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ANOTACE

Diplomova prace se zaméfuje na separaci porfyrinovych barviv pomoci kapilarni
elektroforézy. Nejprve byla provedena optimalizace podminek a byly urCeny migracni
charakteristiky vzorku sodné soli méd’natého komplexu chlorofylinu a standardnich latek ve
vybranych elektrolytech. Byl zkouman vliv sloZeni elektrolyti, pH a dalSich parametrt na
separaci vzorku. ldentifikace latek ve vzorku byla provedena na zakladé shody migra¢nich ¢asi
a UV spekter.

KLICOVA SLOVA

Porfyrinova barviva, sodna sil méd’natého komplexu chlorofylinu, chlorin es, chlorin ey,

kapilarni elektroforéza, MEKC

TITLE

Separation of porphyrin dyes using capillary electrophoresis

ANNOTATION

The diploma thesis is focused on the separation of porphyrin dyes using capillary
electrophoresis. At first the separation conditions were optimized and migration characteristics
were determined for the sample of sodium copper chlorophyllin and standard substances in
selected electrolytes. The effects of composition of electrolytes, pH and other parameters on
sample separation were investigated. Compounds in the sample were identified using migration

times of standards and UV spectra.

KEY WORDS

Porphyrin dyes, sodium copper chlorophyllin, chlorin es, chlorin es, capillary

electrophoresis, MEKC
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UVvoD

Porfyrinova barviva se fadi mezi ptirodni barviva, ktera maji vyuziti hlavné pii dobarvovani
riznych potravin. Maji za kol zlepsit jejich barvu a ovlivnit tak spotiebitele. Existuje nékolik
druhti téchto barviv, av8ak pro tuto praci jsou primarni barviva chlorofylova, jejichz hlavnim
znakem je porfyrinovy kruh. Tato barviva se déli podle své rozpustnosti. Mezi barviva rozpustna
Vv tucich se fadi chlorofyly a jejich méd’naté komplexy a mezi barviva rozpustna ve vod¢ patii
jejich derivaty - chlorofyliny. Méd'naté komplexy chlorofylti a chlorofylint jsou stabilngjsi diky
zameéneé hoiciku za méd’ uprostted porfyrinového kruhu. Nejznaméjsi komeréné dostupnou soli
pouzivanou k dobarveni potravin je sodnd stl méd’natého komplexu chlorofylinu (SCC). Tato
sul je podle Evropské unie znacena kodém E 141 a sklada se z n¢kolika derivati oznaGovanych
jako chloriny. Mezi nejznaméjsi chloriny patii chlorin es, chlorin es, feoforbid a, rhodin g7,

protoporfyrin IX a jiné.

Mezi vyznamné vlastnosti téchto barviv se fadi jejich antioxidacni, antiklastogenni,
antikarcinogenni a antimutagenni G¢inky. K analyze téchto barviv se nejcastéji vyuziva HPLC
a CE s UV detekci nebo ve spojeni s MS detekci.

Diplomova prace se zabyva optimalizaci podminek a separaci soli SCC hlavné pomoci
micelarni elektrokinetické chromatografie. Zamétuje se také na identifikaci dostupnych
standardu v soli SCC pomoci podobnosti UV spekter a naméfenych migracnich ¢ast, ze kterych

byly ur¢eny zdanlivé pohyblivosti latky.
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1  TEORETICKA CAST

1.1 Potravinova barviva

Potravinova barviva neboli pigmenty urcuji specifickou barvu v bunkach, kterd je dana
selektivni absorpci svétla. Barviva poskytuji potraviné lakavéjsi a syt&jsi barvu, ktera
u spotiebitele vyvola zajem o zakoupeni produktu. V poslednich letech je povoleno zna¢né vétsi
mnozstvi barviv nez v minulych letech, proto je vhodné se o barviva alespon okrajové zajimat
a vybirat si ty potraviny, které obsahuji barviva bezpe¢nd. V Evropské unii se barviva znaéi na
obalu potraviny pomoci E-kodu, ktery je slozen z pismena E a trojmistného ¢isla. Seznam téchto

kodu a popis o0 jakou piidanou latku se jedna, je bézné k nalezeni na internetu nebo v odborné

literatuie.

Barviva lze rozdélit podle nékolika kritérii, nejbéznéjsi déleni je podle jejich ptivodu na tii
hlavni skupiny:

* Dbarviva pfirodni,

» barviva synteticka identicka s pfirodnimi,

= barviva synteticka.

Ptirodni barviva lze charakterizovat jako pftirozenou slozku potravin jak zivo¢isného, tak
1 rostlinného plvodu ovlivnénou genetickou dispozici daného organismu nebo jako soucast
organismi, mezi které se fadi fasy, houby, lisejniky a mikroorganismy, z nichz se pigmenty
ziskavaji v ptivodnim stavu. Mezi ptirodni barviva lze tadit barviva ziskana technologickymi
procesy z ptirodnich surovin (napt. karamel), méd’naté komplexy chlorofyld a chlorofylint. Tyto
komplexy se v pfirod¢ nevyskytuji viilbec nebo v zanedbatelném mnozstvi. Také anorganické

pigmenty patii do skupiny ptirodnich barviv, napt. uhli¢itan vapenaty a n¢které oxidy kovu.

Synteticka barviva identicka s pfirodnimi maji stejnou strukturu jako barviva pfirodni, ale
ziskavaji se chemickymi reakcemi. Synteticka barviva se vyrabéji z vysoce piecisténych ropnych
produktl a jejich sloZeni musi obsahovat minimalné 85 % cistého barviva, zbytek ptedstavuji
neCistoty (anorganické soli, slouceniny kovi a organické latky). Synteticka barviva maji na
rozdil od pfirodnich barviv sytéjsi barvu, jejiz odstin je staly a jejich chut’ a viin€ Vv potraviné
neni specificka. Jejich uplatnéni je vysoké, zejména diky nizké cené a vyssi stabilité oproti

barviviim pfirodnim [1, 2].
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1.1.1 Klasifikace pFrirodnich barviv

Ptirodni barviva se déli podle n€kolika riznych kritérii a to podle struktury, vyskytu
Vv biologickych materialech a dalsich vlastnosti jako je napf. rozpustnost ve vodé a tucich. Podle

struktury Ize rozpoznat tyto hlavni skupiny:

» dusikaté heterocyklické slouceniny - do této skupiny patii barviva odvozena od pyrrolu,
indolu, isochinolinu, pyrimidinu, purinu, pterinu, flavinu, fenazinu a fenoxazinu. Mezi
hlavni zastupce této skupiny patii hemova a chlorofylova barviva, melaniny a betakyany,

= Kkyslikaté heterocyklické slouceniny - tato skupina obsahuje zejména fenolové slouceniny
ahlavnim  zastupcem jsou flavonoidy a barviva odvozena od isochromenu
a xanthonu,

= fenoly a od nich odvozené chinony - zahrnuji hlavné oligomery a kurkuminoidy,

= terpenoidy - sem se fadi karotenoidy, iridoidy a jina barviva [1].

1.2 Tetrapyrroly

Tetrapyrrolova barviva patii mezi zastupce dusikatych heterocyklickych slouc¢enin. Nepatii
mezi velkou skupinou barviv, ale jejich vyznam a pusobnost jsou vyznamné. Struktura téchto
barviv obsahuje Ctyfi pyrrolova jadra, ktera mohou byt uspotfadana cyklicky (porfyrinova
barviva) nebo linearné (bilinova barviva). V cyklickych tetrapyrrolech jsou pyrrolova jadra
spojena pomoci methinovych mustkt (v poloze o) v tetrapyrrolovy neboli porfyrinovy kruh. Jak
cyklicka, tak i linearni barviva obsahuji konjugovany systém dvojnych vazeb, ktery je

zodpovédny za barevnost molekuly.

Tato prace je zaméfena na analyzu porfyrinovych barviv - chromofori, které se déli na dvé
zakladni kategorie metaloproteinti, a t0 na barviva zivocisnych tkani, tzv. hemova a barviva
rostlinnych pletiv, fas a mikroorganismi - chlorofylova. Porfyrinovych barviv a jejich

prekurzort je znamo 28. Jejich zakladni struktura je uvedena na obr. 1 [1, 2].

Obrazek 1: Zakladni struktura porfyrinovych barviv [3].
14



1.2.1 Chlorofyly

Chlorofyl je zelené piirodni barvivo nachézejici se ve vSech zelenych rostlinach, fasach,
mechu a nékterych bakteriich. Chlorofyly se v zivych bunkach nachazeji v chloroplastech na
membrané tylakoidu. Jeho celkova produkce za jeden rok ¢ini asi 1x10° tun. Chlorofyl ptisobi
jako katalyzator pfi jevu zvaném fotosyntéza. Fotosyntéza je jev, pii kterém se méni energie
svételného zafeni v energii chemickou. Chlorofyl se nachazi ve znaéném mnozstvi zelenych
rostlin a nejéastéj$im zdrojem tohoto barviva jsou kopfivy, vojtésky, trava a také petrzelova nat’.
Chlorofyl je také soucasti lidské stravy, napt. ve vinnych hroznech, $penatu, a jinych potravinach
[1,4-6].

Na trhu se vyskytuje smés zelenych barviv rozpustnych v tucich, chlorofyly (E 140)
a méd’naté komplexy chlorofylu (E 141). Takeé se vyskytuji barviva rozpustna ve vodg, coz jsou
derivaty chlorofylu - chlorofyliny (E 140) a méd’naté komplexy chlorofylint (E 141). Existuje
Sest riznych typt chlorofyli, chlorofyly a a b se vyskytuji ve vyssich rostlinach, chlorofyly c, d,
e a nov¢jsi typ f se nachazeji v fasach a piibuzné bakteriochlorofyly se vyskytuji v bakteriich.
Z potravinarského hlediska patfi mezi nejvyznamngjs$i chlorofyl a a chlorofyl b. Jejich
pfitomnost Vv rostlindch je pfiblizn¢ v poméru 3:1. Chlorofyl je tvofen substituovanym
tetrapyrrolovym fetézcem s chelatové navazanym centrdlnim atomem hoiciku ve formé iontu
Mg?*. Struktura chlorofylu a a b s jejich substituenty R je na obrazku 2. Tyto dva typy chlorofylu
se lisi substituenty na tetrapyrrolovém jadfe, chlorofyl a ma navazanou methylovou (-CHzs)
skupinu, zatimco chlorofyl b aldehydickou (-CHO) skupinu. Piiklady dalSich chlorofyla jsou

uvedeny rovnéz na obr. 2.

Chlorofyl a je tézko ziskavan z ptirodnich zdroji, jedné se o drahy proces a ziskany produkt
ma nizkou stabilitu. Oproti chlorofylu b, ktery je zeleny, se lisi také zbarvenim do modrozelena.
Mezi produkty rozkladu a biosyntézy chlorofylu, které jsou také slozkami potravin, se fadi
feofytiny, chlorofylidy a feoforbid [1, 6 - 11].
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Obrazek 2: Chlorofylova barviva a, b, c1, ¢z, ¢s3, d [11, 12].

1.2.2 Degradace chlorofylu

K degradaci chlorofylovych barviv dochazi pti vétSiné technologickych procest a pfi
skladovani potravin. Degradaci ovliviiuje teplota, svételné a ionizujici zafeni a ptitomnost

kyselin a enzymu.

V rostlinné tkani se chlorofyl uvoliluje z bilkovinného komplexu a nasledné se eliminuje
fytyl a poptipadé probiha feofytinizace. Transformace chlorofylu na feofytiny je jednoduchym
procesem, kdy slabé kyseliny postacuji k vyvolani ztraty atomt hoi¢iku z porfyrinovych kruht
a umoznuji jeho nahrazeni vodikem. Feofytin vykazuje matné¢ hnédou barvu a proto neni vhodny
jako potravinaiské barvivo. Zatimco pokud feofytin tvoii komplex s médi (Cu?*), zinkem (Zn?"),
niklem (Ni?*) nebo Zelezem (Fe®") misto hoi¢iku (Mg?"), tak je tato forma vysoce stabilni s jasné
zelenou barvou nebo lehce odlisnou podle pouzitého kovu. Nejzndméj$imi komplexy a také

v Evropské unii povolenymi barvivy jsou médnaté komplexy chlorofylti a chlorofylint.

Degradacni proces chlorofylu mize probihat také oxidaci na chloriny, coz vede k produkci
bezbarvych produkti. Dalsi reakci je enzymatickd demetalizace, kdy dochazi piisobenim enzymu
chlorofylazy ke ztraté fytylové skupiny a chlorofyl je pifeveden na chlorofylid. Okyselenim lze
chlorofyl hydrolyzovat az na feoforbidy. Na obr. 3 je vyobrazeno schéma degradace chlorofylu
[1,4,6,11,13-15].

16



Hydrolyza Hydroljza
CHLOROFYL - - CHLOROFYLID CHLOROFYLIN

S -fytol
(Chlorofyl hofe¢naty) fyto (Feoforbid hofecnaty) - CHs (Feoforbin hofecnaty)

(Feofytin hofeénaty)
(Fytyl chlorofylid) \ Derivity s Mg
Ethyl chlorofylid
|
Mg *H*g -Mg - Mg
Ethyl feoforbid
Hydrolyza
\ Y
| B ,
Hydrolyza Hydrolyza

_ Alkalizace  chlorin e6

- _
FEOFYTIN Fyial FEOFORBID|———— FEOFORBIN ™ + rhodin g7
(Fytyl feoforbid) | (Chlorofylin) (Chlorofylin)
+ (I.u +Cu +Cu + (u
FEOFYTIN Hydrolyza l Hydrol+- i i
) ., 3 ) 3 ydrolyza — -
MEDNATY o » |FEOFORBID| | FEOFORBIN MEDNATY
(Chlorofylin méd'naty) ¢ MEDNATY - CH3 (Chlorofylin méd'naty) (Chlorofylin médnaty)

Obrazek 3: Degradace chlorofylu [8].

