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ANOTACE

Tato diplomova prace je zaméfena na Separaci antioxidantd pomoci micelarni
elektrokinetické chromatografie za pouziti t€kavych pufri z perfluorovanych karboxylovych
kyselin. V prvnim kroku bylo nutné zjistit elektroosmoticky tok a pohyblivost micel, dale
byly proméfeny jednotlivé standardy za riznych podminek. Po proméfeni standardd byly
proméfeny nejprve jen smési kyselin a flavonu, potom i celkova smés devatenacti
antioxidantl. Pfi Zadné separaci smési se nepodaiilo rozseparovat vSechny standardy, jelikoz
nékteré¢ standardy maji stejnou pohyblivost a mohou byt v jednom piku, tim padem je
V zaznamu nebylo mozno rozlisit. Nejlepsi separace byla v 20 mM PFOA s ptidavkem 10 %

MeOH, v tomto ptipadé se podaiilo rozseparovat ¢trnact piki z devatenacti.
KLIiCOVA SLOVA

Perfluorované¢  karboxylové kyseliny, antioxidanty, micelarni elektrokineticka

chromatografie
TITLE
Electrophoretic separations of phenolic compounds using perfluorinated carboxylic acids
ANNOTATION

This diploma thesis focuses on the separation of antioxidants by micellar electrokinetic
chromatography using volatile perfluorinated carboxylic acids. In the first step it was
necessary to determine the electroosmotic flow and the mobility of the micelles, then the
individual standards were measured under different conditions. After measuring the standards,
only the mixtures of acids and flavon were first measured, then the total mixture of nineteen
antioxidants. Due to similar mobilities of some standards and co-migration in one peak, it was
not possible to separate all compounds in the mixture. The best separation was achiered in
20 mM PFOA with the addition of 10 % MeOH, in this case fourteen peaks from nineteen

compounds were separated.

KEYWORDS

Perfluorinated carboxylic acids, antioxidants, micellar electrokinetic chromatography
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UvVOD

Antioxidanty jsou ptirodni latky, které se vyskytuji v potraveé. Maji ptiznivy vliv na lidské
zdravi, jelikoz zabranuji nezadoucim oxidacim a tim tvorbé volnych radikala v organismu.
Oxidace probihaji v téle diky latkam, které se nam dostavaji kazdodenné do organismu napf.
zneCistény vzduch, voda nebo karcinogenni latky. Cilem této prace je najit vhodné podminky
pro micelarni elektrokinetickou chromatografickou separaci antioxidantt, které by bylo
mozné aplikovat pro spojeni s hmotnostni spektrometrii. Z toho divodu bylo testovano
separacni prostiedi na bazi tékavych latek a byly testovany dvé perfluorované kyseliny.
Perfluorované karboxylové kyseliny patii do skupiny organickych polutanti, které vznikaji

antropogenni ¢innosti ¢loveka.

Tato diplomova prace navazuje na praci z roku 2017, ktera se zabyvala stanovenim
kritické micelarni koncentrace perfluorovanych karboxylovych kyselin [1]. Z riznych
antioxidantti bylo vybrano pét skupin, ve kterych je dohromady dvacet zastupcu téchto latek.
Pro separaci byla nahodné namichana smés standardu z flavona a kyselin, pro kterou jsem se
snazila zjistit nejvhodnéjsi podminky separace (zmény koncentrace kyseliny, ptidani
organickych latek) tak, aby doslo k rozseparovani co mozna nejvyssiho poctu antioxidanti ve

smési.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Kapilarni elektroforéza

Pod pojmem elektroforéza rozumime soubor separa¢nich metod, které k déleni latek
vyuzivaji rozdilnou mobilitu ¢astic ve stejnosmérném elektrickém poli. Elektrické pole se

vytvaii vlozenim konstantniho stejnosmérného napéti mezi elektrody.

