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SOUHRN:

Predlozena bakataka prace se zabyva studiem vlivizmych cyklodextrid na
selektivitu elektroforetické separace. V praci jspapsany teoretické aspekty kapilarni
elektroforézy a é&které v literatiie publikované vysledky o vyuziti cyklodextiinjako
piidavnych latek do pracovniho elektrolytu pro separpolohovych a optickych izomer
V experimentalni ¢asti pak byl sledovan vlivB-cyklodextrinu na selektivitu separace
polohovych izomar naftalensulfonovych kyselin.

KLIiCOVA SLOVA:

Kapilarni elektroforéza, cyklodextriny, polohové omery, optické izomery,
naftalensulfonové kyseliny.



SUMMARY:

Effects of the addition of various cyclodextrins time working electrolyte on the
selectivity of capillary electrophoretic separatiarere investigated. This work describes
theoretical aspects of capillary electrophoretidhnds and some published applications of
cyclodextrins as isomeric selector additives fopasation of positional isomers and
enantiomers. In the experimental part, the effettpacyclodextrin on the separation
selectivity of isomeric naphthalenesulphonic aswds studied.

KEYWORDS:

Capillary electrophoresis; Cyclodextrins; Positionasomers; Enantiomers;
Naphthalene-sulphonic acids.



OBSAH

1.
2.

4.

5.

[ I PR 11
KAPILARNI ELEKTROFOREZA.........coiiiiiieieieiimemeeieieieeseneseseeisessenensnenenees 12
P20 R =T o o111 4V O = 12
2.1.1. Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)........ccccceuvriiiiiieiee e 12
2.1.2. Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC)............cccvvvvvvnnnnns 13
2.1.3. Kapilarni gelova elektroforéza (CGE) ........cceueeuuviiiiiiiiie e 13
2.1.4. Kapilarni elektrochromatografie (CEC)........commmeeereriiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee, 14
2.1.5. Kapilarni izotachofor€za (CITP) .......cccoii e eeeeeeeeeeeeeeeeeen e 14
2.1.6. Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF) .....ccoommeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee, 14
2.2. Teoretické prinCiPY CE........oovvuiiiiiiiiiiiiee e e e e eee e eeee e e eee e 15
2.2.1. Elektroforeticka pohybliVOSt.........cccoiiiieeeeeiiiiie e 51
2.2.2. Elektroosmoticky tOK (EOF) .....ccooieieeeiiiieeeeee e 16
2.2.3. ZdanlivaA pohybliVOSE .......ccooii e 17
2.3. InStrumentace CE....... .o e 17
2.3.1. Separ@ni KapilAry ... 17
2.3.2. DAVKOVANT VZOIKU .....ovvviiiiiiiiiiiiiiie et ettt e e e e e e e e e e e e e e e e s nnne 18
2.3.3.  Zdroj VYSOKENO NAHHI.......cccueiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e eee e 18
2.3.4. DeteKCe SIgNAIU .......uuviiiiiiiiiiiiiiie e ceeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s sannns 18
CYKLODEXTRIN ...ttt rem et e et e e e e e e e e e aa e e e e saanns 20
3.1. Chemické a fyzikalni vIastNOSL..........ccccuviiiiiiiiiiiiiiiiee e 20
3.1.1. ChemiCKA StIUKLUIA ... .uvveeiiiiiiiiiiieeee e eee e e e e e e e e e e e e e 20
3.1.2. FyziKaINi VIASINOSTI ...ccceeeeeeeeeccceiiee e 21
APLIKACE CYKLODEXTRINU V KAPILARNi ELEKTROFOREZE ........ 24
4.1. Separace polonNOVYCh IZOMEL..........uueiiiiiiii e 24
N O o1 = 1| Y IEST=T 0= 1= o =PSRN 26
EXPERIMENTALNI CAST ..ottt 27
5.1, ChemiIKANQ. ......uuiiiiiiiiiiiiiiie e 27
5.2. PFIStrojOVE VYDAVENI........oviiiiiiiiiii ettt 28
S TRC T 0 1] (0 o I o] - T = S 82
5.4. Vyhodnoceni VYSIEAK............cooiiiiiiiiieeie e e 29
5.5, DISKUZE.....uiiiiiiiiiiiiiee et 29



B. AV ER ..o 34
7. POUZITA LITERATURA ..ottt ettt eeia e, 53



POUZITE ZKRATKY

CD cyklodextrin

CE kapilarni elektroforéza

CEC kapilarni elektrochromatografie
CGE kapilarni gelova elektroforéza
CGT glykosytransferaza

CIEF kapilarni izoelektricka fokusace
CITP kapilarni izotachoforéza

CTAB cetyltrimethymammonium bromid
CZE kapilarni zénova elektroforéza
DNP dinitrofenol

EOF elektroosmoticky tok

HPLC vysokodinna kapalinova chromatografie
LIF laserem indukovana fluorescence
MEKC micelarni elektrokineticka chromatografie
MS hmotnostni spektrometr

NDSA naftalendisulfonovéa kyselina
NSA naftalensulfonova kyselina

PAGE polyakrylamidovy gel

PQ primaquin

PVP polyvinylpyrolidon

QC quinocin

SDS dodecylsiran sodny

TNP trinitrofenol

uv ultrafialovy
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1. UvVOD

Kapilarni elektroforéza (CE) je moderni analytidefparani metoda, p které dochazi
k deleni nabitych ¢astic pisobenim vijSiho elektrického pole. Vyzidaje se vysokou
citlivosti, &innosti a reprodukovatelnosti na urovni vysakodé kapalinové chromatografie
(HPLC) a své uplatmi nachazi p analyze nejen anorganickych i organickych ioate
nejrazrejSich biologickych vzork.

