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Anotace

Cilem diplomové prace bylo optimalizovat separaci kyseliny vinné a citronové pomoci
kapilarni zénové elektroforézy. Prace byla zaméfena na stanoveni migracnich charakteristik
v zavislosti na sloZeni zékladniho elektrolytu. Byly porovnany vysledky separace s pifimou

detekci a neptfimou detekeci.
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Kyselina citronova, kyselina vinna, kapilarni elektroforéza, on-line prekoncentra¢ni techniky,

piima detekce, nepiima detekce.

Title

Analysis of tartaric and citric acid using capillary zone electrophoresis
Annotation

The aim of my thesis was the optimization of the separation of tartaric acid and citric
acid by capillary zone electrophoresis. Thesis was focused on determining the migration
characteristics depending on the composition of the background electrolyte. The separation
results were compared with direct detection and indirect detection.

Keywords

Citric acid, tartaric acid, capillary electrophoresis, on-line preconcentration techniques, direct

detection, indirect detection.
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Uvod

Elektromigracni separaéni metody se staly vhodnym néstrojem pro separaci smési
latek riznych fyzikalné-chemickych vlastnosti. Vyhody téchto metod spocivaji v rychlosti
analyzy a malé spotfebé vzorku a ostatnich ¢inidel, diky tomu i maly odpad. Na druhou
stranu poskytuji nizs$i citlivost detekce, to vede k zavadéni on-line prekoncentrace. Pouziti
on-line prekoncentrace umozni zaostieni slozek analytu do velmi uzkych zon. Pro analyty,
které neobsahuji ve své struktufe vhodny chromofor, je nepiimé detekce v kapildrni
elektroforéze vyhodna. Diplomova prace je zaméfena na pouziti pfimé a nepiimé detekce
pfi optimalizaci separace kyseliny citronové a vinné. Tyto kyseliny se vedle sebe obtizné
separuji a detekuji. Proto byla pouzita technika zakoncentrovani tzv. sweepingem

(nameteni) a 1épe byly detekovany nepiimou UV detekci nez ptimou UV detekci.
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1 Teoreticka Cast

1.1 Elektromigracni separa¢ni metody

Elektromigraéni separa¢ni metody vyuzivaji K transportu latek elektroforetickou
pohyblivost a elektroosmoticky tok. V prostedi elektrolytu stykajiciho se se sténou kapilary
se vytvaii elektricka dvojvrstva [1-3]. Vznik elektrické dvojvrstvy je zpusoben selektivni
adsorpci jednoho druhu ionti na sténu kapilary nebo disociaci ionogennich skupin na
vnitinim povrchu kapilary v prostiedi siln¢ zasaditého elektrolytu. lonty vzniklé adsorpci
nebo disociaci vytvareji na sténé¢ kapilary imobilizovanou vrstvu, tzv. Sternovu vrstvu,
zatimco v jeji difuzni ¢asti smérem do roztoku ziistadva pirebytek volného naboje. Tak se
v blizkosti kapilarni stény vytvaii rozdil potenciald, jehoz Cast nachazejici se v difuzni Casti
elektrické dvojvrstvy se nazyva zeta potencial ¢ (obrazek 1) [4,5]. Casem se ustavi rovnovaha
Vv rozlozeni naboju. V elektromigracnich technikach je na toto prostiedi pfipojeno stacionarni
elektrické pole, které¢ zpisobi poruseni rovnovéahy V rozlozeni naboji a vyvola jejich pohyb

[1].

Kapilarni sténa

SPEEEPEEEORS

\\— Difuzni vrstva

. Bternova vrstva

Obrazek 1 Elektricka dvojvrstva: znazornéna kapilarni sténa, difuzni vrstva a Sternova vrstva, prevzato z [5].

Elektroforetickd pohyblivost zpiisobi, ze po aplikaci napéti se nabité Castecky
pohybuji k opacné nabité elektrod¢ [5,3]. Elektroforeticka pohyblivost je definovana jako
rychlost pohybu nabitych Castic v kapalném prostiedi ve stejnosmérném elektrickém poli o
jednotkové intenzité [4]. Na zacatku separace jsou Castice v jednom misté. Béhem separace se

postupné dostavaji dopfedu ty nabité castice, které maji vétsi pohyblivost a opozd'uji se ty
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castice, které maji niz8i pohyblivost. V roztocich slabych elektrolyti se nachdzaji molekuly
disociované a nedisociované. Podil nabitych Céstic je dan stupném disociace a. V tomto

piipadé vykazuje molekula efektivni pohyblivost:

u' =au (1)

kde u je pohyblivost disociované molekuly. Volbou pH prostiedi lze ovliviiovat disociaci

slabych kyselin a zasad a tim ovliviiovat i jejich separaci [6].

Elektroosmoticky tok zpisobi, Ze po aplikaci napéti se v kiemenné kapilaie pohybuje
elektrolyt k zaporné elektrodé (obrazek 2). Elektroosmoticky tok je silné zavisly na pH. Pfi
vysokém pH jsou silanolové skupiny deprotonovany a elektroosmdza je podstatné vyssi nez
pti nizkém pH, kdy jsou silanolové skupiny nedisociované [5]. Narozdil od elektroforetické
pohyblivosti, pfi které putuji pouze nabité ionty a zbytek roztoku je v klidu, pfi elektroosmoze
se cely roztok pohybuje najednou [7]. Elektroosmoticky tok transportuje vSechny ionty
pfitomné v kapildfe stejnou rychlosti, plisobi jako neselektivni sila, ale 1 pfesto vyznamné
ovlivituje vyslednou migracni rychlost pfitomnych analyti a tim i uc¢innost separace a dobu
analyzy. Lze ho regulovat pomoci zmény slozeni nosného elektrolytu nebo upravou vnitiniho
povrchu separaéni kapilary [4].

Principem separace slozek vzorku je rozdilna rychlost jejich migrace, protoze nabité

Castice ruznych slozek se v ur€itém prostiedi 1isi svou elektroforetickou pohyblivosti [1].

Pohvyblivost elektroosmotického toku vyjadruje rovnice:

€.
Heos = amar (2)

kde peos vyjadiuje pohyblivost elektroosmotického toku, € vyjadiuje permitivitu zékladniho
elektrolytu, n oznacuje viskozitu, ¢ vyjadfuje zeta potencial a r je polomér kapilary. Z této
rovnice je patrné, Ze elektroosmoticky tok je zavisly na celé tad¢ vlastnosti zdkladniho

elektrolytu a poloméru kapilary.
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Rychlost elektroosmotického toku se vypocita:

U
l

Veos = Heos - E= Meos - (3)

kde E vyjadiuje intenzitu elektrického pole, U je vkladané stejnosmérné napéti, | je délka
separacni kapilary.

Nabité Castice maji v piitomnosti elektroosmotického toku celkovou pohyblivost p2, ktera
vyjadfuje rychlost toku iontt:

U2 = He + Heos (4)

Soucasné je celkova rychlost pohybu castice souctem linedrni rychlosti elektroosmotického

toku a elektroforetické rychlosti ¢astic:
V = Ve + Veos ®)

Kladné nabité ionty se pohybuji rychleji v porovnani s elektroosmotickym tokem, zaporné
nabité ionty se pohybuji pomaleji a neutrdlni c¢éastice maji rychlost pohybu stejnou

s elektroosmotickym tokem. Zavisi to na jejich elektroforetické pohyblivosti [6,8].
Migracni ¢as:
Jedna se o ¢as potiebny k migraci ¢astice k detektoru ve vzdalenosti délky kapilary | [8]:

l

t= (6)

VetVeos

Efektivni pohyblivost se vypocita:

laet-leelk 1 1
= detecell (= — 7
H U ( t1 teos ) ( )

Zdanliva pohyblivost je uréena:

laget-lee 1
=" (D) (®)

kde lget je délka kapilary k detektoru, lceik je celkova délka kapilary a tr je migracni Cas analytu

[9].
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Obrazek 2 Nahote: vznik elektrické dvojvrstvy a vytvoreni zeta potencialu, dole: elektroosmoticky tok, pievzato
z [5].

2 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je uc¢innd mikrokolonova separacni technika vhodna pro
separaci velké tfady analytd v riznych matricich. Nevyhodou pro ni je nizka koncentracni
citlivost v porovnani s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii. Divodem je davkovani
velmi malych objemt vzorku a kratka absorp¢ni draha detekéniho paprsku [10-14]. Kapilarni
elektroforéza ma oproti jinym separa¢nim technikdm nékolik vyhod jako je napt. vysoka
separac¢ni ucinnost, minimalni pozadavky na upravu vzorkl, minimalni mnozstvi vzorku a
organickych rozpoustédel [12-16]. Kapilarni elektroforéza nabizi rozlieni, které u mnohych
analytd nemiZe byt dosaZeno pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie. MiiZze byt
pouzita samostatn¢ nebo ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem [1,16].

Separa¢ni kapilara je nejcastéji vyrobena z taveného kiemene. Ma vnitini pramér 10-
100 pm a délku 50-100 cm. Diky malému vnitinimu primeéru kapilary je zabranéno promiseni
separovanych c¢astic podélnou difuzi [6]. Také maly primér separacni kapilary umoznuje

ucinné odvadét Jouleovo teplo, coz umoziiuje pouziti vysokych intenzit elektrického pole a
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tim i dosazeni vysokych G¢innosti a rychlosti separace [4]. Kapilara je ur€ena pro vice pouziti,
proto po kazdé praci musi byt jeji povrch procistén a uveden do opakovatelného stavu [17].

Pro kapilarni zénovou elektroforézu (CZE) je charakteristické, ze vzorek migruje
v zakladnim elektrolytu (BGE). Ten se nachazi v kapilafe a vede proud. SloZeni zakladniho
elektrolytu je konstantni v celé kapilafe a také v case. Nutnou podminkou pro separaci je fakt,
ze efektivni mobilita a migraéni rychlost pro rizné latky je rtizna [18]. Konce kapilary jsou
ponoieny do zasobniku s elektrolytem, spole¢né s elektrodami z inertniho materialu (Pt).
Mezi elektrody se aplikuje vysoké napéti (10 — 30 kV). Maly objem vzorku se davkuje na
konec kapilary. Kapilara prochazi pies detektor (obrazek 3) [1,18].

vyhodnoceni
[ signdilu
b&h elekiroforézy detektor
diavkovini vzorku
(zadatek price)
— vzorek e
elektrolyt (pufr) elektrolyt (pufr)
zdroj napéti
30000 vV

Obrazek 3 Schéma zatizeni pro kapilarni elektroforézu, ptevzato z [6].

Byla vypracovéana celd fada separa¢nich modu, které dopliuji kapildrni zénovou
elektroforézu o dalsi aplika¢ni moznosti:

- Micelarni elektrokinetické kapilarni chromatogratie (MECC, MEKC) se pouziva
k separaci neutralnich sloucenin a vyuziva povrchové aktivity micel.

- Kapilarni gelova elektroforéza (CGE) vyuzivd molekuloveé sitového efektu
rozpusténych latek v prostiedi gelu.

- Kapilarni isoelektricka fokusace (CIEF) slouzi k separaci amfolyti v gradientu
pH.

- Kapilarni elektrochromatografie (CEC) vyuZiva k pohybu mobilni faze
elektroosmotického toku a separace nastavd podobné jako v kapalinové

chromatografii, kde inertni je stacionarni faze [1,2,17].
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2.1 Davkovani v kapilarni elektroforéze

Vzorek je davkovan do konce kapilary vzdalenéjsi detektoru. Davkuje se bézné 10 -
100 nl a zoéna vzorku tvofi asi 1-2% délky kapilary [17,19,20]. Pokud neni omezujicim
faktorem citlivost detekce, mélo by byt vstiikovano co nejmensi mnozstvi vzorku. Naopak
pretizeni separacni kapilary vzorkem zplsobi zhorSeni rozliseni tim, Ze rozsifuje piky nebo
zkresli tvary pika tak, ze poté neodpovidaji vodivosti mezi pracovnim elektrolytem a vzorkem

[5]. Davkovani je mozné vice zpusoby:

Davkovani tlakem: Konec kapilary je ponofen do nadobky se vzorkem a je aplikovan

zvyseny tlak [17,19,20].

Davkovani hydrodynamické: Hydrodynamické davkovani vzorku je nejpouzivanéjsi
metoda. Muze byt dosazeno pomoci aplikace tlaku na konci néstfiku nebo pomoci vlozeného
vakua na vystupnim konci kapilary. Je zaloZzeno na principu spojitych nadob [17,19-21].
Nadavkovany vzorek pomoci této techniky neni ovlivnén matrici. Objem nadavkovaného
vzorku zéavisi na rozmérech kapilary, viskozité pracovniho elektrolytu, aplikovaném tlaku a
dobé po kterou je vzorek davkovan. Objem lze vypocitat pomoci Hagen-Poiseuilleova

rovnice:

)

kde AP- zména tlaku kapilary, d — vnitini pramér kapilary, t — ¢as,  — viskozita pracovniho

elektrolytu a L — celkova délka kapilary [5,20].