Kapilarni elektroforéza (CE) se fadi mezi elektromigracni separa¢ni techniky. Tyto
techniky umoziuji separaci latek, které nesou naboj. K separaci latek dochazi nejcastéji uvnitt
kiemenné kapilary potazené polyimidem na zaklad¢ rozdilné pohyblivosti ve stejnosmérném
elektrickém poli. Kapilara je naplnéna zékladnim elektrolytem (BGE) — vétsinou pufrem — a
po nadavkovani vzorku se kationty pohybuji k zaporné elektrodé (katod¢) a anionty ke kladné
elektrodé (anod¢), pii¢emz neutralni ¢astice Se samy o sob& nepohybuji k zadné z elektrod, ale
jsou unaSeny kapilarou rychlosti elektroosmotického toku. V CE se objevuji dva transportni

jevy, a to elektroforeticka mobilita (pohyblivost) a elektroosmoticky tok [2,3].

Hlavni vyhodou kapilarnich separacnich technik je mala spotfeba cCinidel a vzorku, déle

pak kratka doba separace a vysoka ucinnost [2,3].

1.1.1 Elektroforeticka mobilita

V kapilafe na kazdou nabitou castici o urcitém naboji Q v elektrickém poli o intenzité E
pusobi dvé sily, a to elektrickd hnaci sila (pohyb vpted) a odpor prostiedi (brzdici sila). Hnaci
sila (Fg) v rovnici (1) je tmérna celkovému naboji Q a intenzité elektrického pole E, zatimco
tieci brzdici sila (Fz) Vv rovnici (2) je ptfimo imérna poloméru Castice r a jeji rychlosti v [3]:

Fg=QE @
Fr = 6mnrv 2

kde 7 je dynamicka viskozita separa¢niho prostiedi.

Jsou-li tyto dvé opacné sily v ustaleném stavu, pak pro velikost obou sil plati, ze Fy = Fp
a z toho vyplyva:
QE = 6mnrv 3
Upravou rovnice (3) ziskame vztah pro vypocet rychlosti pohybu &astice v elektrickém

poli (rovnice (4)) a z té lze dopocitat efektivni elektroforetickou pohyblivost daného iontu

Her s dle rovnice (5):

13



v=-2F (@)

- émnr

_ @
Herr = p— )
Elektroforeticka mobilita je pro vybrany iont a dany pufr pii dané teploté konstantou [3].

1.1.2 Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok (EOF) vznika ionizaci silanolovych skupin (-SiOH) na vnitini strané
kfemenné kapilary. Vnitini sténa kapilary ziskdvad zaporny ndboj (v zavislosti na pH
prostiedi) a diky elektrostatickému pisobeni se ionty v kapilafe orientuji tak, aby se k sob¢é co
nejvice priblizily Castice s opatnym nabojem. Diky tomu vznikd ttvar, ktery se nazyva
elektricka dvojvrstva. Na obr. 1 je znazornéna tvorba nepohyblivé Sternovy a pohyblivé
difuzni vrstvy. Po vlozeni vnéjSiho napéti se ionty v difuzni vrstvé zacnou pohybovat
k zaporné nabité elektrod¢, zatimco ionty ve Sternové vrstvé jsou pevné vazany na povrchu
kapilary. Rozdil potencidll mezi vnitini a vnéj$i hranici difuzni vrstvy se nazyva zeta
potencial (7). V kapilafe se diky pisobeni stejnosmérného pole uvadi do pohybu nejen difuzni
vrstva, ale diky vnitfnimu tfeni i veskery roztok v kapilaie. EOF nese vSechny ionty stejnou
rychlosti, avSak spolu se samotnou migrac¢ni rychlosti latek ovliviiuje 1 dobu analyzy

a ucinnost separace [3-6].

Kapilara s disociovanymi silanolovymi skupinami

OOOOOOOOO0000n
® & & @ ®» &
1

42— Vinova délka (nm)

Difuzni vrstva TlouZtka dvojité

vrstuy

Sternova
vrstva

(nepohybliva) SiOH == -Si0O + H* (pK, = 6)

Obrazek 1: Elektroosmoticky tok v kapiléie [7].
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EOF zavisi na pH zékladniho elektrolytu, diky vyssim hodnotam pH dochazi k disociaci
silanolovych skupin. Pii pH > 9 je disociace nejvétsi, a proto je Vv takovém piipadé
elektroosmoticky tok nejsilngjsi. Rychlost EOF lze spocitat dle rovnice (6)
a pohyblivost EOF dle rovnice (7). Pii separaci ma EOF vliv na migra¢ni ¢asy analyzovanych
latek. Kapilara méa na povrchu zaporny ndboj a tento zaporny naboj pfitahuje kationty které
putuji ke katodé. Pokud je mobilita EOF vétsi nez mobilita aniontt, lze zaroven stanovit

kationty i anionty [3].

lg U
Veor = P UEEor = Ugor L (6)
4
UEoF = ry— (7)

kde lq je délka kapilary k detektoru, l; je celkova délka kapilary, U je napéti a tm je

migracni Cas latky.

