volbou polarity
stacionarni a mobilni faze ovlivnime pohyb analyzované latky v separa¢nim prostoru, a
tim 1 jeji elucni Cas, ktery je pro danou latku pfi danych podminkach specificky.

PouZivanymi metodami separace a identifikace hydroxyderivat anthrachinonu
jsou papirova chromatografie (PC), tenkovrstva chromatografie (TLC) a v soucasnosti

nejcastéji pouzivana vysokoucéinna kapalinovou chromatografie (HPLC).



K analyze  1,4-dihydroxy-9,10-anthrachinonu  byla  vyuZita  papirova
chromatografie (PC) smobilni fazi tvofenou 10% roztokem 1-bromnaftalenu
v chloroformu + ledovou kyselinou octovou, dale 10% roztokem 1-bromnaftalenu +
roztokem 50/50 (v/v) pyridin / voda.'> Modern&jsi obdobou papirové chromatografie je
tenkovrstva chromatografie, kterd vyuziva stacionarni fazi nanesenou na vhodné desce.
V praci® byla pro separaci 1,2-dihydroxy-9,10-anthrachinonu a 1,2,4-trihydroxy-9,10-
-anthrachinonu tenkovrstvou chromatografii po extrakci a hydrolyze z kofenli mofeny
vyuzita polyamidova deska K541V (Eastman) a roztok 90/10 (v/v) toluen / octova
kyselina s UV detekci ¢i detekci parami amoniaku. Papirova chromatografie i
tenkovrstva chromatografie je vyhodna pro svou jednoduchost, nenaro¢nost, rychlost a
pro nizké naklady.

Vysokou¢inna kapalinovy chromatografie (HPLC) je u¢inna metoda pro
separaci hydroxyderivatii anthrachinonu jak v normalnim, tak i v reveznim separaénim
uspofadani. Nevyhodou vyuZziti HPLC pro separaci anthrachinonovych derivati byva
zna¢né rozmyti a nesymetrie pikl, coZ je zplisobeno tvorbou komplexi s jiZ stopovym
mnozstvim kovl obsaZenych ve stacionadmi fazi. Anthrachinonova a naftochinonova
barviva pouZivana v historickych textiliich byla identifikovana a kvantifikovana pomoci
HPLC srevezni fazi na koloné¢ RP-Cig s diode-array detekci pii 270 nm. Alizarin a
purpurin'® byly separovany izokratickou eluci s mobilni fazi 75/25 (v/v) methanol /
0,2 mol - dm™ roztok octanového pufru (pH 4,3) s dobrym rozlisenim (R=1,5) do
10 min.

V praci'® byla vyvinuta metoda pro separaci mutagenniho lucidinu od ostatnich
anthrachinonovych derivati obsazenych v mofené barvifské (2-hydroxy-9,10-
-anthrachinon, alizarin, purpurin, xanthopurpurin a dalsi) izokratickou eluci na koloné
Purospher RP-C,g. s mobilni fazi tvofenou smési 45/55 (v/v) acetonitril / 0,2 mol - dm’
octanového pufru (pH 4,2) a UV detekci pii 254 nm. VSechny derivaty eluovaly do
32 min, byly separovany az na zakladni linii vyjma koeluce 2-hydroxy-9,10-
-anthrachinonu a 1,2-dihydroxy-9,10-anthrachinonu. Pouzitim stacionarni faze
Purospher RP-C;s., ktera se vyznacuje deaktivovanym povrchem silikagelového nosice
spolu se sniZzenym obsahem kovi (zejména Fe, Al pod 5 %) vedlo k potlaceni

sekundamich interakci analytu, obzvlasté purpurinu, se stacionarni fazi.
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2.4 KAPILARNI ELEKTROMIGRACNi METODY?>***%!

Kapilarni elektromigraéni metody se pouzivaji pro velmi dobrou ucinnost
separace, velkou rychlost analyzy a malou spotiebu vzorku a ¢inidel. Nevyhodou téchto
technik je mensi reprodukovatelnost a niZsi citlivost metody.

Elektromigraéni metody jsou =zaloZzeny na pohybu nabitych molekul
v elektrickém poli. Pohyb molekul je zavisly na velikosti ndboje a na velikosti
molekuly. Pro analyzy anthrachinonovych barviv se vyuZivaji kapilarni zonova

elektroforéza (CZE) a micelarni kapilarni elektroforéza (MEKC).
Do kapilarnich elektromigra¢nich separa¢nich metod fadime:

1) Kapilami zoénova elektroforéza (CZE)

2) Kapilami gelova elektroforéza (CGE)

3) Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (MEKC)
4) Elektrochromatografie v naplnénych kapilarach (CEC)

5) Kapilami izoelektrické fokusovani (CIEF)

6) Kapilarni izotachoforéza (CITP)

Pro vSechny elektromigraénich metody je spolecné pfistrojové uspofadani

uvedené na obrazku 1.

zdroj vysokého
napéti

re
—11

separacni kapilara

detektor uzemneéna
anoia elektroda
zapisovac
vstupni  vzorek — yystupni
nadobla nédnglca

Obr. 1 Schéma piistroje pro kapilarni elektroforézu.*’
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V této praci byly k separaci analyzovanych latek pouzity techniky kapilarni

zonové elektroforézy a kapilarni micelarni elektroforézy, o nichz bude dale pojednéano.

2.4.1 Kapilamni elektroforéza (CZE)

Kapilarni elektroforéza je vhodna pro separaci a stanoveni kladné i zaporné
nabitych molekul v homogennim elektrickém poli soucasné béhem jednoho
experimentu. Déleni nabitych latek je zaloZeno na rozdilnych -elektroforetickych
pohyblivostech (mobilitach), které jsou zavislé na molekulové hmotnosti, tvaru

molekuly a jejim naboji podle vztahu:

O,

. 1
raio (1)

Heyi =

kde fr; je elektroforeticka pohyblivost (rozm&r m” - V' - s, Qi je celkovy néaboj iontu
(rozmér C), 7 je dynamicka viskozita okolniho prosttedi (rozmér kg - m™ - s™) a r; je

polomeér iontu (rozmér m).

Analyzované latky se pohybuji v elektrolytu nejen vlastni pohyblivosti, ale jsou
unaSeny smérem k detektoru elektroosmotickym tokem. Jeho velikost je dana
vlastnostmi nosného elektrolytu a pouzité kapilary. NejCastéji pouzivana kfemenna
kapiléra je na vnitinim povrchu tvofena siloxanovymi (Si-O-Si) a silanolovymi (Si-OH)
skupinami. Silanolové skupiny disociuji v zavislosti na pH nosného elektrolytu. Povrch
kapilary je pak tvofen negativnimi nabitymi ionty, které spole¢né s protony, uvolnénymi
do nosného elektrolytu, vytvari u vnitini stény kapilary elektrickou dvojvrstvu. Po
vlozeni vysokého napéti mezi elektrody na koncich kapilary dochazi k pohybu
solvatovanych kationtd nosného elektrolytu smérem ke katod¢, ¢imz vznika

elektroosmoticky tok, jehoZ rychlost udava vztah:

: )
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kde vgoF je rychlost elektroosmotického toku (rozmér m - s1), & je relativni permitivita
roztoku, ¢ je zeta-potencial (rozmér V), n viskozita roztoku (rozmér kg - m' s aE

intenzita elektrického pole (rozmér V - m™).

Celkova rychlost zony je vektorovy soucet rychlosti elektroosmotického toku a
elektroforetické rychlosti analyzované latky. Je-li rychlost elektroosmotického toku
vy$8i nez elektroforetické rychlosti analyti, 1ze pak vSechny analyty detekovat v pofadi
kladné nabité latky, smés neutralnich latek a zaporné nabité latky.

Elektroforetickd pohyblivost je v8ak zavisla na experimentalnich podminkach
(teplota, viskozita, iontova sila, pH separa¢niho pufru), a proto byva v praxi métena tzv.

efektivni elektroforeticka pohyblivost sz

1 1| L,-L
ﬂe/f,,-=[—-——]- —, €)

t

mig,i

kde 1 je efektivni elektroforetickd pohyblivost (rozmér m?- V', s'l), feof @ Imig,i JSOU
migraéni Casy neutrdlniho znackovace elektroosmotického toku a i-té nabité latky
(rozmér min), Lp je délka kapilary od vstupniho konce k detektoru (rozmér m), L¢ je

celkova délka kapilary a U je vloZené napéti mezi elektrody (rozmér V).

2.4.2 Micelami elektrokineticka kapilarni chromatografie (MEKC)

Tato technika slouzi pfedev§im k separaci neutralnich (hydrofobnich) molekul
na zakladé jejich rozdilnych rozd€lovacich koeficienti mezi vodnou a pseudo-
stacionarni fazi, ktera je tvofena micelami. Micely vytvareji povrchové aktivni latky
(kationogenni, anionogenni, neionogenni tenzidy, derivaty cholovych kyselin apod.) ve
vyssi koncentraci neZ je kritickd micelarni koncentrace. Nenabité micely jsou unaSeny
elektroosmotickym tokem k detektoru.