Typické vstiikovaci tlaky a casy se pohybuji v rozmezi od 25 — 100 mBar a 0,5 —
5 s Vuvedeném potadi. Pokud je kapilara kratkd nebo ma Siroky primér, miZe byt problém
s nastfikem opakovatelného mnoZstvi vzorku. To miize vyznamné zlepsit celkovy tlak. Déle
je dilezité presné drzeni teploty v kapilate (+£0,1 °C), které je nutné k nastfiku konstantniho
objemu vzorku. Lisi se mnozstvi nadavkovaného vzorku na 1 °C o 2-3 % u migrac¢nich Cast a
viskozity pracovniho elektrolytu v kapilafe. Dale je dilezité, aby doba vstiikovani byla co
nejkratsi. Také hladina kapaliny v davkovaci elektroforetické nadobce by méla byt stejna jako

hladina kapaliny v nadobce pro pracovni elektrolyt [5,20].

Davkovani elektrokinetické: Jedna se o snadné davkovani, nevyzaduje zadné dalsi ptistroje.
Vyhodné je pokud v kapilafe jsou viskozni elektrolyty nebo gely. Konec kapilary je ponotfen
do nadobky se vzorkem a je piivedeno napéti. Obvykle je elektrické napéti 3 — 5 krat nizsi,

nez které by bylo pouzito pro separaci. Jedinecnd vlastnost tohoto davkovani je, Ze
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nastiiknuté mnozstvi vzorku zavisi na elektroforetické mobilité¢ jednotlivych rozpusténych
latek. Nevyhodou je nepomér mezi pivodnim slozenim vzorku a sloZzenim po davkovani,
protoze do kapilary migruje vice pohyblivych ¢astic nez méné pohyblivych [5,17,19,22].
Kwvli matrici maze kolisat vodivost a to mize mit za nasledek pokles vlozeného napéti. Kvuli
tomu neni elektrokinetické davkovani tak reprodukovatelné jako hydrodynamické. Celkovy

nastiik Q (g nebo mol) Ize vypocitat:

Q: (Me+llE05)V"r2Ct (lo)

kde we - elektroforetickd mobilita analytu, weos - elektroosmoza, V - napéti, r - polomér

kapilary, C - koncentrace analytu, t - ¢as a L - celkova délka kapilary [5].

Alternativni a jednodus$si zplsob pro zesileni signalii je pouziti elektro-injekce vzorkd.
Vzorky jsou pfipraveny ve vysoce ziedéném pufru. V konvencni elektro-injekci pro
vysokouc¢innou kapilarni elektroforézu se vzorky ptipravuji v roztoku pufru, ktery ma stejnou
koncentraci jakd je pouzita pfi separaci. Mnozstvi nadavkovaného vzorku do kolony je

omezené [20,21].

——
tlak hvdrodvnamicky ok

wzorck pufr | \
A

‘l hwdrodvnamicky ok
- go0iitéd nadobwy
. veorek .. . oufr | I

L LT

elektrokinetickv

tok
vzorek oufr

Obrazek 4 Davkovani v kapilarni elektroforéze, A -tlakem, B- hydodynamické, C- elektrokinetické, pievzato z
[19].
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2.2 Utinnost separace v Kapilarni elektroforéze

Molekuly analytu se difuzi dostavaji do rizné vzdalenych mist od stfedu kapilary.
Pokud se 1isi rychlost v riznych mistech kapilary, molekuly se od sebe vzdaluji a dochazi
K rozsifovani zon jako je tomu u kapalinové chromatografie. Jiny ptipad je CE, kde diky
elektroosmotickému toku, ktery ma pistovy profil a je generovan po celé délce toku kapilary,

je vysledkem stejny pritok po celé délce kapilary.
Difuze:

Hlavni pfi¢inou rozsifovani zon je molekularni difuze rozpusténych slozek pii pruchodu
kapilarou. Je nejmensi u velkych molekul, protoZze maji malé difuzni koeficienty. Pro tyto

analyty je mozné dosahovat poctu teoretickych pater v fadu miliond, pro mensi latky v fadu

set tisic [19,23].

Elektromigraéni disperze:

Rozdily ve vodivosti v zoénach rozpusténého analytu a zéné€ pracovniho elektrolytu se

projevi v deformaci piku na elektroforegramu. Rozdily maji za nasledek tfi hlavni G¢inky:

1) zkoseni tvaru piku
2) zaostfeni analytu, pfi nizké vodivosti vzorku

3) stav ptechodné izotachoforézy, kvuli piebytku uréitého iontu napt. CI™ [5].
KdyZ ion analytu migruje zakladnim elektrolytem s ko-iontem C, zmény vodivosti (AK)

roztoku lze vypocitat pomoci Kohlrauschovy rovnice:

§
AK — Ha”lp C_A (11)
k® ng C%

kde AK je zména vodivosti, k¥ je vodivost zakladniho elektrolytu, C j je koncentrace zony

analytu, C5je koncentrace zény v zakladnim elektrolytu [2].
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Obrazek 5 Schéma procesi elektrodisperze, pievzato z [5].

Tyto deformace tvard pik na elektroforegramu jsou zpusobeny rozdilem vodivosti v
z6n¢ vzorku a zakladniho elektrolytu. Kdyz ma ion analytu vyssi pohyblivost (vyssi vodivost,
niz8$i odpor) nez ko-ion v pracovnim elektrolytu dostane se tak do mista s niz§im napétim.
Pokud ionty na pfedni hrané¢ migruji ze své zony, jsou urychleny v misté, kde je vyssi
elektrické napéti, tak Celni hrana je plossi v porovnani s prostou difuzi. OvSem pokud ion
opusti zonu ze zadni hrany a dostane se do mista o vyssi intenzité, je zde urychlen a vracen do
pivodni pozice. Jinda moznost je pokud ma ion analytu niz§i pohyblivost nez ko-ion v
pracovnim elektrolytu. Mechanismus deformace tvaru pikil je stejny. Neutralni latky jsou

nedotceny zménami vodivosti [5,23].
Davkovani:

Rozsifovani zon zplisobené davkovanim je dal§i faktor, ktery nepfiznivé ovliviuje
ucinnost separace. Davkovani vzorku miiZze vytvofit startovni zonu analytu dosahujici nékolik
mm délky kapilary. Za té€chto okolnosti je elektrické pole silnéjsi ve startovni z6né nez ve
zbytku kapilary vyplnéné pracovnim elektrolytem. Kationty vzorku se pohybuji ve své zoné
rychle vpfed, dokud nenarazi na rozhrani se zdkladnim elektrolytem, kde je intenzita

elektrického pole mensi, coz jejich rychlost snizi. Tak se startovni zona vzorku i vice nez

desetinasobné zaostii [19].
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Adsorpce:

Piitomnost ionizovatelnych skupin na vnitini sténé kapilary mtze ovliviiovat separaci
analytii. Miize se k nim sorbovat analyt, nejvice pokud je molekula analytu vétsi a tim padem
ma mensi difuzni koeficient. V disedku tohoto procesu dochazi k rozmyvéni separovanych
zon. Projevi se to deformaci tvaru pikti a nebo nemoznosti separace. Lze tomu piedejit

potazenim celé kapilary ochrannym filmem [23].

Jouleovo teplo:

Vznik Jouleova tepla je vyvolan prichodem elektrického proudu kapilarou. Muze vést
K rozmyvani separovanych zon. Pokud se zahfeje obsah kapilary, znemoziuje to pouZiti
vyssiho elektrického napéti, protoze by to vedlo k zvyseni pohyblivosti separovanych iontil a
tim i ke zkraceni doby analyzy. Dale pokud by v zékladnim elektrolytu byla piitomna
organicka sloucenina s nizkou teplotou varu, mohla by se odpafit a tim znemoznit celou
analyzu. Jouleovo teplo vznikd v celé separacni kapilafe a jedinym izolantem jsou stény
kapilary. Vede to k riiznym teplotdm uvnitt kapilary a na sténach, coz mé za nasledek, ze se
ionty pohybuji nejrychleji ve stfedu separacni kapilary. Teplotni rozdily vedou

k nehomogenité pohyblivosti, pH a detektor to zaznamenava rozsifenim zony [5,23].

2.3 Detekce v kapilarni elektroforéze

Stale je zkouman vybér a pouziti citlivé a selektivni detekce v CE. Mezi jednotlivymi typy
detekénich systémid maji vyhody elektrochemické detektory nad ostatnimi. Vyhoda spociva
V tom, ze mohou byt spojeny napf. s nanomaterialy, které zlepSuji citlivost, mez detekce a
robustnost téchto detekCnich systémil. Nanomateridly na elektrodich mohou pisobit jako

katalyzatory a ptiznivé ovliviiovat detekci analyta [2].

Fotometricka detekce v UV oblasti

Je vyuZivana ¢asto kvuli svému univerzalnimu pouziti [24]. Mnoho organickych latek
muze byt detekovano pii vlnovych délkach 195-210 nm. V této oblasti vinovych délek jsou
molarni absorpéni koeficienty nizké. V podstaté vSechny organické molekuly absorbuji pii
vlnovych délkach 160-180 nm. Pii téchto vInovych délkach muze detekci negativné
ovlivilovat absorpce svétla a vzduSnych plynt [25]. Fotometricka detekce v UV oblasti

spektra (200-400 nm) nedosahuje takové citlivosti detekce jako u kapalinové
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chromatografie [24]. V CE se to projevi vyssimi hodnotami limitu detekce (LOD). K absorpci
zateni v CE dochazi na velice kratké optické draze, kterd je rovna vnitinimu primeéru
separa¢ni kapilary (20-100 um). Pro pouziti je dulezité, aby analyt obsahoval chromofor,
ktery je mozné detekovat [16,26]. V uréitém misté kapilary je méfena absorbance roztoku
vV misté pruchodu svételného paprsku o dané vinové délce. Ze ziskané¢ho zdznamu casového
pribéhu absorpce — elektroforegramu mize byt ziskana informace jak o kvalité tak i kvantité
analytu. Kvalita analytu je ddna migracnim ¢asem piku a kvantita analytu je pfimo imérna

plose piku [4].

Fluorescenéni detekce

Oznacovana ve zkratce jako FD je mnohem citlivéjsi nez fotometrickéd detekce v UV
oblasti. Stejné¢ jako u fotometrické detekce v UV oblasti, tak i zde je potieba, aby analyt
obsahoval fluorofory, které je mozné detekovat. Nejvice se jednd o laserem indukovanou
fluorescenci (LIF) [16,26]. LIF je jedna z nejvice citlivych detekénich metod u CE, ma dobré
detek¢éni limity. LIF ma ruzna uspofadani vcetné on-colum i post-colum LIF detekce

[2,16,25]. Detektor vyuzivajici laserem indukovanou fluorescenci je drahy [19].

Elektrochemicka detekce

Elektrochemicka detekce (ECD) je zalozena na oxidaci nebo redukci analytu na
elektrodé. Vyznacuje se vysokou selektivitou a citlivosti. Detekce je moZzna po ptfevedeni
analyti na jejich elektrochemicky aktivni derivaty. Detektory nejsou komeréné dostupné a
jednotlivé laboratofe si je museji vyrabét samy [26]. Vyhodou této detekce je, Ze muzZe byt
provadéna i ve velmi tzkych kapilarach, protoze citlivost neni zavisla na Sifce kapilary [27].
Elektrochemickd detekce pro CE milZze byt rozdélena do tii kategorii: potenciometricka,
vodivostni a amperometricka. Vodivostni a potenciometrické detektory obvykle poskytuji
odezvu s dobrou citlivosti. Elektrochemicka detekce v CE muze byt obtizna a zdlouhava od

ptipravy senzoru pies jeho vyrobu.
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Potenciometricka detekce:

Potenciomerickd detekce je zalozena na principu iontové-selektivnich elektrod.
Vybrany ion se dostava z roztoku vzorku pies lipofilni membranu do detektoru. Pfitomnost
analyti vytvoii zménu v rozdilu potencialu mezi roztokem vzorku a roztokem v detektoru.
Potencidlovy rozdil je méfen pomoci iontové aktivity, ktera je dana Nernstovou rovnici a je

pfimo imérna koncentraci iontu [25].