1.1.3 Moznosti detekce v kapilarni elektroforéze

V kapilarni elektroforéze lze vyuzit velké mnozstvi detekénich technik, které lze na
zakladé pozorovanych jevu rozdélit do tii skupin. V prvni skupiné jsou detektory, které
vyuzivaji elektrochemické detekce a lze je rozdélit do tii kategorii — potenciometrické,
vodivostni a amperometrické. Druhou skupinu reprezentuji detektory, které vyuZzivaji méteni
spekter, napf. Ramanova a hmotnostni spektrometrie, fluorescence a nejvice vyuzivana
UV-VIS detekce. V posledni skupiné jsou dalsi optické techniky, napt. méfeni rozptylu svétla
[8,9].

Detekce muze probihat bud’ on-line nebo off-line. On-line detekce vyuziva piimého
spojeni detektoru s CE. V ptipadé on-line spojeni CE s UV-VIS mizeme vyuzit pfimou nebo
nepiimou detekci. Pfima detekce se pouziva pro analyty, které absorbuji zafeni v UV-VIS
oblasti, je volen BGE snizkou nebo zadnou absorbanci v dané oblasti, a diky rozdilu
Vv absorbanci analytu oproti zakladnimu elektrolytu se generuji pozitivni piky. Nepiima
UV-VIS detekce se vyuziva pro stanoveni latek neabsorbujicich v dané oblasti, pouZzivaji se
elektrolyty s vysokou absorbanci a na zaznamu z detektoru pozorujeme negativni piky, které
odpovidaji zoné vzorku. Off-line spojeni umoziuje odd€leni separace a nasledné detekce

v ¢ase. Vyhodou je, ze detekce mtize byt provadéna na odlisSném misté nez separace [8-10].
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1.2 Kapilarni zonova elektroforéza

Kapilarni zonova elektroforéza (CZE) se vyuziva pro d€leni a stanoveni iontt, které se 1isi
tvarem (velikosti), nabojem nebo molekulovou hmotnosti, naopak neni vhodna pro latky bez
naboje. Vzorek se pohybuje kapilarou Vv prostfedi zakladniho -elektrolytu, ktery vede
elektricky proud. SloZeni tohoto elektrolytu je konstantni v celé kapilare a S casem se neméni,
diky této vlastnosti vede konstantni proud. Pro G¢innou separaci je nutné, aby efektivni
mobility a tim i migraéni rychlosti latek byly rtizné. Téchto podminek 1ze docilit vhodnou

volbou slozeni zékladniho elektrolytu [3,8].

Schéma pfistroje pro kapilarni zénovou elektroforézu je uvedeno na obr. 2. B&hem
separace je kapilara ztaveného kiemene naplnéna zakladnim elektrolytem. Do naplnéné
kapilary se davkuje vzorek a po vloZeni napéti zacne kapilarou protékat elektricky proud. Pti
pratoku proudu dochazi k tomu, ze jednotlivé latky, které jsou ve vzorku obsazeny, se zacnou
pohybovat riznymi rychlostmi v zavislosti na jejich naboji a velikosti a tim dochazi k jejich
rozdéleni do zon, viz obr. 3. Vzorek je detekovan vétSinou pomoci UV-VIS detektoru,
Vv poslednich letech se vyuziva i spojeni s hmotnostnim detektorem. Vznikly elektroforegram
(zdznam z detektoru) poskytuje piesné informace o kvalitativnim a kvantitativnim slozeni

vzorku [3,11].

zdroj vysokeho
v DApEti

separacni kapilara

deteltor UZEnEena
g leltroda

zapisovac

vetupni  vEorek
nadoblka

Obrazek 2: Schéma pfistroje pro CZE [12].