1.2.3 Méd’naté komplexy chlorofyla a chlorofylint

Tyto ptirodni komplexy jsou oznacovany na obalu potraviny jako barviva s kodem E 141.
Médnaté chlorofyliny jsou ziskavany zmydelnénim chlorofylu v alkalickém prostiedi hydroxidu
sodného (NaOH). Tim dojde k otevieni isocyklického kruhu, odstranéni fytylové skupiny
a vzniku sodné soli. Poté je hofeCnaty iont nahrazen méd’natym iontem a stdva se z néj
stabilngjsi komplex. Komer¢né nejznaméjsi sodna sl méd’natého komplexu chlorofylinu (SCC),
se sklada znékolika derivati tohoto komplexu. Mezi tyto derivaty se fadi hlavné
Cu(ll) feoforbid a, Cu(ll) chlorin es, Cu(ll) chlorin es, Cu(ll) rhodin g7 [9, 11, 14].

1.2.4 Chloriny

Chloriny jsou derivaty chlorofylu a fadi se mezi zakladni fotosyntetické pigmenty. Jsou to
neutralni, rozmérové velké a vysoce hydrofobni molekuly. Chlorinové derivaty obsahuji
redukovanou dvojnou vazbu v jedné B-poloze jednoho pyrrolového kruhu. Takovato strukturni
modifikace absorbuje zafeni v modré a cervené oblasti UV-VIS spektra okolo hodnot 405 nm
a 660 nm. Chloriny maji vys$§i absorpéni maximum nez ostatni molekuly porfyrinového typu,

a proto tyto latky nachdzeji uplatnéni pii 1écbé rakoviny. Nékteré chloriny byly schvéleny a jsou
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pfidavany do 1¢ku (injekci), které se pouzivaji hlavné pii 1é€eni ocnich vad a nemoci.

Obr. 4 znazortuje strukturni vzorce chlorint vyskytujicich se hlavné v SCC [16 - 18].

CH;

Z

|
- - COOH

A
| CH,COOH [ CH,COOH
COOH COOH
Cu isochlorin es Cu chlorin es

>\
K COOCH3 O r COOH |
COOH COOH COOH
Cu feoforbid a Cu chlorin ps Cu rhodochlorin
CH
s Ha

HsC

HC—

COCOOH

COOH COOH COOH
Cu pyrofeoforbid a Cu purpurin 7 Cu rhodin g-

Obrézek 4: Struktury chlorinovych bazi vyskytujicich se pievazné v sodné soli méd’natého komplexu
chlorofylinu [11].
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1.2.5 Vyuziti porfyrinovych barviv

Chlorofylova barviva se v potravinaistvi vyuzivaji pfedevS§im k barveni riznych druhu
téstovin, napoji (hlavné dzust), sladkosti, polévek, jogurth a mrazenych zmrzlin. Dale se
chlorofylova barviva nebo jejich degradacni produkty (napt. feofytiny) pifidavaji do raznych
doplnika stravy nebo hubnoucich suplementi jak ve formé praska, tak i tablet. Podle Hynstové
a kol. [19] ve vSech zkoumanych vzorcich suplementi (14) pievazovalo mnozstvi chlorofylu a
nad chlorofylem b, coz také odpovida faktu, Ze ptfitomnost téchto barviv v rostlinach je 3:1, jak

jiz bylo zminéno vyse. Tato barviva jsou povolena k dobarvovani potravin téméf po celém svéte.

Bylo zjisténo, Ze méd’naté komplexy chlorofyli vykazuji antioxida¢ni G€¢inky a chrani bunky
pied oxidativnim stresem a pied pusobenim reaktivnich sloucenin Kysliku generovanych radiaci.
Tato potencionalni bioaktivita muze snizit riziko vzniku nékolika chronickych onemocnéni.
Mezi dal$i vyznamné Uc¢inky pii 1écbé nemoci patii také antiklastogenni, antimutagenni

a antikarcinogenni U¢inky.

M¢édnaté komplexy chlorofylli nasly své uplatnéni jako ptfidavek do Zvykacek. Médnaté
komplexy chlorofyll se nelegalné pridavaji do olivovych oleju kvili jejich dobarvovani a je tedy
kladen daraz na kontrolu jejich pfitomnosti v téchto olejich. Mnoho spotiebitelil ocefiuje tmavé
zelenou barvu olivového oleje (hlavné panenskych olivovych oleji). Olivovniky obsahuji zeleny
pigment rostlin (chlorofyl), ktery ovliviiuje barvu. Panenské olivové oleje se vyrab&ji pouze
mechanicky nebo pomoci fyzikalnich prostfedkd, avSak bez pouziti chemickych latek nebo
pusobeni tepla. Pro lepsi zabarveni oleje se vyuziva vyssi mnozstvi nezralych oliv a pridani listd
olivovniku. Méd'naty komplex chlorofylu je stabilngjsi nez chlorofyl vi¢i pusobeni svétla, tepla
a dalSim oxida¢nim procesim. Pfitomnd méd’ v porfyrinovém kruhu ovliviiuje elektroforetickou
mobilitu a néslednou separaci pfirodnich a méd’natych chlorofyli ve smési. Dalsi uplatnéni

nachézeji chlorofylova barviva v kosmetickém pramyslu [1, 16, 19, 20].
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1.3  Elektromigracni techniky

1.3.1 Kapilarni elektroforéza (CE)

Kapilarni elektroforéza je jednou z elektromigracnich separacnich technik, pro které je
charakteristicky pohyb vzorku separaénim prostorem (kapilarou). Plsobenim stejnosmérného
elektrického pole dochazi k vzajemné separaci nabitych ¢astic vzorku v zavislosti na jejich
rozdilné pohyblivosti. Jestlize ¢astici nesouci naboj Q ovliviiuje elektrické pole o uréité intenzité
E, tak na ni plisobi sila Fi1, kterd uvede ¢astici do pohybu. VUcéi této sile stoji odpor prostiedi,
ktery je oznacen jako sila F; a ta je pfimo umérna rychlosti naboje. Smér ptsobeni sily F1 na
Castici ovliviluje znaménko naboje, proto se kationty pohybuji smérem k zdporné nabité
elektrodé (katod¢€) a anionty ke kladné nabité elektrod¢ (anod¢€). Pokud dojde ke stavu, kdy jsou

ob¢ sily v rovnovaze, Ize dopocitat ze znamych udajt rychlost ¢astice [21 - 23]:

Fi=0QE 1)
Fb=—6-nm'nrv=-k-v (2)
v=%-E=y-E=u-% (3)

kde: Q = néboj, E = intenzita elektrického pole, # = dynamicka viskozita, r = polomér iontu,
k = konstanta, v = elektroforetickd rychlost, p = elektroforetickd pohyblivost, U = napéti,

| = délka kapilary.

Dulezitym jevem kapilarni elektroforézy je objemovy tok kapaliny kapilarou, ktery se
nazyva elektroosmoticky tok (EOF). V kapilarni elektroforéze se nejéastéji pouziva kapilara
z taveného oxidu kifemicitého, povrch vnittku této kapilary obsahuje ionizovatelné silanolové
skupiny (-SiOH), které jsou v kontaktu s pouzivanym pufrem. Tyto silanolové skupiny jsou
snadno disociovatelné, ¢imz sténa kapilary ziska negativni naboj. Proto, kdyz je kapilara
naplnéna pufrem pfitahuje zdporn€ nabitd sténa kapilary pozitivn€ nabité ionty pufru. Timto
vznikd elektrickd dvojvrstva, ktera tvoii u stény kapilary elektrokineticky potencial (C - zeta

potencial). Tento proces popisuje Sterntiv model elektrické dvojvrstvy (obr. 5).

KdyZ je na kapilaru aplikovano napéti, kationty v diftzni vrstvé migruji smérem ke katode
a vlivem tfeni se pohybuje také cely obsah kapilary. Elektroosmoticky tok je hlavné ovliviiovan
pH pufru. Pii pH vétsi nez 9 jsou silanolové skupiny kompletné disociovany a elektroosmoticky
tok je nejvétsi. Zatimco pii pH nizSim nez 4 je elektroosmoticky tok nevyznamny, jelikoz

ionizace silanolovych skupin je velmi mala.
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Data ziskana pomoci kapilarni elektroforézy znazortiuje elektroforegram, coz je graf, ktery
popisuje zavislost detekéni odezvy na migracnim case. Bézny elektroforegram ilustruje to, ze
nejkratsi migracni Casy maji kationty, potom neutralni latky a nejdelsi ¢as odpovidd aniontim.

Toto se ovSem u nékterych elektroforetickych metod 1isi [24 - 26].

Sténa Kkapilary

V
'
'
z H H
: 4_—K:— Difizni vrstva

Sternova (pevna) vrstva

Obrazek 5: Sterniiv model elektrické dvojvrstvy [24].

1.3.2 Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

Kapilarni zonova elektroforéza patii mezi nejuniverzalngjsi a nejoblibenéjsi elektroforetické
metody. Vzorek je nadavkovan do separacniho prostiedi, které tvoti kapilara naplnéna vhodnym
zakladnim elektrolytem (BGE). Separace je zalozena na migraci elektricky nabitych latek
(molekuly, ionty) v kapilafe, na niz je vkladano napéti (30 kV). Béhem migrace dochazi

k separaci jednotlivych komponent analytu a déli se do jednotlivych zon [21, 23, 27].

Kapilary byvaji nejcastéji zhotoveny z kifemene a kvili zvySeni mechanické odolnosti byvaji
z vnéjsku pokryty vrstvou polyimidu. Primér kapilary byva zpravidla 50 — 100 um a jeji délka
v rozmezi 20 — 100 cm. Béhem analyzy jsou oba konce kapilary ponoieny do elektroforetickych
nadobek se zakladnim elektrolytem. Davkovany objem vzorku je v jednotkach nl. VVzorek Ize na
vstupni konec kapilary davkovat tlakem (hydrodynamicky) nebo napétim (elektrokineticky).
Davkovani tlakem je opakovatelnéjsi a pouziva se Castéji nez davkovani napétim. K detekci
muze dochazet bud’ v kapilafe, nebo za kapilarou. Pokud je mérna cela detektoru soucasti
separani kapilary, tak je tfeba z kapilary odstranit ochrannou vrstvu polyimidu, aby mohl

paprsek ze zdroje projit pies kapilaru s roztokem na detektor. Mezi nejpouzivanéjsi detektor patii
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spektrofotometricky UV/VIS detektor. Dalsimi dostupnymi detektory jsou fluorescenéni,

vodivostni nebo hmotnostni.

Mezi vyhody kapilarni zonové elektroforézy patii vysoka separacni ucinnost, nizké hodnoty
meze detekce, rychlost analyzy a mala spotieba vzorku a elektrolytu. Nasledujici obr. 6 graficky
popisuje zakladni schéma pfistroje pouzivaného pro kapilarni zonovou elektroforézu [21, 23 -
25, 28, 29].

Zpracovini dat

Kapilara
Anoda
Katoda :

Detektor

Niadobky s pufrem

Zdroj napéti

Obrazek 6: Zakladni schéma p¥istroje CZE [24].

1.3.3 Micelarni elektrokinetickd chromatografie (MEKC)

Béhem poslednich let je micelarni elektrokinetickd chromatografie fazena mezi ptijatelné
a spolehlivé analytické metody a je pouzivana pro velké mnozstvi latek v rutinni analyze. Tato
metoda je povazovana za jednu z nejmladsich elektromigra¢nich metod a byla poprvé
ptredstavena profesorem S. Terabem a jeho spolupracovniky béhem roku 1984 [30]. MEKC
vyuziva pii separaci dvou jevi. Prvnim jevem je elektroforéza a elektroosmoéza pod souhrnnym
nazvem elektrokineticky jev a mezi druhy patii princip chromatografie. Micelarni
elektrokinetickd chromatografie se vyuziva nejen pro analyzu neutrdlnich latek, ale také pro

analyty obsahujici ndboj. K separaci dochazi na zakladé rozdilné distribuce analytu mezi dvé
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faze — micelérni a zakladni elektrolyt (BGE). Léatky, které silngji interaguji s micelami, maji

vyss§i retenéni (migracni) ¢as oproti latkam, jejiz interakce s micelami jsou slabsi.

Pfidanim tenzidu (povrchové aktivni latky) do zékladniho elektrolytu o koncentraci vyssi
nez je kriticka micelarni koncentrace (CMC) daného tenzidu, dochazi ke shlukovéani tenzidu do
micel. Tenzidy jsou latky, které vykazuji jak hydrofobni, tak i hydrofilni charakter. Hydrofobni
(nepolarni) ¢ast molekuly je tvoiena alkylovym fetézcem a tato Cast je sméfovana do stiedu
micely. Hydrofilni (polarni) ¢ast tenzidu je tvotfena funkéni skupinou, ktera mize nést naboj, a je
na povrchu micely. Na obr. 7 je zobrazena struktura micely.

HYDROFILNI
SKUPINA

¥

Obrazek 7: Struktura micely [24].

HYDROFOBNI
SKUPINA

Nejcastéji pouzivanou povrchové aktivni latkou v MEKC je dodecylsiran sodny (SDS).
Micely SDS maji zaporny naboj a migruji v opaéném sméru nez elektroosmoticky tok (EOF) a to
smérem k anodé (+). Z obr. 8 je patrné, ze nejdiive na detektor doputuji malé neutralni latky,
které se v micele nezadrzuji (napf. thiomocovina) a urCuji tak migracni ¢as EOF = to. Jako
posledni na detektor doputuji micely (migra¢ni ¢as micel = tm). Mezi témito dvéma Casy se

vyskytuje tzv. migra¢ni okno, ve kterém migruji vSechny ostatni latky vyskytujici se ve vzorku.