Amperometricka detekce

Amperometricka detekce pracuje na zaklad¢ prenosu elektronti ze vzorku analytu do
povrchovée selektivni elektrody, kde je aplikovano stejnosmérné elektrické napéti. Vysledkem
ptenosu elektronu je redoxni reakce na elektrodé, ktera produkuje proud, ten je pfimo umérny
koncentraci analytu. Selektivita amperometrické detekce je fizena elektrodovym potencialem
potfebnym pro sledované analyty. Pokud je pro analyzu urcitého analytu potieba vysoka
citlivost detekce, snizuje se tim selektivita detekce [2]. Hlavni nevyhodou amperometrické
techniky je silnd adsorpce meziprodukti na elektrodovy povrch (uhlikova elektroda), kterad
vede k snizovani pouzitelnosti elektrody k detekci. Je mozné povrch elektrody chemicky
modifikovat, aby se zabranilo adsorpci meziproduktii a nezanasela se [2]. Jiny zptsob feSeni
tohoto problému spociva v pouziti pulzni amperometrické detekce. Pulzni amperometricka
detekce je provadéna ve trech krocich: prvnim krokem je detekce, druhym krokem je

anodické ¢isténi povrchu elektrody a tietim krokem je reaktivace elektrody [25].

Vodivostni detekce

Vodivostni detekce je univerzalnim zptisobem detekce. Vodivostni detekce je jedinou
elektrochemickou detekci, kde jsou detektory komeréné¢ dodavany. Méa nevyhodu v malé
selektivité. Pokud je kombinovana jesté s dalSi separaéni technikou stava se citlivym

detektorem.

Je zalozena na méfeni elektrické vodivosti roztoku v detekéni cele mezi dvéma

kovovymi elektrodami, které jsou umistény na konci separacni kapilary [2,25]. V tomto
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uspotfadani nedoséhla vodivostni detekce Sirokého uplatnéni. Obecné plati, Ze existuje dvoji

usporadani a to kontaktni nebo bezkontaktni vodivostni detekce [2].

(A
bl O

(B)

Obrazek 6 Rozdil mezi kontaktni a bezkontaktni vodivostni detekei, ptevzato z [2].

U vodivostni detekce v bezkontaktnim uspofadani se jedna o detektory CCD, tvoiené
dvéma tubularnimi elektrodami, které jsou umistény za sebou podé¢l separacni kapilary a jsou
od sebe odd€leny detekéni mezerou. Na jednu elektrodu je vloZen stfidavy signal
Z generatoru, ten prochazi pres sténu separacni kapilary. Signal z generatoru je ovlivnén
vodivosti zoény Vv detekéni mezete a poté sniman druhou vodivostni elektrodou. Usporadani
elektrod za sebou podél separacni kapilary pfispélo k vyraznému zvySeni citlivosti CCD v CE
V porovnani s plivodnim sniménim vodivostniho signalu v jednom misté napii¢ kapilarou.
UmoZiuje navic méfit vodivost pfi nizkych frekvencich stfidavého signalu, to vede
k vyraznému zjednoduseni elektronického zpracovani signalu detektoru. Nejvétsi vyhodou
CCD je fakt, Ze méfici elektrody nejsou v pfimém kontaktu s analyzovanym roztokem. Latky
se neadsorbuji na povrch elektrody, nerozpousti se materidl elektrody a neprobihaji déje které
prispivaji ke starnuti elektrody. Kombinaci CCD s CE je vyfeSen problém s interferenci

silného separacniho elektrického pole se signalem vodivostniho detektoru [2,26,28].
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Neprima detekce

Nepiima fotometricka detekce a nepiima fluorescencni detekce je pfinosem pfi
stanoveni mnoha analytl, které maji nevyhovujici vlastnosti jako chromofory nebo

fluorofory. Obé¢ tyto techniky poskytuji na elektroforegramu pokles signalu pozadi. Z téchto

vvvvvv

vvvvvv

Pii neptimé detekci se ptidava silné absorbujici latka do pracovniho elektrolytu. Ion
pracovniho elektrolytu by mél byt vybran tak, aby mél stejné znaménko naboje jako
sledovany analyt, t0 znamena, aby byl jeho ko-iontem. Vlivem separace je VvV zoné
migrujictho analytu nizSi koncentrace absorbujiciho ko-iontu nez v okolnim pracovnim
elektrolytu. Ve fotometrickém detektoru se projevi pruchod této zény sniZzenim odezvy
detektoru a zona je na elektroforegramu patrna jako zaporny pik [22,26,27,29]. Nepiima
detekce muze byt provadéna ve stejném zafizeni jako piima. Vyhodou neptimé detekce je, ze
je univerzalni a da se aplikovat na rizné druhy sloucenin bez potieby pre— nebo post—

kolonové derivatizace, dalsi vyhoda je, ze jeji citlivost je vysoka.

Jako aditivum jsou vybirany nabité chromoforni (fluoroforni) ionty s vysokym
molarnim absorpcnim koeficientem, které neinteraguji se sténou kapilary ani s analyty a maji
elektroforetickou pohyblivost blizkou analytim. Aditiva nesou pouze jeden naboj a diky tomu
maji dobré &islo pfemény, to znamena, pocet molekul chromoforu nahrazenych jednou
molekulou analytu. Vyhodna je také ptiblizné stejné efektivni mobilita analytu a aditiva, diky
tomu nedochazi k chvostovani migrujiciho solutu v zénach [27]. Dulezité je najit vhodnou
koncentraci aditiva. Pti vysSich koncentracich aditiva se snizuje odezva, protoze na detekéni
fotodiodu dopadd méné svétla. Naopak pii nizSich koncentracich aditiva citlivost klesa
z diivodu relativné vysoké koncentrace hydroxidovych iontd, které nahrazuji nabité molekuly

analytu v zénach [27].
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Obrazek 7 Schéma elektroforegramu s nepfimou UV detekci, pievzato z [17].

3 On-line prekoncentraéni techniky pouzivané v CZE

Moznosti jak zvysit koncentracni citlivost je vice. Vyuzivaji se detektory s vyssi
realizované prostfednictvim elektrického a chemického pole piimo v kapilare. Vysoce citlivé
detektory jsou ty, které vyuZzivaji napt. laserem indukovanou fluorescenci (LIF) nebo detektor
chemiluminiscenéni ¢i elektrochemicky [15]. Pouziti prekoncentranich technik umozni
zaostfeni slozek analytu do velmi uUzkych zén. Zakoncentrovani — stacking je oznafena
prekoncentrace analytli on-line ptimo v kapilafe [10]. On-line zakoncentrovani vzorku se
provadi davkovanim velkého objemu roztoku vzorku bez upravy piistroje. Z tohoto divodu

je on-line zakoncentrovani velmi uzite¢nou technikou [12,15].
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Obrazek 8 Moznosti prekoncentraci v kapilarni elektroforéze, pievzato z [10].

3.1 On-line prekoncentrace ionizovatelnych analyti

U téchto analyth je rychlost migrace ovlivnéna zménou nékterych vlastnosti
pracovniho elektrolytu (pH, vodivost, teplota). Lze fici, Ze pro on-line prekoncentraci
ionizovatelnych analytl je mozné vyuzit tyto principy: zakoncentrovani vzorku zesilenim
pole — field amplified sample stacking (FASS), piechodna izotachoforéza — transient
isotachoforesis (tITP), zakoncentrovani pomoci organického rozpoustédla napf. acetonitrilu —
acetonitrilovy stacking, samozakoncentrovani vzorku — sample self-stacking, pfechodné pH

rozhrani — dynamic pH junction, nameteni — sweeping [10-12,15,22,24,30,31].

Podstata zakoncentrovani vzorku zesilenim pole (FASS) spociva v interakci
elektrického silového pole a pole koncentraéniho. Koncentracni pole je vytvareno diky rtizné
vodivosti zakladniho elektrolytu a nadavkované zony vzorku [10,32]. Do kapilary se
zakladnim elektrolytem, ktery ma vysokou vodivost je hydrodynamicky nadavkovan vzorek
s nizkou vodivosti. Elektroforetickd pohyblivost ionizovatelnych analytl je poté vetsi v zoné
vzorku nez v zon¢ zakladniho elektrolytu. Aplikaci stejnosmérného elektrického pole dojde
diky rozdilnym vodivostem zon zakladniho elektrolytu a zony vzorku k zakoncentrovani
davkované zony [30,32]. K zakoncentrovani analyti dochazi na rozhrani obou zon [10]. Jedna

se o nejbéznéjsi techniku on-line prekoncentrace [30,32].
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Pfirozené zakoncentrovani je nejjednodussi zplisob zakoncentrovani. Je oznacovan

jako normal stacking mode (NSM) [10,31].

Zakoncentrovani vzorku z velkého objemu (LVSS) je technika, kdy je naddvkované
mnozstvi vzorku vétsi nez je optimdlni nastiikovd délka v NSM. U této techniky je
zapotiebi, aby matrice vzorku naopak migrovala ven z kapildry nastfikovanym koncem.
Pohyb matrice z kapilary je docilen pomoci elektroosmotického toku nebo pouzitim externiho
tlaku [30]. Nevyhodou LVSS techniky prekoncentrace je, Ze je mozné ji pouzit pouze pro
kationty nebo anionty béhem jedné analyzy. Po néstfiku vzorku do kapilary dojde ke zméné
polarity zdroje na opacnou, nez jaka bude pouzita pro vlastni separaci. Na zaklad¢ toho dojde
k migraci matrice ven z kapilary a analyty se zakoncentruji ve formé uzké zony na pocatku
kapilary. Do zakladniho elektrolytu se dava vétSinou aditivum, které obraci smér
elektroosmotického toku. Nevyhodou této techniky je nizka opakovatelnost a obtizné

technické provedeni [10,31].

Dalsim zpisobem zakoncentrovani v CZE je piechodné pH rozhrani — dynamic pH
junction. Je zndmo, ze pH zakladniho elektrolytu je velmi dulezité pro optimalizaci separace
v CZE. Hodnota pH v blizkosti pKa analytd je obecné vhodnou volbou pro separaci. To je
zpusobeno tim, Ze u této hodnoty jsou ionizacni stavy analytli nejvice rozdilné¢ pokud maji
pKa blizko sebe [15,31]. Vyuzivame vlastnosti, ze efektivni mobilita slabé kyselych a slabé
zasaditych analytl je silné zavisla na pH zékladniho elektrolytu. Nejjednodusi aplikaci této
techniky je vyuziti rozdilnych hodnot pH mezi davkovanou zénou vzorku a zakladnim
elektrolytem. Docilit toho je mozné bud’ pomoci pufrii o stejném sloZeni nebo 1ze vyuzit dvou

pufrt o rozdilném pH a rozdilném slozeni [10].

3.2 Prekoncentrace neutralnich a ionizovatelnych latek

Nameteni (Sweeping) je nova technika, ktera zlepsuje citlivost stanoveni. Pouziva se
pro ionizovatelné a hydrofobni analyty. Podstata techniky vychazi z interakci analytu a
micel. Pouziva se ptidavku micelotvornych latek do zakladniho elektrolytu. Kapilara ani
vzorek micelotvorné ¢inidlo neobsahuji [10,11]. Jde o interakci mezi analytem a
pseudostacionarni fazi (PS). Interakce je zalozena na chromatografickém principu, to
znamena, ze se lisi rychlost migrace analytu v komplexu s pseudostacionarni fazi a bez
pseudostacionarni faze [11,15,30]. Interakce analyti a PS faze je usnadnéna pomoci

elektroforetické pohyblivosti a naopak nezavisi na elektroosmoze [11]. Pseudostacionarni
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faze muze byt slozena z aditiv jako jsou napf. iontové a neiontové micely, tenzidy a
cyklodextriny (dodecyl sulfat sodny, SDS). Pseudostacionarni faze pronika do Siroké zony
vzorku, kde dojde k zakoncentrovani (nameteni) vzorku. Technika umoziiuje odstranéni
matricovych necistot. Zakoncentrovani pomoci techniky nameteni probiha optimalné¢, pokud

je vodivost vzorku podobna vodivosti zakladniho elektrolytu [10].

U néekterych aniontovych analytii se k zlepseni techniky nameteni pouzivaji kationtové
nebo neiontové tenzidy v alkalickém prostfedi. Pomoci neutralni pseudostacionarni faze
mohou byt separovany jen nabité analyty. Zakoncentrovani neutralnich nebo kationtovych

analytl se déje pomoci aniontovych tenzida [10].

3.2.1 Piechodna izotachoforéza v kapilarni zonové elektroforéze

Izotachoforéza (ITP) je zvlastnim druhem kapilarni elektroforézy. Izotachoforézou
analyty migruji podle své mobility mezi vedoucim (leading) a koncovym (terminating)
elektrolytem. Vedouci elektrolyt ma vyssi elektroforetickou pohyblivost a koncovy elektrolyt

ma niz§i elektroforetickou pohyblivost nez ionty analytu ve vzorku.