Piikladem kationogenniho tenzidu je hexadecyltrimethylamoniumbromid
(CTAB), neionogennim polyoxyethylen-23-laurylether (Brij 35) a nejpouzivanéj$im
anionogennim tenzidem je dodecylsiran sodny (SDS), ktery tvoifi zaporné nabité micely
a ma tudiZ vlastni elektroforetickou pohyblivost. Zaporné€ nabité micely migruji jako

posledni. Separované latky se rozdéluji mezi micely a nosny elektrolyt podle své
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polarity. Analyt, ktery je upln€ rozpustny v micelach vytvati horni mez elu¢niho okna,
naopak dolni mez je urena neinteragujicimi latkami, které migruji s elektroosmotickym
tokem.

Pohyb analyzovanych latek je popsan pseudoefektivni pohyblivosti, kterd se

vypocte podle vztahu (3).

2.5 OPTIMALIZACE V CE

Pro uréeni vhodnych podminek separace analyti v CE mohou byt
optimalizovany nasledujici parametry: typ a koncentrace nosného elektrolytu, pH
nosného elektrolytu, druh a koncentrace organického modifikatoru a velikost napéti.
Separaci 1ze dale modifikovat ptidavkem riiznych druhi tenzidu ¢i iontd kovi vhodnych

pro tvorbu chelatd.

Vliv koncentrace nosného elektrolytu

SloZeni a koncentrace nosného elektrolytu uréuje vodivost, iontovou silu i
prochazejici proud kapilarou. Elektricky vykon se meéni v Jouleovo teplo, jez je
odvadéno sténou kapilary. Tim se kapilara ohfiva, tvofi se teplotni gradient a méni se
rychlostni profil, coZ je neZaddouci. Pro analyzy by mél byt pouzit pufr s co nejnizsi

koncentraci a minimalni molarni vodivosti.

Vliv pH nosného elektrolytu

Velikost elektroosmotického toku i elektroforeticka pohyblivost analytl, zv1asté
slabych kyselin a bazi, je ovlivnéna kyselosti ¢i bazicitou nosného elektrolytu.
V tlumivych roztocich jsou zastoupeny ob€ formy (konjugovany anion i kation).
Zavislost efektivni elektroforetické pohyblivosti analytu na pH nosného elektrolytu (4)
popisuje sigmoidni kfivka sinflexnim bodem vpH =pK,, kde K, je disociaéni
konstanta jednosytné slabé kyseliny a us. je iontova pohyblivost ptislusného anionu

disociovaného analytu.

1
1+ 100K

Hogi = H (4)
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Béhem analyzy dochazi k ustaveni rychlych acidobazickych rovnovah mezi
jednotlivymi formami latky a latka pak migruje v podob€ jedné zony a neni tak mozZné

jednotlivé formy latky rozdélit. Efektivni pohyblivost zei zOny analytu je ddna vztahem:

n

1
ﬂejf:'c_' Ci M, (5)

i=1

kde ¢, je celkova koncentrace analyzované latky, ¢; jsou koncentrace jednotlivych

disociovanych forem analyzované latky a g jsou jejich pohyblivosti.

Vliv koncentrace organického modifikatoru

Pro lep$i rozpustnost hydrofobnéjsich nabitych latek béhem separaci se pfidava
do nosného elektrolytu organicky modifikator, vétS§inou methanol nebo ethanol.
S rostoucim pfidavkem modifikatoru (asi do 40 %) do nosného elektrolytu klesa
rychlost elektro-osmotického toku, a tim se prodluZzuje doba analyzy. Proto jsou

pouzivany ptidavky organickych modifikatord do 20 %.

Vliv vkladaného napéti
S rostoucim napétim se zkracuje doba analyzy diky zméné pohyblivosti, ale také

se zvySuje prochazejici proud a mnozstvi uvolnéného Jouleova tepla.

Separace analyzovanych latek se udava hodnotou rozliSeni R dvou pikd, které je dano

vztahem:

R — 2 ) (tmig.z - tmig.l ) , (6)

Wy = Wy,

kde fmig,1 @ Imig2 jsou migracni ¢asy sousedicich pikl (rozmér min), wy; a wy; jsou Sitky

piki pt1 zakladné (rozmér min).
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2.6 VYUZITI METOD CE PRO STANOVENI HYDROXYDERIVATU
ANTHRACHINONU

Pro identifikaci anthrachinonovych barviv (alizarin a purpurin) z evropskeho
typu mofeny barvifské byla pouZita kapilarni zonova elektroforéza spojend s diode-
array detekci v UV/VIS oblasti (260 a 270 nm) na nepokryté kiemenné kapilate
(Agilent Technologies, Némecko) s elektrolytem 5 - 10" mol - dm™ vodnym roztokem
fosfore¢nanu sodného (pH 8,5). Jako detekéni cela umisténa ,,on-line* v kapilate byla
pouzita tzv. ,bubble* cela, prodluzujici optickou drahu paprsku, coZ zvySuje citlivost
detekce. Kromé diode-array detekce byla pro detekci pouzita i hmotnostni spektrometrie
s ionizaci elektrosprejem (ESI-MS), jako elektrolyt byl pouzit 0,02 mol - dm™ vodny
roztok uhli¢itanu amonného (pH 9,0). Lepsi separace alizarinu a purpurinu bylo

dosazeno pfi UV detekei.'®

Alizarin a purpurin byly separovany kapilarni zénovou
elektroforézou i v elektrolytu 10/90 (v/v) acetonitril / 0,03 mol - dm™ vodny roztok
tetraboritanu sodného (pH 10,56) v nepokryté kiemenné kapilafe (75 pm 1.d.)
(Polymicro Technologies, USA) s UV detekci pii 260 nm. Autofi studovali vliv
koncentrace boratového pufru na migrani ¢asy anthrachinont v rozsahu 0,01 - 0,05
mol - dm™ a vliv pH elektrolytu na separaci anthrachinon@i v rozsahu pH 9,23 - 12,05.
Zjisténé vysledky autofi srovnali s metodou HPLC srevezni fazi, kterd poskytovala
lepsi separaci jednotlivych derivat anthrachinonu, ale pfi dvojnasobné dobé analyzy.'’
Vpraci'®  byla sledovana biodegradace sulfonovanych anthrachinont
(znedistujich vodni toky) rostlinami a vliv vnitiniho priméru kapilary (75 a 100 um
1.d.) na separaci téchto derivati anthrachinonu v nepokryté kiemenné kapilafe
(Beckman, USA). Vyborné separaci analyti bylo dosaZeno v kapilafe o vnitfnim
priméru 75 pm a v 0,02 mol - dm™ vodném roztoku tetraboritanu sodného (ptirozené
pH~9,3). Ze zavislosti elektroforetické mobility derivatd anthrachinonu na pH pufru
(dvou parametrické nelinearni regrese pro physcion, chrysophanol, aleo-emodin; Ctyf
parametrické nelinearni regrese pro rhein, emodin) a na koncentaci organického
modifikatoru — acetonitrilu, byla sledovana zména disocia¢nich konstant té€chto derivati
metodou kapilarni zoénové elektroforézy s kiemennou nepokrytou kapildrou (75, um
i.d.), 24mol - dm™ fosfatovym pufrem o rizném pH (iontovd sila od 0,03 do

0,11 mol - dm™) a's UV detekei pfi 254 nm."’
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Methoxyderivaty  anthrachinonu a glukosidy né&kterych hydroxy- a
methoxyderivati anthrachinonu byly separovany vyuzitim CZE s a- ¢i B-cyklodextriny
(0,005 — 4 mol - dm™) v 0,03 mol - dm™ boratovém pufru (pH = 10,0 a 10,5) a v
0,06 mol - dm™ 1-butyl-3-methylimizolium tetrafluoroboratovém pufru (pH 10,0) s UV

20,21,22

detekci. VyuZitim micelarni kapilamni elektroforézy k separaci derivatt

anthrachinonu z rostlin Cassia siamea a Rhubarb v prostiedi dodecylsiranu sodného a
sodné soli kyseliny cholové v piitomnosti p- a y-cyklodextrinu se zabyvaji prace.”**?*
Anthrachinonové slozky ¢inskych rostlin Rhubarb a Rhei Rhizoma byly
stanoveny micelarni kapilami elektroforézou v elektrolytu sestavajiciho se z 25/75 (v/v)
acetonitril/(0,01 mol - dm™ SDS; 12,5 - 10° mol - dm™ fosfatovy a 15 - 10> mol - dm™
boratovy pufr) o pH 9,34 na kiemenné nepokryté kapilafe (75 um i.d.) a UV detekeci
(254 nm).*® Hydrofobni vlastnosti t&chto sloZek byly studovéany jak kapilarni zénovou
elektroforézou, tak i micelarni kapilami elektroforézou s SDS a smési fosfatového a
boratového pufru s acetonitrilem a ethanolem.?’ Pfirodni pigmenty pouZivané pro
potravinaiské barveni byly stanoveny kombinacemi metod: HPLC s FAB-MS (ionizace
odstielovanim rychlymi atomy), CZE s pouZitim 0,3 mol - dm™ roztoku boratového
pufru (pH 8,0 a 9,0), MEKC s 0,02 a 0,03 mol - dm> SDS ve smési 20/80 (v/v)
acetonitril / 0,05 mol - dm™ fosfatovy pufr (pH 7,0), dale pak MEKC ve spojeni s ESI-