Historie vyvoje CE sah& do minulého stoleti, v rdk®67 sestrojil Hjertén prvni
laboratorni z&zeni pro kapilarni elektroforézu [1]. V podé&lrotujicich sklegnych trubicich
o vnittnim piméru 3 mm proved! elektroforetické separace anordaguit ionfi, proteini a
nukleovych kyselin. Prudky vzestup zajmu o tutoodetz&al ale aZz v 80. letech 20 stoleti a
byl odstartovan pracemi Jorgensena a Lukacse [R&],jako prvni demonstrovali vysokou
ucinnost elektroforetické separace v tenkérkenné kapii@ (vnitni pramér 75 um). Jejich
jednoduché fistrojové zéizeni, které se skladalo ze zdroje vysokéhocta80 kV),
elektrodovych nadobek a modifikovaného HPLC UV Ketel je dodnes zakladengtginy
komeknich gistroja pro kapilarni elektroforézu. DalSimildzitym krokem ve vyvoji CE
bylo zavedeni micelarni elektrokinetické chromaadigr (MEKC) [4], kdy bylo vyuZito
piidavku povrcho¥ aktivni latky SDS do pracovniho elektrolytu za kentzv. micel, které
umoznily separaci neutrdlnich molekul. Spojeni es#péch princigi  kapalinové
chromatografie a kapilarni elektroforézy vedlo kvey kapilarni elektrochromatografie
(CEC), kterou uvedli do praxe Knox a Grant [5,6]ykl@dextriny jako modifikatory
pracovniho elektrolytu byly poprvé v oblasti CE pity Tazakim a kol. v roce 1982fip
izotachoforetickém stanoveni kvarternich amoniowsali [7].

V souwasnosti nejvice pouzivanymi separiani technikami CE jsou kapilarni zénova
elektroforéza (CZE), MEKC a CEC. Déle se pro semanaroteii a nukleovych kyselin
pouzivaji kapilarni gelova elektroforéza a kapilazoelektricka fokusace [8-10].
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2. KAPILARNI ELEKTROFOREZA

Princip separace sloZzek analyzovaného vzorku pokaggiarni elektroforézy sgiva
v rozdilné rychlosti migrace iontovyctastic &inkem vrgjSiho elektrického pole, nebo
disociované castice slozek vzorku se ve vodném piedi liSi svoji elektroforetickou
pohyblivosti (mobilitou).

2.1. Techniky CE

V souwasnosti se rozliSuje Sest zakladnich experimewctalrtechnik kapilarni
elektroforézy: kapilarni zonova elektroforéza, néacei elektrokinetickd chromatografie,
kapilarni gelova elektroforéza, kapilarni izotaaréza, kapilarni izoelektricka fokusace a
kapilarni elektrochromatografie. VSechny uvedenéhné&y jsou zaloZzeny na separaci
ucinkem elektrického poledmem migrace v roztoku a spdtgym prvkem je rovéZ kapilarni
formét instrumentace elektroforézy.

2.1.1. Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)

CZE se provadi v otéené Kemenné kapii® naplgné elektrolytem (obr. 1).
Separace probiha diky kombinaci vlivu elektrofaredi migrace a elektroosmotického toku.
Elektroforetickd migrace je pohyb nabity¢astic v elektrickém poli a elektroosmoticky tok
je tok elektrolytu zfisobeny nabojem viiiti s€ny kapilary a aplikovanym potencialem (obr.
2a). Silanové skupiny podél vhif seny kapilary ve styku s elektrolytem maji tendenci
ionizovat se a vyti@t tak na rozhrani &ty kapilary a elektrolytu elektrickou dvojvrstvuo P
aplikaci elektrického nagpi se z&nou kationty pochazejicich z pracovniho elektrolytu
blizkosti stny kapilary pohybovat sénem ke katod a strhavaji elektrolyt s sebou. Tim se
vytvé elektroosmoticky tok stmem ke katod. Castice siznym nabojem se pohybuji
raznym smérem v zavislosti na naboji, kladmabitécastice putuji sgrem ke katod, jelikoz
elektroforeticka migrace i elektroosmoticky tok mstgjny sndr. V pripact separace zapofn
nabitych ¢astic pak elektroosmoticky tok a elektroforetickégrace maji opény sner, ale
vzhledem k velikosti elektroosmotického toku jsaiocaty rovréZz unaseny ve sénu katody.

V pripact potreby Ize velikost a sén elektroosmotického toku zmit modifikaci vnitniho
povrchu sepatmi kapiléry.

12



zdroj

® O

wiyzokého napéti
lt—— weztup wistup
k.apilara +
A0
4 computer I
wzorek, rezeryoar pufru

rezervoar pufru

Obr. 1: Schéma fistroje pro kapilarni zonovou elektroforézu [11].

Cas potebny k tomu aby separovarifistice prosly kapilarou, zavisi na délce a
praméru separéni kapilary, elektroforetické pohyblivostastic, na pouzitém elektrolytu a
vloZzeném nagti. Rychlost piichodu ¢éstic kapildrou ovlisiuje také jejich tvar, velikost a
naboj, dale také koncentrace elektrolytu a jeho[BH.2].

2.1.2. Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC)

Jedna se o sepdrd techniku, ktera vznikla kombinaci pringipmicelarni
chromatografie a kapilarni zonoveé elektroforézglauzi k separaci neutralnich molekul. Do
zakladniho elektrolytu je fmlana povrcho¥ aktivni latka (SDS, CTAB, atd.), schopna
vytvéret tzv. micely. Jedna se o kulovité Gtvary oitér struktde, nesouci elektricky naboj a
tudiz jsou micely schopny se v elektrickém poli plobvat jako kterakoliv jind nabit&stice.
| kdyZz se vzniklé micely pohybuji proti $imu EOF, jejich rychlost pohybu je menSi nez
samotného EOF, a proto jsou elektroosmotickym tokemdSeny swrem k detektoru.
Analyzované neutralni latky sice nenesou samy @ atiny naboj, ale interaguji s micelami
a dojde k separaci na zaktawzcleni slozek vzorku mezi vodnou a micelarni fazir(@b).

2.1.3. Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

U CGE se tive pracovalo s kapilarou, naphou tiznymi typy geli, naff. agarosou
nebo polyakrylamidovym gelem (PAGE) kovalentvézanym ke gh¢ kapilary Z divodu
obtizného plani kapilary gelem se #Zaly postup® pouzivat roztoky linearnich polymer
tvoricich v kapilde tzv. molekulova sita.
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Na rozdil od CZE zavisi separace vzorku pomoci @@Ekelektroforetickém pohybu
nabitych molekul gelovou matrici, kdy vlastni gdbu#i jako molekulové sito, které
umoziuje rozalit jednotlivé sloZzky vzorku podle miry jejich zp@teni @i prachodu sitem.
Toto zpomaleni jeifimo uneérné molekulové hmotnosti separovanych molekul,é&ss pak
rozckli podle vzfistajici molekulové hmotnosti (obr. 2c). Separaceldée ovlivriena také
velikosti separovanych molekul, porozitou pouZzitahelu, pomdrem velikosti molekul a
naboje, atd.