4 MIGRACNI OKNO
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tEOF tal laz tai ta4 tm

Migracni éas

Obrazek 8: Migraéni okno [24].
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Mezi dalsi zndmé surfaktanty pouzivan¢ v MEKC patii dodecylsulfonan sodny,
dodecyltrimetylammonium bromid (DTAB), cholat sodny nebo smési neionogennich latek.
V MEKC se kromé micel ptidavaji do roztoku i jiné latky jako napft. cyklodextriny (CD) a jejich
derivaty. Po piidavku CD do zakladniho elektrolytu probihd tzv. chiralni separace.
Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy tvofené bud’ Sesti (a-CD), sedmi (B-CD) nebo osmi
podjednotkami glukozy (y-CD) a maji n€kolik center chirality. CD jsou neutralni latky, které
v CZE po vzniku komplexu s nabitymi enantiomery snizuji migra¢ni rychlosti latek. V MEKC se
CD obvykle pouzivaji v kombinaci s anionickymi SDS micelami a dochazi k jejich solubilizaci.
Proto enantiomery, které tvoii stabilngj$i komplex s CD, se ve vétsi mife solubilizuji SDS

micelami a migruji pomaleji [24, 28, 30 - 35].
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1.4  Analyza porfyrinovych barviv

Analyza porfyrinovych barviv je provadéna nejcastéji pomoci HPLC, HPLC-MS, v mensi
mife také pomoci kapilarni elektroforézy. Kapalinova chromatografie probiha bud’ v systému
s normalnimi fazemi (NP-HPLC), nebo obracenymi (RP-HPLC). Jedna studie [4] zkoumala pét
komer¢né dostupnych vzorki sodné soli chlorofylinu (SCC) od riznych firem. Mezi tyto firmy
patii LKT Laboratories, Inc. z Minnesoty (1), ABCR GmbH & Co. KG z Némecka (2), Sigma-
Aldrich Denmark A/S z Danska (3), Indofine Chemical Company, Inc. z New Jersey (4) a Wako
Pure Chemical Industries, Ltd. z Némecka (5). Pro stanoveni latek vyskytujicich se v SCC byly
vyuzity standardy médnatych chlorinii (Cu chlorin e, €4, Cu isochlorin es, Cu pyllochorin,
Cu feoforbid a, Cu pyrofeoforbid a, chlorin ps) pochazeji z firmy Frontier Scientific, Inc. (UK).
K detekci byly pouzity dva typy detektori, detektor s diodovym polem a hmotnostni spektrometr
s chemickou ionizaci (APCI) a ionizaci elektrosprejem (ESI). Kolona YMC (Cso, 3 pm,
250x4,6 mm) byla vyhtata na 30 °C. Jako mobilni faze byly zvoleny:
A: methanol:voda:kyselina octova (90:10:0,5) a B: terc-butyl methylether:methanol:kyselina
octova (100:10:0,5). Priitok mobilni faze byl pouzivan 1,1 ml/min. Koncentra¢ni gradient byl
stanoven pro Ctyfi analyzy takto: 0-50% B (po dobu analyzy 30 min), 50-100% B (10 min),
100% B (5 min) a 100-0% B (5 min). Analyzované vzorky (celkem 5) o koncentraci 2,5 mg/I
byly rozpustény v methanolu a pted nadavkovanim ptefiltrovany. Pro detekci s diodovym polem

bylo davkovano 10 pl avsak pro hmotnostni spektrometr 100 pl.

Mezi naméfenymi chromatogramy jednotlivych vzorkd (obr. 9) byly jasné rozdily.
Chromatogramy vzorku 4 a 5 jsou podobné, jelikoz oba maji charakteristicky pik s velkou
odezvou okolo 20. min. Ve vzorku 3 je také dominantni pik kolem 20. minuty, ale od
pfedchozich se li$i minoritnimi latkami. U ostatnich vzorkd se jejich sloZeni vyrazné&ji lisi.
Pomoci MS bylo uréeno slozeni SCC vzorku a také pomoci standardt identifikovany jednotlivé
piky. U vzorku 1, 3 a 5 nebyla prokazéna velka degradace béhem méfeni a nejcastéji se v nich
vyskytovaly Cu chlorin eg, Cu chlorin pe a isochlorin es. Vzorky 2 a 4 byly béhem analyzy vice
degradovany a proto jejich komplex obsahoval vét§si mnozstvi porfyrinti. Pouze jeden ze vSech

péti vzorkt obsahoval Cu rhodin.
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Obrazek 9: Zaznamy jednotlivych vzorkia SCC [4].

Autor [14] se ve studii zroku 1944 zajimal jak o ptipravu ¢ist¢é SCC pomoci semi-
preparativni HPLC, tak i o rychlé a piesné stanoveni kazdé slozky SCC pomoci analytické
HPLC. Pro semi-preparativni HPLC byla pouzivana kolona Develosil ODS (10 um sféricky
oktadecyl silikagel, 25 cm x 3 cm L. D.) se smyckovym davkovacem (0,59 ml). Analyticka
HPLC byla realizovana na kolon¢ Inertsil ODS-2 (5um sféricky ODS, 250 mm x 4,6 mm I. D.)
a byl také pouzit injektor s davkovaci smyckou (20 pl). Teplota kolony byla nastavena na 35 °C.
Mobilni fazi byl methanol-voda (97:3) s ptidavkem 1 % kyseliny octové. Pritok mobilni faze byl
1,4 ml/min a vstupni tlak 5-10 MPa v zavislosti na zvolené mobilni fazi. Analyty byly nejcastéji
detekovany pomoci spektrofotometru pti vinové délce 407 nebo 423 nm a hmotnostni spektra
byla méfena spektrometrem s ionizaci pomoci bombardovani rychlymi atomy. Byly ptipraveny
zasobni roztoky 50 pg/ml standardi méd'natého chlorofylinu, utésnény a skladovany v temnu pii
teploté 5 °C. Vzorky komer¢né dostupnych méd'natych chlorofylinii sodné soli byly piipraveny
z 30 mg této soli, které byly rozpustény v 40 ml destilované vody, pH bylo upraveno pomoci
HCI. Poté byl tento roztok extrahovan 40 ml diethyletheru. V8echny roztoky vzorkd byly pied
davkovanim filtrovany. Obr. 10 znazoriuje separaci SCC s UV detekci pii 423 nm, tento
chromatogram obsahuje ¢tyti rozlisitelné piky, které byly uréeny jako rhodin g7, chlorin e,
chlorin e4 a feoforbid a, v tomto potadi. Bylo zjisténo, ze reten¢ni ¢asy chlorofylinu méd’natého
se snizuji s rostoucim poctem karboxylovych skupin, protoZe navazana karboxylovéa skupina na

porfyrinovém kruhu umoziuje vétsi interakci s mobilni fazi. Pomoci hmotnostni spektrometrie
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byly ve vzorku uréeny hlavné molekularni ionty M* chlorinu es (657 => M, 45%) a chlorinu es
(613 => M"*, 65%).

0 5 10 15 20

Retenéni éas/min

Obrazek 10: Retenéni ¢asy jednotlivych slozek vzorku SCC [14].

V tieti praci [36] je popsana separace chlorofylu ci, ¢z a jejich demetalizovanych forem
z Cerstvych hnédych fas (Undala pinnatifida z Japonska) pomoci micelarni elektrokinetické
chromatografie. Pigmenty z téchto fas byly extrahovany acetonem, tento extrakt byl protfepan
s petroletherem a nasycenym roztokem chloridu sodného kvuli odstranéni karotenoidu
a chlorofylu a. Chlorofyl ¢ byl pifeveden z vodné faze do ethylacetatu a ptecistén na koloné
s oktadecylsilikagelem jako stacionarni fazi v pouzité mobilni fazi methanol:voda (90:10). Smés
chlorofylu c1 a c2 byla ziskdna po odstranéni rozpoustédla z eluatu a rozdélena pomoci
RP-HPLC na chlorofyl c1 a chlorofyl c2. Demetalizaci téchto chlorofyli ptisobenim 1M HCI
byly ziskany feoporfyrin c1 a feoporfyrin c..

Pro micelarni elektrokinetickou chromatografii byl pouzivan pftistroj Jasco Model CE-800
CZE system vybaven kapilarou z taveného kiemene (70 cm x 50 um I D. x 375 um O. D.).
Do elektrolytu piipraveného z 20 mM N-cyklohexyl-3-aminopropansulfonove kyseliny (CAPS)
a 17 mM NaOH o pH 11 byl ptidan SDS a dimethylformamid (DMF) pro tvorbu micel. Napéti
vlozené na kapilaru mélo hodnotu 30 kV a teplota byla 25 °C. Latky byly detekovany pii
430 nm. Vlivem SDS v roztoku elektrolytu dochézi k tomu, Ze v8echny zkoumané latky jsou
detekovany v podobném case a nelze je poradné separovat. Pfidavek DMF k elektrolytu s SDS

zptisobuje lepsi rozdéleni.

V dalsi praci [20] autofi separovali méd’naty chlorofyl od ptirodniho chlorofylu a zkoumali
ptitomnost méd'natého chlorofylu v olivovém oleji pomoci kapilarni zénové elektroforézy s LiF
(laserem indukovanou) detekci pti 488 nm. Bylo zkoumano 15 vzorkd panenskych olivovych

oleju a 15 vzorkd rafinovanych olivovych olejt, vSechny pochazely z Italie a byly pied analyzou
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extrahovany. Standardy SCC a chlorofylu a, b izolované ze $penatu pochazely z Sigma-Aldrich.
Standardy byly pftipraveny v koncentraci 1000 mg/l v 80:20 aceton/voda. Vzorky byly
promé&iovany v zakladnim elektrolytu slozeného z boratového pufru (koncentrace 25 mM,
pH 8,6). Méfeni probihalo v kapilafe o praméru 75 um a celkové délce 50 cm. Ta byla pied
zacatkem analyzy promyta 0,1M NaOH a pfed kazdou analyzou pufrem. Bylo pouzivano
hydrodynamické davkovani (15 s), napéti 30 kV ateplota 25 °C po dobu méfeni 15 min.
Zvoleny detektor LiF umoznuje 1000x vyssi citlivost vzhledem k pfirodni fluorescenci
chlorofylu. Vzorky oleju byly analyzovany pied a po pfidani 10 pul SCC pro kazdy vzorek
(Cerstvy) 3x a také po n€kolika dnech. V cerstvych zkoumanych vzorcich olivovych oleji byl
SCC spolehlivé oddélen od ptirodnich chlorofyli a, b a také od nékolika degradacnich produktt

(feofytin a, b). Méteni vzorku po n€kolika dnech skladovani obsahovalo nejvétsi mnozstvi SCC,
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1 - chlorofyl b, 2 - feofytin b, 3 - feofytin b1, 4 - chlorofylin a, 5 - feofytin a, 6 - feofytin a1, 7- SCC
8 - chlorofyl b, 9 - degradacni produkty, 10 - chlorofyl a, 11 - SCC
Obrazek 11: Chromatogramy vzorku ¢erstvého a skladovaného oleje s piidavkem SCC [20].

Dalsi studie [16] popisuje separaci nékolika fotosyntetickych pigmentt — chlorofyli a jejich
derivatu a karotenoidti pomoci né€kolika metod kapilarni elektroforézy. Mezi pouzivané metody

se fadi MEKC, kapilarni elektrokineticka chromatografie (CEKC) a kapilarni elektroforéza
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v nevodném prostiedi (NACE). Vyuzivaly se kapilary s povlakem stény polymerem i bez
povlaku o priméru 75 um, celkové délce 57 cm a efektivni délce 50 cm. K detekci byl pouzivan
detektor s diodovym polem. Kapilara byla vytemperovana na teplotu 25°C a byla promyvana
nékolik minut t€émito roztoky: 1 M NaOH, MeOH a BGE. Vzorky pigmentt (B-karoten, lutein
a astaxantin z karotenoidi a chlorofyl a, b, methylester pyrofeoforbidu a a ethylester
methylpyroporfyrinu XXI z chlorofylovych derivat) byly rozpustény v MeOH v koncentracnim
rozmezi 0,1 — 1 mM. Jako BGE byl pfipraven 10 mM pufr (pH = 11) fosfore¢nanu sodného
s piidavkem 50% tetrahydrofuranu. Poté knému byly pfidavany rizné koncentrace SDS,
hyaminu, chloridu benzyldimethyltetradecylamonného (BDMTDA), bromidu
cetyltrimethylamonného (CTAB) a chloridu trikaprylmethylamonného (Aliquat 336). Nejlepsich
vysledkd bylo dosazeno pomoci metody NACE, kdy v BGE s pfidavkem MeOH:ACN:THF
(5:4:1) a 10 mM Aliquat 336 byly vSechny pigmenty odd€leny a snadno identifikovany kromé
chlorofylu a. Chlorofyl a byl nejlépe separovan pomoci CEKC v BGE s 20 mM Aliquat 336, ale

vSechny piky se vyskytovaly v podobném case.
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2  EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzita zarizeni

Pro analyzy byla pouzita kapilarni elektroforéza Agilent CE 7100 (Agilent, Palo Alto, CA,
USA) s UV-VIS detektorem. Toto zafizeni je vybaveno autosamplerem S padesati pozicemi pro
elektroforetické nadobky, kazetou s vhodnou kapilarou a zdrojem vysokého napéti. Propojenim
elektroforézy s pocitatem bylo mozné pomoci programu ChemStation Edition nastavit
podminky jednotlivych metod, sekvenci, spustit analyzu a vyhodnocovat naméfené vysledky.

Na obr. 12 je vyfocen pouzivany piistroj.

Chemikalie pro pfipravu roztokl byly navazovany na analytickych vahach Sartorius A200S
(GMBH Gottingen, Némecko). Pro tplné rozpousténi chemikalii byla pouzita ultrazvukova
lazen Bandelin electronic RK 100 (Berlin, Némecko). Hodnoty pH pouzivanych pufri byly

upravovany pomoci pH metru Orion (Boston, USA).

|

0 Aplest Technslogies R —

Obrazek 12: Kapilarni elektroforéza Agilent CE 7100.