Vzorek je vnasen mezi rozhrani elektrolytt [3,15,19,33]. Vodici elektrolyt se nachazi
na zacatku izotachoforézy v katodovém prostoru a v kolonég, koncovy elektrolyt v anodovém
prostoru [6]. Protiion vedouciho elektrolytu je volen tak, aby mél pufraéni kapacitu pfi daném
pH separace a protiion koncového elektrolytu se voli téméf libovolné [4]. Po pfipojeni
stejnosmérného napéti se udrzuje konstantni proud a vzorek se zacne délit podle pohyblivosti
jeho slozek. Po n&jakém case se ustavi staciondrni stav. V ném tvoii jednotlivé ionty zony
sefazené za sebou podle klesajici pohyblivosti iontd [6]. Pii pohybu v elektrickém poli se
analyzované ionty separuji, ale nevzdaluji se od sebe a ziistavaji jeden za druhym v zdénach.
Po separaci se vSechny zony pohybuji stejnou rychlosti [7]. V disledku koncentra¢niho efektu
elektrolytového systému je koncentrace separované latky v ITP zon€ nezavisld na plvodni
koncetraci ve vzorku, ustavuje se podle Kohlrauschovy regulacni funkce a je konstantni

Vv celém objemu zony [4].

Separuji se bud’ pouze kationty nebo anionty. Krom¢ separovanych iontil jsou vzdy
pfitomny i opac¢né nabité ionty (protiionty), aby byla dodrzena podminka elektroneutrality
v zoné. Je vhodné, aby protiionty byly stejné ve vSech elektrolytech [19]. Pokud vzorek

obsahuje vice urcitych iontl vytvoii se SirSi zona. Skutecnost, Ze se méné pohyblivé ionty
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pohybuji stejnou rychlosti jako vice pohyblivé ionty je dana tim, ze v kazdé zoné je jiny
potencidlovy spad. Potencidlovy spad se vytvaii tim vyssi, ¢im méné pohyblivé ionty se
v zoné nachazeji. Diky tomu na méné pohyblivé ionty ptisobi vétsi hnaci sila [6,19]. Kvuli
samozaostiujicimu efektu izotachoforézy odolavaji rozhrani mezi zonami vzorku difuzi a
zustavaji ostra [7]. Pokud se stane, Ze ion opusti svou zonu kvili difuzi a dostane se do zony
mén¢ pohyblivych ionti, kde na néj plsobi vétsi gradient potencialu, je zvySenim hnaci sily
ion zahnan zpét do své zony. Opanym vlivem pusobi pokles gradientu potencidlu a tim i

v

hnaci sily v ptipad¢, Ze se ion dostane do zoény pohyblivéjsich iontt [6,19].

Detektory pro izotachoforézu se rozdéluji do dvou skupin: univerzalni a specialni.
Univerzalni detektory se vyznacuji tim, ze jejich odezva je urcena pohyblivosti iontli v zo6né.
Patii mezi n€ vodivostni detektor, ten méti vodivost zony prochazejici pies detektor a teplotni
detektor, ktery méfi teplotu v uréitém misté kapilary. U specifickych detektorti je jejich
odezva urCena jinymi vlastnostmi latky nez je elektroforetickd pohyblivost iontd v zoné.

Jedna se naptiklad o fotometricky detektor, ten sleduje absorpci ultrafialového zafeni [19].

Isotachoforegram je zaznam ITP separace, ma charakteristicky stupniovity prub¢h, ve
kterém vyska stupné odpovida kvalité separované latky a délka stupné je ptimo umérna jeji

kvantité [4].

Princip izotachoforézy muize byt aplikovan pro zakoncentrovani analytti pomoci CZE
a je pojmenovan jako prechodna izotachoforéza. Pfechodné izotachoforézy (tITP) je docileno
spravnou kombinaci dvou nebo vice rozdilnych pracovnich elektrolytd v jedné separacni
kapilate [3,21,33]. Pfechodné izotachoforézy je mozno docilit dvéma zptisoby. Prvni zptsob
spoc¢iva v tom, ze zakladni elektrolyt je zvolen tak, ze ion ma vyssi efektivni mobilitu nez
analyty, ITP migrace je dosaZena pomoci vhodného koncového elektrolytu za zénou vzorku.
lon zde piebira ulohu vedouciho elektrolytu. Davkovani vzorku je hydrodynamické, a po
vlozeni elektrického pole dojde k vytvoteni piechodného ITP stavu. Druhy zpiisob spociva
v tom, ze zakladni elektrolyt obsahuje ion snizsi efektivni mobilitou nez analyt. V tomto
piipadé musi samotny vzorek byt obohacen o vedouci elektrolyt k dosazeni tITP [10,15].
V posledni dobé se zakoncentrovani pomoci této techniky hodné vyuziva ve spojeni s MS

detekei [30].
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4 Analyza kyseliny vinné a citronové kapilarni zonovou
elektroforézou

Piima UV detekce:

Saavedra a kolektiv analyzovali organické kyseliny z ovocnych §tav a to kyseliny
citronovou, izocitronovou, vinnou a jable¢nou pomoci kapilarni zonové elektroforézy. Vzorky
jen nafedili a filtrovali ptes 0,45 um filtr. Nejlepsi separace dosahli pii 200 mM fosfatovém
pufru, pH 7,5 a aplikovaném potencialu -14 kV a s kapilarou o délce 57 cm. Detekci
provadéli pti 200 nm [34].

Mato a kolektiv se zabyvali vyvojem jednoduché, pfesné a rychlé metody pro analyzu
organickych kyselin z hroznové §tavy a vina pomoci kapilarni zonové elektroforézy.
Stanovovali kyselinu vinnou, citronovou a jable¢nou v hroznové §tave a kyselinu jantarovou,
octovou, vinnou, jable¢nou, mlénou ve vin€. Separace dosahli za pouhé tfi minuty pouze
fedénim a filtraci vzorku. Vzorek nadavkovali hydrodynamicky. Aplikovali napéti -25 kV a
teplotu 25 °C pti pH 6,4. Pfi rezimu detekce UV piima pii 185 nm. Elektrolyt byl slozen
z fosfatu  jako pufru (7,5 mM NaHPOs a 25 mM NaHPOg), 25 mM
tetradecyltrimethylammonium hydroxid (TTAOH) jako elektroosmoticky modifikator
a 0,24 mM CaCl; jako modifikator selektivity [35].

Vorarat a kolektiv analyzovali alfa-hydroxy kyseliny jako je kyselina jable¢na,
citronova, vinna, glykolovd a mlé¢nd pomoci kapilarni elektroforézy s ptimou UV detekci pfi
200 nm. Separacni kapilara o délce 50 cm a praméru 50 um a pii aplikovaném zaporném
potencidlu -15kV. Separacni elektrolyt byl slozen z 180 mM Na:HPOs a 1 mM
cetyltrimethylammonium bromidu a rozpustén v 15 % (v/v) methanolu. Elektrolyt byl
upraven na hodnotu pH 7,2 pomoci kyseliny fosfore¢né. Ziskané parametry byly pfimétené a

limity detekce byly 2,5 a 5 pg/ml pro citronovou kyselinu a jable¢nou v tomto pofadi [36].
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Neprima UV detekce:

De Viliers a kolektiv analyzovali uvedené kyseliny pomoci kapilarni elektroforézy
snepfimou UV detekci. Metoda je zaloZzena na pouziti kyseliny 2,6-pyrididikarboxylové
(PDC) jako pozadi zakladniho elektrolytu (BGE). Analyzovali kyselinu vinnou, jable¢nou,
citronovou, jantarovou, octovou a mléénou. K zakladnimu elektrolytu pfidali kyselinu
ethylendiamintetrakarboxylovou (EDTA) kvuli ruseni stopovych latek na analyzu kyseliny
citronové. Separaci provadéli pomoci elektroforetického systému vybaveného detektorem s
diodovym polem. Délka kapilary byla pouzita 80 nebo 110 cm. Pracovni elektrolyt byl
ptipraven z 0,5 MM CTAB a 0,5 mM EDTA. Kone¢né podminky byly upraveny pro separaci
na pH 5,6 pomoci 1M roztoku hydroxidu sodného. Nasttik provadéli bud’® hydrodynamicky
tlakem 50 mBar po dobu 3 snebo elektrokineticky aplikaci napéti -10 KV po dobu 2 s.
Nepiima UV detekce se provadéla pii 350 nm s referenéni vinovou délkou 210 nm pii teploté

kapilary 15 °C [37].

Wang a kolektiv analyzovali organické kyseliny v rostlindich pomoci kapilarni
elektroforézy s neptimou UV detekci. Separace probihala ze podminek: elektrolyt byl
piipraven z 15 mM ftalatu s 0,6 mM tetradecyltrmethylamonium bromidu. Analyza probihala
pii pH 5,6 které bylo upraveno pomoci 0,1M NaOH. Aplikované napéti bylo -15 kV a teplota
25 °C. Délka kapilary byla 57 cm a primér 75 um. Neptima UV detekce byla provadéna pii
vinové délce 254 nm. Nejprve bylo potieba kapilaru promyt methanolem 5 minut, poté
redestilovanou vodou 2 minuty, dale 0,1 M HCl po dobu 5 minut, pot¢é 2 minuty
redestilovanou vodou, dale 0,1 M NaOH po dobu 5 minut a nakonec 2 minuty jesté

redestilovanou vodou [38].

Wu a kolektiv se zabyvali analyzou kyselin ve vzorcich potravin pomoci kapilarni
elektroforézy s neptimou UV detekci. Zkoumali vhodnost pouziti n€kolika chromofori jako
je chroman, p-hydroxybenzoat, ftalat, tereftalat v zakladnim elektrolytu a ptidavku vhodného
tenzidu jako je CTAB, DTAB, TTAB. Byla pouzita separa¢ni kapilara o priméru 75 um a
délce 70 cm. Vzorky byly nadavkovany hydrodynamicky po dobu 3 s. Aplikované napéti pro
separaci bylo -20 kV pii teploté 25 °C [39].

31



5 Experimentalni Cast

5.1 Chemikalie a pomiicky

Kyselina citronova monohydrat p.a. PENTA, Praha

Kyselina vinna Cista PENTA, Praha

Kyselina benzoova p.a. LACHEMA N. P, Brno
Cetyltrimethylammonium bromid JANSSEN CHIMICA, Burse, Belgie
Trihydrat hydrogenfosfatu di-draselného p.a. FLUKA, Buchs, Svycarsko
Hydroxid sodny, perlicky p.a. PENTA, Praha

Kyselina o-fosfore¢na 85% p.a. PENTA, Praha

Kyselina chlorovodikova PENTA, Praha

Kyselina ftalova LACHEMA N. P, Brno

Methanol PENTA, Praha

Deionizovana voda — piipravend na zafizeni Milli-Q Reference (MERCK, Billerica, MA,
USA)

0,45 um membranové filtry FISCHER SCIENTIFIC
0,2 um membranové filtry LABICOM, Olomouc

5.2 Pouzité piistroje a instrumentace

Kapilarni elektroforeticky systém Agilent 7100 (Agilent, Palo Alto, CA, USA)

pH-metr 827 Metrohm pH lab. Svycarsko
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Separacni kapilara

K analyze byla pouzita kfemenna kapilara (Agilent, Palo Alto, CA, USA) o vnitinim
praiméru 50 um a délce 50 cm, efektivni délka cinila 41 cm. V této vzdalenosti bylo
zapalovadem vytvoreno detekéni okénko. Stejné tak byly opdleny i konce kapilary. Vzdy
pted analyzou byla kapildra fadné promyta a po analyze byla uvedena do opakovatelného

stavu, tim ze byla také promyta.

5.3 Priprava zakladni elektrolyti

Pro pfimou detekci byly pfipraveny roztoky elektrolytii smichdnim:

180 mM trihydratu hydrogenfosfatu di-draselného + 1 mM cetyltrimethylammonium bromidu
18 mM trihydratu hydrogenfosfatu di-draselného + 1 mM cetyltrimethylammonium bromidu
60 mM trihydratu hydrogenfosfatu di-draselného + 1 mM cetyltrimethylammonium bromidu

rozpustény v 15 % (v/v) methanolu. Kazdy upraven pomoci kyseliny fosfore¢né nejprve na
hodnotu pH 7,2 poté 6 a 4. Uprava hodnoty pH byla provadéna na pH-metru, ktery byl

nejprve nakalibrovan pomoci kalibracnich roztokti o pH 4; 7 a 9.

Pro nepfimou detekci byly pfipraveny roztoky elektrolytt smichanim:

0,6 mM cetyltrimethylammonium bromidu + 15 mM kyselina ftalova
0,6 mM cetyltrimethylammonium bromidu + 25 mM kyselina ftalova
0,6 mM cetyltrimethylammonium bromidu + 10 mM kyselina ftalova

rozpus$tény V deionizované vodé. Upraven na hodnotu pH 5. Dale upraveny na hodnotu pH 4,
55a6.