2.1.4. Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

Tato metoda je zaloZena na principech HPLC a CZepaBini kapilara je zde
naplréna stacionérni fazi a hnaci silou je EOF, kdy pratelektrolyt je v kontaktu s vriiti
sttnou kapilary i s povrchem naglikapilary [10].

Velkou vyhodou této metody je snadna instrumentaggsoka dinnost gevzata od
CZE a vysoka selektivitarpvzatd od HPLC. Neutralgastice i ionty jsou pak rozteny na
zaklad rozdilnych interakci se stacionarni fazi stggko u HPLC, ionty se navic pohybuiji v
elektrickém poli rozdilnymi rychlostmi podle jejiedektroforetickych pohyblivosti (obr. 2d).
Diky plochému rychlostnimu profilu EOF v porovn&nparabolickym profilem toku mobilni
faze u HPLC ma pak CEC mnohem vySSi separacinnost. Ta spolu se selektivitou
separace fize byt také vyraznovlivnéna gidavkem tiznych modifikatoé do pracovniho
elektrolytu [13].

2.1.5. Kapilarni izotachoforéza (CITP)

Jedné se ap o techniku umoiujici déleni slozek vzorku podle efektivni pohyblivosti
anionti nebo kationt ve stejnosrném elektrickém poli ale na rozdil od CZE se zde
pouZzivaji dvaizné pracovni elektrolyty. Vedouci elektrolyt obsghwedouci aniont o&Si
pohyblivosti nez nejrychlejSi aniont vzorku a komgaelektrolyt obsahuje aniont, ktery je
pomalejSi neZz nejpomalejSi aniont vzorkéedPvlastni analyzou je vzorek nadavkovan mezi
vedouci a koncovy elektrolyt a sloZzky vzorku se palsobenim stejnostmého napti
rozcli na zaklad jejich rozdilnych pohyblivosti, iptemZ rychlejsi ionty se dostavaji blize
vedoucimu elektrolytu a pomalejSi naopak blize deckvému elektrolytu. Ptase se vytvio
ostré zony, ve kterych se separované ionty pohyWmmgtantni rychlosti (obr. 2e).

2.1.6. Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF)

Zde pouzivame kapilary, jejichz vimi povrch je modifikovan kili minimalizaci
EOF a separace probihd pouze na zé&kkldktroforetické migrace. Kapilara je napta
smeési vzorku pro separaci a amfolytem, coz je eleitrdisociovany v Sirokém rozmezi pH.
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Po vlozeni nafti vytvori amfolyt v kapil&e linearni pH gradient a jednotlivé molekuly
separovaného vzorku pak migruji do mista, kde pHowitia jednotlivym izoelektrickym
bodim a vtomto mist se zastavi. Vznikaji tak zony molekul se stejngoelektrickym
bodem (obr. 2f).

Stationary phase

Micelle Surfactant

CGE

o RSP DT ISR - 0 it :
> T :7 .,_%zg Mhﬁ‘kkﬂ ”-igh pH

atlce so we LI

Polymer matrix

Obr. 2: Schematické znazaoni principi separaci jednotlivych CE technik [13].

2.2. Teoretické principy CE
2.2.1. Elektroforeticka pohyblivost

Elektroforeticka pohyblivostle nabitécastice je rychlost jejiho pohybu v elektrickém
poli o jednotkové intenzit

H=E

kde u je elektroforeticka pohyblivost) je rychlost pohybu iontu & je intenzita
elektrického pole.

Pohyblivost iontu v roztoku je oviivana interakcemi mezi ionty a zavisi hlawa
jeho naboji a velikosti a viskoziprostedi. Tuto zavislost popisuje Stokes/ztah:

_ o
# 6mnp

kdeq je naboj iontuy; je viskozita & je poloner iontu. [11, 12]
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2.2.2. Elektroosmoticky tok (EOF)

Steny kapilary z tavenéhor&mene obsahuiji silanolové skupiny, které $e&kgntaktu
se zasad¥jSimi roztoky disociuji dle rovnice:

Takto se na 8hach kapilary vytvti zaporny néboj. Ke &b¢ je pitaZena vrstva
kationi pochazejicich z pracovniho elektrolytu a vznikagtabilni elektricka dvojvrstva, tzv.
Sternova vrstva. Kationty vyskytujici se blize tedu kapilary tvéi tzv. difzni vrstvu. Po
vloZzeni napti zasnou kationty migrovat ke kateéd JelikoZz jsou kationty H silng
hydratovany, jejich pohyb spdie s disociovanymi molekulami vody vyvola tok celého
roztoku k detektoru umigtého ped katodou. Tomuto jevu g&a elektroosmoza a vznikly
tok se oznéuje jako elektroosmoticky tok (obr. 3). Neutrdlifistice se pohybuji rychlosti
elektroosmotického toku, zatimco nabééstice se pohybuji kit rychleji (kationty) nebo
pomaleji (anionty) nez EOF v zavislosti na jejickekeroforetické pohyblivosti [11,14].
Ustavenim Sternovy a difuzni vrstvy se vylja potencidlové rozdily. V diftzni vrstv
vznika potencialovy rozdil, ktery se nazyva zettepoial . Sila elektroosmotického toku je
zavisla na pH pracovniho elektrolytu, protoze zmdéencial roste s disociaci silanolovych
skupin na vnitnim povrchu kapilarni sty.

Pohyblivost elektroosmotického toku Ize vyjidovnici:

-

Hep

= pr—-
Eunnnns permitivita zakladniho elektrolytu
(e zeta potencidl

7 viskozita

| polondr kapilary

Z uvedené rovnice vyplyva, Ze na elektroosmotiaky maji vliv polongr kapilary a
vlastnosti pracovniho elektrolytu. Linearni rychl&OF Ize ukit z hodnoty vioZzeného nap
U a délky sepatmi kapilaryl [14]:
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Obr. 3: Vznik elektroosmotického toku [11].

2.2.3. Zdanliva pohyblivost

Nabitécastice maji zadasti elektroosmotického toku zdanlivou pohyblivastktera
je soutem pohyblivosti elektroforetické a pohyblivosti ekfroosmotického toku.
Elektroforetickd pohyblivost, ktera ma stejny &njako elektroosmoticky tok, ma kladné
znaménko (pro Kkationty), elektroforetickd pohybstio ktera ma opmy smeér jako
elektroosmoticky tok, ma zaporné znaménko (prorag)d8,11].