2.2 Seznam pouzitych chemikalii

(2-hydroxypropyl)-B-cyklodextrin (HPBC) Fluka Chemika, Buchs, Svycarsko
(Mr ~ 1380 g/mol)

(2-hydroxypropyl)-y-cyklodextrin (HPGC) Fluka Chemika, Buchs, Svycarsko
(Mr ~ 1580 g/mol)
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B-cyklodextrin 98%
(Mr =1134,98 g/mol)

y-cyklodextrin 98%
(Mr =1297,14 g/mol)

Acetonitril LC-MS Chromasolv
(Mr = 41,05 g/mol)

Decylsiran sodny 99%
(Mr= 260,33 g/mol)

Deionizovana voda
(Mr =18 g/mol)

Dihydrogenfosforecnan draselny 99%
(Mr = 136,09 g/mol)

Dihydrogenfosfore¢nan sodny mohohydrat
99,6% (Mr = 137,99 g/mol)

Dodecylsiran sodny 98%
(Mr = 288,38 g/mol)

Hydrogenfosfore¢nan didraselny trihydrat
95% (Mr = 228,22 g/mol)

Hydrogenfosforecnan disodny dihydrat
99,5% (Mr =177,99 g/mol)

Chlorid hotfecnaty hexahydrat
(Mr = 203,31 g/mol)

Chlorid méd’naty dihydrat
(Mr = 170,48 g/mol)

Kyselina borita
(Mr =61,83 g/mol)
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Sigma-Aldrich, Némecko

Fluka Chemika, Svycarsko

Honeywell, Némecko

Fluka analytical, Sigma-Aldrich, Svycarsko

Cisténa pomoci zafizeni Milli-Q Reference

Merck, Némecko

Fluka Chemika, Buchs, §V}'Icarsko

J. T. Baker, USA

Sigma, Némecko

Fluka Biochemika, Némecko

Sigma-Aldrich, Némecko

Penta, Chrudim, CR

Penta, Chrudim, CR

Merck, Némecko



Kyselina o-fosfore¢na 85%
(Mr =98,00 g/mol)

Methanol LC-MS Chromasolv
(Mr = 32,04 g/mol)

Tetraboritan sodny dekahydrat
99,5 — 105,0% (Mr = 381,37 g/mol)

Thiomocovina

(Mr =76,125 g/mol)

Siran zine¢naty heptahydrat

(Mr = 287,54 g/mol)

VZOREK:
Sodné stl méd’natého komplexu

chlorofylinu - SCC (Mr = 724,15 g/mol)

Na obr. 13 se nachazi vzorec pouzivaného SCC.

HoC

H3C

HiC

CHs

Penta, Praha, CR

Sigma Aldrich, Némecko

Sigma-Aldrich, Japonsko

Lachema, Brno, CR

Penta, Chrudim, CR

Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA

CH; O

Obrazek 13: Vzorec sodné soli méd’natého komplexu chlorofylinu [37].

STANDARDY:
Feoforbid a (Mr = 592,69 g/mol)

Na obr. 14 je vzorec feoforbidu a.

OH © ‘

—0

o

Frontier Scientific, USA

Obrazek 14: Vzorec feoforbidu a [38].
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Chlorin e4 (Mr = 552, 663 g/mol) Frontier Scientific, USA

Na obr. 15 je vzorec chlorinu es.

OH

Obréazek 15: Vzorec chlorinu e4 [38].

Chlorin es (Mr = 596,673 g/mol) Frontier Scientific, USA

Na obr. 16 je vzorec chlorinu es.

Obréazek 16: Vzorec chlorinu es [38].

Protoporfyrin IX (Mr = 562,66 g/mol) Frontier Scientific, USA

Na obr. 17 je vzorec protoporyfrinu IX.

—

OH

OH

Obrazek 17: Vzorec protoporfyrinu 1X [38].
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2.3 Pracovni postup
2.3.1 Priprava kapilary

Experimentalni méfeni probihalo v kiemenné kapilafe potazené tenkou vrstvou polyimidu
(Agilent Technologies, USA). Pro prvotni méfeni byla pouzita kapilara o priméru 50 pm,
celkové délce 50 cm a efektivni délce (od zacatku po detekéni okénko) 42 cm. Nasledné byla

pouzivana kapilara o praméru 75 um, celkové délce 50 cm a efektivni délce 42 cm.

Ptiprava kapilary probihala nasledovné: nejprve byla pomoci keramického noze uiiznuta
potiebna délka kapilary, v misté detekéniho okénka byla opéalena vrstva polyimidu a jeji zbytky
byly vyciStény denaturovanym ethanolem. Takto pfipravena kapilara byla uchycena do kazety,
poté byly sefiznuty oba konce kapildry (vstupni i vystupni) na vhodnou délku, opaleny

a oCistény.
2.3.2 Proplach kapilary

Pied kazdou novou sekvenci byla kapilara promyvana 0,1 M roztokem NaOH po dobu
5 minut tlakem 935 mbar a nasledné deionizovanou vodou také 5 minut. Pied kazdou analyzou

se kapilara promyvala pomoci zakladniho elektrolytu.

2.3.3 Priprava zakladniho elektrolytu (BGE)

Vzhledem ktomu, ze byla provadéna optimalizace separacnich podminek, bylo
shrnuto v tab. 1 a 2. Zakladni elektrolyt byl tvofen boritanovym a fosfore¢nanovym pufrem, ke
kterému byly pfidavany dalsi slozky, napi. SDS, SDeS, acetonitril, methanol. Byl studovan i vliv
ptidavku Zn?* a Mg?* iontu do BGE. Tyto ionty se pfidavaly kvili odstranéni méd’natého iontu
z molekuly SCC. Takto piipravené elektrolyty byly odpipetovany vzdy po 1,5 ml pro kazdy
BGE do tii elektroforetickych nadobek. Nékteré elektrolyty nejsou v tabulce zahrnuty, ale jsou
zminény v Kapitole 3.3, protoze nebylo dosazeno separace/migrace latek pies detektor v Case

analyzy.

34



vvvvvv

a pridavka.
PRIDAVEK
ELEKTROLYT| PUFR ¢ (mMM) pH 1 2
1
2
3
4
5 SDS (8 mM) | 10% ACN
6 . i 1 mM B-CD
- boritanovy 25
8 ? SDS (20 mM) | 10 % ACN
9 1 mM B-CD
10
11 SDS (50 mM) | 10 % ACN
12 1 mM B-CD
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pufru a ptidavkd.

vvvvvv

PRIDAVEK
ELEKTROLYT PUFR ¢ (mM) pH 1 2
13 6
fosforecCnanovy
14 , 7
(sodny)
15 8
16 6
SDS
17 ! (20 mM)
18 8
19
20 10 % ACN
21 1mM B-CD
22
SDS 0
23 (5 mM) 10 % ACN
24 1ImM B-CD
25
SDS 0
26 8 mM) 10 % ACN
27 0 1mM B-CD
28
fosfore¢nanovy SDS 0
29 (draselny) (10 mM) 10 % ACN
30 ; 1mM B-CD
31
SDS 0
32 (20 mM) 10 % ACN
33 1ImM B-CD
34
SDS 0
35 (40 mM) 10 % ACN
36 ImM B-CD
37
SDS 0
38 (60 mM) 10 % ACN
39 1ImM B-CD
40
SDS 0
41 (80 mM) 10 % ACN
42 1ImM B-CD
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2.3.4 Priprava vzorku

Byl pfipraven zasobni roztok sodné soli méd’natého komplexu chlorofylinu o koncentraci
1g/l. SCC je tmavé zeleny prasek snadno rozpustny ve vod¢é. Vzorek byl rozpustén
Vv deionizované vod¢, vlozen na 3 minuty do ultrazvukové 14zné a po rozpusténi byl roztok SCC
doplnén po rysku. Tento zasobni roztok byl opatien parafilmem (Bemis, USA) a uchovén na
temném misté v lednici, aby bylo zabranéno pfistupu svétla a degradaci vzorku. Pro prvotni
analyzy byla pouzita koncentrace SCC 25 mg/l a 50 mg/l a poté byla koncentrace zvySena na

100 mg/l. Takto pfipravené roztoky byly pfevedeny do elektroforetickych nadobek.

2.3.5 Priprava standardi

Jednotlivé standardy byly pfipraveny odvazenim 1 mg do Sroubovaci 1ékovky a byly
rozpustény v 1 ml MeOH. Vzhledem k tomu, Ze standardy chlorintt neobsahovaly v komplexu
méd’, bylo potieba do roztoku ptidat Cu?* ionty. Proto bylo odvazeno 10 mg CuCls a rozpusténo
v 1 ml MeOH. Potom bylo k roztoku standardu piidano 30 ul roztoku CuCl.. Pro analyzy byly
vzorky dale fedény pouzivanym BGE. Vysledna koncentrace byla 50 mg/I.
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2.4 Podminky méreni
Nékteré podminky méfeni se liSily podle pouzivanych pufri a jejich pH.

Pro boritanovy pufr pfi pH 7, 8, 9 a fosfore¢nanovy (sodny i draselnv) pii pH 6, 7. 8 :

- teplota kapiléry: 25 °C

- davkovani vzorku a standard: 50 mBar/10 s

- vkladaneé napéti: 15, 20 nebo 25 kV v 0,1 min

- tlak: neplati pro v§echna méfeni, vétSina métena bez tlaku
10 mBar nebo 25 mBar v 0,1 min

- detekce: pii 405 nm

- doba analyzy: 20 nebo 30 min

Pro fosforeénanovy pufr pii pH 3:

- teplota kapilary: 25 °C

- davkovani vzorku: 50 mBar/10 s
- vkladané napéti: -20 kV v 0,1 min
- detekce: pti 405 nm

- doba analyzy: 20 nebo 30 min
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3  VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Boritanovy pufr pH 9

3.1.1 Standardy

V tab. 1 - 3 (ptiloha 1) jsou uvedeny primérné hodnoty naméfenych migracnich Casi
standardii (ze dvou méfeni). Ze vSech prumérnych hodnot migracnich Casi byla spocitana
zdanliva pohyblivost (viz tab. 4 - 6 pfiloha 1). Pro vypocet zdanlivé pohyblivosti ve vSech

nasledujicich odstavcich byla pouzita rovnice:

p= (@)
kde: p = zdanlivd pohyblivost, lg = efektivni délka, It = celkovd délka, U = napéti,
t = migracni/retencni Cas latky.

Poté byla vytvoirena zavislost zdanlivé pohyblivosti na koncentraci SDS. Z grafu 1 pro pufr s
ptidavkem SDS lze vidét, ze pfipraveny Cu chlorin es4 pfi vSech koncentracich (kromé 50 mM
SDS) obsahuje tii piky, které poukazuji na to, ze ne vSechen standard chlorinu es je pteveden do
komplexu s ptidanou médi. Z tohoto grafu je patrné, ze hodnota pohyblivosti ionta Klesa se
vzrustajici koncentraci SDS, coz se nezménilo ani po ptidavku 10 % ACN a 1 mM B-CD. Jedina
zména, ktera probéhla po ptidani 10 % ACN byla, Ze v Cistém pufru jsou dva piky a v pufru
s 8 mM SDS je navic ¢tvrty pik, ktery neni uveden v grafu z divodu nizkého rozliseni u dalsich
koncentraci (viz tab. 1, ptiloha 1). V pufru s piidavkem B-CD bez SDS nebylo mozné naméfit

migracni Casy tohoto standardu.

4.00E-08 Cu Chlorln e4 @ Chlorin e4 - pik 1
e=m== Chlorin e4 - pik 2
3.50E-08
=== Chlorin e4 - pik 3
%, 3.00E-08 -
- O Chlorin e4 - pik 1
>. (s 10 % ACN)
i= 2.50E-08 1 === Chlorin 4 - pik 2
= (s 10 % ACN)
= 2.00E-08 - Chlorin e4 - pik 3
(s 10 % ACN)
=== chlorin e4 - pik 1 (s
1.50E-08 - M pCD)
=== chlorin e4 - pik 2 (s
1.00E-08 T T : . . . 1mM B-CD)
0 10 20 30 40 50 60
Csps (MM)

Graf 1: Zavislost zdanlivé pohyblivosti Cu chlorinu es4 na koncentraci SDS v 25 mM boritanovém
pufru bez pridavku a s 10 % ACN a 1 mM B-CD pii napéti 20 kV, teploté 25 °C.

39



V grafu 2 je zobrazena zavislost zdanlivé pohyblivosti standardu Cu protoporfyrinu IX
(Prporf 1X) na koncentraci SDS. Z tohoto grafu je patrné, Ze s rostouci koncentraci SDS klesa
zdanliva pohyblivost jak v elektrolytu bez ptidavku organické latky, tak i po pridavku 10 %
ACN. V cistém boritanovém pufru bez piimési nebylo mozné pik odeéist z divodu vysokého
Sumu anizké odezvy standardu. V elektrolytu s ptidavkem 1 mM B-CD a S riznymi
koncentracemi SDS nebyl Cu protoporfyrin IX naméten ani v jednom z téchto elektrolytu.

2.80E-08 Cu protoporfyrin IX
2.60E-08
2.40E-08

2.20E-08

2.00E-08 0 =i Prporf |X
1.80E-08

1.60E-08
1.40E-08
1.20E-08

1.00E'08 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Csps (MM)

O Prporf IX (s
10 % ACN)

H(m2V-ist)

Graf 2: Zavislost zdanlivé pohyblivosti Cu protoporfyrinu IX na koncentraci SDS v 25 mM
boritanovém pufru bez piidavku a s 10 % ACN p¥i napéti 20 kV, teploté 25 °C.

V grafu 3 lze vidét, Ze standard Cu chlorinu e se chova v elektrolytech bez ACN i s 10 %
ACN velmi podobn¢ a zdanliva pohyblivost klesa se vzrustajici koncentraci SDS. Tento standard
bylo mozné analyzovat ve vSech koncentracich i se vSemi ptidavky a nevyskytuji se Zadné
vyrazné odchylky v métenich. S piidavkem 1 mM B-CD se v naméfenych zdznamech ve vSech
koncentracich objevily dva piky pro tento standard. Pro druhy pik dochazi k vyraznému poklesu
pohyblivosti se zvysujici se koncentraci SDS a poté od koncentrace SDS 20 mM zac¢ne klesat

pomaleji.
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Cu chlorin eg

3.10E-08

2.90E-08

2 70E-08 === Chlorin e6
-—.’; 2.50E-08 === hlorin 6 (s 10 %
bt ACN)
3 2.30E-08 e=l==chlorin 6 - pik 1
S (s 1 mM B-CD)
< 2.10E-08 o

e=f==chlorin e6 - pik 2

1.90E-08 (s 1mM p-CD)

1.70E-08

1.50E-08 T T T T T )

0 10 20 30 40 50 60

Csps (MM)

Graf 3: Zavislost zdénlivé pohyblivosti Cu chlorinu es na koncentraci SDS v 25 mM boritanovém
pufru bez pridavku a s 10 % ACN a 1 mM B-CD p¥i napéti 20 kV, teploté 25 °C.