5.4 Priprava vzorku

Byly pfipraveny zdsobni roztoky standardd kyseliny citronové o koncentraci 1000
ug/ml, kyseliny vinné o koncentraci 1000 pg/ml a kyseliny benzoové o koncentraci 500
ug/ml. Latky byly rozpustény v deionizované vodée. Z téchto roztokt byly dale pfipraveny

roztoky k analyzam.
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Nakonec byly vzorky napipetovany do 1 ml elektroforetickych nadobek o konecné
koncentraci 1000 a 100 pg/ml pro kyselinu citronovou a vinnou a o koncentraci 500

a 50 pg/ml pro kyselinu benzoovou.

Dale byly pfipraveny smési téchto kyselin o riiznych koncentracich (100, 250, 300,
350, 450, 500, 1000, 2000 pug/ml). Tyto smési byly napipetovany do 1 ml elektroforetickych
nadobek.

5.5 Postup analyzy

Piima UV detekce:

Analyzy byly provadény pomoci jednotlivych elektrolyti a o rGzném pH. Byly
testovany rtizné hodnoty pH od kyselé (4; 5; 5,5; 6; 6,5) po alkalickou oblast (7; 7,5; 8; 8,5
;9). Vzorky byly nadavkovany pomoci tlaku 50 mBar po dobu 10 s. Elektrolyt i jednotlivé
roztoky standardi byly prefiltrovany pfes membranovy filtr 0,45 pm. Pfed analyzou bylo
tteba kapilaru promyt a to 0,1 M NaOH po dobu 5 minut, poté deionizovanou vodou a
elektrolytem také po dobu 5 minut. Nakonec po analyze opét promyto po dobu 5 minut 0,1 M
NaOH a deinizovanou vodou. Detekce probihala pti vinové délce 200 nm. Kazdy vzorek byl
prométen dvakrat. Analyza probihala pfi aplikovaném napéti -30 kV a teploté 20 °C. Poté
byly zkousSeny 1 jiné hodnoty napéti a teploty.

Nepiima UV detekce:

Vzorky byly nadavkovany pomoci tlaku 50 mBar po dobu 10 s. Elektrolyt i jednotlivé
roztoky standardi byly piefiltrovany pfes membranovy filtr 0,2 um. Elektrolyt byl upraven
0,1 M NaOH na hodnotu pH 5. Detekce probihala pii vinové délce 254 nm. Pied analyzou
bylo potieba kapilaru promyt methanolem 5 minut, deionizivanou vodou 2 minuty, 0,1 M HCI
5 minut, deionizovanou vodou 2 minuty dale 0,1 M NaOH 5 minut. Kazdy vzorek byl
proméfen dvakrat. Mezi jednotlivymi analyzami byla kapilara promyvana 0,1 M NaOH
2 minuty, deionizovanou vodou 2 minuty a elektrolytem 2 minuty. Analyza probihala pfi
aplikovaném napéti -15 kV a teploté¢ 25 °C. Poté byly zkouSeny 1 jiné hodnoty napéti a
teploty.

Dale byly zkouSeny elektrolyty s koncentraci kyseliny ftalové 10 mM a 25 mM a
upraveny na hodnoty pH 4; 5,5 a 6.
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6 Vysledky a diskuze

Pfi vypracovani diplomové prace byly testovany moznosti separace kyselin vinné a
citronové a to s piimou 1 nepiimou UV detekci. Byly sledovany vlivy vlozeného napéti,
teploty a slozeni zékladniho elektrolytu (koncentrace slozek, pH) na migracni charakteristiky
kyselin. Déle byly ovéfeny moznosti kvantitativniho stanoveni (kalibra¢ni kiivky) a moznosti

zvyseni citlivosti metod pomoci metody nameteni.

6.1 Separace kyselin s pfimou UV detekci

Nejprve byly zkouSeny riizné hodnoty napéti a teplot pro optimalni separaci kyseliny
citronové a vinné. Byly zméteny jak standardy kyseliny citronové a kyseliny vinné, tak tyto
kyseliny ve smésich. Hodnoty migrac¢nich casi a elektroosmotického toku jsou shrnuty
v tabulkach | (v pfiloze). Piiklady separaci kyselin pti napéti -30 kV, -15 kV jsou uvedeny
v grafech 1-3.

Z méfeni bylo zjisténo, ze nejlep$i podminky pro separaci kyselin déavaji tyto
kombinace napéti a teplot -30 kV pii 20 °C nebo -15 kV pii 20 °C nebo -30 kV pii 25 °C.
Elektrolyt byl zvolen jako 180 mM trihydrat hydrogenfosfatu di-draselného a 1 mM
cetyltrimethylammonium bromid. Cetyltrimethylamonium bromid byl do BGE pfidan z
divodu otoceni sméru elektroosmdzy. VSechny analyzované latky migruji smérem k anodé a
ptfi bézném uspotddani v CZE (smér elektroosmodzy ke katod€) by byly zaznamenany pfili§
vysoké migraéni Casy. Po pfidavku CTAB a otoCeni polarity napéti migruji kyseliny v

souhlasném smeéru s elektroosmozou.

Na elektroforegramu nebyly kyseliny vinna a citronova oddéleny. K separaci byla
pouzita jesté kyselina benzoova, ta obsahuje benzenové jadro, které je dobie detekovatelné pii
UV detekci. Diky tomu bylo mozné ¢aste¢né odvodit, polohu pikii obou kyselin. Kyselina
benzoova ma v daném systému nizsi efektivni pohyblivost nez kyseliny vinna a citronova a

migruje blize elektroosmotickému toku (grafy 1-3).
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Graf 1: Separace smési kyselin citronové, vinné a benzoové o koncentraci 1000 pg/ml pro kyselinu citronovou a vinnou

a 50 pg/ml pro kyselinu benzoovou pii napéti -30 kV a teploté 20 °C. V elektrolytu 180 mM trihydrat hydrogenfosfatu di-
draselného s 1 mM CTAB. Elektrolyt upraven na hodnotu pH 7,2. Davkované byly tlakem 50 mBar po 10 s pro kyselinu
citronovou a vinnou a 50 mBar po 5 s pro kyselinu benzoovou. Detekce probihala pfi 200 nm.
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Graf 2: Separace smési kyselin citronové, vinné a benzoové 0 koncentraci 1000 pg/ml pro kyselinu citronovou a vinnou
a 50 pg/ml pro kyselinu benzoovou pii napéti -15 kV a teploté 20 °C. V elektrolytu 180 mM trihydrat hydrogenfosfatu di-
draselného s 1 mM CTAB. Elektrolyt upraven na hodnotu pH 7,2. Davkované byly tlakem 50 mBar po 10 s pro kyselinu

citronovou a vinnou a 50 mBar po 5 s pro kyselinu benzoovou. Detekce probihala pfi 200 nm.
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Graf 3: Separace smési kyselin citronové, vinné a benzoové 0 koncentraci 1000 pg/ml pro kyselinu citronovou a vinnou
a 50 pg/ml pro kyselinu benzoovou pii napéti -30 kV a teploté 25 °C. V elektrolytu 180 mM trihydrat hydrogenfosfatu di-
draselného s 1 mM CTAB. Elektrolyt upraven na hodnotu pH 7,2. Davkované byly tlakem 50 mBar po 10 s pro kyselinu
citronovou a vinnou a 50 mBar po 5 s pro kyselinu benzoovou. Detekce probihala pii 200 nm.

V rezimu CZE separace s pfimou detekci byly ovéfovany vlivy pH a koncentrace BGE

na separaci kyselin, které jsou diskutovany Vv nasledujicich kapitolach.

6.1.1 Separace v elektrolytu v kyselé oblasti pH

Byl zkouSen elektrolyt upraveny na rizné hodnoty pH v kyselé oblasti. Rozsah
zkousenych hodnot pH byl od 4 po 6,5. Separace byly provadény pii jiz zjiSténych vhodnych
kombinacich hodnot napéti a teploty (-15 kV a 20 °C, -30 kV a 20 °C). Vysledky migra¢nich
Casu, elektroosmozy a vypocitanych efektivnich pohyblivosti jsou shrnuty v tabulkach Il (v
ptiloze). Vypocitané pohyblivosti v zavislosti na pH ukazuje graf 4 a ukdzku separace

zobrazuje graf 5.
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Graf 4: Zavislost pohyblivosti kyseliny citronové, vinné a benzoové na pH zakladniho elektrolytu pii napéti -30 kV a teploté
20 °C.
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Graf 5: Separace smési kyselin citronové, vinné a benzoové o koncentraci 1000 pg/ml pro kyselinu citronovou a vinnou

a 100 pg/ml pro kyselinu benzoovou pii napéti -30 kV a teploté 20 °C. V elektrolytu 180 mM trihydrat hydrogenfosfatu di-
draselného s 1 mM CTAB. Elektrolyt upraven na hodnotu pH 5,5. Davkované byly tlakem 50 mBar po 10 s pro kyselinu
citronovou a vinnou a 50 mBar po 5 s pro kyselinu benzoovou. Detekce probihala pii 200 nm.

Ze zavislosti uvedené v grafu 4 vyplyva, ze v rozsahu hodnot pH 4-6 se podstatné

meéni disociace kyseliny vinné a citronové a pH BGE vyrazné ovliviiuje rozliSeni kyselin.

38



6.1.2 Separace v elektrolytu v zasadité oblasti pH

Byl zkousen elektrolyt upraveny na rtizné hodnoty pH v zdsadité¢ oblasti. Rozsah
zkousenych hodnot pH byl od 7 po 9. Separace byly provadény pii jiz zjisténych vhodnych
kombinacich hodnot napéti a teploty (-15 kV a 20 °C, -30 kV a 20 °C). Vysledky migra¢nich
Cast, elektroosmozy a vypocitanych pohyblivosti jsou shrnuty v tabulkach I (v pfiloze).
Vypocitané pohyblivosti v zavislosti na pH zobrazuje graf 6 a dale grafy 7 a 8 ukazuji

separaci v elektrolytu v zésadité oblasti pH.
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Graf 6: Zavislost pohyblivosti kyseliny citronové, vinné a benzoové na pH zakladniho elektrolytu pti napéti -30 kV a teploté
20 °C.
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Graf 7: Separace smési kyselin citronové, vinné a benzoové o koncentraci 1000 pg/ml pro kyselinu citronovou a vinnou
a 100 pg/ml pro kyselinu benzoovou pii napéti -15 kV a teploté 20 °C. V elektrolytu 180 mM trihydrat hydrogenfosfatu di-
draselného s 1 mM CTAB. Elektrolyt upraven na hodnotu pH 8. Davkované byly tlakem 50 mBar po 10 s pro kyselinu

citronovou a vinnou a 50 mBar po 5 s pro kyselinu benzoovou. Detekce probihala pii 200 nm.
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Graf 8: Separace smési kyselin citronové, vinné a benzoové o koncentraci 1000 pg/ml pro kyselinu citronovou a vinnou

a 100 pg/ml pro kyselinu benzoovou pii napéti -30 kV a teploté 20 °C. V elektrolytu 180 mM trihydrat hydrogenfosfatu di-
draselného s 1 mM CTAB. Elektrolyt upraven na hodnotu pH 8,5. Davkované byly tlakem 50 mBar po 10 s pro kyselinu
citronovou a vinnou a 50 mBar po 5 s pro kyselinu benzoovou. Detekce probihala pfi 200 nm.

Z naméfenych dat vyplyva, ze v neutralni az alkalické oblasti pH BGE nedochazi k

separaci kyseliny vinné a citronové vzhledem k pfiblizné stejnym efektivnim pohyblivostem
(graf 6).

6.1.3 Kalibrace v 180 mM elektrolytu

Nejlepsi podminky pro separaci byly nalezeny pii hodnotach pH 4, coz je blizko
hodnot pKa obou kyselin, dale také pti hodnoté pH 5,5 a 6. Dale jsem méfila kalibraéni fadu
pro jednotlivé kyseliny o koncentraci 100, 250, 500, 1000 a 2000 pg/ml pii pH 4 a 6 a pii
napéti -30 kV a teploté 20 °C. Hodnoty z méteni kalibra¢ni kiivky jsou shrnuty v tabulkach
IV (v ptiloze) a grafech 9 a 10.
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Graf 9: Kalibra¢ni kiivka pro kyselinu citronovou, méteno pti pH 6 BGE.
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Graf 10: Kalibra¢ni kiivka pro kyselinu vinnou, méteno pti pH 6 BGE.