16



A+B

&%
a) #

%
b)

e ;x; >

c) —

i §#

Obrazek 3: Déleni latek do zon v CZE [11].

1.3 Micelarni elektrokineticka chromatografie

Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC) je elektromigracni metoda, ktera
kombinuje princip elektroforézy a chromatografie. Tato metoda byla vyvinuta zejména pro
analyzu neutralnich molekul [13]. Neutralni analyty interaguji s micelami a na zaklad¢ jejich
rozdilného rozdélovaciho koeficientu mezi micelami a vodnou fazi dochazi k jejich separaci.
Micely (obr. 4) vznikaji v roztoku elektrolytu pfidanim vhodné povrchové aktivni latky
(tenzidu) o koncentraci vyss$i, nez je jejich kriticka micelarni koncentrace (CMC). Jako
povrchové aktivni latka se v MEKC nej€astéji pouZiva aniontovy tenzid dodecylsiran sodny
(SDS), jehoz micely maji zaporny povrchovy naboj, a proto putuji smérem k anodé rychlosti
Vmic- Navzdory tomu, ze aniontové micely SDS migruji kapilarou smérem ke kladné
elektrodé (anod¢), diky EOF, ktery zptsobuje pohyb veskeré kapaliny v kapilafe smérem ke
katodé, dochazi za ptredpokladu vgor > Ve K vyslednému pohybu micel smérem

k detektoru (katodé¢), viz obr. 5 [3,14,15].

CH3(CH2)110503
SDS je detergent

uhllk:aty nahitd

A MY
Az %

G—~—-“—~ &7
tricela rricela
s hydrofobnd s biydrofilnd
dutinion utinog

Obriazek 4: Micely [16].
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O = AE;F”ETT;ET;E:]WE :> — Elektroosmaoticky tok (ECOF)
— aktivni latky
mm - Analyt mmm - Elektroforetickd mobilita

Obrazek 5: Tok analytu kapilarou v MEKC [17].

1.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) se fadi mezi spektralni analytické techniky, tato technika
vynikéd pfedevSim svou citlivosti a mnozstvim informaci, které lze ziskat o struktute latek.
Vzorek je umistén do iontového zdroje, kde dochazi k pifevedeni neutralnich molekul na ionty
(ionizace). Poté ionty vstupuji do hmotnostniho analyzatoru, kde se za vysokého vakua
rozdé@li podle poméru m/z (hmotnost/naboj) a v poslednim kroku ionty vstupuji do detektoru.
V detektoru dochazi k zaznamenani iontd a ureni Cetnosti jejich vyskytu. Celé schéma je

znazornéno na obr. 6 [18-20].

z

vzorek il
Llonto‘_’y - HmOt,n' Detektor|
zdroj | : |analyzator

(vakuum)é vakuum

Obrazek 6: Schéma hmotnostniho spektrometru [18].

Ionizacni techniky se déli na tvrdé a mekké a mohou probihat za snizeného tlaku nebo za
atmosférického tlaku. Mezi tvrdé ionizacni techniky se tfadi elektronova ionizace (EI), pfi
které¢ ionty ziskaji nadbytek energie a dochazi k vysoké fragmentaci. M¢ckké ionizacni
techniky (napf. chemicka ionizace, CI) jsou Setrn&jsi, molekula dostava mensi mnozstvi

energie, a proto k fragmentaci dochazi minimaln¢. Za snizeného tlaku probiha ionizace ClI, El
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nebo desorpce a ionizace laserem za ucasti matrice (MALDI). Za atmosférického tlaku
probiha ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)
a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) [18,20]. Dalsim prikladem ionizace za
atmosférického tlaku je hmotnostni spektrometrie s buzenim v indukéné vazaném plazmatu
(ICP-MS). V tomto ptipad¢ dochazi k ionizaci analytu diky indukéné vazanému plazmatu

a vzniklé ionty jsou vedeny pies interface do analyzatoru [19].