!"'LH = l;'[E _;'[ED

2.3. Instrumentace CE

Schéma zakladnihaigtrojového usp@dani pro CE je znazammé na obr. 1. Zdzeni
se sklada ze dvou elektrolytickych nadobek n&ploh pracovnim elektrolytem a ty jsou
spojeny sepatai kapilarou. Dale jsou do nadobek ptary pracovni elektrody, které jsou
napojeny na zdroj vysokého réip Na konci sepatai kapilary je umisin detektor [8,11].

2.3.1. Separani kapilary

Kapilary jsou vyrabny z taveneho lemene a maji ochranny polyimidovy povlak,
ktery chrani kapilaruiged posSkozenim, protoZe kapilara je velrfehka. V mist detekce je
polyamidovy povlak odstran. Kapilara je Bzn¢ 25 — 100 cm dlouha s viriim primérem
v rozmezi negjastji 25 az 100 um. Vniti povrch kapilary mize byt chemicky modifikovan
(eliminace EOF). Pro zaji&ti stalych podminek separace je nutné kapilaru dstatovat.
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Teplota je udrzovana na konstantni hodrimid’ prouctnim vzduchu, nebo kapalnou chladici
SmEsi.

2.3.2. Davkovani vzorku

Roztok vzorku se davkuje do vzdaigiho konce Hatk | hyHr Oy amick 7 ok
kapilary od detektoru. Davkovany objem vzorku se §+
pohybuje v rozmezi 10-100 nl a vzorkova zonaitasi vzorek pu
1-2 % celkové délky kapilary. Davkovani lze pro#tad A
nékolika zpisoby (obr. 4): >
beyelroctynarmick i tok
a) davkovani tlakem I_ _T?_,:,_,E}E'jc'_"_t_e ey it m
[. vyvinutim tlaku na strahvzorku i
Il. vytvoienim podtlaku na strarpufru B
b) svyuzitim gravitace — zaloZeno na FET——"]
principu spojenych nadob tak
c) elektrokinetické davkovani — zaloZzenp WZOrek putt
na elektroforetické migraci vzorku dd .
kapilary po vlozeni nizkého né&p na C
elektrody.

Obr. 4: Davkovani vzorku [11].

2.3.3. Zdroj vysokého nafti

Pii kapilarni elektroforéze se pouZivaji vysokottaywé zdroje poskytujici n&p v
rozsahu 0 — 30 kV ip proudech obvykle v rozmezi 0 — 3@@& a umoiujici menit jeho
polaritu. Blize k detektoru se&t&inou fipojuje uzemmna elektroda a druhd, kterd ma vysoky
potencial, je fipojena ke druhému konci. f€dpokladem dobré reprodukovatelnosti
migracnichéadi je stabilita generovaného rip(+0,1%) [14].

2.3.4. Detekce signalu

Vzhledem na malé rozry kapilary musi byt detektory pro CE velmi citlivé
Nejcastji se pouzivaji detektory zaloZzené na absorpci W@Wei a vznikly zaznam, tzv.
elektroforegram, je tedy zavislost absorbantiedané vinové délce n&ase. Vzhledem ke
kratké optické draze paprsku, dané #miim pimérem kapilary, je linearni detéki rozsah
podstaté mensi nez u kapalinové chromatografie. Optick@hdrze prodlouzit vytv@nim
bublinky na kapilée v mist detekce, tzv. “bubble cell” [14] nebo s pouZitipesialnich
detekénich cel. U latek, které neabsorbuji v UV oblasiizeme pouzit tzv. népnou detekci,
kdy se do pracovniho elektrolytitigéa latka, kterd dale absorbuje v UV oblasti, coz vyvola
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konstantni hodnotu absorbancéi praichodu analytu detektorem pak hodnota absorbance
poklesne na odpovidajici hodnotu.

Mnohem vysSi citlivost detekce poskytujeéieni fluorescence nebo laserem
indukované fluorescence (LIF).&8ina analyzovanych latek sama o &olefluoreskuje, a
proto je teba vzorky ped analyzou derivatizovat. Vhodnym ¥bem fluoroforu s excitnim
maximem v oblasti vinové délky pouzitého laserudn&it detekni limit az naradow stovky
detekovanych molekul.

Dale je mozné pro detekci vyuZzit hmotnostni speketw (MS), ktery je univerzalni a
umoziuje ziskat pro kazdou elektroforetickou zénu hmstnb spektrum usnadjici
identifikaci jednotlivych zon. Komplikaci je ale Kz vybér vhodnych pracovnich elektroiyt
z hlediska&kavosti a ibec naréna instrumentace spojeni CZE-MS [15].
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3. CYKLODEXTRIN

3.1.Chemickeé a fyzikalni vlastnosti
3.1.1. Chemicka struktura

Dextriny jsou heterogenni, amorfni a hygroskopislka®ceniny vyradkné ve velkych
mnozstvich pro potravitigky, textilni a papirensky pmysl a pro mnoho dalSich oliof16].
V neizolované form se pouzivaiji ¥ vyrobé piva nebo chleba. Tento typ degradace Skrobu je
pravy hydrolyticky proces, kde hlavni produktylehi glykosidovych vazeb reaguji
s molekulou vody. V fipac, Ze je Skrob degradovany enzymem glykosytransseréSGT),
jsou hlavnimi produktyiettzového intramolekularniho ¢kéni bez pistupu vodya-1,4-
cyklické vazby, znamé jako cyklodextriny. Lze tetigi, Ze dextriny jsou enzymaticky
modifikované Skroby [17].
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Cyklodextriny (CD), znamé téz jako Schardingeroextdny, jsou neutralni cyklické
oligosacharidy tvtené D-(+)-glukopyranosovymi jednotkami spojenymiykgisidickymi
vazbamia-1,4. Molekula cyklodextrinu mé tvar dutého kolméhd@ele, na jehoz uZsi stkan
jsou sousedny primarni hydroxylové skupiny (na uhlicich C6g &irSi straé sekundarni
hydroxylové skupiny (na uhlicich C2 a C3) a imitjadro Zistdva hydrofobni. Vzhledem k
hydrofilnimu povrchu jsou cyklodextriny pamé dokre rozpustné ve ved Velikost a tvar
dutiny molekuly cyklodextrinu zavisi na ga glukopyranosovych jednotek&d pouzivané

cyklodextriny jsoua-, B- ay- cyklodextriny tvdené 6, 7 a 8 glukopyranosovymi jednotkami
(obr 5).

alld

Obr. 5: Jednotlivé typy neutrélnich cyklodextiifil7].
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3.1.2. Fyzikalni vlastnosti

V ramci krystalové rizky se mohou molekuly cyklodextrinu vyskytovat deou
formach — krystalové nebo kanalové striktuV kanalovem (channel) typu struktury jsou
molekuly cyklodextrinu naskladané na sebe jako mine valéku. Zde jsou molekuly
vesta¥né v nekonénych kanalcich sestavené jako lingastadné dutiny. Toto zarovnani
muze byt b’ ve spojeni ,hlava-pata“ nebo ,hlava-hlava“ (oby. 6

= &=
= =

..head-to-tail” ..head-to-head "’

Obr. 6: Moznosti seskupeni cyklodextéinl7].