Z grafu 4 je patrné, Ze pro vSechny koncentrace SDS, bez ptidavku i s 10 % ACN, je pribéh
zavislosti pro Cu feoforbid a podobny. Je udrzovan trend zvySujicich se ¢ast po piidavku ACN
atim nizSich hodnot zdanlivych pohyblivosti nez bez pfidavku organického rozpoustédla.

V BGE bez SDS s pfidavkem 1 mM B-CD nebylo mozné namétit migracni ¢as Cu feoforbidu a.

Cu feoforbid a

3.00E-08

2.80E-08

2.60E-08 -

2 40E-08 e=fi== fooforbid a
% 2.20E-08
; === feoforbid a (s
2. 2.00E-08 10 % ACN)
S
= 1.80E-08 ==m==feoforbid a (s

1.60E-08 1 mM -CD)

1.40E-08

1.20E-08

1.00E'08 T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60
Csps (MM)

Graf 4: Zavislost zdanlivé pohyblivosti Cu feoforbidu a na koncentraci SDS v 25 mM boritanovém
pufru bez pridavku a s 10 % ACN a 1 mM B-CD pf¥i napéti 20 kV, teploté 25 °C.

Na obrazcich P2 - PS5 (pfiloha 1) je zobrazeno srovnani separace pro jednotlivé standardy
Vv elektrolytu sloZzeném z 25 mM boritanoveho pufru o pH 9 s20 mM SDS, s 20 mM SDS +
10 % ACN as 20 mM SDS + 1 mM B-CD.
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3.1.2 Vzorek SCC a thiomod¢ovina

Vitab. 7 - 9 (ptiloha 1) jsou zaznamenany naméfené migracni ¢asy pro vzorek SCC
a thiomoc¢ovinu. Z téchto Cast byla vypocitana zdanlivd pohyblivost podle rovnice (4), tyto
hodnoty jsou uvedeny v tab. 10 - 12 (piiloha 1). Jak vyplyva z tabulek 7 — 9, tak jsou hodnoty
namétfenych migra¢nich ¢ast pro thiomocovinu ve vSech elektrolytech podobné a objevovaly se
v ¢ase okolo 3. minuty bez ACN i s 1 mM B-CD a kolem 3,5. minuty po ptidavku 10 % ACN.
Z namé&fenych hodnot vyplyva, Ze zdanliva pohyblivost thiomocoviny je skoro linearni (viz
graf P1, priloha 1).

Z vypocétenych hodnot zdanlivé pohyblivosti vzorku SCC byl sestaven graf 5, ktery popisuje
zavislost zdanlivé pohyblivosti na koncentraci SDS. Z grafu lze vy¢ist, ze v BGE bez piidavku
i s10 % ACN se zvySujici se koncentraci SDS Klesaji pohyblivosti analyzovanych latek, a tento
trend byl identicky pro vSechny piky. Ve vétsiné elektrolytl s riznymi piidavky (tenzidu, ACN
CD) vzorek obsahoval dva az tii piky. V elektrolytu s8 mM SDS a ptidavkem 10 % ACN
nebylo mozné identifikovat zadny pik i pies stabilni proud v kapilafe (obr. P1, pfiloha 1).
Piidavkem 1 mM B-CD k elektrolytu s 50 mM SDS doslo u prvniho piku ke snizeni migra¢niho
Casu, tudiz ke zvySeni pohyblivosti a kiivka, proto nema postupnou klesajici tendenci. Nejlepsi
separace byla ziskéna v elektrolytu s 20 mM SDS, ktery obsahoval nejvice pika jak bez piidavku
ACN, tak s pfidavkem 10 % ACN. Tieti piky nejsou v grafu zaznamenany u vSech méfeni,

jelikoz byly odd¢€leny pouze pfi jedné koncentraci SDS.
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Graf 5: Zavislost zdanlivé pohyblivosti slozek vzorku SCC na koncentraci SDS v 25 mM
boritanovém pufru bez piidavku a s 10 % ACN a 1 mM B-CD pii napéti 20 kV, teploté 25 °C.

42



3.1.3 Identifikace latek ve vzorku SCC podle standardi

Pouze na zéklad¢ shody migracnich Cast nebylo ve vétSiné piipadit mozné identifikovat
standardy ve vzorku SCC. Proto byla vytvoiena v programu ChemStation Edition knihovna
spekter standardt. Podle podobnosti spektra latky ve vzorku se standardem sco nejvyssi
procentualni pravdépodobnosti shody bylo urceno, 0 jakou latku se jedna.

V separaci vzorku SCC v BGE s SDS bez i s ptidavky 10 % ACN a B-CD bylo obtizné
identifikovat, o jakou latku se jednd. Podle porovnani knihovny spekter se nejéastéji ve vzorku
objevuje chlorin e4 a chlorin es. Vzhledem k podobnosti spekter je velmi obtizné urcit, o kterou

latku se jedna.

Na obrdzku 18 a 19 jsou zobrazeny nejlepsi ziskané separace v elektrolytu s 20 mM SDS
bez a s piidavky 10 % ACN a 1 mM B-CD. V elektrolytu s riznymi koncentracemi SDS bez
as10 % ACN se podatilo rozdélit tfi piky, které bylo mozné podle povazovat za latku, ale
identifikovany byly jen dva (obr. 18).

A X ik 3: “ B pik 3:
pik 2: chlorin es+ chrorin es

pik 1: chlorin e4 chlorin es

.
Vit \

4 t(min) ~

Obrazek 18: Separace SCC vzorku v 25 mM boritanového pufru (pH 9) s 20 mM SDS (A)
a v elektrolytu s 20 mM SDS + 10 % ACN (B), napéti 20 kV, teplota 25 °C.

Separace s piidavkem 1 mM B-CD (obr. 19) obsahuje také tti piky, ale pouze u dvou pikt
bylo mozné urcit pomoci porovnani s knihovnou spekter, o jaké latky se jedna. Spektra

odpovidala opét chlorinu e4 a chlorinu es. Avsak poradi téchto piku je opa¢né nez na obr. 18.
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Obrézek 19: Separace SCC vzorku v 25 mM boritanového pufru (pH 9)
520 mM SDS a 1 mM B-CD, napéti 20 kV, teplota 25 °C.
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3.2 Fosforeénanovy pufr pH 3

V Cistém fosfore¢nanovém pufru bez pritomnosti micel SDS byla rychlost migrace latek
nizkd, a proto nebylo mozné naméfit zadna data. V nasledujicich grafickych znazornénich nejsou
uvedena data pro nulovou koncentraci SDS. Jelikoz bylo aplikovano obracené napéti a zvolen
pufr s kyselym pH, byla disociace silanolovych skupin velmi mala a hodnoty pro thiomoc¢ovinu

jako marker elektroosmotického toku, proto nebyly naméieny.

3.2.1 Standardy

Vtab. 13 - 15 (piiloha 2) jsou uvedeny prumérné migrac¢ni ¢asy ze dvou méfeni pro
jednotlivé standardni latky v elektrolytech s ptidavky rtzné koncentrace SDS, 10 % ACN
almM B-CD. Ztéchto migracnich Casii byly spocitdny zdanlivé pohyblivosti (tab. 16 — 18,
ptiloha 2). Z vypoétenych hodnot zdanlivé pohyblivosti jednotlivych standardi byla sestrojena
zavislost 1 na csps aV jednotlivych grafech jsou porovnany rozdily standardu také v BGE
s ptidavky 10 % ACN a 1 mM B-CD.

Podle grafu 6 pro standard Cu chlorinu es 1ze fici, ze se prubéh zavislosti neméni at” uz pro
separace jen v BGE s SDS nebo s SDS a piidavky 10 % ACN a 1 mM B-CD. Pti nizsich
koncentracich dochézi k vyrazng€jsi zméné migraénich cast latek, a tudiz narist zdanlivé
pohyblivosti je strméjsi. Pfi vyssich koncentracich SDS se ¢asy li$i minimalné a pohyblivost je

témér konstantni a nezavisla na koncentraci SDS.
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Graf 6: Zavislost zdanlivé pohyblivosti standardu Cu chlorinu e4 na koncentraci SDS v 10 mM
fosforeénanovém pufru s SDS a v BGE s SDS s pridavky 10 % ACN
a 1 mM B-CD pfri napéti -20 kV, teploté 25 °C.
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Z grafu 7 pro standard Cu protoporfyrinu IX je na prvni pohled jasné, ze pribéh zavislosti
Hna csps je pro ruzné piidavky (tenzidu, ACN, CD) odlisny. Pro BGE s riznymi
koncentracemi SDS se pohyblivost Cu protoporfyrinu 1X zvySuje s rostouci koncentraci SDS. Pii
niz8ich koncentracich SDS nebylo mozné z elektroforegramu ¢asy odecist. S ptidavkem 10 %
ACN neni v zavislosti zdanlivé pohyblivosti zjevny trend. Pfi nizSich koncentracich SDS se
zdéanliva pohyblivost pomalu zvysuje, u koncentrace 20 mM SDS zacne klesat a poté opét lehce
stoupat a pfi 80 mM SDS se hodnota opét snizila. Po pfidavku 1 mM B-CD dochazi
Kk postupnému narastu zdanlivé pohyblivosti, avsak pii 60 mM SDS jsou hodnoty skoro shodné
jako u 40 mM SDS.
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Graf 7: Zavislost zdanlivé pohyblivosti standardu Cu protoporfyrinu IX na koncentraci SDS v 10 mM
fosfore¢nanovém pufru v SDS bez a s pridavky 10 % ACN a 1 mM B-CD
pri napéti -20 kV, teploté 25 °C.

Z vypoctenych zdanlivych pohyblivosti pro Cu chlorin es (graf 8) lze fici, ze prubéh
zavislosti pohyblivosti na koncentraci SDS se pomalu zvySuje s rostouci koncentraci tenzidu, jen
u niz8ich koncentraci SDS je strméj$i nardst podobné jako u chlorinu es (graf 6). Pouze hodnoty
migracnich Cast s pfidavkem 1 mM B-CD (tab. 15, ptiloha 2) byly nizsi oproti ¢asim v BGE s
ptidavkem 10 % ACN nebo pouze v BGE s SDS bez dalsiho ptidavku.
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Graf 8: Zavislost zdanlivé pohyblivosti standardu Cu chlorinu es na koncentraci SDS v 10 mM
fosfore¢nanovém pufru s SDS bez a s pridavky 10 % ACN a 1 mM B-CD
pri napéti -20 kV, teploté 25 °C.

Graf 9 popisuje zavislost rostouci zdanlivé pohyblivosti na zvySujici se koncentraci SDS pro
standardni latku Cu feoforbidu a. VSechny tii kiivky maji podobny pribéh, tudiz u vsech
elektrolytii pohyblivost roste podobné. Jedind odchylka je u koncentrace 8 mM SDS s 10 %
ACN, kdy je migracni €as niz8i a zdanliva pohyblivost vyssi neZ uz 10 mM SDS s 10 % ACN
a az poté probihd narlst. U elektrolytli s nulovou koncentraci SDS a 5 mM SDS nebylo mozné

migraéni ¢asy naméfit.
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Graf 9: Zavislost zdanlivé pohyblivosti standard Cu feoforbid a na koncentraci SDS v 10 mM
fosfore¢nanovém pufru s SDS bez a s pfidavky 10 % ACN a 1 mM B-CD
pri napéti -20 kV, teploté 25 °C.
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Z grafu zavislosti zdanlivych pohyblivosti na koncentraci SDS bez a s pfidavkem B-CD lze
vyvodit zavér, ze studovand porfyrinova barviva jsou siln¢ vazdna do micel SDS a tuto

rovnovahu s vyjimkou Cu protoporfyrinu IX dale podpofi pfitomnost 3-CD.

Na obrazcich P6 - P9 (pfiloha 2) je zobrazeno srovnani separace pro jednotlivé standardy
Vv elektrolytu slozeném z 10 mM fosforecnanového pufru o pH 3 s 80 mM SDS, s 80 mM SDS +
10 % ACN a s 80 mM SDS + 1 mM B-CD.