Z uvedenych grafii vyplyva, Ze linearita a kalibra¢nich kiivek a citlivost (smérnice
kalibracni kiivky) detekce jsou nizké. Stabilita systému pfi pouzité¢ vysoké koncentraci BGE
(180 mM trihydratu hydrogenfosfatu di-draselného) je také nizka a dochazelo k ucpavani

separacni kapilary. Proto byly nésledné testovany moznosti separace a stanoveni kyselin v

zfedénéjSich roztocich BGE.
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6.1.4 Kalibrace v 18 mM elektrolytu

Pii méfeni kalibracni kiivky v elektrolytu 180 mM dochézelo po kratké dobé analyzy
(2-3 min) ke kolisani proudu spojené Casto s ucpavanim separacni kapilary. Vysoké
koncentrace BGE dale vedly ke krystalizaci slozek elektrolytu na elektrodach a k nutnosti
CastéjSiho Cisténi pfistroje. Kvili tomu byl vyzkouSen novy elektrolyt o nizs§i koncentraci
trihydratu hydrogenfosfatu di-draselného. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach V (v ptiloze) a
grafech 11,12. Z uvedenych zaznamu vyplyva, Ze BGE s niz§i koncentraci poskytuje

stabilngj$i separacni prostiedi a rovnéz citlivéjsi kvantitativni stanoveni.

kyselina vinna

40 y =0,0216x + 0,2505 e
35 R = 0,988

ot
o

0 500 1000 1500 2000 2500

koncentrace (ug/ml)

Graf 11: Kalibra¢ni kiivka pro kyselinu vinnou v elektrolytu 18 mM trihydrat hydrogenfosfatu di-draselného s 1 mM CTAB
pii pH 6.
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Graf 12: Separace kyseliny vinné a benzoové o koncentraci 500 pg/ml pii napéti -30 kV a teploté 20 °C. V elektrolytu 18
mM trihydrat hydrogenfosfatu di-draselného s 1 mM CTAB. Elektrolyt upraven na hodnotu pH 6. Davkované byly tlakem
50 mBar po 5 s. Detekce probihala pti 200 nm.

6.1.5 Kalibrace v 60 mM elektrolytu

Dale byl zkouSen elektrolyt o 60 mM koncentraci trihydrat hydrogenfosfatu di-
draselného s 1 mM CTAB. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach VI (v pfiloze) a grafech 13-
15. Pro kyselinu benzoovou byla kalibrace provedena v rozmezi koncentraci 100-450 pg/ml,
zatimco pro ob¢ dalsi kyseliny byla diky niZsi citlivosti provedena separace aZ do koncentraci
2000 ug/ml. Analyty byly méfeny pii hodnoté pH pracovniho elektrolytu 6 a 4. Byly méteny
jednotlivé standardy a poté kyseliny ve smésich. Kyselina citronova se zde nepodatila

separovat.
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Graf 13: Separace kyseliny vinné o koncentraci 500 pg/ml v 60 mM trihydrat hydrogenfosfatu di-draselného s | mM CTAB
pii napéti -30 kV a teploté 20 °C, elektrolytu upraven na hodnotu pH 4.
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Graf 14: Separace smési kyselin o koncentraci 350 pg/ml v 60 mM trihydrat hydrogenfosfatu di-draselného s | mM CTAB
pii hodnoté napéti -30 kV a teploté 20 °C, elektrolyt upraven na hodnotu pH 6.
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Graf 15: Kalibraéni kiivka pro kyselinu vinnou v 60 mM trihydrat hydrogenfosfatu di-draselného s 1 mM CTAB pii hodnoté
pH 6.

6.2 Separace Kyselin s neprimou UV detekci

Nejprve byla méfena separace kyseliny vinné a citronové pii napéti -15 kV a teploté
25 °C. Poté byly zkouSeny 1 jiné hodnoty napéti a teplot. Separace probihala v zakladnim
elektrolytu 0,6 mM cetyltrimethylammonium bromidu s 15 mM kyselinou ftalovou. Kyselina
ftalova zde slouzi jako kontrastni latka, jejiz absorbance je zaznamenavana a v prubchu
pruchodu analyzovanych kyselin detekéni celou je pozorovan pokles absorbance kyseliny
ftalové. Pracovni elektrolyt byl upraven pomoci 0,1 M NaOH na hodnotu pH 5. Také byly
proméieny smési kyselin o koncentraci 100, 250, 300, 350, 450, 500 a 1000 ug/ml. Vysledky
jsou shrnuty v tabulkach VII (v piiloze) a grafech 16-20. P¥i modu CZE s neptimou detekci se

na elektroforegramu detekuje zaporny pik.

45



€os
2 /
0 laa
) (— " " -
o
-
< 4, /
-6
kyselina citronova
-8
-10
0 1 2 3 4 5 6

¢as (min)

Graf 16: Separace kyseliny citronové o koncentraci 500 pg/ml pracovni elektrolyt pfi hodnoté& napéti -15 kV a teploté 25 °C
elektrolyt byl upraven na hodnotu pH 5. Detekce probihala pti 254 nm.
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Graf 17: Separace kyseliny vinné o koncentraci 500 pg/ml pracovni elektrolyt pti hodnoté napéti -15 kV a teploté 25 °C,
elektrolyt byl upraven na hodnotu pH 5. Detekce probihala pti 254 nm.
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Graf 18: Separace kyseliny citronové o koncentraci 500 pg/ml pfi hodnoté napéti -30 kV a teploté 25 °C. Pracovni elektrolyt
upraven na hodnotu pH 5. Detekce probihala pfi 254 nm.
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Graf 19: Separace kyseliny vinné o koncentraci 500 pg/ml pti hodnoté napéti -30 kV a teploté 25 °C. Pracovni elektrolyt
upraven na hodnotu pH 5. Detekce probihala pii 254 nm.
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Graf 20: Separace kyseliny vinné a citronové o koncentraci 500 pg/ml v pracovnim elektrolytu upraveném na hodnotu pH 5
pii hodnoté napéti -15 kV a teploté 25 °C. Detekce probihala pti 254 nm.

Z uvedenych dat vyplyva, Ze pfi nepiimé detekci je vhodna kombinace napéti a teplot
-30 KV a 25 °C i -15 kV a 25 °C. Pro dal$i méfeni byla pouzita kombinace hodnot napéti a
teplot -15 kV a 25 °C, pii které jsou ob¢ studované kyseliny dostate¢né rozdéleny (graf 20).

6.2.1 Optimalizace koncentrace pracovniho elektrolytu

Byly vyzkouSeny riizné koncentrace pracovniho elektrolytu pro optimalizaci separace.
Vzorky kyselin byly méfeny pii koncentraci BGE 10 mM a 25 mM kyseliny ftalové a pti
hodnotach pH 4; 5,5 a 6. Tyto hodnoty pH byly pouZzity i pfi pfimé detekci a zdaly se byt
nejvhodnéjsi pro separaci kyselin. Vysledky jsou shrnuty v tabulkdach VIII (v pfiloze) a
grafech 21-24.
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Graf 21: Separace kyseliny vinné a citronové o koncentraci 500 pg/ml v 10 mM elektrolytu pfi hodnoté pH 4. Detekce
probihala pii 254 nm.
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Graf 22: Separace kyseliny vinné a citronové o koncentraci 500 pg/ml v 25 mM elektrolytu pfi hodnoté pH 4. Detekce
probihala pii 254 nm.
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Graf 23: Separace kyseliny vinné a citronové o koncentraci 500 pg/ml v 10 mM elektrolytu pii hodnoté pH 5,5. Detekce
probihala pii 254 nm.
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Graf 24: Separace kyseliny vinné a citronové o koncentraci 500 pg/ml v 25 mM elektrolytu pfi hodnoté pH 5,5. Detekce
probihala pfi 254 nm.

Bylo zjisténo, Ze studovany rozsah koncentraci nema vyrazny vliv na separaci kyselin.
Koncentrace BGE se zdala byt vhodna jak 10 mM tak i 25 mM. Pro dalsi analyzy byla
vybrana koncentrace BGE 25 mM. U pH zakladniho elektrolytu dochédzelo k mirné lepsi

separaci pi1 hodnot¢ 5,5, ktera byla pouzita v dalSich experimentech.

6.2.2 Zakoncentrovani pomoci techniky nameteni

Separace se zakoncentrovanim byly provadény s pouZitim hydrodynamického
davkovani vzorku do kapilary nejprve tlakem 50 mBar po 5 s, dale 50 mBar po 50 s a
nakonec 100 mBar po 25 s (posledni dvé hodnoty by mély poskytovat srovnatelné vysledky).
Separace probihala pii hodnoté napéti -15 kV a teploté 25 °C v elektrolytu o koncentraci 25
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mM a upraven na hodnotu pH 5,5. Stejné jako pfi separaci bez zakoncentrovani byly nejdiive

promé&feny jednotlivé standardy kyselin o koncentraci 5 pg/ml a poté byly provedeny analyzy

smési kyselin. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach IX (v piiloze) a grafech 25-27. Bylo

zjisténo, ze piky rostou jen po dobu davkovani do 75 s, poté se zacinaji vyrazn¢ rozmyvat.
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Graf 25: Separace kyseliny vinné o koncentraci 5 pg/ml v 25 mM elektrolytu pti hodnoté pH 5,5. Kyselina byla davkovana
pomoci 50 mBar po dobu 50 s. Detekce probihala pti 254 nm.

Dale bylo zkouseno rtizné davkovani pti tlaku 100 mBar po dobu 25, 50, 75, 100, 125,
150, 175, 200, 225 a 250 s. Byly zmé&feny pii hodnoté napéti -15 kV a teploté 25 °C v 25 mM

elektrolytu upraveném na hodnotu pH 5,5. Nejdiive byly méfeny standardy kyselin poté

smési. Vysledky jsou shrnuty v tabulce X (v ptiloze).
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Graf 26: Zavislost migra¢nich ¢ast na dobé davkovani pro kyselinu citronovou a vinnou o koncentraci 5 pg/ml.
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Graf 27: Zavislost plochy piku na dobé davkovani pro kyselinu citronovou a vinnou o koncentraci 5 pg/ml.
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Graf 28: Zavislost vysky piku na dob& davkovani pro kyselinu citronovou a vinnou o koncentraci 5 pg/ml.
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Graf 28: Zavislost §itky piku v poloving vysky na dob& davkovani pro kyselinu citronovou a vinnou o koncentraci 5
pg/ml.

Na grafech 26-28 jsou znazornény zavislosti experimentalné uréenych parametrt
(migracni Casy, plocha a vyska pikt, Sitka v poloving vysky) na dobé davkovani. Pti vétsi
dobé davkovani nez 100 s dochazi ke snizovani migracnich Casi kyselin diky kratsi dréze,
kterou musi tyto ionty urazit k detektoru. Se zkracovanim migracnich Cast také dochazi ke
snizovani jejich rozdili a tedy ke ztraté¢ rozliSeni (graf 26). V uvedeném rozsahu doby
davkovani (25-100 s) dochazi piiblizn€ k linedrnimu naristu plochy a vysky pikd kyselin
(grafy 27 a 28) a soucasné pouze k minimalnimu ovlivnéni Sitky pika (graf 28). Pfi vySSich
dobach davkovani a tedy svy$Sim objemem zony vzorku dochédzelo k vyraznéjSimu
rozmyvani zoén, snizovani u€innosti separace a rozliSeni (graf 28). Na zéklad¢ uvedenych
vysledkl je mozné zvolit vhodnou dobu dévkovéni, ktera s prekoncentracnim krokem cinila
75 spii tlaku 100 mBar. Pfi porovnani s davkovanim pouzitym u méfeni kalibra¢nich
zavislosti (grafy 9,10,11 a 15) v systému s ptimou UV detekci je tedy davkovan piiblizné

30krat vétsi objem zony vzorki kyselin.
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{ Zavér

Ptredlozena diplomova prace se zabyva optimalizaci separace kyseliny citronové a
vinné pomoci kapilarni zénové elektroforézy. V praci byly teoreticky popsany razné
prekoncentracni techniky pouzivané v kapildrni zonové elektroforéze, rtizna detekce

pouzivana v kapilarni zonové elektroforéze.

Analyzy kyseliny vinné a citronové s pfimou UV detekci byly provadény v elektrolytu
obsahujici 180 mM  trihydratu  hydrogenfosfaitu  di-draselného s 1 mM
cetyltrimethylammonium bromidu rozpusténo v 15 % (v/v) metanolu. Separace probihala pii
napéti —30 kV a teploté 20 °C. Byly zkouseny 1 jiné elektrolyty s nizsi koncentraci trihydratu
hydrogenfosfatu di-draselného. Déle byly zkouSeny rtizné hodnoty napéti a teplot, riizné
hodnoty pH. Z vysledku je patrné, ze pti piimé detekci je mozné kyseliny rozdélit, ovsem

citlivost stanoveni je nizka diky neselektivni absorpci UV zafeni.