A B C

&J % AI A
S wmw

CHANNEL HERRINGBONE BRICK

Obr. 7: Krystalové struktury cyklodextrin[17].

V zavislosti na podminkach mohou stejné cyklodeytwykazovat iizné krystalové
struktury (obr. 7), nap. a-cyklodextrin je znam veféch krystalovych strukturach (vSechny
typu ,herringbone®) @-cyklodextrin je znam ve dvou krystalovych struléchn [17].

Chemicka struktura a schematicky model molekulylag#xtrinu jsou znazoemy na
obr. 8, dilezité fyzikalni konstanty a vlastnosti neutralnich B- a y- cyklodextrimi jsou
shrnuty v tabulce 1.
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Obr. 8: Chemické struktura (A) a schematicky model (B) ekaly cyklodextrinu. Hodnoty
n, h, I.D., E.D. a substituenty’R*jsou uvedeny v tabulce 1 [18].

Tabulka 1: Prehled fyzikalg-chemickych viastnosti cyklodext(ij18,19].

3

Cyklodextrin o B Y
R=R=R H H H
Pacet glukopyranosovych jednotek 6 7 8
N 1 2 3
Molarni hmotnost M [g.moll] 972,86 1135,01 1297,15
Praimeér kavity (kanalk), 1.D. [nm] 0,47 - 0,52 0,60-0,64 0,75 - 0,8
VnéjSi pramer molekul, E.D [nm] 1,46 £ 0,04 1,54 £ 0,04 1,79.84
Vyska kavity [nm] 0,79 -0,80 0,79 — 0,80 0,79 800,
Objem kavity [nn] 0,176 0,346 0,510
pK, hydroxylovych skupin 12,1-12,6 12,1-12, 12,6
Rozpustnost ve vadoii 25°C [g.100 mif] 14,50 1,85 23,20
Teplota tani [K] 551 572 540
Specificka otéivost [«] 150,5+0,5 162,5+0,5 177,40,

OT

Charakteristickou vlastnosti cyklodextiinje jejich schopnost twd komplexy
s nejhzrejSimi molekulami neutralni i nabité povahy. Nejspé&linym poZzadavkem na
hostujici molekulu je, aby se veSla, i kdyeba jencasténe, do dutiny cyklodextrinu.
Naopak, pokud je molekulatipS mala, mize z dutiny snadno vypadnout. Rfatéto
schopnosti tvorby tzv. ,host — guest* komplese vyuziva $ separacich izomernich latek
pomoci CE [18]. Celarada organickych molekul pronika downidutiny molekuly
cyklodextrinu a vytvéi inkluzni komplexy, jejichz stabilita zavisi na lkesti a tvaru
komplexované molekuly (hosta), velikosti dutiny yklodextrinu (hostitele) a na dalSich
faktorech, jako jsou vodikové trstky, hydrofobni interakce, atd.iBna stabilita inkluznich
komplexi se separovanymi latkami pak ma za nasledek podstatény v migranich

rychlostechdchto latek, coz vede k vyraznému ovkwin separéni selektivity.
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Polaritu  vrgjSiho povrchu molekuly cyklodextrinu Ize ovlivnit ulsstitucemi
nejrazrejSich funkinich skupin. P&et substituerit, jejich velikost a polarita vyrazn
ovliviiuje stabilitu inkluznich komplexa tim i selektivitu elektroforetické separace&zi
pouzivanymi substituovanymi cyklodextriny jsou mgtf-, heptakis(2,6-di-O-methyl}-,
heptakis(2,3,6-tri-O-methyl}-, (2-hydroxypropyl)p-, (2-hydroxypropyl)y, carboxymethyl-
B- a sulfobutylethef- cyklodextriny [18,20].

Vliv ptidavku cyklodextrinu do pracovniho elektrolytu ghématicky znazogm na
obr. 9. V pracovnim elektrolytu beigavku cyklodextrinu (obr. 9A) migruji anionty var,
nag. naftalensulfonové kyseliny, ofraym snérem neZz elektroosmoticky tok a vysledna
migracni rychlost je velmi mala a doba analyzy dlouhdpiedé tomu v pracovnim elektrolytu
s pidavkem cyklodextrinu (obr. 9B) dochazi ke vznikgndmické rovnovahy, kdy anionty
vzorku migruji casténé jako volné anionty a po zbyvajici dobu migraceojdiostitelské
inkluzni komplexy s molekulou cyklodextrinu, tzrzhledem k ¥tSimu objemuastic nizsi
rychlosti. Za pedpokladu, Ze na konci sepémakapilary, spojeném se zdrojem, je vloZzeno
kladné napti, by diky této rovnovaze &o dojit k urychleni migrace zaparmabitych¢astic
smeérem k detektoru.

A EOF B EOF

“X- - “X-R
o) & Ugo A ® @ “ =)
@co

NSNS
— Uy, Ueo

'> uapp - - > Uapp

Obr. 9: Schéma elektroforetické migrace aniontu v praacoveiektrolytu (A) bez a (B)
s pidavkem CD {,- je elektroforetickda mobilita aniontu "X u., je

elektroforetickd mobilita eletrkoosmotického toku;-,.- je elektroforeticka
mobilita inkluzniho komplexu aniontu CD au,_,, je zdanliva mobilita).
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4. APLIKACE CYKLODEXTRIN UV KAPILARNI ELEKTROFOREZE

4.1. Separace polohovych izonder

Elektroforeticka separace polohovych izotherorganickych latek, zejména
disociovanych silnyclti slabych kyselin je v &nych pracovnich elektrolytech obtizna z
diuvodu jejich velmi podobnych elektroforetickych miitbiTypickym péipadem nize byt
CZE separace polohovych izomeromatickych sulfonovych kyselin, které jsoblekitymi
meziprodukty pi vyrob¢ syntetickych barviv. \Eistém pracovnim elektrolytu (boratovém

nebo fosfatovém) lze pak G rozdlit pouze skupiny kyselin na zakkadpoctu
sulfonovych skupin v molekule kyseliny (mono-, dii; a tetra-) [21-23].