Mezi hmotnostni analyzatory, které se pouzivaji nejcastéji, patii napf. kvadrupolovy
analyzator, analyzator doby letu (TOF), 3D iontova past, Orbitrap nebo iontova cyklotronova
rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR). Posledni zminény hmotnostni analyzator
vynika vysokym rozliSenim, vysokou ptesnosti ur¢eni hmoty, nevyhodou jsou ov§em vysoké

pofizovaci naklady [18,20].

1.4.1 Spojeni MEKC s MS

Spojeni MEKC s MS se pouziva hlavné kvili identifikaci latek. Pti spojeni CE s UV-VIS
detektorem dochazi k detekci ptimo Vv kapilare, ale pfi spojeni CE-MS je detektor umistén az
za kapilarou (post-column), proto je nutné najit vhodné rozhrani, které zajisti spojeni mezi CE
a hmotnostnim spektrometrem. Pouziva se spojeni bez pfidavné kapaliny (sheathless),

s pridavnou kapalinou (sheath-flow) a kapalinovy spoj (liquid-junction interface) [21].

V literatufe je popsano napt. off-line spojeni MEKC-MALDI-MS na které ma negativni
vliv vysoka koncentrace SDS. Vysokd koncentrace SDS se miize promitnout do hmotnostniho
spektra [22]. Vyhodné je spojeni MEKC-APCI-MS, v tomto ptipadé mohou byt pouzity
konven¢ni podminky MEKC bez dalSich tprav (SDS, pufry) a mohou byt ionizovany 1 latky
méng polarni. Nejvic vyuzivanym iontovym zdrojem pii spojeni MEKC s MS je ESI (obr. 7).
Pfi tomto spojeni separacni kapilara, ve které dochézi K separaci kationt a aniontd, usti do
iontového zdroje. Ke vzniku elektrospreje dochézi po piekonani povrchového napéti kapky.
Kapky na poéatku jsou velké ale diky ptisobeni susiciho plynu jsou zmen$ovany. Cim jsou
kapky zmenSovany, tim vic roste povrchovy naboj, az do doby, nez je dosazeno kritické
hodnoty a dochazi k tzv. Coulombické explozi (rozpad na malé kapky, idealné ionty). Toto
spojeni je obtizné kvili pouZivanym roztokim, protoZe povrchové aktivni latky a vyssi
koncentrace BGE, které se v CE pouzivaji, snizuji G¢innost ionizace a tim citlivost separace.
Vyssi koncentrace BGE mohou také zanaSet iontovy zdroj. I pres veSkeré komplikace je toto

spojeni Casto vyuzivano, a to diky tomu, ze ESI vytvaii vicendsobné nabité ionty, coZ je dobré
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pro ionizace latek s molekulovou hmotnosti v fadech 100 tis. (napf. biomakromolekuly) [21-
23]. Problémy, které nastavaji pii spojeni MEKC s ESI ionizaci, lze odstranit technikou
¢aste¢ného plnéni [24]. Kapilara je naplnéna elektrolytem, ktery obsahuje netékavou latku —
pufr — jen do urcité Casti, zbytek kapilary je naplnén elektrolytem bez netékavé latky a do

iontového zdroje vstupuje pouze elektrolyt bez netékavé slozky [25,26].

CE vysoké napéti

MS vstup

ESI jehla

CE kapilara
ESl interface

- Hmotnostni spektrometr
— | Hi——

Anoda

ESI vysoké napéti

Zasobnik s pufrem

Obrizek 7: Schéma CE-ESI-MS [27].

Prikladem dalSitho spojeni je MEKC-ICP-MS. Tato metoda se nejvic pouziva pro

charakterizaci a separaci nanocastic [28].

Dalsim zpisobem realizace spojeni je pouziti t€kavych pufrd. Pro spojeni MEKC-MS lze
pouzit pufr vytvofeny z perfluorovanych karboxylovych kyselin a amoniaku, tento pufr
poskytuje vynikajici vysledky. Perfluorooktanova kyselina (PFOA) je dostateéné tekava
a umoznuje dlouhodobé pouzivani (bylo zaznamenano 30 hod. nepietrzitého provozu) bez
znamek snizeni citlivosti. Po pouziti se PFOA snadno odstrani ziontového zdroje

a nezustavaji pamétové stopy [29].
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1.5 Perfluorované karboxylové kyseliny