Pii nepiimé detekci separace probihala v elektrolytu s 15 mM kyselinou ftalovou a
0,6 mM CTAB pfi napéti -15 kV a teploté 25 °C pH bylo upraveno na hodnotu 5. Byly
zkouseny 1 jiné teploty a napéti, rizné hodnoty pH. Déle byla zkouSena rGzna doba
davkovani. Z vysedkl je patrné, Ze v systému s nepiimou detekci 1ze kyseliny 1épe separovat
a detekovat. Byly ovéfeny moznosti zakoncentrovani kyselin pfi davkovani dlouhych zon do

separacni kapilary.
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Tabulky | Separace kyselin s pfimou UV detekci

Tabulka 1a: Naméfené migraéni charakteristiky pro kyselinu citronovou v 180 mM
trihydratu hydrogenfosfatu di-draselného s 1 mM cetyltrimethylammonium bromidu

pfi zkousce riznych hodnot napéti a teplot.

teplota | napéti (kV) | migracni as | elektroosméza ef. pohyblivost
O (s) (s) (Mm?V.s)
-30 76,8 126,6 -3,50E-08
17 -15 146,4 223,8 -3,23E-08
-10 203,4 281,4 -2,79E-08
-5 283,2 3444 -2,57E-08
-30 78 131,4 -3,56E-08
20 -15 133,2 202,8 -3,52E-08
-10 190,8 266,4 -3,05E-08
-5 261,6 319,2 -2,83E-08
-30 117,6 180 -2,01E-08
o5 -15 117,6 180 -4,03E-08
-10 168,6 236,4 -3,49E-08
-5 232,8 286,2 -3,29E-08

Tabulka 1b: Naméfené migracéni charakteristiky pro kyselinu vinnou v 180 mM
trihydratu hydrogenfosfatu di-draselného s 1 mM cetyltrimethylammonium bromidu

pti zkouSce riznych hodnot napéti a teplot.

teplota napéti migraéni ¢as | elektroosmoéza | ef. pohyblivost
(°C) (kV) (s) (s) (M?/V.s)

-30 76,8 124,8 -3,42E-08

17 -15 144 223,8 -3,38E-08
-10 205,2 283,8 -2,77E-08

-5 282,6 3444 -2,60E-08

-30 76,8 127,2 -3,53E-08

20 -15 133,2 202,8 -3,52E-08
-10 190,8 267 -3,07E-08

-5 261,6 318,6 -2,80E-08

-30 118,8 181,2 -1,99E-08

-15 118,2 180 -3,97E-08

25 -10 168,6 236,4 -3,49E-08
-5 2334 286,2 -3,24E-08
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Tabulka 1c: Naméfené migra¢ni charakteristiky pro kyselinu benzoovou v 180 mM
trihydratu hydrogenfosfatu di-draselného s 1 mM cetyltrimethylammonium bromidu pfi
zkousce rtiznych hodnot napéti a teplot.

teplota napéti elektroosmoza efektivni
(°C) (kV) migracni ¢as (s) (s) pohyblivost
(M?/V.s)
-30 92,4 132 -2,22E-08
17 -15 171,6 216,6 -1,65E-08
-10 2424 282,6 -1,20E-08
-5 321,6 342,6 -7,81E-09
-30 91,2 126 -2,07E-08
20 -15 159 201 -1,80E-08
-10 226,8 267 -1,36E-08
-5 296,4 318 -9,40E-09
-30 259,8 284,4 -2,28E-09
25 -15 259,8 284,4 -4,56E-09
-10 197,4 236,4 -1,71E-08
-5 259,8 284,4 -1,36E-08
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Tabulky 11 Separace v elektrolytu v kyselé oblasti

Tabulka 2a: Naméfené a spocitané migra¢ni charakteristiky pro kyselinu

citronovou,

vinnou

a benzoovou

v elektrolytu 180 mM

trihydratu

hydrogenfosfatu di-draselného s 1 mM cetyltrimethylammonium p#i hodnoté
napéti -15 kV a teplote 20 °C.

analyt pH migraéni | elektroosmoza ef.

cas (s) pohyblivost

(s) (M2IV.3)

4 195 270 -1,0E-08

_ 5 192 2706 -2,1E-08

kyselina =0 194.4 2778 2 1E-08
citronova

6 194 4 284 4 -2.2E-08

6.5 198 204 -2,3E-08

4 1902 2706 2.1E-08

_ 5 1872 273 -2.3E-08

kyselina "¢ 188.4 2778 2.3E-08
vinna

6 1902 282.6 -2,3E-08

6.5 195 294 -2.4E-08

4 2328 2718 -8.4E-09

_ 5 234 276 -8,9E-09

Kyselina oo 235.8 279 -9,0E-09
benzoova

6 2376 285 -9,6E-09

6.5 240 204 -1,0E-08
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Tabulka 2b: Naméfené a spocitané migracni charakteristiky pro kyselinu

citronovou,

vinnou

a benzoovou

v elektrolytu 180 mM

trihydratu

hydrogenfosfatu di-draselného s 1 mM cetyltrimethylammonium pfi hodnoté
napéti -30 kV a teplote 20 °C.

analyt PH | radni cas (s) elektroosmoza ef.

g pohyblivost

() (M?IV.5)

4 87.6 123 -2,.2E-08

_ 5 82.8 1236 2.7E-08

kyselina =" 816 126 -3,0E-08
citronova

6 82.2 1296 ~3.0E-08

65 87.6 140 4 -2,9E-08

4 81 1236 2.9E-08

el 5 786 1248 3.2E-08

yselina =0 786 126.6 ~3.3E-08
vinna

6 804 132 3.3E-08

65 87 141 -3,0E-08

4 94.2 126 _1,8E-08

el 5 936 126 -1.9E-08

yselina =25 948 126 "1.8E-08
benzoova

6 97.8 1338 -1,9E-08

65 103.2 1416 -1,8E-08
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Tabulky Il Separace v elektrolytu v zasadité oblasti

Tabulka 3a: Naméfené migracni charakteristiky pro smés kyselin citronové,
vinné a benzoové v elektrolytu 180 mM trihydratu hydrogenfosfatu di-
draselného s 1 mM cetyltrimethylammonium pifi hodnoté napéti -15 kV a
teplot¢ 20 °C. Smés byla vytvoifena pomoci nastaveného davkovéani na
elektroforéze. V prvnim ftadku jsou vzdy hodnoty migracniho casu,
elektroosmozy a efektivni pohyblivosti pro kyselinu citronovou a vinnou a ve
druhém fadku pro kyselinu benzoovou.

pH migracni Cas | elektroosmoéza | ef. pohyblivost
(s) (s) (M2/v.S)
9 144.6 2244 -1,7E-08
9 168,6 2244 -1,0E-08
8,5 144.6 223,2 -1,7E-08
8,5 168,6 223,2 -9,9E-09
8 144 222,6 -1,7E-08
8 169,8 222,6 -9,5E-09
7,5 142,8 2214 -1,7E-08
7,5 169,8 2214 -9,4E-09
7 139,8 214.8 -1,7E-08
7 168 214,8 -8,9E-09

Tabulka 3b: Namétené migracni charakteristiky pro smés kyselin citronové,
vinné a benzoové v elektrolytu 180 mM trihydratu hydrogenfosfatu di-
draselného s 1 mM cetyltrimethylammonium pfi hodnoté napéti -30 kV a
teplot¢ 20 °C. Smés byla vytvofena pomoci nastaveného davkovani na
elektroforéze. V prvnim ftadku jsou vzdy hodnoty migracniho Ccasu,
elektroosmozy a efektivni pohyblivosti pro kyselinu citronovou a vinnou a ve
druhém tadku pro kyselinu benzoovou.

ef.

pH migracni ¢as | elektroosméza | pohyblivost

(s) (s) (m?/v.s)
9 83,4 137,4 -3,2E-08
9 96 137,4 -2,1E-08
8,5 82,8 137,4 -3,3E-08
8,5 96 137,4 -2,1E-08
8 81 132,6 -3,3E-08
8 93,6 132,6 -2,1E-08
7,5 79,2 132 -3,5E-08
7,5 92,4 132 -2,2E-08
7 75,6 127,8 -3,7E-08
7 89,4 127,8 -2,3E-08
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Tabulka 3c: Naméfeni migra¢ni charakteristiky pro smés kyselin
citronové, vinné a benzoové v elektrolytu 180 mM trihydratu
hydrogenfosfatu di-draselného s 1 mM cetyltrimethylammonium pfi
hodnot¢ napéti -30 kV a teploté 25 °C. Smés byla vytvofena pomoci
nastaven¢ho davkovani na elektroforéze. V prvnim tfadku jsou vzdy
hodnoty migracniho ¢asu, elektroosmoézy a efektivni pohyblivosti pro
kyselinu citronovou a vinnou a ve druhém ftadku pro kyselinu
benzoovou.

ef.

pH migracni ¢as | elektroosméza | pohyblivost
(s) (s) (m?/v.s)
9 80,4 135 -3E-08
9 92,4 135 -2E-08
8,5 79,8 133,2 -3E-08
8,5 91,8 133,2 -2E-08
8 78 129,6 -3E-08
8 90 129,6 -2E-08
7,5 76,2 127,8 -4E-08
75 88,8 1278 -2E-08
7 71,4 120,6 -4E-08
7 84 120,6 -2E-08
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Tabulky 1V Kalibrace v 180 mM elektrolytu

Tabulka 4a: Nameéfené migréni charakteristiky pro jednotlivé kyseliny
v elektrolytu 180 mM trihydratu hydrogenfosfatu di-draselného s 1 mM
cetyltrimethylammonium pii hodnoté napéti -30 kV a teploté¢ 20 °C pH bylo
upraveno na hodnotu 4.

koncentrace plocha | vyska elektroosmoza
migracni
(ug/ml) | Cas (min) (min)
benzoova 1000 2,43 320,5 89,2 4,6
500 2,43 215,8 73,7 4,52
250 2,43 128 46,1 4,45
100 2,45 46,9 25,1 4,38
2000 1,83 20,3 23,4 4,3
. 1000 1,82 9,8 18,4 4,2
vinna
500 1,81 10,5 7,7 4,1
250 1,81 6,7 7,2 4
2000 1,89 22,6 22,2 3,75
. . 1000 191 10,9 13,4 3,65
citronova
250 2,5 10,7 16,3 3,45
100 2,71 11,1 6,6 3,41

Tabulka 4b: Naméfené migracni charakteristiky pro jednotlivé kyseliny
v elektrolytu 180 mM trihydratu hydrogenfosfatu di-draselného s 1 mM
cetyltrimethylammonium pfi hodnoté napéti -30 kV a teploté 20 °C pH bylo
upraveno na hodnotu 6.

koncentrace plocha | vyska elektroosmoéza
migracni
(ug/ml) | Eas (min) (min)
benzoova 1000 2,66 371,9 106 5
500 2,65 239,1 86 4,9
250 2,67 132,3 50,3 4,9
100 2,69 53,7 28,8 4,94
2000 1,95 20,7 26,2 481
., 1000 1,93 10,1 18,7 4,75
vinna
500 1,92 54 11,9 4,71
250 1,92 4,8 94 4,7
2000 2,01 20 21,6 4,61
. , 1000 19 12 17,3 4,55
citronova
500 1,98 10,4 12,3 4,44
250 1,97 2,4 55 4,34
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Tabulky V Kalibrace v 18 mM elektrolytu

Tabulka 5a: Naméfené migracni charakteristiky pro jednotlivé kyseliny
v elektrolytu 18 mM trihydratu hydrogenfosfatu di-draselného s 1 mM
cetyltrimethylammonium pii hodnoté napéti -30 kV a teploté¢ 20 °C pH bylo
upraveno na hodnotu 4.

koncentrace migracni Cas plocha vyska elektroosmoza

(png/ml) (min) (min)

) 1000 3,42 712,9 56,9 5,39
benzoova 500 3,56 322,3 32,9 5,37
250 3,47 503,2 43,7 5,3
100 3,63 181,1 22,4 53

vinnd 2000 2,51 37,3 20,7 5,15
1000 2,5 15 7,1 5,2

1000 2,83 7,7 6,3 4,47

citronova 500 2,81 1,3 1,3 4,47
250 2,84 2,7 1,6 4,6

Tabulka 5b: Namétené migraéni charakteristiky pro jednotlivé kyseliny
v elektrolytu 18 mM trihydratu hydrogenfosfatu di-draselného s 1 mM
cetyltrimethylammonium p#i hodnoté napéti -30 kV a teploté 20 °C pH bylo
upraveno na hodnotu 6.

koncentrace migrac¢ni Cas plocha vyska elektroosmdza

(ug/ml) (min) (min)

1000 3,53 678,9 60 5,66

, 500 3,64 313,3 35,7 5,63

benzoova

250 3,57 501,2 48 5,6

100 3,7 163,8 25,1 5,55
2000 2,5 42,3 12,6 55

1000 2,46 24,9 9,7 5,45
vinna 500 2,46 9,5 8 5,4
250 2,45 51 5,8 5,34

100 2,46 2,5 4,2 5,35
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Tabulky VI Kalibrace v 60 mM elektrolytu