Separaci dvanacti polohovych izomemnono- az tetra-naftalensulfonovych kyselin
pomoci CZE v boratovém pufru (25 mmdl.lpH = 9,0) sfidavkem neutralnich
cyklodextrini (a-, p- ay-) o koncentraci 10 mmottise zabyvali Jandera a kol. [22,23]. Pro
dosazeni separace ¥ijptelném ¢ase bylo nutné analyzu urychlitgllakem 2500 Pa na
kapilae. Ridavek a-CD do pracovniho elektrolytu umoZznil pouze separde a
2- naftalensulfonové kyseliny, avSak separace Ileaftiisulfonovych kyselin byla
nedostaténa. Naopak poifdavku - ay-CD do pracovniho elektrolytu doslo k vyraznému
zlepSeni sepatai selektivity analyzovanych kyselin, coz Ize w§thiv na zaklag porovnani
velikosti dutiny jednotlivych cyklodextrin [18], kdy velikost a tvar naftalensulfonovych
kyselin pravédpodobr mnohem Iépe kopiruje tvar dutify ay-CD neZa-CD.

Vliv ¢ty raznych substituovanych cyklodextéima separaci polohovych izonder
naftalensulfonovych kyselin a jejich amino- a hydroderivati byl studovan v praci [24].
UpIné separace v3ech analyzovanych nesubstituokangttalensulfonovych kyselin bylo
dosaZeno v boratovém pufru (25 mmiglpH = 9,0) s fidavkem methyB-CD o koncentraci
10 mmol.I*, zatimco substituované amino- a hydroxy- naftaliosové kyseliny se nejlépe
rozcklily v boratovém pufru siiddavkem nesubstituovanéfecyklodextrinu.

Fischer a kol. studovali mozZnosti ovldmi separace naftalensulfonovych kyselin
v pracovnich  elektrolytech  gidavkem pB-CD na Kkapildrach s eliminovanym
elektroosmotickym tokem, kdy bylo vyuZito pokrytinittni sény kiemenné kapilary
polyakrylamidem [25]. V porovnani se separaci vakeptych kapilarach doSlo k ateni
poradi separovanych kyselin a celkawk urychleni separace.

CZE byla také vyuzita ke stanoveni hlavnich slodak&istot ve vzorcich technické
H-kyseliny (H-, chromotropova, Kochova a W- kysglin a Cleve-kyseliny (Cleve-1,6-,
Cleve-1,7-, Laurentova, peri a amino-F- kyselinghuzivanych jako meziprodukty pro
vyrobu syntetickych barviv [22]. Jedna se&bp elektroforetickou separaci $si polohovych
izomeiti amino- a hydroxy- naftalensulfonovych kyselin esfatovych a boratovych pufrech
s pidavkem nesubstituovanéhp-CD, zarové vzhledem k acidobazickému charakteru
analyzovanych kyselin bylo nutné ¢ir vhodnou hodnotu pH pracovniho elektrolytu. Za
optimalizovanych sepataich podminek byly kalibtami kiivky zavislosti integrovanych
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ploch piki jednotlivych kyselin na jejich koncentracich veedsdvaném koncenttaim
rozmezi lineérni a bylo mozné stanovit minoritoZz&ly v koncentracich do 0,02 %.

Stopova mnozstvi deviti polohovych izomeraftalensulfonovych kyselin ve vzorcich
pitné vody analyzovali pomoci CZE Chen a Ding [26]5 mM boratovém pufru o pH = 9,2
s pidavkem 10 mM sisi B- ay-CD v pongru 3:7. Po provedeni optimalizace bylo mozné
stanovit analyzované sulfonové kyseliny v détgkh limitech 4 pg.I* za pouziti UV
detektoru pi vinové délce detekce 214 nm. Ti sami &utovnéZz Usgsné rozctlili sedm
izomernich naftalensulfonovych kyselin v kyselém 20 fosfatovém pufru (pH = 3)
obsahujicimB-CD, ovSem za pouZiti reverzni polarity elektrodn.t zaporného pélu u
nastikového konce kapilary a kladného polu u detek{@i].

Z. Chen a kol. provedli separaci izomeo-, m- a p- kresolu pomoci CEC na
monolitickych kolonach, kdyifpraveny monolit byl Bhem tvorby modifikovan fiddavkem
B-CD. Separace byla provedena v mobilni fazi o sio#0 mmol.!* fosfatovy pufr o
pH = 7,5/ methanol v potru 80 / 20 [28].

Byly rovnéz popsany aplikace CZE pro separace a stanovetdtsgkych i girodnich
potravindskych izomernich barviv v pracovnich elektrolytechidavky cyklodextrit [29-
31]. H. Y. Huang a kol. stanovili sedm syntetickymbiravindskych barviv (ZIt SY, cervai
Allura AC, ponceau 4R, tartrazin, patentni mad brilantni mod a indigotin) a jedno
barvivo girodni (kyselina karminova) v ndgych napojich v 15 mM boratovém pufru o
pH = 10,0 s idavkem 7,0 mMB-cyklodextrinu ve velmi kratkyctiasech, kdy doba analyzy
nep'esahla deset minut [32].

Ctrnact sulfonovanych azobarviv bylo analyzovano poimCZE na nepokrytych
kapilarach a kapilarach pokrytych linearnim polyd&midem ve fosfatovém pufru o
koncentraci 25 mmolia o pH = 6,0 sifidavkem 10 mMB-CD [33]. Podéilo se rozdlit
nejen polohové izomery analyzovanych barviv, ak& tstereocizomery (cis-, trans-jkterych
kovokomplexnich barviv.

Kartsova a Komarova [34] podrobily separaci pom@£ZE polohové izomery nitro-,
amino-, chlor- a hydroxy- benzoovych kyselin. Dagovniho elektrolytu (10mM boratovy
pufr) bylo gidano 1-10 mmolt neutréinihax- a -CD. Z experimentélnich dat bylo zjigb,
Ze B-CD vytvai s aminobenzoovymi kyselinami stald§i komplexy neza-CD, naopak
izomerni chlorbenzoové kyseliny se v boratovéem p&3-CD nepodélo Uplné rozcklit.
Optimalizaci koncentraceipganého cyklodextrinu se dosahlo velmi kratkyeli analyzy.