MS (ionizace elektrosprejem).”®
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 POUZITE CHEMIKALIE

acetonitrii R CHROMASOLV® pro kapalinovou chromatografii (Sigma-Aldrich,
Némecko)

thiomo&ovina (p.a., Lachema, CR)

sudan III (~90%, Sigma-Aldrich, Némecko)

dodecyl siran sodny SDS pro kapilami elektroforézu (=98.5% (GC), Sigma-Aldrich,
Némecko)

tetraboritan disodny (dekahydrat, p.a., Lachema, CR)

hydroxid sodny (p.a., Lach-Ner, CR)

1-hydroxy-9,10-anthrachinon

2-hydroxy-9,10-anthrachinon

1,2-dihydroxy-9,10-anthrachinon, alizarin

1,4-dihydroxy-9,10-anthrachinon, chinizarin (=95,0 % (HPLC), Fluka, Némecko)
1,5-dihydroxy-9,10-anthrachinon, anthrarufin (technicky, = 85 % (HPLC), Fluka,
Némecko)

1,8-dihydroxy-9,10-anthrachinon, danthron (technicky, = 95,0 % (HPLC), Fluka,
Némecko)

1,2,4-trihydroxy-9,10-anthrachinon, purpurin (standard, Fluka, Némecko)

1-, 2- a 1,2- (di)hydroxyderivaty anthrachinonu byly izolovany v Mikro-
biologickém tistavu AV CR s &istotou vy3si neZ 98 %.

K ptipravé vSech vodnych roztokil a k promyvani byla pouZita destilovana voda.

3.2 POUZITE PRISTROJE

Slozky zakladniho elektrolytu byly vaZeny na pfedvazkach TUNING-FORK
VIBRATION GC-600C (SHINKO, Japonsko) a analyty pro pfipravu zasobnich
roztokll byly odvaZovany na analytickych vahach Precisa 262 SMA-FR (Precisa
Instrument AG — Dietikon, Svycarsko).
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K meéteni pH pufru byl pouzit konduktometr/pH metr JENWAY 4330
Conduktivity & pH Meter (JENWAY Ltd., Velkd Britanie) s elektrodou JENWAY

(sklenénd).

Piipravené pufry byly pieCistény filtraci pfes nylonové filtry NYLON
MEMBRANE FILTERS (o priméru 47 mm) s velikosti pérd 0,45 pm (Whatman

International Ltd., Velka Britanie).

Méfené roztoky analytd byly pfed analyzou sonifikovany po dobu 8§ min na

ultrazvukové 1azni ULTRASONIC LC 30 H (Elma®, Neémecko).

Pro piipravu smési analytii byla pouzita injekéni sttikatka Microliter™ Syringes

HAMILTON 702NR (Hamilton Bonaduz AG, Svycarsko) o objemu 25 pl.

UV  spektra jednotlivych roztokd analyti byla méfena na UV/VIS
spektrofotometru PYE UNICAM PU 8800 UV/VIS spectrophotometer (PHILIPS,
Velkd Britdnie) s | mm kfemennymi kyvetami a na spektrofotometru HP 8453
(HEWLETT PACKARD, USA) s 5 mm kiemennymi kyvetami.

Pro analyzy byla vyuZita kapilarmi elektroforéza PrinCE 250 autosampler
(PrinCE Technologies B.V., Nizozemsko) a pro detekci byl pouzit UV/VIS
spektrofotometricky detektor Spectra 100 (Therma Separation Products, USA). Ke
sbéru a vyhodnoceni dat byly vyuzity programy 4880 Chromatography Data Handling
System (ATI Unicam, Velka Britanie), CSW32 v.1.4.11.66 Chromatography Station for
Windows (DataApex Ltd., CR) a Origin® 6.1 v6.1052 (B232) (OriginLab Corporation,
USA).

Méteni byla provadéna na nemodifikované kiemenné kapilate firmy CACO
s.r.o. (Slovensko) o parametrech: vnitini primér d;=75 um, vn&si primér
d, =380 um, délka kapilary k detekénimu okénku Lp=55,8cm a celkova délka
kapilary Lc = 69,8 cm. Déle byla vyzkousena nemodifikovana kiemenna kapilara firmy
Composite Metal Services Ltd. (Velka Britanie) o parametrech d;=75 pum,
do =375 um, Lp = 55,8 cm a Lc = 69,8 cm.
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3.3 POSTUPY

3.3.1 Promyvani a vlastni méteni

Kapilara byla kazdy den pfed prvnim méfenim promyvana destilovanou vodou
po dobu 5 min, dale 10 min 1 mol - dm™ NaOH, opét 5 min destilovanou vodou a
nakonec pouzZitym zakladnim elektrolytem po dobu 10 min. Poté nasledovalo vlastni
méfeni, sestavajici se z promyvani zakladnim elektrolytem pHi tlaku 5 - 10° Pa po dobu
3 min, dale z davkovani vzorku pfi tlacich (5 —30)- 10> Pa po dobu 5—30sa pak
nasledovala samotna analyza pii vloZeném napéti 20 ¢i 30 kV.
Mezi jednotlivymi méfenimi byla kapilara opét promyvana v nasledujicim potadi: 10
min 1 mol - dm> NaOH, 2 min destilovanou vodou a na zavér 8 min zakladnim

elektrolytem. PouZity tlak ve viech promyvacich krocich byl 10° Pa.

3.3.2 Ptiprava pufru

Jako zakladni elektrolyt byly pfipraveny 0,01 mol - dm> a 0,02 mol - dm™
roztoky dekahydratu tetraboritanu disodného (boratovy pufr) rozpusténim 0,19 g ¢i
0,38 g pevného dekahydratu tetraboritanu disodného v destilované vodé do objemu
100 ml. pH takto piipravené¢ho roztoku bylo upraveno ptidavkem 1 mol - dm? roztoku
hydroxidu sodné¢ho na hodnotu 9,0 —11,0. V pfipad€ micelarni elektroforézy byla
v pfipraveném roztoku boratového pufru o daném pH rozpusténa navazka SDS (0,28 g,
0,43 g a 0,57g) vobjemu 100ml do vyslednych koncentraci (1,0; 1,5 a
2,0)- 102 mol - dm™.

3.3.3 Priprava zasobnich roztoki a jejich fedéni

Zasobni roztoky analytti byly pfipraveny rozpusténim 0,24 mg pevného vzorku
1-hydroxy-anthrachinonu, 0,09 mg 2-hydroxyanthrachinonu, 0,45 mg 1,2-dihydroxy-
anthrachinonu, 0,27 mg 1,4-dihydroxyanthrachinonu, 0,20 mg 1,5-dihydroxy-
anthrachinonu, 0,18 mg 1,8-dihydroxyanthrachinonu a 0,13 mg 1,2,4-trihydroxy-

anthrachinonu v 1,5 ml acetonitrilu. Pro vlastni méfeni byly zasobni roztoky fedény

20



zakladnim elektrolytem v poméru 33/67 (v/v) zéasobni roztok analytu / zakladni

elektrolyt.

K urceni elektroosmotického toku byl pouZit 6 - 107 mol - dm™ vodny roztok

thiomocoviny, kterd je neutralni, a proto migruje s elektroosmotickym tokem.

Pro uréeni eluéniho okna v micelarni kapilarni elektroforéze byl pouzit 10™* mol - dm

zasobni roztok sudanu III v acetonitrilu.