3.2.2 Vzorek SCC

V tab. 19 — 21 (ptiloha 2) jsou uvedeny prumérné migra¢ni ¢asy ze dvou méfeni pro vzorek
SCC v jednotlivych pufrech. Z téchto hodnot byly spocitany zdanlivé pohyblivosti, jejichz
hodnoty jsou uvedeny v tab. 22 — 24 (piiloha 2). Byl sestaven graf 10 zavislosti i na Csps
z kterého lze vidét, Ze trend, kdy pii niz§im Casu roste pohyblivost, je velmi podobny u vsech
elektrolytii (s ptidavky SDS, s SDS a 10 % ACN i 1 mM B-CD). Nejvétsi odchylky byly vzdy
u druhého piku v separaci u elektrolytti s 60 a 80 mM SDS (s ptidavky i bez), kde latky nebyly
dostate¢né oddéleny. U elektrolytu s B-CD byly odchylky v méteni také pro koncentrace 5, 8
a 10 mM SDS, tudiz k separaci na dva piky dochazi pouze v ptitomnosti 20 a 40 mM SDS.
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Graf 10: Zavislost zdanlivé pohyblivosti vzorku SCC na koncentraci SDS v 10 mM fosfore¢nanovém
pufru s SDS bez a s pridavky 10 % ACN a 1 mM B-CD
pri napéti -20 kV, teploté 25 °C.
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3.2.3 ldentifikace latek ve vzorku SCC podle standardu

Latky byly opét identifikovany podle podobnosti spekter ve vytvofené knihovné. Pro ukdzku
byly vybrany separace vzorku SCC v 20 mM SDS bez piidavku a s 10 % ACN a 1 mM B-CD,
kde se ve vsech BGE vyskytovaly dva piky. Tyto piky byly opét identifikovany jako chlorin es
a chlorin ee. Jejich potadi se neménilo jako u boritanového pufru, ale zvySovaly se jejich odezvy.
Separace se samotnym SDS a s piidavkem 1 mM B-CD jsou téméi identicke, pouze chlorin es

ma o trochu vys$$i odezvu bez piidavku CD (obr. 20, 21).
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Obréazek 20: Separace SCC vzorku v elektrolytu z 10 mM fosforeénanového pufru (pH 3) s
20 mM SDS (A) a v elektrolytu s 20 mM SDS + 10 % ACN (B), napéti -20 kV, teplota 25 °C.

pik2:
chlorin es

pik1:
chlorin e4

a ' ' s ' t'(min)

Obrézek 21: Separace SCC vzorku v elektrolytu z 10 mM fosfore¢nanového pufru (pH 3)
$20 mM SDS a 1 mM B-CD, napéti -20 kV, teplota 25 °C.
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3.3 Optimalizace podminek pro separaci SCC

Vzorek SCC byl separovan v n¢kolika riznych elektrolytech uvedenych v tab. 1 a 2, ale také
v jinych, ovSem ne vSechny zkousené podminky a vybrané elektrolyty vedly alespon k dil¢imu
vysledku. V prvotnich métenich byl vzorek SCC o koncentraci 25 mg/l a 50 mg/l proméfovan
v elektrolytu slozeném z boritanového pufru (pH 9) a 20 mM SDS pfi napéti 20 kV a teploté
kapilary 20 °C a poté byly podminky zménény na 25 kV a 25 °C. Koncentrace SCC soli byla
velmi nizk4, a proto byla zvySena na 100 mg/l. Takto ptipraveny vzorek doplnény vodou byl pfi
napéti 25 kV a tlaku 10 mBar proméfen ve stejném elektrolytu, ale s pfidavky
5, 10, 15 % ACN a MeOH a také byl vzorek SCC v téchto elektrolytech prométen bez piidaného
tlaku na kapilaru, aby mél vzorek delsi ¢as na separaci. Avsak zadna z téchto analyz nevedla k

pozitivnimu vysledku.

Dalsimi zkouSenymi elektrolyty byla fada pufri o rtzné hodnoté¢ pH. Pouzity byly
boritanovy pufr (pH 7, 8, 9) a fosfore¢nanovy sodny pufr (pH 6, 7, 8) pii napéti 20 kV. Ve vsech
elektrolytech byl prométovan vzorek SCC i thiomocovina pro uréeni EOF. U vSech méfeni se
pro vzorek SCC objevoval pouze jeden pik. Ze ziskanych hodnot migra¢nich casi
(tab. 25, ptiloha 3) pro vSechny tyto elektrolyty byly spocitiny zdanlivé pohyblivosti
(tab. 26, ptiloha 3). Pro vzorek SCC byly zaznamenany niz§i pohyblivosti nez pro EOF, coz
indikuje, Ze molekuly chlorofylinu jsou zaporné nabité a v mirn¢ alkalickém pH migruji smérem
k anodé. V samotném elektrolytu vSak nejsou rozdily v migraci dostate¢né pro uspé$nou

separaci.

Mnohem  lepsi  elektroforegramy  poskytovaly analyzy vzorku v elektrolytu
z fosfore¢nanového pufru pti vSech hodnotach pH, kde pik byl symetrictéjSi a poskytoval
mnohem vys§i odezvu nez u elektrolytu boritanového. Poté byly vzorek SCC i thiomocovina
prométeny v elektrolytu z fosfore¢nanového (draselného) pufru o stejnych hodnotach
pH, aby bylo zjisténo, zda ma draselny iont vliv na separaci vzorku. V grafu P2 (pfiloha 3)
je znazornéna zavislost zdanlivé pohyblivosti vzorku SCC na hodnotdch pH pufru.
Na obrazcich P2, P3, P4 (ptiloha 3) jsou vidét drobné rozdily mezi jednotlivymi druhy pufri.
Pro elektrolyt s draselnymi ionty a sodnymi ionty byly stanoveny obdobné pohyblivosti SCC.
V elektrolytu z fosfore¢nanu draselného byl zaznamenan vyssi proud (20 pA pH 6 oproti
14 pA u sodného).
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Vzhledem ktomu, Ze nedochazelo pfi zadnych podminkach k separaci, byl pfipraven
fosfore¢nanovy pufr o pH 3 s pfimési 20 mM SDS. Na kapiléru bylo aplikovano opa¢né napéti
(-20 kV). Pti téchto podminkach bylo dosazeno alesponi ¢aste¢ného rozdéleni piku na dva, jak
lze vidét ze zaznamu, viz obr. 20. Tento pufr byl proto pouzivan pro dalsi analyzy a byly
ovéfeny vlivy pfitomnosti micel na separaci. Vzorek byl nejdiive proméfovan Vv nékolika
elektrolytech s vyssimi piidavky SDS as 5, 10, 15 % ACN a MeOH. U vétsiny téchto analyz se
pro koncentrace 20 a 40 mM SDS objevovaly pouze dva piky latky, u 60 a 80 mM SDS pouze
jeden. Vyrazné rozdily nebyly zaznamendny ani po piidavku organického rozpoustédla
k elektrolytu, pouze se ménily migraéni ¢asy. Elektrolyt obsahujici 20 mM SDS a 5, 10, 15 %
MeOH byl proméfovan pii riznych podminkach a byly proto zménény hodnoty vkladaného
napéti takto: -15 kV a -25 kV. Zména hodnoty vlozeného napéti neméla na separaci vliv, pouze
Casy pikt byly pii -15 kV posunuty k vy$§im hodnotam a pii -25 kV Kk niz§im hodnotam
(obr. PS5, ptiloha 3).

Vzhledem k vysoké retenci zkoumané smési SCC v micelach SDS, kdy i pfi otoené polarité
napéti byly zaznamenany pouze jeden az dva piky s nizkym migra¢nim ¢asem, byl dale testovan
fosfore¢nanovy pufr 0 pH 3 a ptidavky nizsi koncentrace SDS (5, 8, 10 mM SDS) a k tomu také
5, 10, 15 % ACN i MeOH. Nizsi koncentrace SDS a tedy i koncentrace micel by méla vést
k nizsi retenci SCC a ke zlepseni separace. Elektrolyty s ptidavky MeOH se zakalily, a proto
Vv nésledujicich métfenich byl MeOH jako ptidavek vynechan. Méfeni s pridavkem 10 % ACN
poskytuji nejlepsi rozdéleni — opét dva piky latek. Proto byl piidavek 10 % ACN pouZzivan i pro
prométované standardy u obou pufrt, viz kapitoly 3.1, 3.2. Také bylo pH pufru upraveno na
hodnotu 3,5 avsak ani tato Uprava nevedla k vyrazné zméné¢, a proto bylo pH pufru ponechéano na

puvodni hodnot¢ 3.

Dalsimi ptidavky k fosfore¢nanovému pufru s 8 mM SDS byly 1, 3, 5 mM B-CD, y-CD,
HPBC, HPGC, at’ uz samotné nebo s dal$im pfidavkem 5, 10, 15 % ACN. Pridavkem
cyklodextrinli byl ziskan pouze jeden pik pro vSechna méfeni, zatimco navic s piidavkem
ACN se u niz8i koncentrace CD objevovaly piky dva. Lze fici, ze pfidavek ACN ma pozitivni
vliv na separaci vzorku SCC, avSak pfi zméné druhu CD nedochézelo k vyraznému ovlivnéni
separace, proto byly standardy proméfovany pouze s piimési 1 mM B-CD (vysledky v ptedchozi
kapitole).

51



Poté byl zkouméan ve fosfore¢nanovém pufru vliv piidavku SDeS (30 mM) bez i s ACN
ataké spridavky roznych druh@i cyklodextrind a soli Mg?* a Zn?". Po pfidavku ACN
zaznam obsahoval pouze jeden pik, zatimco vzorek SCC méien v elektrolytu bez ptidavku nebo
s 1 mM CD obsahoval piky dva (obr. P6, ptiloha 3). Piidavek soli Mg?* zptisobil posunuti ¢asu
K vy$8im hodnotam, objevuji se dva piky — prvni vétsi, druhy vyrazné mensi. Zatimco piidavkem
Zn** byly piky opét dva, aviak druhy pik nemél o tolik niz§i intenzitu nez prvni

(obr. P7, ptiloha 3). Riizné koncentrace téchto soli nemély také na separaci vliv.

V dalsim kroku byly testovany ptidavky vysSich koncentraci ACN. Proto bylo
k fosfore¢nanovému pufru s 8, 20 mM SDS a 30 mM SDeS piidano 20, 30, 40, 50 % ACN.
U téchto analyz byl zaznamendn velmi vysoky Sum patrné souvisejici se stabilitou micel

a zaznam nebylo mozné vyhodnotit.

Vzhledem Kktomu, ze separace Vv elektrolytu skyselym pH nebyly uspésné, byly dale
testovany analyzy v boritanovém pufru o pH 9, ke kterému bylo pfidano 20 mM a 50 mM SDS
s20, 30, 40 % ACN. Tyto analyzy byly provedeny pii napéti 20 kV a teplot¢ 25°C.

tii piky. OvSem (na obr. P8, piiloha 3) podle porovnani spektra standardnich latek se
spektry latek ve vzorku nebylo mozné jednoznaéné rozhodnout, Ze se jedna skuteéné o rozdilné
latky (dle porovnani s knihovnou spekter v programu ChemStation Edition se jednalo o jednu

a tu samou latku — chlorin es).

K témto elektrolytim s 20 mM SDS a pfitomnosti 20 a 30 % ACN byly pfidany soli
Zn?" a Mg?* a také vSechny &tyfi cyklodextriny (1, 3, 5 mM). Piidavky soli nevedly k zadnému
zlepSeni separace, navic proud v kapilafe byl vyssi a ¢asto kolisal z divodu ucpané kapilary.
Piky na zaznamu z méfeni vzorku SCC v elektrolytu s ptidavky cyklodextrini byly velmi
rozmyté, a proto nebylo mozné identifikovat, o které latky se jedna. Nasledné byla piipravena
nova kapilara a vlozeno na ni napéti 20 kV a tlak 25 mBar. Vzorek SCC (rozpustén
v H20 i v BGE) byl takto proméfen v boritanovych elektrolytech s pfimési 20 mM SDS
+ 30 % ACN + ¢tyfi druhy cyklodextrini o riznych koncentracich, jak jiz bylo zminéno.
Ani tyto vybrané elektrolyty a podminky nevedly k vyraznéj$im zménam v separacich.
Proto lze fici, Ze vyvijeny tlak na kapilaru nema na separaci vliv. Mezi riznymi druhy
cyklodextrinti nebyla nijak vyrazna odliSnost, plati vSak trend, Ze pfi niZ§i koncentraci CD byla

separace lepsi.
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Z porovnani dosazenych vysledkd s publikovanymi daty vyplyvd, ze kapalinova
chromatografie poskytuje vyssi selektivitu pro separaci smési SCC a pomoci MEKC za
testovanych podminek nebylo dosazeno dostatecné separace pravdépodobné diky strukturni
podobnosti latek piitomnych ve smési SCC. Druhym faktorem, ktery mohl negativné ovlivnit
dosazené vysledky je nizkd citlivost detekce Vv porovnani napt. s fluorescenéni

detekci (viz obr. 11) nebo detekci s diodovym polem.
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ZAVER

Cilem diplomové prace byla optimalizace podminek, separace komeréné dostupného
barviva sodné soli méd’natého komplexu chlorofylinu (E 141) a identifikace derivatt — chlorint
v této soli pomoci MEKC. Proméfovanymi derivaty (standardnimi latkami) byly feoforbid a,
chlorin es4, chlorin es a protoporfyrin 1X. Vzorek SCC i standardy byly proméfovany v nékolika
ruznych elektrolytech, které byly tvofeny nejcastéji z boritanového nebo fosfore¢nanového pufru
a riznymi ptidavky (SDS, ACN, B-CD). Ze vSech naméfenych hodnot migracnich Castu byly
vypocteny zdanlivé pohyblivosti a znich byly nasledné vytvofeny zavislosti zdanlivé
pohyblivosti latek na koncentraci SDS. U elektrolyti z boritanového pufru (pH 9) zdéanliva
pohyblivost klesa, zatimco u fosfore¢nanového pufru (pH 3) tato zavislost roste. Z jednotlivych
grafii zavislosti je mozné fici, ze jsou tato studovana barviva siln¢ vazana do micel SDS, coz je
také posileno pridavkem B-CD, kromé protoporfyrinu IX, jehoz zdznamy nemély podobny trend.
Ve fosfore¢nanovém pufru byly separace prehlednéjsi, ale bylo oddéleno méné piku, zatimco
v pufru boritanovém dochazelo k separaci vice pikt, avSak u téchto zaznami nebyla tolik stabilni

nulova linie.

Ve vzorku SCC bylo velmi obtizné ptesné urcit, o ktery standard se jedna, jelikoz vSechny
latky se vyznaCovaly charakteristickym pikem v podobném case. V SCC byly nejCastéji
oddéleny pouze dva piky, v nékterych elektrolytech dokonce tii, av§ak podle podobnosti spektra
ve vytvorené knihovné v programu ChemStation Edition byly identifikovany v elektroforegramu
pouze chlorin es a chlorin es. Protoporfyfin 1X a feoforbid a nebylo mozné identifikovat

a s nejveétsi pravdépodobnosti byly soucasti nékterého z piki a nebyly dostate¢né separovany.
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PRILOHA 1
Boritanovy pufr



1.1 Standardy

Tabulka 1: Migraéni Casy jednotlivych standardd v boritanovém pufru o pH 9 (25 mM)
s riznymi ptidavky SDS, pfi napéti 20 kV, teploté 25 °C.