1.5.1 Charakteristika perfluorovanych karboxylovych Kkyselin

Perfluorované karboxylové kyseliny (PFCA) jsou perzistentni organické latky, které
zneCist'uji zivotni prostiedi a predstavuji riziko pro lidské zdravi. Tyto latky jsou vytvoreny
¢loveékem, vznikaji vétSinou jako meziprodukty pii vyrobé fluorovanych latek, napft. teflonu.
Vazba mezi uhlikem a fluorem je povazovana za nejsilnéj$i kovalentni vazbu s vysokou
energii kolem 117 kcal/mol, diky tomu jsou PFCA rezistentni vii¢i tepelné, chemicke,
hydrolytické nebo biologické degradaci. Cytotoxicita u perfluorovanych karboxylovych
kyselin vzrustd s délkou alkylového ftetézce kyseliny. Diky hydrofobnimu charakteru a
stabilité¢ se pouzivaji jako povrchové aktivni latky — lepidla, mazadla atd. [30-32]. Obecny
vzorec PFCA je C,Fn41)COxH, ktery je strukturné zndzornén na obr. 8. Kyseliny
s viceuhlikatym fetézcem se shlukuji do micel po piekro¢eni CMC. Vybrané PFCA a jejich
CMC jsou uvedeny v tab. 1.

Obrazek 8: Obecny strukturni vzorec PFCA.

Kriticka micelarni koncentrace PFCA uvedena v tabulce 1 byla stanovena metodou proudu

[33]. Hodnota CMC v BGE v tabulce odpovida méfeni v 50 mM octanu amonném pii pH 9
[1].
Tabulka 1: Charakteristika vybranych PFCA.

CMC (mM)
Sloucenina Zkratka Mr (g/mol)
v H,O /v BGE
CF;(CF,)sCOOH PFOA 414,06 5,54+0,88 /3,58 +0,57
CF;(CF,)sCOOH PFH,A 364,06 30,03 +£3,20/21,76 £ 0,01
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1.5.2 Vyroba

Pro vyrobu PFCA existuji dva komerc¢ni vyrobni procesy, a to elektrochemické fluorovani
(ECF) a telomerace. Pti vyrobé ECF procesem organicka latka disperguje v bezvodé forme
fluorovodiku [34]. Tato reakce probiha pod ur¢itym napétim a vznikly elektricky proud ma za
nasledek, Zze atomy vodiku v alkylovém fetézci jsou nahrazeny atomy fluoru. Pfi této reakci
muze dojit ke $tépeni alkylového fetézce a tim mohou vznikat necistoty v produktu. Piiklad

vyroby PFOA viz rovnice 8 [35].

CgH17COCI 4+ 18HF ——> Cg4F,;COF 4+ 17H, + HCI (8)

CgF17,COF + HO ——>  CgFy;COOH +  HF

Druhym zplsobem vyroby je telomerace. Pfi tomto postupu vyroby vznikaji produkty

témér bez necistot, ale fetézec neni plné perfluorovan [35].

1.5.3 Perfluorooktanova kyselina

Perfluorooktanova kyselina (PFOA) je dulezitou surovinou pouzivanou Vv mnoha
primyslovych vyrobach (povrchova cinidla, kovové povlaky atd.). PFOA se Vv Zivotnim
prostfedi nevyskytuje pfirozenég, ptesto je pfitomna v séru vétSiny obyvatel primyslovych zon
(median v USA je 4 ng/l), proto je v dnesni dob¢ tato kyselina sledovana, a to z divodu velké
distribuce a detekce v Zivotnim prosttedi. Jeji stopy byly nalezeny ve vzduchu, ve vodé,
v sedimentech 1 v ZivociSich. Velkym problémem je, Ze PFOA je perzistentni a dochazi k jeji
biologické akumulaci s dlouhym polocasem rozpadu (cca 4,4 let). Studie u lidi neni znama,
nicmén¢ studie na potkanech naznacuje, Ze se kyselina vyskytuje prevazné v ledvinach,

jatrech a krvi [36-39].