4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 DETEKCE

4.1.1 UV/VIS spektra

Pro vybér optimalni vinové délky k dosaZeni nejvyssi citlivosti detekce analytt

byla proméfena UV/VIS spektra jednotlivych derivati anthrachinonu. Pro méfeni

absorpcnich spekter byly zasobni roztoky analyti fedény smeési tvoienou 33/67 (v/v)

acetonitril/ 0,02 mol - dm™ vodny roztok boratového pufru (pH 9,5) na koncentrace

tadové 107 - 10* mol - dm™. Redici roztok byl pouzit jako slepy vzorek pro urceni

absorpéniho pozadi. Absorpéni spektra jednotlivych analyti byla proméfena v rozsahu

vinovych délek 190 - 500 nm v milimetrovych kiemennych kyvetach. Zaznamy méfeni

jsou uvedeny na obrazku 2.
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Obr. 2 Absorpéni spektrum analytii: A 1,1 - 10 mol - dm™ 1-hydroxyanthrachinon, B
2,7-10° mol - dm 2-hydroxyanthrachinon, C 1,3 - 10° mol - dm™ 1,2-dihydroxyanthrachinon, D
2,4 - 10 mol - dm™ 1,4-dihydroxyanthrachinon, E 5,6 - 10°° mol - dm 1,5-dihydroxy-
anthrachinon, F 5,0 - 10”° mol - dm™ 1,8-dihydroxyanthrachinon, G 3,4 - 10° mol - dm™
1,2,4-trihydroxyanthrachinon.
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Vétsina spekter anthrachinonovych derivatd, kromé 1,5- a 1,8-dihydroxy-
anthrachinonu, vykazuji lokalni absorpéni maximum v okoli 250 nm. BohuZel jediné
absorp¢ni maximum 1,5-dihydroxyanthrachinonu pfi 190 nm je z praktického hlediska
$patné vyuzitelné vzhledem k tomu, Ze pii téchto vinovych délkach absorbuji i ostatni
slozky zakladniho elektrolytu. To je pfi¢inou niZsi citlivost detekce 1,5-dihydroxy-
anthrachinonu.

Jednotlivé analyty byly detekovany pii vilnovych délkach odpovidajici
lokalnimu maximu, ktera jsou v tabulce 1 vyznacena tu¢nym pismem.

Smésné vzorky byly méfeny pti A = 250 nm.

Tab. 1 VInové délky lokalnich absorpénich maxim jednotlivych analytii; tuén€ jsou vyznadeny pouZité
vinové délky pro vlastni méfeni.

analyt A (nm)
1-hydroxyanthrachinon 400 248 198
2-hydroxyanthrachinon 304 242 196
1,2-dihydroxyanthrachinon 250 - -
1,4-dinydroxyanthrachinon 280 248 224
1,5-dihydroxyanthrachinon 222 192 -
1,8-dihydroxyanthrachinon 224 194 -

1,2,4-trihydroxyanthrachinon 254 200 -

U zéasobnich roztokli byla ovéfovana jejich stalost po 30-ti dnech opétovnym
méfenim jejich absorpénich UV/VIS spekter za stejnym podminek. ZjiStovalo se tak,
zda zasobni roztoky analytli stanim degraduji. Lokalni absorpéni maxima jednotlivych
analyti se shoduji snaméfenymi spektry, tedy k degradaci zasobnich roztokt
nedochdzi. Pro ilustraci jsou na obrazku 3 uvedena UV/VIS spektra 1-hydroxy-
anthrachinonu (A) a 1,4-dihydroxyanthrachinonu (B) méfend po Sesti mésicich, ktera

jsou ve srovnani se spektry méfenymi na pocatku (Obr.2A, D) shodna .
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Obr. 3 Absorpéni spektrum analytii po esti mésicich: A 1,1 - 10 mol - dm™ 1-hydroxyanthrachinon, B
2,4 - 10™ mol - dm™ 1,4-dihydroxyanthrachinon.

4.2 OPTIMALIZACE SEPARACNICH PODMINEK PRO CZE

4.2.1 Volba pufru

Vzhledem k chemické struktufe analytd byl pro jejich elektroforetické meéfeni
zvolen boratovy pufr o pH 9,5. Pti tomto alkalickém pH by mély mit separované latky
anionogenni povahu, tedy mély by migrovat az za znackovacem elektroosmotického
toku. Koncentrace boratového pufru byla volena tak, aby migraéni Ccas
elektroosmotického toku byl co nejkratsi, ale také aby kapilarou prochazel nizsi stabilni
proud. Pfi vySSich proudech prochazejicich kapilarou roste Jouleovo teplo, tim se

kapilara zahtiva a v disledku toho se méni viskozita roztoku.

V roztoku 0,02 mol - dm™ boréatového pufru o pH 9,5 vykazuji anionogenni
charakter pouze 2-hydroxyantrachinon a 1,2-dihydroxyantrachinon, coZ se projevuje
pozdé€j$imi migracnimi ¢asy, neZ je migrace elektroosmotického toku. Elektroferogramy
téchto dvou latek jsou uvedeny na obrazcich 4 a 5. V elektroferogramech zaporny pik
predstavuje elektroosmoticky tok a kladny pik odezvu proméfovaného analytu.
Diky vysoké odezveé obou analytl i tvaru piku bylo sniZzeno davkovani analytu tlakem

z3 - 10’ Pa po dobu 30 s na tlak 2 - 10° Pa po dobu 10's.
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A, mAU

t, min

Obr. 4 Elektroferogram 1,3 - 10 mol - dm™ roztoku 2-hydroxyanthrachinonu; 0,02 mol - dm™ vodny
roztok boratového pufru (pH 9,5), davkovani 3 - 10° Pa po 30 s, napéti 30 kV, 1 =242 nm,
T=31 °C, proud 35 pA.
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Obr. 5 Elektroferogram 6,4 - 10 mol - dm™ roztoku 1,2-dihydroxyanthrachinonu; 0,02 mol - dm™ vodny
roztok boratového pufru (pH 9,5), davkovani 3 - 10° Pa po 30 s, napéti 30 kV, A =250 nm,
T=30°C, proud 33 pA.

Ostatni analyty migruji s elektroosmotickym tokem, coZ dokumentuje nulova
hodnota jejich efektivni pohyblivosti uvedena v tabulce 2. Disociaci téchto latek brani
silné intramolekuldrni vodikové mistky mezi chinoidnim kyslikem a sousedici
hydroxylovou skupinou. Tato vazba je prokézana napitiklad teplotou tani téchto derivati

anthrachinonii'?, spektralni analyzou®’ apod.
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Tab. 2 Efektivni pohyblivosti studovanych analytd v 0,02 mol - dm™ vodném roztoku boratovém pufru
(pH 9,5), napéti 30 kV, kapilara firmy CACO Lp = 55,8 cm, Lc = 69,8 cm, d; = 75 pm, d, = 380

pm.
latka Het

10* cm?v's™
1-HA 0,00
2-HA -3,03
1,2-DHA -2,79
1,4-DHA 0,00
1,2,4-THA 0,00
1,5-DHA -
1,8-DHA -

Na elektroferogramech namétenych v zédkladnim elektrolytu tvofeném vodnym
roztokem boratového pufru byla pozorovana nestabilni linie zakladniho elektrolytu a
vysoka hodnota Sumu. Také separaéni kapilara byla ¢asto polopriichodné ¢i dokonce
nepriichodnd, coZz bylo pravdépodobné zplisobeno vysraZenim analyti ve vodném

prostiedi uvniti kapilary.

4.2.2 Pridavek organického modifikatoru

Vzhledem k tomu, Ze analyty jsou dobie rozpustné v acetonitrilu (viz zasobni
roztoky), byly vyzkouSeny ptidavky acetonitrilu do zakladniho elektrolytu. Jako
zakladni elektrolyt byl pouzit 0,02 mol - dm™ vodny roztok boratového pufru o pH 9,5
v kombinaci s ptidavky organického modifikatoru — acetonitrilu. Timto zpiisobem byla
pfipravena nasledujici série zakladnich elektrolytd s riznym obsahem acetonitrilu:
0/100; 10/90; 20/80; 30/70 a 40/60 (v/v) acetonitril / 0,02 mol - dm vodny roztok
boratového pufru (pH 9,5). Na obrazku 6 je znazormnén posun elektroosmotického toku a

zména tvaru piku v zavislosti na objemovém ptidavku organického modifikatoru.

swvwvr

patrno z posunu piku oznaceného ¢islem 1 (vodny roztok thiomocoviny). Pik, ozna¢en

&islem 2, predstavuje 6,4 - 10 mol - dm™ roztok 1,2-dihydroxyanthrachiononu.
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Obr. 6 Posun elektroosmotického toku a zména symetrie piku v zavislosti na pouZitém elektrolytu 0/100;
10/90; 20/80; 30/70 a 40/60 (v/v) acetonitril / 0,02 mol - dm™ vodny roztok boratového pufru (pH
9,5). (1) vodny roztok thiomocoviny, (2) roztok 6,4 - 10 mol - dm™ 1,2-dihydroxyanthrachinonu,
davkovani 3 - 10° Pa po 30 s, napéti 30 kV, A =250 nm, T'= 28 - 29 °C, proud 30 pA.

S rostoucim ptidavkem acetonitrilu nedoslo ke zlepSeni zakladni linie, sniZila se
pohyblivost elektroosmotického toku a doba analyzy se prodlouzila. Latky, které bez
pfidavku organického modifikatoru migrovaly soucasné s elektroosmotickym tokem,
zlstaly opét nedisociované, jen se v pfidavku acetonitrilu 1épe rozpustily.
V elektrolytech s vy$§im obsahem acetonitrilu (30 a 40 obj. %) vykazovaly piky
zna¢nou nesymetrii. Pfidavek acetonitrilu také nezabranil sraZeni analytl uvnitf
kapilary. Nemodifikovana kapilara firmy CACO s.r.o. byla kvili své neprichodnosti
nahrazena nemodifikovanou kapilarou firmy Composite Metal Services Ltd.