Tabulka 6a: Naméfené migracni charakteristiky pro jednotlivé kyseliny
v elektrolytu 60 mM trihydratu hydrogenfosfatu di-draselného s 1 mM
cetyltrimethylammonium pii hodnoté napéti -30 kV a teploté 20 °C.

pH | koncentrace analyt migra¢ni | plocha |vyska | elektroosméza

(ng/ml) ¢as (min) (min)
kyselina

citronova 2,31 7,3 2,8 4,64

6 500 kyselina vinna 2,17 10,3 8,8 4,64
kyselina

benzoova 2,94 2441 48,9 4,71
kyselina

4 500 citronova 2,51 3,8 1,9 3,72

kyselina vinna 2,28 6,7 4.1 3,9

Tabulka 6b: Namétené migracni charakteristiky pro smési kyselin v elektrolytu
60 mM trihydratu hydrogenfosfatu di-draselného s 1 mM
cetyltrimethylammonium pti hodnoté napéti -30 kV a teploté 20 °C a upraveno

pH na 4.
koncentrace | migra¢ni | plocha | vyska elektroosmoza
(ug/ml) cas (min)
(min)
2,18 2,4 3,7
450 2,22 10,1 37,6 4,31
2,67 379,1 66,8
2,17 9,8 6,1
350 2,25 10,7 41,4 4,3
2,69 349,3 63,1
2,3 2,4 1,9
300 2,25 55 32,4 4,22
2,7 264 67,3
2,18 3,5 4
250 2,3 1 121 4,1
2,7 137,7 30,1
2,2 2,3 2,4
100 2,34 4 12,6 4
2,71 159,9 30,1
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Tabulka 6¢: Naméfené migracni charakteristiky pro smési kyselin v elektrolytu
60 mM trihydratu hydrogenfosfatu di-draselného s 1 mM
cetyltrimethylammonium pii hodnoté napéti -30 kV a teploté 20 °C a upraveno

pH na 6.
koncentrace | migrac¢ni | plocha | vyska | elektroosmoza
(ng/ml) Cas (min)
(min)
2,15 7,3 9,9
450 2,26 8,4 5,1 4,9
2,9 345,5 76,7
2,16 12 12,8
350 2,27 9,8 4,9 4,9
2,9 3249 71,7
2,17 3,5 6,1
300 2,31 13,4 2,5 4,9
2,91 274,2 58
2,18 4,9 7,5
250 2,4 11,9 1,9 4,9
2,9 135,2 35,4
2,2 2,6 6,1
100 2,3 4.8 1,4 4,9
2,9 148,6 37,3

Tabulka 6d: Namétené migracni charakteristiky pro jednotlivé kyseliny
v elektrolytu 60 mM trihydratu hydrogenfosfatu di-draselného s 1 mM

cetyltrimethylammonium pii hodnoté napéti -30 kV a teploté 20 °C a upraveno

pH na 4.
koncentrace migra¢ni plocha vySka | elektroosmoza

(ng/ml) ¢as (min) (min)

2000 2,1 69,4 5,6 4,8

L 1000 2,1 18,8 12,9 4,8
kyselina vinnd 900 2.1 13,9 11,6 47
800 2,1 13,8 11 472

700 2,1 12,2 10,8 4,64

600 2,1 10,4 9,7 4,6

kyselina 2000 2,2 33,9 19,1 5,02
citronova 1000 2,2 20,5 15,2 5,11
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Tabulka VII Nepiima UV detekce

Tabulka 7a: Naméfené migracni charakteristiky pro jednotlivé kyseliny pfi
nepiimé UV detekcei pfi riiznych teplotach a napéti pro optimalizaci separace
v elektrolytu 0,6 mM cetyltrimethylammonium bromidu s 15 mM kyselinou
ftalovou elektrolyt upraven na hodnotu pH 5.

analyt teplota | napéti | migracni Cas | elektroosméza oh T)fI.ivost
C) | (V) (min) (min) P (m%/v.s)

-30 1,53 2,7 -3,23E-08

25 -10 2,9 3,9 -3,03E-08

-5 3,64 4,4 -3,24E-08

-30 1,75 3,3 -3,06E-08

20 -15 2,7 4,21 -3,03E-08

kyselina vinna -10 3,24 4,6 -3,12E-08
-5 4,3 53 -3,00E-08

-30 1,95 3,9 -2,92E-08

17 -15 3,3 57 -2,91E-08

-10 4,4 7,5 -3,21E-08

-5 5,22 6,8 -3,04E-08

-30 1,62 2,7 -2,81E-08

25 -10 2,9 3,9 -3,02E-08

-5 3,7 4,4 -2,94E-08

-30 1,9 3,3 -2,54E-08

kyselina 20 -15 2,8 4,2 -2,71E-08
citronové -10 3,4 4,6 -2,62E-08
-5 4,2 5 -2,60E-08

-30 1,9 3,6 -2,83E-08

17 -15 3,8 6,7 -2,59E-08

-10 4,3 6,4 -2,61E-08

-5 57 7,2 -2,50E-08
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Tabulka 7b: Namétené migrac¢ni charakteristiky pro smési kyselin pfi
nepiimé UV detekci v elektrolytu 0,6 mM cetyltrimethylammonium
bromidu s 15 mM kyselinou ftalovou, elektrolyt upraven na pH 5.

migracni ¢as (min) | elektroosmoza (Min) ef.
koncentrace (png/ml) & pohyblivost

(m?/V.s)
3,16 6,2 -3,53E-08

1000 :
3,3 6,2 -3,23E-08
3,24 6,6 -3,58E-08

500 :
3,4 6,6 -3,25E-08
3,1 5,9 -3,49E-08

450 :
3,3 59 -3,04E-08
31 5,8 -3,42E-08

350 :
3,2 58 -3,19E-08
2,9 5,7 -3,86E-08

300 :
3,2 5,7 -3,12E-08
250 2,98 5,6 -3,58E-08
100 3 5,5 -3,45E-08

Tabulky VI1II Optimalizace koncentrace BGE

Tabulka 8a: Namétené migracni charakteristiky pro smési kyselin pfi neptimé
UV detekci v elektrolytu 0,6 mM cetyltrimethylammonium bromidu s 25 mM
kyselinou ftalovou.

pH koncentrace migra¢ni ¢as (min) lek , : h ebfll'
(ug/ml) elektroosmoéza (min) | pohyblivost
HE (M?V.s)
2,45 4,1 -3,74E-08
1000 2,54 4,1 -3,41E-08
2,4 4 -3,80E-08
0 500 2,5 4 -3,42E-08
2,39 3,9 -3,69E-08
430 2,5 3,9 -3,27E-08
2,45 3,9 -3,46E-08
1000 2,55 3,9 -3,09E-08
2,41 3,9 -3,61E-08
95 500 2,5 3,9 -3,27E-08
450 2,41 3,9 -3,61E-08
2,52 39 -3,20E-08
2,5 3,8 -3,12E-08
1
000 2,6 3,8 -2,77E-08
2,5 3,7 -2,95E-08
500 1 1 1
4 2,6 3,7 -2,60E-08
450 2,5 3,7 -2,95E-08
2,6 3,7 -2,60E-08

71




Tabulka 8b: Namétené migraéni charakteristiky pro smési kyselin pfi nepiimé
UV detekci v elektrolytu 0,6 mM cetyltrimethylammonium bromidu s 10 mM
kyselinou ftalovou.

ef.
oH ko?ce/l'mtrIZ;\ce migracni ¢as (min) | elektroosméza (min) | pohyblivost
ug/m (M2/V.s)
2,57 3,8 2,87E-
1000 o
2,67 3,8 2,54E-08
2,53 3,9 ,O01E-
3 <00 3,01E-08
2,64 3,9 2,79E-08
2,54 3,9 ,43E-
250 3,13E-08
2,7 3,9 2,60E-08
2,6 319 ’ -
1000 2,92E-08
2,7 3,9 2,60E-08
2,5 3,9 ,27E-
. <00 3 08
2,6 3,9 2,92E-08
2,5 3,8 ,27E-
450 : -
2,7 3,8 2,44E-08
2,67 3,6 2,54E-08
1000
2,77 3,6 1,90E-08
2,65 3,7 2,27E-08
4 500
2,74 3,7 2,16E-08
2,65 3,9 2,44E-08
450
2,8 3,9 2,29E-08

Tabulka 8c: Naméfené migracni charakteristiky pro smési kyselin pii nepiimé
UV detekci v riznych elektrolytech a pfi riizné hodnoté pH.

analyt koncentrace | migraéni | plocha | vyska | elektroosméza
10 mM (ng/ml) ¢as (min) (min)
pH 5,5 k. citronovéa 500 2,7 17,5 4,3 4
k. vinna 500 2,6 22,2 6 4
10 mM k. citronova 500 2,73 62,1 18,2 4,1
pH 6 k. vinna 500 2,6 243 | 63 4,1
15 mM k. citronova 500 2,49 13,8 4,2 3,5
pHS k. vinna 500 2,41 194 | 59 3,6
25 mM k. citronova 500 2,6 147 4.4 4,1
pH 5,5 k. vinna 500 2,5 189 | 6.2 4,1
25 mM k. citronova 500 2,56 13,9 4,6 4,2
pH 6 k. vinna 500 2,5 198 | 65 4,2
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Tabulky IX Zkouska zakoncentrovani

Tabulka 9a: Naméfené migracni charakteristiky pii nepfimé UV detekci a
rizném davkovani pro kyselinu citronovou v elektrolytu 0,6 mM
cetyltrimethylammonium bromidu s 25 mM Kyselinou ftalovou, pfi hodnoté

napéti -15 kV a teploté 25 °C a pH bylo upraveno na 5,5.

koncentrace (ug/ml) davkovani migracni ¢as | plocha | vyska Wh/2
50 mBar 50's 2,7 6,4 1,5 0,0702
0> 100 mBar 25 s 3,04 7,5 1,7 0,0722
50 mBar 50's 2,7 13,3 2,3 0,096
> 100 mBar 25 s 2,6 17,5 3,1 0,094

Tabulka 9b: Naméfené migracni charakteristiky pii neptimé UV detekci a
v elektrolytu
cetyltrimethylammonium bromidu s 25 mM kyselinou ftalovou, pfi hodnoté
napéti -15 kV a teploté 25 °C a pH bylo upraveno na 5,5.

razném  davkovani

pro

kyselinu

vinnou

0,6

mM

koncentrace (ug/ml) davkovani migracni ¢as | plocha | vyska Wh/2
05 50 mBar 50 s 2,73 2,5 0,94 0,044
100 mBar 25 s 2,72 7,3 1,8 0,067

50 mBar 50 s 2,52 69,8 11,3 0,03

> 100 mBar 25 s 2,52 55,5 10,2 0,09
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Tabulky X Zakoncentrovani pomoci metody nameteni

Tabulka 10a: Naméfené migracni charakteristiky pfi nepfimé UV detekci a
rizném davkovani pro kyselinu citronovu o koncentraci 5 ug/ml v elektrolytu
0,6 mM cetyltrimethylammonium bromidu s 25 mM kyselinou ftalovou, pfi

napéti -15 kV a teploté 25 °C a pH bylo upraveno na 5,5.

Cas (s) | migracni ¢as (min) | plocha | vyska | W
25 7,23 7,2 2,7 10,045
50 7,45 134 | 29 (0,076
75 8,75 16,6 | 3,5 [0,079
100 7,78 28,7 | 59 |0,081
125 7,03 20,7 | 5,9 |0,086
150 5,7 56,1 | 6,6 |0,102
175 4,57 29,4 | 3,3 |0,148
200 3,42 38,2 5 (0,128
225 2,56 26,5 | 52 | 0,09
250 1,7 128 | 3,4 [0,063

Tabulka 10b: Naméfené migracni charakteristiky pii nepiimé UV
detekci a rizném davkovani pro kyselinu vinnou o koncentraci 5 pg/ml
v elektrolytu 0,6 mM cetyltrimethylammonium bromidu s 25 mM
kyselinou ftalovou, pfi napéti -15 kV a teplot¢ 25 °C a pH bylo

upraveno na 5,5.

¢as (s) | migraéni ¢as (min) | plocha | vySka | W
25 7,5 4,8 1,9 | 0,04
50 7,6 115 | 2,6 | 0,07
75 8,6 269 | 48 | 0,09
100 7,81 275 | 57 | 0,08
125 57 553 | 7,1 | 0,13
150 5,3 123,3 | 12,9 | 0,16
175 4,3 190,6 | 19,9 | 0,12
200 34 296 | 48 | 01
225 2,4 536 | 64 |0,14
250 1,71 25,2 3,8 |0,11
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