Dvanact derivdat a izomeé odvozenych od kyselin benzoové a ftalové bylo
analyzovano Wuem a kol. [35]. Ke kompletni sepadm$lo v 10 mM fosfatovém pufru o
pH = 11,0 s fidavkem 12 mM sisi o- a B-CD v ponéru 1:2 a sotasném fidavku
polyethylenglykolu 600 (4 %).

Tian a kol. stanovovalig izomernich derivdt antrachinonu v rostlinném materialu
(Polygonum cuspidatumpomoci CZE siidavkem 20 mM nesubstituovanélfeCD do
35 mM fosfatoveho pufru,iffifemz doba anlyzy négsahla Sest minut [36].
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B-CD a polyvinylpyrolidon (PVP) byli pouzity jako kaplexa&ni aditiva do
pracovniho elektrolytu pro stanoveni deseti polglebvizomet nitrofenofi v de§ove, pitné
a odpadni vo#l pomoci CZE [37]. K detekci byl pouzit UV/VIS detek s vinovou délkou
detekce 254 nm. Byl zkouman vliv koncentraggCD v pracovnim elektrolytu
v koncentranim rozmezi 2 — 4 mmotl Vy3si koncentrace CD v elektrolytusiy za
nasledek, Ze setkteré izomery nepod#o rozclit, coz ale nebylo pozorovano u elektrolytu
s pridavkem PVP.

Podob jako u nitrofenal Ize vyrazi ovlivnit elektroforetickou separaci polohovych
izomeii chlorfenoti, které jsou steghjako nitrofenoly vyznamnymi kontaminanty Zivotniho
prostedi. Groom a Luong [38] a také Janini a kol. [300ipli pro CZE separace izomernich
chlorfenoli pridavek sulfobutylethef-CD. Vzhledem k acidobazickym vlastnostem
chlorfenoti je také dlezité proveést optimalizaci pH pracovniho elekttoly

4.2.Chiralni separace

| kdyZ pavodre bylo vyuZiti cyklodetriri v elektromigré&nich separ&ich metodach
navrzeno a také aplikovano p&apro separace opticky aktivnich (chiralnich) lateky bylo
mozné rozdlit a stanovit jednotlivé optické izomery, je tabakaldska prace zadiiena
pievazie na separace polohovych izormerNicmérg jen diky aspSnému vyuziti
cyklodextrini pro ctleni optickych izomer se postupé védci zaali zabyvat otazkou, zda
budou cyklodextriny ovlisiovat separace polohovych izometejnym zgsobem.

Obrovsky potencial pro vyuziti chiralnich sepanaoimoci CZE a fibuznych technik
ma farmaceuticky gmysl, kdy je nutné ip vyvoji novych I&€iv velmi pelivé stanovit
zastoupeni obou optickych izomiedané substance. Zara@veachazi chirdlni CE separace
Siroké vyuZziti ve zdravotnictvi v klinické diagnicst [13]. Steji jako v oblasti CE separaci
polohovych izomar, tak i v pgipacd chiralnich separaci se vyuzivd cela Skéla
nesubstituovanych i substituovanych (kationtovyemiontovych) cyklodextriin Lzefici, Ze
pro poteby chiralnich separaci se neustale syntetizujé rromové typy cyklodextrin nag.

v oblasti stedni Evropy je vyznamnym vyrobcem draska firma Cyclolab.

Jiz publikovanych praci tykajicich se chiralniclpa®ci pomoci CE je v séasnosti
jiz tak ohromné mnoZstvi, Ze neni v moznostech bélaldské prace mit tak Siroky zé&b
Pro snazSi orientaci v dané problematice jsou pedwi publikovany pehledovéclanky
(reviews) o poslednich trendech a poznatcich [40z8kterych Ize poté snadderpat dalSi
Udaje.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1.Chemikalie

Kyselina boritd — BBO; (Fluka, Buchs, Svycarskaistota> 99,5 % (HPLC).

Dodekahydrat tetraboritanu sodného —BI®;10H,0 (Fluka, Buchs, Svycarskogjstota
>99,5 % (HPLC).

B-cyklodextrin (Fluka, Buchs, Svycarskdé)stota> 99,5% (HPLC).

Pevné vzorky 3esti naftalensulfonovych kyselin (8pa Neratovice, Neratovice eska
republika).

(1-naftalensulfonova kyselina, 2-naftalensulfonéyaelina, 1,6- naftalensulfonova kyselina,
1,7- naftalensulfonova kyselina, 2,6- naftalen@utiva kyselina, 2,7- naftalensulfonova

kyselina).
SOgH SO3H
OO -

= SO,H

naftalen-1-sulfonova kyselina naftalen-2-sulfonové kyselina naftalen-2,6-disulfonova kyselina
1) (2) 3)
SO3H
SOgH
SO4H HO3S HO4S” ': ‘
naftalen-1,6-disulfonova kyselina  naftalen-1,7-disulfonova kyselina ~ nhaftalen-2,7-disulfonova kyselina
4) ©) (6)

Obr. 10: Analyzované naftalensulfonové kyselirysjovani — viz. obr. 12 — 17).
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5.2. Pristrojové vybaveni

pH metr Orion Star 3 (Thermo Fischer Scientific,livam, MA, USA), (obr. 11a).

Kapilarni elektroforeticky systétm CAPEL — 105M (okiklb) (LUMEX, St. Peterburg,
Rusko), ktery je vybaven:

a) zdrojem vysokého nat,
b) autosamplerem ,

c) spektrofotometrickym detektorem s deuteriovounga pracujici v rozmezi
vinovych délek 190 — 380nm,

d) dvojici platinovych elektrod,
€) nastikovym systémem,
f) vyménnou kazetou pro kapilaru,

g) kapalinou chlazenym systémem,

h) pciitatem s ovladacim a vyhodnocovacim programem ELFORUN

Obr. 11: a) pH metr; b) kapilarni elektroforeticky systém

5.3.Postup prace

VeSkeré experimenty byly provedeny v labofafoE na Katete analytické chemie.
Z pripravenych roztok kyseliny borité a tetraboritanu sodného byl pompél metru
piipraven boratovy pufr o koncentraci 25 mnidld o pH = 9,1. Vtomto pufru byla
rozpuStna navazkap-cyklodextrinu, aby byl ziskan pracovni elektrolgtkoncentraci
10 mmol.I* -cyklodextrinu.
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Byla piipravena kapilara o viitim piiméru 75 pm, vijSim piiméru 375 um a délky
58 cm. V délce 50 cm od n#&kbvého konce kapilary bylo éthno detekni okénko.
Kapilara byla vloZzena do kazety a poté byla kazetinstalovana do kapilarniho
elektroforetického fistroje s vijSim vodnim chlazenim kapilary. Kapilara byla negor
promyvana 15 min asi 0,5 M NaOH a poté 15 min tes&tnou vodou. Posthto gipravach
mohlo prokthnout viastni réreni.