Druh elektrolytu ¢as - t (min) — priamér, n = 2

Boritanovy pufr chlorin e4 protoporfyrin 1X chlorines | feoforbid a
B pik 1 pik 2 pik 3 pik 1 pik 1 pik 1
disty pufr 5,078 5,561 6,413 - 6,680 6,160

8 mM SDS 5,870 6,582 7,708 6,741 6,817 8,161
20 mM SDS 6,977 7,553 7,903 7,795 7,093 8,656
50 mM SDS - - 9,076 9,106 8,363 10,931

Tabulka 2: Migra¢ni Casy jednotlivych standardd v boritanovém pufru o pH 9 (25 mM)
s riznymi piidavky SDS a 10 % ACN, pii napéti 20 kV, teploté 25 °C.

Druh elektrolytu ¢as - t (min) - primér, n =2

Boritanovy pufr chlorin e4 protoporfyrin IX | chlorin es | feoforbid a
b 2B ) pik1 | pik2 | pik3 | pik4 pik 1 pik 1 pik 1
&isty pufr + 10 % ACN 6,396 | 6,591 - - - 7,276 7,215

8 mM SDS + 10 % ACN 7,031 | 7,837 [11,089 11,831 8,968 8,161 12,101
20mM SDS+10% ACN | 8,369 | 9,611 |12,158 - 11,652 8,656 13,267
50 mM SDS + 10 % ACN | 12,627 | 14,427 | 16,747 - 16,394 10,931 15,659

Tabulka 3: Migra¢ni Casy jednotlivych standardi v boritanovém pufru o pH 9 (25 mM)
s riznymi ptidavky SDS a 1 mM B-CD, pfi napéti 20 kV, teploté 25°C.

Druh elektrolytu ¢as - t (min) - pramér, n = 2

Boratovy pufr chlorin es protoporfyrin IX chlorin es feoforbid a
pH 9 (25 mM) pikl | pik2 pik 1 pik 1 pik 2 pik 1
&isty pufr +1 mM b-CD - - - 5,939 6,588 -
8mMSDS+1mMB-CD | 6,864 | 7,989 - 6,176 7,842 8,058
20mM SDS +1 mM B-CD | 7,522 8,678 - 6,505 8,527 8,515
50 mM SDS +1 mM B-CD | 8,331 9,038 - 7,192 8,860 8,873

Tabulka 4: Zdanliva pohyblivost jednotlivych standardt v boritanovém pufru o pH 9 (25 mM)
s riznymi ptidavky SDS, pti napéti 20 kV, teploté 25 °C.

Druh elektrolytu zdanliva pohyblivost - p (m2.V1s?)

Boritanovy pufr chlorin es protoporfyrin I1X | chlorin es | feoforbid a
b ) pik 1 pik 2 pik 3 pik 1 pik 1 pik 1
Cisty 3,45E-08 | 3,15E-08 | 2,73E-08 - 2,62E-08 | 2,84E-08
8 mM SDS 2,98E-08 | 2,66E-08 | 2,27E-08 2,60E-08 2,57E-08 | 2,14E-08
20 mM SDS 2,51E-08 | 2,32E-08 | 2,21E-08 2,25E-08 2,47E-08 | 2,02E-08
50 mM SDS - - 1,93E-08 1,92E-08 2,09E-08 | 1,60E-08




Tabulka 5: Zdanliva pohyblivost jednotlivych standarda v boritanovém pufru o pH 9 (25 mM)
s riznymi piidavky SDS a 10 % ACN, pii napéti 20 kV, teploté 25 °C.

Druh elektrolytu

zdanliva pohyblivost - p (m2.V1s?)

Boritanovy pufr chlorin es protoporfyrin I1X | chlorin es | feoforbid
Sl e 2D ) pik 1 pik 2 pik 3 pik 4 pik 1 pik 1 pik 1

isty pufr + 10 % ACN | 2,74E-08 | 2,66E-08 - - - 2,41E-08 | 2,43E-08
8 mM SDS + 10 % ACN |2,49E-08 | 2,23E-08 | 1,58E-08 | 1,48E-08 1,95E-08 2,14E-08 | 1,45E-08
20 mM SDS + 10 % ACN | 2,09E-08 | 1,82E-08 | 1,44E-08 - 1,50E-08 2,02E-08 | 1,32E-08
50 mM SDS + 10 % ACN | 1,39E-08 | 1,21E-08 | 1,04E-08 - 1,07E-08 1,60E-08 | 1,12E-08

Tabulka 6: Zdanliva pohyblivost jednotlivych standarda v boritanovém pufru o pH 9 (25 mM)
s riznymi piidavky SDS a 1 mM B-CD, pii napéti 20 kV, teploté 25 °C.

Druh elektrolytu zdanliva pohyblivost - p (m2.V1.s?)

Boréatovy pufr chlorin es protoporfyrin IX chlorin es feoforbid a
pH 9 (25 mM) pik 1 pik 2 pik 1 pik 1 pik 2 pik 1
gisty pufr + 1 mM B-CD - - - 2,95E-08 | 2,66E-08 -

8 mM SDS + 1 mM B-CD 2,55E-08 | 2,19E-08 - 2,83E-08 | 2,23E-08 2,17E-08
20mM SDS +1 mM B-CD | 2,33E-08 | 2,02E-08 - 2,69E-08 | 2,05E-08 2,06E-08
50 mM SDS +1 mM B-CD | 2,10E-08 | 1,94E-08 - 2,43E-08 | 1,98E-08 1,97E-08

1.2 Vzorek SCC a thiomocovina

Tabulka 7: Migra¢ni ¢asy vzorku SCC a thiomocoviny v boritanovém pufru o pH 9 (25 mM)

s riznymi piidavky SDS, pii napéti 20 kV, teploté 25 °C.

Druh elektrolytu ¢as - t (min) - pramér, n = 2
Boritanovy pufr thiomocdovina SCC

9 il pik 1 pik 1 pik 2 pik 3
Cisty pufr 2,985 6,105 - -

8 mM SDS 2,868 6,841 7,234 -
20 mM SDS 2,905 6,823 7,234 7,545
50 mM SDS 3,036 7,351 8,835 -

Tabulka 8: Migra¢ni ¢asy vzorku SCC a thiomocoviny v boritanovém pufru o pH 9 (25 mM)
s riznymi piidavky SDS a 10 % ACN, pii napéti 20 kV, teploté 25 °C.

Druh elektrolytu

¢as - t (min) - priamér, n =2

Boritanovy pufr thiomocovina SCC

LB ) pik 1 pikl | pik2 | pik3
Sisty pufr + 10 % ACN 3,547 7,034 7,659 -

8 mM SDS + 10 % ACN 3,440 - - -
20 mM SDS + 10 % ACN 3,421 9,699 10,151 | 10,644
50 mM SDS + 10 % ACN 3,642 9,749 11,531 | 14,559




Tabulka 9: Migraéni ¢asy vzorku SCC a thiomocoviny v boritanovém pufru o pH 9 (25 mM)

S riznymi piidavky SDS a 1 mM B-CD, pii napéti 20 kV, teploté 25 °C.

Druh elektrolytu ¢as - t (min) - pramér, n =2
Boratovy pufr thiomocovina SCC

Al pik 1 pik 1 pik 2 pik 3
disty pufr + 1 mM B-CD 2,976 6,059 - -

8 mM SDS + 1 mM B-CD 2,924 6,838 7,485 -
20 mM SDS + 1 mM B-CD 2,972 7,433 7,536 7,980
50 mM SDS +1 mM B-CD 3,015 7,118 8,511 -

Tabulka 10: Zdanliva pohyblivost vzorku SCC a thiomo¢oviny v boritanovém pufru o pH 9

(25 mM) s rtiznymi piidavky SDS , pfi napéti 20 kV, teploté 25 °C.

Druh elektrolytu zdanliva pohyblivost - g (m2.V1s?)
Boritanovy pufr | thiomoecovina SCC

pH 9 (25 mM) pik 1 pik 1 pik 2 pik 3
Cisty 5,86E-08 2,87E-08 - -

8 mM SDS 6,10E-08 2,56E-08 | 2,42E-08 -

20 mM SDS 6,03E-08 2,56E-08 | 2,42E-08 | 2,32E-08
50 mM SDS 5,76E-08 2,38E-08 1,98E-08 -

Tabulka 11: Zdanliva pohyblivost vzorku SCC a thiomoc¢oviny v boritanovém pufru o pH 9
(25 mM) s rtiznymi piidavky SDS a 10 % ACN, pfi napéti 20 kV, teploté 25 °C.

Druh elektrolytu zdanliva pohyblivost - p (m?.V1.s?)
Boritanovy pufr thiomocdovina SCC

sl 9 k) pik 1 pik 1 pik 2 pik 3
isty pufr + 10 % ACN 4,93E-08 2,49E-08 2,29E-08 -

8 mM SDS + 10 % ACN 5,09E-08 - - -

20 mM SDS + 10 % ACN 5,12E-08 1,80E-08 1,72E-08 1,64E-08
50 mM SDS + 10 % ACN 4,81E-08 1,80E-08 1,52E-08 1,20E-08

Tabulka 12: Zdanliva pohyblivost vzorku SCC a thiomoc¢oviny v boritanovém pufru o pH 9
(25 mM) s riznymi ptidavky SDS a 1 mM B-CD, pti napéti 20 kV, teploté 25 °C.

Druh elektrolytu zdanliva pohyblivost - p (m?.V=1.s?)
Boratovy pufr thiomocovina SCC

211125 ) pik 1 pik 1 pik 2 pik 3
Cisty pufr + 1 mM B-CD 5,88E-08 2,89E-08 - -

8 mM SDS + 1 mM B-CD 5,98E-08 2,56E-08 2,34E-08 -

20 mM SDS + 1 mM B-CD 5,89E-08 2,35E-08 2,32E-08 | 2,19E-08
50 mM SDS +1 mM g-CD 5,80E-08 2,46E-08 2,06E-08 -
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Graf P1: Zavislost zdanlivé pohyblivosti na koncentraci SDS v 25 mM boritanovém pufru bez
pridavku a s 10 % ACN a 1 mM B-CD pro thiomoc¢ovinu pri napéti 20 kV, teploté 25 °C.
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Obrazek P1: Stabilita proudu v kapilare, elektrolyt z 25 mM boritanového pufru (pH 9) s
8 mM SDS + 10 % ACN pro vzorek SCC, napéti 20 kV, teplota 25 °C.
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Obréazek P2: Srovnani standardu chlorinu e4 v 25 mM boritanovém pufru (pH 9) s 20 mM SDS (A),
520 mM SDS + 10 % ACN (B) as 20 mM SDS + 1 mM B-CD (C) pf¥i napéti 20 kV, teploté 25 °C.
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Obrazek P3: Srovnani standardu protoporfyrinu IX v 25 mM boritanovém pufru (pH 9)
s 50 mM SDS (A), s 50 mM SDS + 10 % ACN (B) p¥i napéti 20 KV, teploté 25 °C.
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Obrazek P4: Srovnéni standardu chlorinu es v 25 mM boritanovém pufru (pH 9) s 20 mM SDS (A),
520 mM SDS + 10 % ACN (B) a s 20 mM SDS + 1 mM B-CD (C) p¥i napéti 20 kV, teploté 25 °C.

mad =

1 . i
34— | ]
= 25— =5
28 2 54
2
1 15- 15-
14—
J ‘- 1-
1 El
: 05— e
05—
1 0- 0
il
05 05
I

g 14 ! )

10 a L]

t (min)

Obrazek P5: Srovnéani standardu feoforbidu a v 25 mM boritanovém pufru (pH 9) s 20 mM SDS (A),
s 20 mM SDS + 10 % ACN (B) a s 20 mM SDS + 1 mM B-CD (C) pfi napéti 20 KV, teploté 25 °C.
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PRILOHA 2

Fosfore¢nanovy pufr



2.1 Standardy

Tabulka 13: Migraéni ¢asy jednotlivych standardt ve fosfore¢nanovém pufru o pH 3 (10 mM)

s riznymi ptidavky SDS, pfi napéti -20 kV, teploté 25 °C.

Druh elektrolytu ¢as - t (min) - priomér, n = 2
Fosfore¢nanovy pufr | chlorin es protoporfyrin IX chlorin es feoforbid a
philsiolmi) pik pik pik pik
Cisty pufr - - - -

5 mM SDS 6,912 - 7,513 -

8 mM SDS 6,018 - 6,087 4,856
10 mM SDS 5,012 4,843 5,571 4,852
20 mM SDS 4,967 4,704 5,043 4,606
40 mM SDS 4,814 4,558 4,787 4,562
60 mM SDS 4,657 4,494 4,632 4,540
80 mM SDS 4,462 4,433 4,516 4,453

Tabulka 14: Migra¢ni Casy jednotlivych standardl ve fosfore¢nanovém pufru o pH 3 (10 mM)

s ruznymi ptidavky SDS a 10 % ACN, pfi napéti -20 kV, teploté 25 °C.

Druh elektrolytu ¢as - t (min) - primér, n =2
Fosfore¢nanovy pufr chlorin es protoporfyrin IX chlorines | feoforbid a
pH 3 (10 mM) pik pik pik pik
&isty pufr + 10 % ACN - - - -

5 mM SDS + 10 % ACN 5911 - 6,342 -

8 mM SDS + 10 % ACN 5,105 4,778 5,565 4,908
10 mM SDS + 10 % ACN 4,992 4,739 5,501 4,951
20 mM SDS + 10 % ACN 4,890 4,753 5,162 4,817
40 mM SDS + 10 % ACN 4,845 4,735 4,934 4,724
60 mM SDS + 10 % ACN 4,741 4,654 4773 4,651
80 mM SDS + 10 % ACN 4,676 4,755 4,644 4512

Tabulka 15: Migraéni ¢asy jednotlivych standardt ve fosforeénanovém pufru o pH 3 (10 mM)
s riznymi piidavky SDS a 10 % ACN a 1 mM B-CD, pfi napéti -20 kV, teploteé 25 °C.