Piedesla méfeni byla zopakovana pro 0,01 mol - dm™ vodny roztok boratového pufru
(pH 9,5) z diivodii vysokych proudl, které zatéZovaly nejen kapilaru, ale i pfistroj.
Kapilara je chlazena pouze vzduchem a teplota pfistroje je tedy zavisla i na teploté
vzduchu v laboratofi. Ke zvySeni proudu také pfispiva vyssi koncentrace pufru,

zvySujici vodivost elektrolytu.

Dle vysledki dosazenych pro 1,2-dihydroxyanthrachinon byla provedena méfeni s
ptidavkem acetonitrilu pouze 0/100; 20/80 a 40/60 (v/v) acetonitril / 0,01 mol - dm™
vodny roztok boratového pufru (pH 9,5). V tabulce 3 jsou shrnuty vysledky efektivnich
pohyblivosti analytd pro elektrolyty 0/100 a 20/80 (v/v).
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Tab. 3 Efektivni pohyblivosti analyzovanych latek v elektrolytech 0/100 a 20/80 (v/v) acetonitril /
0,01 mol - dm™ vodny roztok boratovém pufru (pH 9,5), detekce pii jednotlivych lokalnich
maximech, napéti 30 kV, kapilara firmy Composite Metal Services o Lp = 55,8 cm, L¢ = 69,8 cm,
d; =75 pm, d, =375 pm.

elektrolyt latka Heft
(viv) 10 cm2V' s
1-HA 0,00
2-HA -2,78
1,2-DHA -2,99
0/100 1,4-DHA 0,00
1,2,4-THA -
1,5-DHA -
1,8-DHA -
1-HA 0,00
2-HA -2,34
1,2-DHA -2,32
20/80 1,4-DHA 0,00
1,2,4-THA -
1,5-DHA -
1,8-DHA -

Elektrolyt 40/60 (v/v) acetonitril / 0,01 mol - dm™ vodny roztok boratového
pufru (pH 9,5) vykazoval stejné nedostatky, jako v mé&fenich pro 0,02 mol - dm? vodny
roztok boratového pufru (pH 9,5). Piky byly nesymetrické a doba analyzy byla velmi
dlouha.

Srazeni analyti v kapilafe se také nezabranilo. VylepSeni piinesl aZ novy program
promyvani>?, ktery mezi jednotlivymi meéfenimi zahrnuje krok promyvani 1 mol - dm>

vodnym roztokem NaOH.

Efektivni pohyblivosti analytd nejsou pfili§ ovlivnény pouZzitim kapilar stejnych
parametrii od riznych vyrobcl. Kapilara firmy Composite Metal Services Ltd. se
ukazala byt nevhodnou pro tato meéfeni, nebot’ pii jejim delSim pouzivani se stala
povrchové vodivou. Béhem analyzy se proud v kapilafe nekontrolovatelné zvySoval a
nebylo moZné zachovat stejné podminky meéfeni. Z téchto divodii byla pro dalsi

analyzy pouZzita pouze nemodifikovana kapilara firmy CACO s.r.o..

Z uvedenych vysledkli je patrno, Ze koncentrace zakladniho elektrolytu

vyznamné neovlivni efektivni pohyblivosti analyti, ale podili se na sniZeni iontové sily
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roztoku, a tim 1 na snizeni prochazejiciho proudu. Pfidavek acetonitrilu do zékladniho
elektrolytu nezlepsil separaci jednotlivych analytii, stabilita zakladni linie pfi vysSich
ptidavcich acetonitrilu se naopak zhors$ila a obdobné i tvar piku. Proto pro dals§i méfeni
byl pouzit jako zakladni elektrolyt 0,01 mol - dm™ vodny roztok boratového pufru bez

ptidavku organického modifikatoru.

4.2.3 Volba pH pufru

Jak jiz bylo uvedeno, pfi pH =9,5 vykazuji anionogenni charakter pouze dva
analyty, a to 2-hydroxyanthrachinon a 1,2-dihydroxyanthrachinon, ostatni migruji
s elekto-osmotickym tokem. V alkali¢té)Sim prostfedi by mély disociovat i hydroxyloveé
skupiny nachézejici se v bezprostfedni blizkosti chinoidnich kyslikid, a tim by tyto
analyty mély migrovat s del§imi migracnimi ¢asy, neZ je migracni ¢as elektro-
osmotického toku. ZvySeni pH prostfedi s sebou nese 1 zvySeni iontové sily, coZ opét
zvysuje prochazejici proud. Z tohoto diivodu bylo separa¢ni napé€ti sniZzeno na 20 kV,
pii némZ se proud udrZel na stabilni hodnoté a rychlost elektroosmotického toku byla
jeSté dostacujici. V tabulce 4 jsou uvedeny efektivni pohyblivosti analytd v
0,01 mol - dm™ vodném roztoku boratového pufru o pH 10,1. Analyty byly detekovany
pfi stejné vinové délce A =250 nm, jelikoZ vétSina z nich vykazuje v jejim okoli lokalni

absorpéni maximum a je vhodna pro detekci smési analytu.

Tab. 4 Efektivni pohyblivosti analyzovanych latek v 0,01 mol - dm™ vodném roztoku boratového pufru
(pH 10,1), detekce pfi jednotlivych lokalnich maximech, napéti 20 kV, kapilara firmy CACO o
Lp=558cm, Lc =69,8 cm, d; =75 um, d, = 375 pm.

latka Heft
10* cm?V' s™

1-HA -2,76
2-HA -1,76
1,2-DHA -1,72
1,4-DHA -2,55
1,2,4-THA -3,03
1,5-DHA -

1,8-DHA * -3,42

* 1,8-dihydroxyanthrachinon byl fedén v pH 11,0

VétSina analytll jiz migruje za elektroosmotickym tokem, a ma tak anionogenni

charakter. Pti tomto pH se 1,8-dihydroxyanthrachinon stale choval jako neutralni latka.
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Intramolekularni vodikova vazba mezi hydroxylovymi skupinami a chinoidnim
kyslikem je velmi silnd a stabilni az do velmi alkalickych roztokii (pH~ 11).
1,5-dihydroxyanthrachinon se nepodafilo detekovat ani pfi tomto vyS$§im pH zakladniho

elektrolytu. Elektroferogramy vybranych analytii jsou uvedeny na obrazcich 7 - 11.

A, mAU

0 . 2 4 . 6 l 8 T 10
t, min
Obr. 7 Elektroferogram 1,5 - 10™ mol - dm™ roztoku 2-hydroxyanthrachinonu; 0,01 mol - dm™ vodny

roztok boratového pufru (pH 10,1), davkovéni 2 - 10° Pa po 10 s, napéti 20 kV, 2 =250 nm,
T=28°C, proud 35 - 36 pA.

A, mAU

0 2 ‘ 4 l 6 l 8 10
t, min
Obr. 8 Elektroferogram 2,7 - 10™ mol - dm™ roztoku 1,2-dihydroxyanthrachinonu; 0,01 mol - dm™ vodny

roztok boratového pufru (pH 10,1), davkovani 2 - 10° Pa po 10 s, napéti 20 kV, 4 =250 nm,
T=129 °C, proud 35 pA.
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Obr. 9 Elektroferogram 2,7 - 10™ mol - dm™ roztoku 1,4-dihydroxyanthrachinonu; 0,01 mol - dm* vodny
roztok boratového pufru (pH 10,1), davkovani 2 - 10° Pa po 10 s, napéti 20 kV, A =250 nm,
T=129 °C, proud 35 pA. Podle piku 1 byla pocitana efektivni pohyblivost.

A, mAU

t, min

Obr. 10 Elektroferogram 2,5 - 10 mol - dm” roztoku 1,8-dihydroxyanthrachinonu; 0,01 mol - dm™
vodny roztok boratového pufru (pH 10,1), davkovani 2 - 10° Pa po 10 s, napéti 20 kV,
A =250 nm, T=28 °C, proud 37 pA. Podle piku 1 byla pocitana efektivni pohyblivost.
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Obr. 11 Elektroferogram 1,7 - 10 mol - dm™ roztoku 1,2,4-trihydroxyanthrachinonu; 0,01 mol - dm™
vodny roztok boratového pufru (pH 10,1), ddvkovéni 2 - 10° Pa po 10 s, napéti 20 kV,

A =250 nm, T=29 °C, proud 35 - 37 pA.

Z elektroferogramiti 9 a 10 je patmno, Ze tyto analyty v sob€ obsahuji pfimési, coZ
prokazuje pifitomnost dal§ich pikd. To ztiZilo identifikaci téchto analyti ve smési.
V ptipadé 1,4-dihydroxyanthrachinonu jsou jednotlivé piky separovany aZ na zakladni

linii, ¢ehoZ se mlZe vyuZzit v praxi k urovani Cistoty této latky. Pro urceni efektivnich

t, min

pohyblivosti byly pouZity piky, jejichZ plochy byly nejvétsi.