K separaci bylo pouzito Sest vzarknono- a di- naftalensulfonovych kyselin (viz.
vySe), které bylyitkrat podrobeny separaci v elektrolytu bez pou#itiyklodextrinu a poté
tiikrat v elektrolytu s fidavkem p-cyklodextrinu a byly sledovany zmy v jednotlivych
meienich. Davkovani vzorku bylo hydrodynamické po d&bs i tlaku 20 mBar. Mieni
bylo provedeno i teplot 20 °C. Zaznamenané elektroforegramy (zavislostbdiance na
case) jsou satasti grilohy.

5.4.Vyhodnoceni vysledk

Elektroforetickd analyza vzoik mono- a di- naftalensulfonovych kyselin byla
provedena v 25 mM boratovém pufru o pH = 9,07 \lkép o délce 58 cm a viitim
praméru 75 pum. Zadhto podminek bylo provedeno dvoji¢tani. Prvni bez ifitomnosti
jakéhokoliv aditiva pracovnim elektrolytu (obr. £214) a druhé poifdavku 10 mmol
B-cyklodextrinu do pracovniho elektrolytu (obr. 137).

Prvni skupina elektroforegram(obr. 12 — 14) znazbtuje zavislosti absorbance na
case bez fitomnosti aditiva v pracovnim elektrolytu. Jsou zdeeznatelné pouze dva piky
patici souhrng prvni mono- a druhy di- sulfonovym kyselindAm. Ugag pcet piki
dokazuje, Ze selektivita separace analyzovanyclelikyge velmi nizka. Oproti tomu na
dalSich elektroforegramech (obr. 15 — 17), kdy bpyidan do pracovniho elektrolytu
B-cyklodextrin, je jas@é rozeznatelnych & pika, tudiz doSlo k vyraznému zlepSeni separa
selektivity. Pdet piki by mel byt Sest, nicmé&h kyseliny 1-naftalensulfonova a
2,6-naftalendisulfonova se ner@ity.

5.5.Diskuze

Elektroforegramy na obr. 12 — 14replstavuji nedokonalou separaci polohovych
izomeffi naftalensulfonovych kyselin. Prvni pik zahrnujenmery 1- a 2-NSA, které maji
velice podobné migeai ¢asy a nelze je tudiZz rozeznatik®i druhého piku lze Zarodnit
jednak vysSim ptiem separovanych naftalendisulfonovych kyselindng utitymi velmi
malymi rozdily v jejich migrénich¢asech.

Oproti tomu elektroforegramy na obr. 15 — 17 znagfprmnohem Iépe roztenou
smes polohovych izoméranalyzovanych kyselin nez tomu bylo #igadc prvni série nreni,
piesto vSak tato separace neni Uplna, protoZzgadpdeti pik zahrnuje 1-NSA a 2,6-NDSA.
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Predmétem dalSiho zkoumani budou moznosti, jak tyt® showteniny usgsnre rozcklit, nap:.

s pouzitim pidavku jiného cyklodextrinuy(CD) ¢i smesi cyklodextrili do pracovniho
elektrolytu. Identifikace jednotlivych pikbyla provedena porovndnim s literaturou [23] a
piidavkem vybranych standadiraio snési a sledovanim nastu vySky odpovidajicich pik
Sum znatelny na obr. 16 a 17, kde Ize pozorovatkvaralych piki, byl patré zpisoben
EOF. Ten ma také za nasledek skok po 4. minatobr. 17.

5.6. Prilohy

1,2
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Obr. 12: Separace polohovych izonieNSA bez pouZitp-CD. Kiemenna kapilara 58 (50)
cm x 75um 1.D.; boratovy pufr (25 mmolto pH = 9,1); UV detekce 230 nm;
davkovani vzorku 20 mBar x 5 sec.
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Obr. 13: Separace polohovych izonGeSA bez pouZitB-CD. Separéni podminky, viz obr.
12.
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Obr. 14: Separace polohovych izonGeSA bez pouZitp-CD. Separéni podminky, viz obr.
12.
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Obr. 15: Separace polohovych izonieNSA s pouzitimB-CD. Kiemenna kapilara 58 (50)
cm x 75um 1.D.; boratovy pufr (25 mmolio pH = 9,1) s idavkemp-CD o
koncentraci 10 mmol’t UV detekce 230 nm; davkovani vzorku 20 mBar %&. s
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Obr. 16: Separace polohovych izondeNSA s pouzitinf3-CD. Separéni podminky, viz obr.
15.
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Obr. 17: Separace polohovych izondeNSA s pouzitinf3-CD. Separéni podminky, viz obr.
15.
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6. ZAVER

Kapilarni elektroforetické metody gat v sokasné dob mezi vyznamneé
instrumentalni analytické metody pro separace latkkpalné fazi. Diky vysoké sepand
ucinnosti, rychlosti a reprodukovatelnosti analyzealroduché instrumentaci jsou rugnn
pouzivané nagklad ve farmaceutickém fmyslu @ analyze syntetizovanych de,
v potravindském i chemickém pmyslu @i analyze syntetickych iifrodnich barviv a
v mnoha dalSich odtwvich.

V této bakaléské préaci jsou shrnuty formou reSerSe poznatkyimcipech kapilarni
elektroforézy a také dosavadni vysledky a zkuSesostuZzitim fiznych nesubstituovanych i
substituovanych cyklodexthinpii elektroforetickych separacich a jejich vlivu nepar&ni
selektivitu, a to jak optickych izomigrtak zejména polohovych izonger

Moznosti separace polohovych izoringrak byly experimentatndemonstrovany na
piikladu naftalensulfonovych kyselin za vyuziti prestho elektrolytu s fidavkem
B-cyklodextrinu. Diky tvorb razré stabilnich inkluznich kompléxmezi naftalen mono- a
di- sulfonovymi kyselinami a pouZzitym cyklodextrimese podélo v analyzované sisi
rozcklit 2-NSA, 2,7-NDSA, 1,6- NDSA a 1,7-NDSA, pouzerd&NSA a 2,6-NSDA astal
nerozalen. V porovnani se separaci v pracovnim elekinobgz pidavku cyklodextrinu tak
doslo k vyznamnému zlepSeni selektivity separace.
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