Druh elektrolytu ¢as - t (min) - praumér, n = 2
Fosfore¢nanovy pufr chlorin es protoporfyrin IX chlorin es feoforbid a
pH 3 (10 mM) pik pik pik pik
isty pufr + 1 mM B-CD - - - -

5 mM SDS + 1 mM B-CD 5,906 - 4,988 -

8 mM SDS + 1 mM B-CD 5,274 - 4,653 4,579
10 mM SDS + 1 mM B-CD 4,882 - 4,527 4,472
20 mM SDS + 1 mM B-CD 4,621 4,415 4,359 4,280
40 mM SDS + 1 mM B-CD 4,529 4,360 4,301 4,249
60 mM SDS + 1 mM B-CD 4,471 4,369 4,304 4,237
80 mM SDS + 1 mM B-CD 4,361 4,259 4,221 4,130




Tabulka 16: Zdanliva pohyblivost jednotlivych standardi ve fosforecnanovém pufru o pH 3
(10 mM) s riznymi pridavky SDS, pii napéti -20 kV, teploté 25 °C.

Druh elektrolytu zdanliva pohyblivost - p (m2.V1s?)
Fosfore¢nanovy pufr chlorin es protoporfyrin IX chlorin es feoforbid a
philsiolmi) pik pik pik pik
Cisty pufr - - - .

5 mM SDS 2,53E-08 - 2,33E-08 -

8 mM SDS 2,91E-08 - 2,88E-08 3,60E-08
10 mM SDS 3,49E-08 3,61E-08 3,14E-08 3,61E-08
20 mM SDS 3,52E-08 3,72E-08 3,47E-08 3,80E-08
40 mM SDS 3,64E-08 3,84E-08 3,66E-08 3,84E-08
60 mM SDS 3,76E-08 3,89E-08 3,78E-08 3,85E-08
80 mM SDS 3,92E-08 3,95E-08 3,88E-08 3,93E-08

Tabulka 17: Zdanliva pohyblivost jednotlivych standardi ve fosforeénanovém pufru o pH 3
(10 mM) s riznymi piidavky SDS, pii napéti -20 kV, teploté 25 °C.

Druh elektrolytu zdanliva pohyblivost - p (m2.V1.s?
Fosfore¢nanovy pufr chlorines | protoporfyrin IX chlorin es feoforbid a
pH 3 (10 mM) pik pik pik pik
isty pufr + 10 % ACN - - - -

5 mM SDS + 10 % ACN 2,96E-08 - 2,76E-08 -

8 mM SDS + 10 % ACN 3,43E-08 3,66E-08 3,14E-08 3,57E-08
10 mM SDS +10% ACN | 3,51E-08 3,69E-08 3,18E-08 3,53E-08
20 mM SDS + 10 % ACN | 3,58E-08 3,68E-08 3,39E-08 3,63E-08
40 mM SDS +10 % ACN | 3,61E-08 3,70E-08 3,55E-08 3,70E-08
60 mM SDS + 10 % ACN | 3,69E-08 3,76E-08 3,67E-08 3,76E-08
80 mM SDS + 10 % ACN | 3,74E-08 3,68E-08 3,77E-08 3,88E-08

Tabulka 18: Zdanliva pohyblivost jednotlivych standardi ve fosforecnanovém pufru o pH 3
(10 mM) s riznymi piidavky SDS a 1 mM B-CD, pfi napéti -20 kV, teploté 25 °C.

Druh elektrolytu zdanliva pohyblivost - g (m2.V1s?)
Fosfore¢nanovy pufr chlorin es protoporfyrin IX chlorin eg feoforbid a
pH 3 (10 mM) pik pik pik pik
isty pufr + 1 mM B-CD - - - -

5 mM SDS + 1 mM B-CD 2,96E-08 - 3,51E-08 -

8 mM SDS + 1 mM B-CD 3,32E-08 - 3,76E-08 3,82E-08
10 mM SDS + 1 mM B-CD 3,58E-08 - 3,91E-08 3,91E-08
20 mM SDS + 1 mM B-CD 3,79E-08 3,96E-08 4,09E-08 4,09E-08
40 mM SDS + 1 mM g-CD 3,86E-08 4,01E-08 4,12E-08 4,12E-08
60 mM SDS + 1 mM B-CD 3,91E-08 4,01E-08 4,13E-08 4,13E-08
80 mM SDS +1 mM B-CD 4,01E-08 4,11E-08 4,24E-08 4,24E-08




2.2 Vzorek SCC

Tabulka 19: Migra¢ni ¢asy vzorku SCC ve fosfore¢nanovém pufru o pH 3 (10 mM) s riznymi
ptidavky SDS, pfi napéti -20 kV, teploté 25 °C.

Druh elektrolytu ¢as - t (min) - primér, n = 2
Fosforeénanovy pufr SCC

) & () pik 1 pik 2
Cisty pufr - -

5 mM SDS 5,684 5,910
8 mM SDS - 5,509
10 mM SDS 4,766 5,349
20 mM SDS 4,617 4,955
40 mM SDS 4,463 4,656
60 mM SDS 4,368 4471
80 mM SDS 4,237 -

Tabulka 20: Migra¢ni ¢asy vzorku SCC ve fosfore¢nanovém pufru o pH 3 (10 mM) s riznymi
ptidavky SDS a 10 % ACN, pfi napéti -20 kV, teploté 25 °C.

Druh elektrolytu ¢as - t (min) - pramér, n = 2
Fosfore¢nanovy pufr SCC

pH 3 (10 mM) pik 1 pik 2
Cisty pufr + 10 % ACN - -

5 mM SDS + 10 % ACN 6,474 -

8 mM SDS + 10 % ACN 5,194 6,281
10 mM SDS + 10 % ACN 5,189 6,128
20 mM SDS + 10 % ACN 5,042 5,662
40 mM SDS + 10 % ACN 4,867 5,195
60 mM SDS + 10 % ACN 4,756 -
80 mM SDS + 10 % ACN 4,627 -

Tabulka 21: Migraéni ¢asy vzorku SCC ve fosfore¢nanovém pufru o pH 3 (10 mM) s riznymi
pridavky SDS a 1 mM B-CD, pii napéti -20 kV, teploté 25 °C.

Druh elektrolytu ¢as - t (min) - prumér, n = 2
Fosfore¢nanovy pufr SCC

pH 3 (10 mM) pik 1 bik 2
isty pufr + 1 mM B-CD - -

5 mM SDS +1 mM B-CD 5,753 -

8 mM SDS + 1 mM B-CD 5,433 -
10 mM SDS + 1 mM B-CD 5,272 -
20 mM SDS + 1 mM B-CD 4,464 4,778
40 mM SDS + 1 mM B-CD 4,317 4,467
60 mM SDS + 1 mM B-CD 4,244 -
80 mM SDS + 1 mM B-CD 4,084 -




Tabulka 22: Zdanliva pohyblivost vzorku SCC ve fosfore¢nanovém pufru o pH 3 (10 mM)
S riznymi ptidavky SDS, pfi napéti -20 kV, teploté 25 °C.

Druh elektrolytu zdanliva pohyblivost - p (m2.V1s?)
Fosfore¢nanovy pufr SCC

pH 3 (10 mM) pik 1 pik 2
Cisty pufr - -

5 mM SDS 3,08E-08 2,96E-08
8 mM SDS - 3,18E-08
10 mM SDS 3,67E-08 3,27E-08
20 mM SDS 3,79E-08 3,53E-08
40 mM SDS 3,92E-08 3,76E-08
60 mM SDS 4,01E-08 3,91E-08
80 mM SDS 4,13E-08 -

Tabulka 23: Zdanliva pohyblivost vzorku SCC ve fosfore¢nanovém pufru o pH 3 (10 mM)
s ruznymi ptidavky SDS a 10 % ACN, pfi napéti -20 kV, teploté 25 °C.

Druh elektrolytu zdanliva pohyblivost - u (m?.V=1.s?)
Fosfore¢nanovy pufr SCC

pH 3 (10 mM) pik 1 pik 2
isty pufr + 10 % ACN - -

5 mM SDS + 10 % ACN 2,70E-08 -

8 mM SDS + 10 % ACN 3,37E-08 2,79E-08
10 mM SDS + 10 % ACN 3,37E-08 2,86E-08
20 mM SDS + 10 % ACN 3,47E-08 3,09E-08
40 mM SDS + 10 % ACN 3,60E-08 3,37E-08
60 mM SDS + 10 % ACN 3,68E-08 -

80 mM SDS + 10 % ACN 3,78E-08 -

Tabulka 24: Zdanliva pohyblivost vzorku SCC ve fosfore¢nanovém pufru o pH 3 (10 mM)
S riznymi ptidavky SDS a 1 mM B-CD, pfi napéti -20 kV, teploté 25 °C.

Druh elektrolytu zdanliva pohyblivost - g (m2.V1s?)
Fosfore¢nanovy pufr SCC

pH 3 (10 mM) pik 1 pik 2
isty pufr + 1 mM B-CD - -

5 mM SDS + 1 mM B-CD 3,04E-08 -

8 mM SDS + 1 mM B-CD 3,22E-08 -

10 mM SDS + 1 mM B-CD 3,32E-08 -

20 mM SDS + 1 mM B-CD 3,92E-08 3,66E-08
40 mM SDS + 1 mM g-CD 4,05E-08 3,92E-08
60 mM SDS + 1 mM B-CD 4,12E-08 -

80 mM SDS + 1 mM B-CD 4,29E-08 -
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Obrazek P6: Srovnani standardu chlorinu e4 v 10 mM fosforeénanovém pufru (pH 3) s 80 mM SDS (A),
s 80 mM SDS + 10 % ACN (A) a s 80 mM SDS + 1 mM B-CD (C) pri napéti -20 kV, teploté 25 °C.
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Obrazek P7: Srovnéni standardu protoporfyrinu IX v 10 mM fosfore¢nanovém pufru (pH 3) s 80 mM SDS
(A), s 80 mM SDS + 10 % ACN (B) a s 80 mM SDS + 1 mM B-CD (C) pfi napéti -20 kV, teploté 25 °C.
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Obrazek P8: Srovnéni standardu chlorinu es v 10 mM fosfore¢nanovém pufru (pH 3) s 80 mM SDS (A),
s 80 mM SDS + 10 % ACN (B) a's 80 mM SDS + 1 mM B-CD (C) pFi napéti -20 kV, teploté 25 °C.
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Obréazek P9: Srovnani standardu feoforbidu a v 10 mM fosforeénanovém pufru (pH 3) s 80 mM SDS (A),
s 80 mM SDS + 10 % ACN (B) a s 80 mM SDS + 1 mM B-CD (C) p¥i napéti -20 kV, teploté 25 °C.



PRILOHA 3
Optimalizace podminek pro separaci SCC



Tabulka 25: Migra¢ni ¢asy vzorku SCC v pufrech o rizném slozeni a pH, pfi napéti 20 kV,

teploté 25 °C

Druh elektrolytu koncentrace| pH &2 T S 1S 2
thiomocovina SCC
boritanovy pufr 7 2,483 5,008
boritanovy pufr 25 mM 8 2,576 5,136
boritanovy pufr 9 2,985 6,105
fosfore¢nanovy pufr (sodny) 6 2,826 5,310
fosfore¢nanovy pufr (sodny) 7 2,646 5,664
fosforecnanovy pufr (sodny) 10 mM 8 2,847 6,465
fosforecnanovy pufr (draselny) 6 2,670 5,308
fosforecnanovy pufr (draselny) 7 2,709 5,830
fosfore¢nanovy pufr (draselny) 8 2,670 6,110

Tabulka 26: Zdanliva pohyblivost vzorku SCC v pufrech o rizném slozeni a pH, pii napéti

20 kV, teploté 25 °C

Druh elektrolytu koncentrace | pH zddnliva pohyblivost - p (m*.V"%.s")
thiomocovina SCC
boritanovy pufr 7 7,05E-08 3,49E-08
boritanovy pufr 25 mM 8 6,79E-08 3,41E-08
boritanovy pufr 9 5,86E-08 2,87E-08
fosfore¢nanovy pufr (sodny) 6 6,19E-08 3,30E-08
fosfore¢nanovy pufr (sodny) 7 6,61E-08 3,09E-08
fosfore¢nanovy pufr (sodny) 10 mM 8 6,15E-08 2,71E-08
fosfore¢nanovy pufr (draselny) 6 6,55E-08 3,30E-08
fosfore¢nanovy pufr (draselny) 7 6,46E-08 3,00E-08
fosfore¢nanovy pufr (draselny) 8 6,55E-08 2,86E-08

3.60E-08 -
3.40E-08 -
3.20E-08 -
%, 3.00E-08 -
> 2.80E-08 -
£,
= 2.60E-08 -
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Zdanliva pohyblivost vzorku SCC v pufrech o rizném pH
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Graf P2: Zdanliva pohyblivost vzorku SCC v pufrech o rizném pH, napéti 20 kV, teplota 25 °C.
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Obréazek P10: Vzorek SCC v 25 mM boritanovém pufruo pH 7, 8, 9
pri napéti 20 kV a teploté 25 °C.
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Obrézek P11: Vzorek SCC v 10 mM fosforeénanovém pufru (draselném) o pH 6,7 a8
pri napéti 20 kV a teploté 25 °C.
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Obréazek P12: Vzorek SCC v 10 mM fosforeénanovém (sodném) pufru o pH 6, 7, 8
pri napéti 20 kV a teploté 25 °C.
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Obrazek P13: Srovnéani separace vzorku SCC v 10 mM fosforeénanovém pufru (pH 3) s pfidavkem
20 mM SDS a 10 % ACN pii napéti -15 kV a -25 kV, teplota 25 °C.
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Obrézek P14: Srovnani separace vzorku SCC v 10 mM fosfore¢nanovém pufru (pH 3)
s piidavkem 30 mM SDeS (A) a s 30 mM SDeS a 10 % ACN a s 30 mM SDeS (B)
a1 mM B-CD (C) pfi napéti -20 kV, teplota 25 °C.
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Obrazek P15: Srovnani separace vzorku SCC v 10 mM fosforeénanovém pufru (pH 3) s pfidavkem
30 mM SDeS a Zn?* a's 30 mM SDeS a Mg?* pFi napéti -20 kV, teplota 25 °C.
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Obrazek P16: Srovnani separace vzorku SCC v 25 mM boritanovém pufru (pH 9) s pfidavkem
20 mM SDS a 20 % ACN (A) a s 20 mM SDS a 30 % ACN (B), napéti 20 kV, teplota 25 °C.