Pro vybér zakladniho elektrolytu bylo pouZito n€kolik modifikaci boratového
pufru, které jsou shrnuty v tabulce 5. Z uvedenych vysledkd byl vybran 0,01 mol - dm™
vodny roztok boratového pufru o pH 10,1 bez ptidavku organického modifikatoru jako

vhodny zéakladni elektrolyt pro identifikaci analytl ve smési.

Tab. 5 Nosné elektrolyty boratového pufru testované pro separaci analytu.

c pH pfidavek CH3;CN
10 mol - dm™ %

20 9,5 0, 10, 20, 30, 40

10 9,5 0, 20, 40

10 10,1 0
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Jako nejvhodngj$i podminky z hlediska méfeni smési byl zvolen: zékladni
elektrolyt 0/100 (v/v) acetonitril / 0,01 mol - dm™ vodny roztok tetraboritanu sodného o
pH 10,1; davkovani tlakem 2 - 10° Pa po dobu 10 s; nap&ti 20 kV; detekce pti vinové
délce 250 nm. Teplota kapilary pfi méfeni bohuzel nemohla byt optimalizovana kviili
nedostacujicimu chlazeni, coz znemoznilo kapilaru temperovat na jednu urcitou teplotu.
S teplotou okoli v laboratofi a poftem méfeni, pfi kterém se pfistroj zahiiva, teplota

stale rostla v intervalu od 25 °C do 31 °C.

4.2 .4 Identifikace ve smési

V zakladnim elektrolytu o sloZeni 0,01 mol-dm™ vodny roztok tetraboritanu
sodného o pH 10,1 byly zméfeny elektroferogramy smésnych vzorkid. Nejprve byla
pfipravena smés Ctyt analyti, jejichZ efektivni pohyblivosti se nejvice liSily. Smés byla
tvotena 20 pl zasobniho roztoku 1,510 mol-dm™ 1-hydroxyanthrachinonu, 20 ul
1,5 - 10* mol - dm™ 2-hydroxyanthrachinonu, 20 pl 1,2 - 10 mol - dm™ 1,4-dihydroxy-
anthrachinonu a 30 pl 1,7 - 10* mol - dm™ 1,2,4-trihydroxyanthrachinonu. Na obrazku
12 je ukazan elektroferogram této smési. Majoritni piky jednotlivych analyti byly
identifikovany podle efektivnich pohyblivosti uvedenych v tabulce 4.
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Obr. BSmés Etyf analytii: (1) roztok 2-hydroxyanthrachinonu, (2) roztok 1,4-dihydroxyanthrachinonu,
(3) roztok 1-hydroxyanthrachinonu a (4) roztok 1,2,4-trihydroxyanthrachinonu; 0,01 mol - dm™
vodny roztok boratového pufru (pH 10,1), davkovani 2 - 10° Pa po 10 s, napéti 20 kV,

A =250 nm, T=29 °C, proud 35 - 36 pA.

33



Jednotlivé analyty byly separovany srozliSenim R;, =19,9; R,3 =13,7 a
R;4=3,7. Ktéto smeési byly pfidany pitidavky 30pul zasobniho roztoku
2,7 - 10 mol - dm> 1,2-dihydroxyanthrachinonu a 17 pl roztoku 2,5 - 10 mol - dm™
1,8-dihydroxy-anthrachinonu. Zaznam elektroferogramu smeési sestavajici se ze Sesti
analyti je uveden na obrazku 13. Piky odpovidajici 1,2- (1) a 1,8-dihydroxy-
anthrachinonu (6) byly pfifazeny opét podle vypoctenych efektivnich pohyblivosti
zméfeni optimalizace podminek. Ostatni piky pfedstavuji necistoty obsazZené
v zasobnim roztoku 1,4-dihydroxyanthrachinonu a 1,8-dihydroxyanthrachiononu.

Elektroferogram se tak stava hiife ¢itelny a nepfehledny.
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Obr. 13 Smés Sesti analytii: (1) roztok 1,2-dihydroxyanthrachinonu, (2) roztok 2-hydroxyanthrachinonu,
(3) roztok 1,4-dihydroxyanthrachinonu, (4) roztok 1-hydroxyanthrachinonu, (5) roztok
1,2,4-trihydroxyanthrachinonu a (6) roztok 1,8-dihydroxyanthrachinonu; 0,01 mol - dm” vodny
roztok boratového pufru (pH 10,1), davkovani 2 - 10° Pa po 10 s, napéti 20 kV, A = 250 nm,
T=29 °C, proud 35 - 36 pA.

Zobrazku 13 je zfejmé, Ze 1,2-dihydroxyanthrachinon (1) a 2-hydroxy-
anthrachinon (2) migruji piiblizné stejnou rychlosti. Obdobnd pohyblivost
2-hydroxyanthrachinonu a 1,2-dihydroxyanthrachinonu miZe byt zplisobena vznikem
vodikové vazby mezi hydroxylovou skupinou v poloze 1 a chinoidnim kyslikem
v ptipad¢  1,2-dihydroxy derivatl, takZe hydroxylovd skupina, ovliviiujici
elektroforetickou pohyblivost, se v obou analytech nachazi v pozici 2. Analyty byly
separovany s rozliSenim R, =2,9; R,3=17,3; R34=11,1; Ry 5=4,0 a Rss=31,2.
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Z vyse uvedenych divodi byla vyzkouSena metoda micelarni kapilamni
elektroforézy, ktera neni zaloZena na pohyblivosti iontd analytd, nybrz vyuziva

neutralni charakter analytd.

Z dosazenych vysledkli je zfejmé, Ze navrZeny separacni systém kapilamni
elektroforézy poskytuje dostatecné dobré rozliSeni mezi jednotlivymi derivaty
anthrachiononu (s vyjimkou 2-hydroxyanthrachinonu a 1,2-dihydroxyanthrachinonu),
bohuzel v8ak dostate€né nezajiStuje uplnou rozpustnost vSech studovanych analytu,

projevujici se zejména nestabilni linii zakladniho elektrolytu a nesymetrii piki.

4.3 OPTIMALIZACE SEPARACNICH PODMINEK PRO MEKC

4.3.1 Detekce

Jako zakladni elektrolyt pro miceldmi systém byl zvolen opét boratovy pufr
s pfidavkem anionogenniho tenzidu SDS (dodecyl siran sodny). Studované analyty byly
detekovéany pii vinové délce 250 nm. V oblasti nizSich vinovych délek absorbuje
samotny tenzid, ¢im se zvysi absorbance zakladniho elektrolytu. Tim byla sniZena
citlivost detekce pro roztoky 1,5-dihydroxyanthrachinonu a 1,8-dihydroxyanthra-

chinonu, které vykazuji lokalni maxima pii niZ§ich vlnovych délkach.

4.3.2 Volba koncentrace micel

Neutralniho charakteru analyt v mirn¢ alkalickém prostiedi 1ze vyuZit pro jejich
separaci v micelarnim fazi, kterd naopak vtomto prostiedi vykazuje anionogenni
charakter. Béhem analyzy dochazi k rozdé€leni analytu mezi vodnou a micelarni fazi.
Jako vodnou fazi jsme pouzili 0,01 mol - dm™ vodny roztok tetraboritanu sodného
o pH 9,7. Pfi tomto pH vétSina analyti ma pfevazné neutralni charakter, a tim se vice
rozpousti v micelarni fazi, kterou zde tvofil vodny roztok SDS. V zavislosti na kritické
micelarni koncentraci aniontového tenzidu SDS, ktera se v literatute®® uvadi jako
8,3-10”° mol - dm™, lze pouzit jako nejniz&i koncentraci vedouci k tvorb& micel

0,01 mol - dm™ vodny roztok SDS.
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K zjisténi hormni meze elu¢niho okna v miceldmi fazi byl do zakladniho
elektrolytu (0,01 mol - dm™ vodny roztok tetraboritanu sodného o pH 9,7) nadavkovan
10 mol - dm™ roztok sudanu III v acetonitrilu. Roztok sudanu III vykazuje maximum
absorbance pii vinové délce 362 nm, pfi niZ byl detekovan. Zaznam meéfeni je uveden
na obrazku 14, zjehoZ je patrno, Ze studované analyty by mély migrovat v rozmezi
mezi elektroosmotickym tokem a migraénim Casem sudanu III, ktery je v okoli 13.

minuty.

Pro optimalizaci podminek méfeni analyti v micelarni fazi je dilezita jejich
rozpustnost v micelach, s jejiZz ristem se zvySuje citlivost metody, a tim dochazi i
k dosazeni nizSich hodnot meze detekce. Vliv koncentrace SDS na rozpustnost analytt
v micelach byl studovan pro 1,0 - 10'2; 1,5 - 102 a 2,0- 10 mol - dm™ roztoky SDS
v zakladnim elektrolytu. Vys$8i koncentrace nebyly pouzity kvili vysokému
povrchovému napéti tenzidu, jeZ zplisobuje vysokou pénivost roztoku a tak moZny

vznik vzduchovych bublin, komplikujicich vlastni méteni v kapilare.

0,50
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0,25 |-
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Obr. 14 Elektroferogram 1,0 - 10 mol - dm™ roztoku sudanu III v acetonitrilu; 0,01 mol - dm™ vodny
roztok boratového pufru (pH 9,7) s 0,01 mol - dm™ SDS, davkovéni 2 - 10° Pa po 10 s, napéti
20kV, A=362 nm, T= 30 °C, proud 38 - 42 pA.
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Jednotliva méfeni byla provadéna v 0,01 mol-dm™ vodném roztoku
tetraboritanu sodného o pH 9,7; napéti 20 kV; detekce pii A =250 nm; pfi postupné
rostoucim davkovani v rozmezi (5 — 20) - 10% Pa po dobu 5sa20- 10> Pa po dobu 10 s.
Na obrazku 15 jsou uvedeny elektroferogramy 2-hydroxyanthrachiononu v riiznych
elektrolytech liicich se koncentraci tenzidu pfi maximalnim davkovani, tedy pfi tlaku
2-10° Papo 10s, a detekci 250 nm. A&koliv se jedna o jeden analyt, ktery by mél
migrovat se stejnym migra¢nim ¢asem, piky analytu se neptekryvaji. Je to zplisobeno
odlisnymi migra¢nimi Casy, které zavisi na fad€¢ faktorl, zde pfevazné na teploté.
Pseudoefektivni pohyblivosti se piiblizn€ rovnaji. Jak je z obrazku vidét, dochazi ke
zmenseni Sitky piku, coZ pfi zachovani stejné plochy piku vede k naristu jeho vysky. Je

zfejmé, Ze pii nejvyssi proméfované koncentraci SDS je dosaZeno nejcitlivejsi detekce.

1,0.10% mol . dm™

‘W—‘—“———\d—_—v L
15.10%mol . dm”
W i D
M——‘—\(U—\.#JL 2,0.10%°mol . dm”
1 " 1 n 1
0 3 6 9 12

t, min

Obr. 15 Vliv koncentrace tenzidu SDS na tvar piku pro 1,5 - 10 mol - dm™ roztok
2-hydroxyanthrachinonu; 0,01 mol - dm? vodny roztok boratového pufru (pH 9,7) s (1,0; 1,5;
2,0) - 102 mol - dm™ SDS, davkovani 2 - 10° Pa po 10 s, napéti 20 kV, A =250 nm,
T=29-30°C.

Pi1 této nejvyssi koncentraci pseudostacionarni faze vykazuje zakladni linie
nejstabilngj§i pribéh. Vyssi rozpustnost analyti v micelarni fazi umoZnila separaci
11,8- a 1,5-dihydroxyanthrachinonu. V tabulce 6 jsou uvedeny pseudoefektivni
pohyblivosti jednotlivych analyti pfi vSech tfech promeéfovanych koncentracich
povrchové aktivni latky SDS. Neékteré analyty v sob€ obsahuji necistoty, jak jizZ bylo
prokazano vyse, a jejich elektroferogramy obsahuji vice piku. Pro tyto latky byly

pseudoefektivni pohyblivosti poditany z migracniho ¢asu piku, ktery se objevuje
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v zaznamech pro vSechny koncentrace SDS s podobnym migra¢nim ¢asem a zaujima co
nejvetsi plochu. Viechny analyty tedy migruji v eluénim okné€ micelarniho systému, jen
1,2,4-trihydroxyanthrachinon migruje na samém konci eluéniho okna a jeho pseudo-
efektivni pohyblivost je velmi podobna pseudoefektrivni pohyblivosti sudanu III, ktery

je zcela rozpustén v micelach.

Tab. 6 Srovnani pseudoefektivnich pohyblivosti jednotlivych analyti v 0,01 mol - dm™ vodném roztoku
boratového pufru (pH 9,7) s riznou koncentraci SDS, detekce pfi A =250 nm, napéti 20 kV,
kapilara firmy CACO o Lp = 55,8 cm, Lc = 69,8 cm, d; = 75 pm, d, = 375 um.

15 (10™ cm? V' ™) pro riizné koncentrace SDS (mol - dm™)

latka
1,0 - 107 1,5-102 2,0-102

1-HA -2,80 -2,52 -2,93
2-HA -1,96 -1,90 -1,97
1,2-DHA -1,68 -1,80 -1,88
1,4-DHA -2,53 -2,58 -2,91
1,2,4-THA -3,14 -3,06 -3,12
1,5-DHA - - -2,99
1,8-DHA - - -2,97
sudan Il -3,12 - -

Pro ilustraci jsou na obrazcich 15 - 19 uvedeny elektroferogramy jednotlivych
derivatti anthrachinonu (s vyjimkou 1,4-dihydroxyanthrachinonu a 1,2,4-trihydroxy-
anthrachinonu) separovanych v zakladnim elektrolytu obsahujici nejvy$§i prome-
fovanou koncentraci SDS (2,0 - 102 mol - dm™). V3echny uvedené zdznamy analyz byly

méfeny pii davkovani 2 - 10° Pa po dobu 10 s, pfi napéti 20 kV.

38



25

A, mAU

05|
0.0 L,..'«—N_,

_0_5 _ 1 " L L 1

Obr. 16 Elektroferogram 1,5 - 10 mol - dm roztoku 1-hydroxyanthrachinonu; 0,01 mol - dm™ vodny
roztok boratového pufru (pH 9,7) s 2,0 - 102 mol - dm™ SDS, davkovani 2 - 10° Pa po 10 s, napéti
20kV, A =250 nm, 7= 30 °C, proud 44 - 48 pA.
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Obr. 17 Elektroferogram 2,7 - 10™* mol - dm™ roztok 1,2-dihydroxyanthrachinonu; 0,01 mol - dm? vodny
roztok boratového pufru (pH 9,7) s 2,0 - 10? mol - dm™ SDS, davkovani 2 - 10° Pa po 10 s, napéti
20kV, A =250 nm, 7= 31 °C, proud 48 pA.
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Obr. 18 Elektroferogram 2,5 - 10™* mol - dm™ roztok 1,8-dihydroxyanthrachinonu; 0,01 mol - dm” vodny
roztok boratového pufru (pH 9,7) s 2,0 - 10% mol - dm™ SDS, davkovani 2 - 10° Pa po 10 s, napéti
20kV, 2 =250 nm, 7= 30 °C, proud 46 pA. Z migra¢niho ¢asu piku (1) byla pocitdna
pseudoefektivni pohyblivost.
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Obr. 19 Elektroferogram 2,7 - 10 mol - dm’ roztok 1,5-dihydroxyanthrachinonu; 0,01 mol - dm” vodny
roztok boratového pufru (pH 9,7) s 2,0 - 107 mol - dm™ SDS, davkovani 2 - 10° Pa po 10 s, napéti
20kV, A =250 nm, 7= 29 °C, proud 50 pA.
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Na elektroferogramech 18 a 19 je vidét vysoky Sum, jenZ je dan nastavenim
vysoké citlivosti detekce kvili niZs$i odezvé téchto dvou derivatli. Oba analyty jsou
obecné velmi $patné rozpustné a podafilo se je detekovat aZz pii nejvyssi pouZité

koncentraci tenzidu.

4.3.3 Identifikace ve smési

Z hlediska elektroforetického chovani lze studované derivaty rozdélit do dvou
zékladnich skupin, a to na ty, které maji viechny hydroxylové skupiny v t€sné blizkosti
chinoidnich kyslikii — jejich elektroforetické chovani je obdobné jako 1-hydroxy-
anthrachinonu, a na ostatni, které maji jednu hydroxylovou skupinu v poloze 2. Jejich
elektroforetické chovani je pak podobné 2-hydroxyanthrachinonu. Diky témto
podobnym pseudoefektivnim pohyblivostem v ramci jedné skupiny nebylo mozné
rozdélit tyto latky ve smési. Podafilo se rozdélit jen latky, jejichz pohyblivosti jsou
dostateéné rozdilné. Na obrazku 20 je pro nazornost uveden zdznam meéfeni smeési
slozené z1,5-10% mol-dm™ roztoku 1-hydroxyanthrachinonu (2) a 2-hydroxy-

anthrachinonu (1).
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Obr. 20 Identifikace latek ve smési. (1) 1,5 - 10 mol - dm™ roztok 2-hydroxyanthrachinonu, (2)
1,5 - 10 mol - dm™ roztoku 1-hydroxyanthrachinonu; 0,01 mol - dm™ vodny roztok boratového
pufru (pH 9,7) s 2,0 - 102 mol - dm™ SDS, davkovani 2 - 10® Pa po 10 s, napéti 20 kV,
A =250 nm, T=30 °C, proud 44 pA.
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Z dosazenych vysledki vyplynulo, Ze pro identifikaci a naslednou kvantifikaci
studovanych analyti se nejlépe osvédCily nasledujici experimentalni podminky:
0,01 mol - dm’ vodny roztok tetraboritanu sodného o pH 9,7 s 0,02 mol - dm™ SDS,
napéti 20 kV; detekce pii 4 =250 nm, davkovani 2 - 10° Papo dobu 10s.

4.4 KVANTIFIKACE

Z asovych dvodi byla kvantifikace provedena pouze pro derivat
2-hydroxyanthrachinon za vySe uvedenych experimentdlnich podminek. Vzhledem
k problematické rozpustnosti hydroxyderivati anthrachinonu musela byt navazka
(0,68 mg) pevného 2-hydroxyanthrachinonu nejprve rozpusténa v 10 ml acetonitrilu a
poté byla doplnéna separacnim pufrem (0,01 mol - dm™ vodného roztoku tetraboritanu
sodného o pH 9,7 s 0,02 mol - dm™ SDS) na celkovy objem 30 ml. Z takto pfipraveného
zasobniho roztoku 2-hydroxy-anthrachinonu o koncentraci 1,0 - 10 mol - dm™ byly
pfipraveny jednotlivé koncentrace fedénim tak, aby byl ve vysledném vzorku pfitomen

acetonitril v poméru 33/67 (v/v) acetonitril / separacni elektrolyt.

Kalibraéni zavislost byla promé&fena v koncentraénim rozsahu 1-10°-
8 - 10° mol - dm™ pii nasledujicich experimentalnich podminek: 0,01 mol - dm™ vodny
roztok tetraboritanu sodného o pH 9,7 s 0,02 mol - dm™ SDS, pii napéti 20 kV, detekce
pfi A =250 nm, davkovani 2 - 10° Pa po dobu 10 s. Metodou linearni regrese (software
Origin 6.1) byla zpracovéana jak vySka, tak plocha jednotlivych pikti. Kazdy bod
kalibra¢ni kifivky byl proméfen Sestkrat a do grafu byla vynesena jeho priméma

hodnota. Kalibra¢ni parametry byly ziskany jak z vysky, tak i z plochy piku.

Na obrazku 21 je uvedena kalibra¢ni zéavislost ziskana z vysky piku a na obrazku
22 zavislost koncentrace analytu na plo$e piku. V obou obrazcich jsou usekami
vyznaceny smérodatné odchylky jednotlivych hodnot, ¢arkované je ohranicena oblast

pétiprocentni chyby od line4drni aproximace.
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Obr. 21 Kalibraéni zavislost vysky piku na koncentraci 2-hydroxyanthrachinonu; 0,01 mol - dm” vodny
roztok tetraboritanu sodného o pH 9,7 s 0,02 mol - dm™ SDS, pii napéti 20 kV, detekce pti
A =250 nm, davkovani 2 - 10° Pa po dobu 10 s.
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Obr. 22 Kalibraéni zavislost plochy piku na koncentraci 2-hydroxyanthrachinonu; 0,01 mol - dm™ vodny
roztok tetraboritanu sodného o pH 9,7 s 0,02 mol - dm™ SDS, pfi napéti 20 kV, detekce pfi
A =250 nm, davkovani 2 - 10° Pa po dobu 10 s.
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Kalibraéni  zavislost je linearni v koncentrainim rozmezi 1-107°-
-8-10° mol - dm™. Vypoc&itané parametry regresni analyzy jsou uvedeny v tabulce 7,
ze které je patrné, Ze lepSiho korelacniho koeficientu bylo dosazeno vyhodnocenim
vysek pikd.

Tab. 7 Parametry kalibra¢nich kfivek pro vysku a plochu piku v zavislosti na koncentraci

2-hydroxyanthrachinonu; 0,01 mol - dm? vodny roztok tetraboritanu sodného o pH 9,7
s 0,02 mol - dm™ SDS, pfi napéti 20 kV, detekce pii A = 250 nm, davkovani 2 - 10° Pa po dobu

10 s.
odezva smérnice pfimky k priseéik s osouy q  korelaéni koeficient r
vyska 0,7226 10° AU mol™* dm® -0,0294 10~ AU 0,9999
plocha  2,022510°AUsmol" dm®  -0,121010°AU s 0,9986

Mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ) byly vypoéitany z regresni
rovnice pro vySku piku jako trojnasobek (3c), resp. desetinasobek (10c) primémé
vychylky $umu zakladni linie. Vypo&tené hodnoty jsou: LOD =1,0 - 10° mol - dm™ ;
LOQ=2,6-10°mol - dm>.
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5 ZAVER

Pro separaci analyzovanych latek, mono-, di- a trihydroxyderivati
anthrachinonu, byly pouZity metody kapilarni zénové elektroforézy (CZE) a micelarni

kapilamni elektroforézy (MEKC).

M¢éfeni byla komplikovana jednak Spatnou rozpustnosti hydroxyderivati
anthrachinonu, jeZz zpdsobila neprichodnost kapilary, tak i problémy s vlastnimi
separacnimi kapilarami, jejichZ polyimidovy povrch se stal pii dlouhodobém méfeni
vodivym, ¢imZz dochazelo k nekontrolovatelnému nardstu prochazejiciho proudu
kapilarou. Kapilara musela byt n€kolikrat ménéna a polyimid z povrchu kapilary ve
vstupni ¢asti byl odstranén. Pies tyto velké obtiZze byly nalezeny optimalni podminky

jak pro separaci analytd, tak pro kvantifikaci.

Pro separaci analyti v CZE je dllezité, aby studované analyty byly nabité a
nemigrovaly tak spolecné s elektroosmotickym tokem. Proto bylo nutné pracovat
v zakladnim elektrolytu o vysoké hodnoté¢ pH (~10). Za experimentalnich podminek:
0,01 mol - dm™ vodny roztok tetraboritanu sodného o pH 10,1; davkovani tlakem
2-10° Pa po dobu 10s; napéti 20 kV; detekce pfi vlnové délce 250 nm, migrovaly
vSechny derivaty anthrachinonu do 17 minut. Pfi téchto podminkach se podatilo rozdélit
1 smésné vzorky, obsahujici aZ Sest analytti s dostateéné vysokym rozliSenim (v rozmezi
2,9 - 31,2) s vyjimkou castecné koeluce 2-hydroxyanthrachinonu a 1,2-dihydroxy-

anthrachinonu.

V micelarnim systému se zakladnim elektrolytem 0,01 mol - dm™ vodnym
roztokem tetraboritanu sodného o pH 9,7 byl proméfen vliv koncentrace SDS na
elektromigracni chovani analytli. Bylo zjiSténo, Ze zatimco migrace se s rostouci
koncentraci SDS vyznamné€ nemeéni, pii nejvy$si proméfované koncentraci SDS
(0,02 mol - dm™) poskytuji studované analyty nejcitlivéj$i odezvu v disledku vyssi
rozpustnosti analytl, coZ je vyhodné pro kvantifikacni ucely.

PH experimentalnich podminkach: 0,01 mol - dm™ vodny roztok tetraboritanu

sodného o pH9,7 50,02 mol-dm> SDS, napsti 20kV, detekce pfi A=250nm,
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davkovani 2-10°Pa po dobu 10s, byly identifikovany i 1,5- a 1,8-dihydroxy-
anthrachinon, které byly velmi obtiZzné detekovatelné v kapilarni zonové elektroforéze.

Z hlediska elektroforetického chovani lze studované derivaty rozdélit do dvou
zékladnich skupin. Prvni skupinu tvofi latky, jejichZ elektroforetické chovani je
obdobné jako 1-hydroxyanthrachinonu (maji vSechny hydroxylové skupiny v tésné
blizkosti chinoidnich kyslikii), a druhou skupinu tvofi ostatni latky, jejichZ
elektroforetické chovani je podobné 2-hydroxyanthrachinonu (maji jednu hydroxylovou
skupinu v poloze 2). Diky témto podobnym pseudoefektivnim pohyblivostem v ramci

jedné skupiny nebylo mozZné rozdélit tyto latky ve smési.

V micelarnim systému (0,01 mol - dm™ vodny roztok tetraboritanu sodného o
pH 9,7 50,02 mol - dm™ SDS, napéti 20 kV, detekce pfi 4 =250 nm, davkovani
2-10°Pa po dobu 10s) byla proméfena kalibradni zavislost pro 2-hydroxy-
anthrachinon. Byl uréen linearni dynamicky rozsah (1,0 - 10°—8,0 - 10" mol - dm?),

mez detekce 1,0 - 10° mol - dm™ a mez stanovitelnosti 2,6 - 10° mol - dm™.

Zavérem lze fici, Ze metoda CZE poskytuje ucinnéjsi separaci latek ve smési pii
pH vyssim neZ je pK jednotlivych analytti (pH~10) na zaklad€ rozdilnych efektivnich
pohyblivosti. Metoda MEKC je vyhodné€j§i pro kvantifikaci latek, diky vyssi
rozpustnosti hydroxyderivati anthrachinonu v micelarnim systému, a tim 1 vys8i

citlivosti.
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