PFOA je velmi stabilni, nerozklada se diky silné vazbé mezi uhlikem a fluorem
a vysokému oxida¢nimu potencidlu. Tuto kyselinu nelze odstranit béznymi postupy cisténi
vod jako jsou biodegradace, oxidace ozonem atd. V roce 2005 americka organizace EPA
(agentura pro ochranu zivotniho prostiedi) dosla k zavéru, ze PFOA je pro c¢lovéka
potencionalni karcinogen. Pro ochranu lidského zdravi je nutné PFOA odstranit jak z vody,

tak z zivotniho prostredi [36,37].
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1.5.4 Perfluoroheptanova kyselina

Perfluoroheptanova kyselina (PFHpA) se vyuziva v procesech, které se zabyvaji vyrobou
pesticidii, elektroniky, natérovych hmot a lepidel. Toto rozsahlé pouziti PFHpA vede
Kk rozsifeni této latky do Zivotniho prostfedi a lze ji detekovat ve vodé, v sedimentech, ve
vzduchu i v lidském organismu, coz je velky problém, protoze kyselina nedegraduje
ptirozenymi biotransformaénimi procesy. PFHpA vykazuje dlouhy polocas rozpadu u savc,
u lidi se tato doba odhaduje v rozmezi 70 dni az 1,5 roku. Studie ukazaly, ze PFHpA je silny
vyvojovy teratogen. Ovliviiuje piedevSim mortalitu a tempo ristu embryi, zplsobuje také

tézké vyvojové srdecni a jaterni vady [31].

1.6 Antioxidanty

Antioxidanty jsou pfirodni i syntetické latky, které snizuji aktivitu kyslikovych radikalu,
coz znamena ze inhibuji tvorbu volnych radikali nebo pterusi Sifeni volného radikalu jednim
¢i vice mechanismy. Existuji takové druhy antioxidantt, které iniciuji peroxidaci, chelatuji
ionty kovu tak, aby nemohly vytvafet reaktivni slouceniny. Déle jsou znamy antioxidanty,
které dokazi prerusit fetézové reakce. Efektivita antioxidantl souvisi S aktivacni energii,
jednoduchosti, Ssjakou muze byt antioxidant zniCen (napf. citlivost na teplo), oxidacné-
reduk¢énim potencidlem nebo rozpustnosti [40]. V tabulce 2 jsou popsany nékteré reaktivni

kyslikové formy [41].

Tabulka 2: Reaktivni kyslikové formy [41].

Reaktivni kyslikové formy
Kyslikaté molekuly Volné radikaly
H20, (peroxid vodiku) O~ (superoxid)
HOCI (kyselina chlornd) HO' (hydroxylovy radikal)
O3 (0z6n) ROO' (peroxylovy radikal)
O2 (kyslik)
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1.6.1 Mechanismus piisobeni antioxidantu

Pokud se u antioxidant zvySuje disociace vazby a aktivacni energie, dochazi ke snizeni
jeho ucinnosti. Naopak pokud se vazebnd energie sniZzuje, zvySuje se tim ucinnost
antioxidantu. V rovnici 9 je naznafen mechanismus pusobeni antioxidantd. Antioxidant
poskytne elektron kyslikovému radikalu, tim ochrani bunky ptfed odebranim elektronu, ale
antioxidant sdm ma nyni elektronovy deficit, a proto navéaze elektron z jin¢ho radikélu a tim

ho neutralizuje [40,42]:

ROO - + InH - ROOH + In - 9
kde InH je antioxidant a ROO - je kyslikovy radikal.

Mezi neju¢inngj$i antioxidanty patii predevSim ty, které obsahuji fenolické nebo
aromatické jadro. Tyto antioxidanty poskytuji vodik volnym radikalim béhem oxidace a sami
se stavaji volnymi radikaly. K jejich stabilizaci dochazi pomoci resonanéni delokalizace

elektronu uvniti aromatického jadra a dochazi k tvorbé chinoidnich struktur [40].

1.6.2 Nemoci zpiisobené nedostatkem antioxidantt

Nedostatek antioxidant v téle muze podporovat vznik a vyvoj chorobnych zmén
v organismu. Pii nedostatku antioxidantli vznikaji reaktivni formy kysliku, které hraji
podstatnou roli pfi vzniku vaznych a dobfe zndmych onemocnéni jako jsou hypertenze,
chronické stfevni zanéty, ateroskleréza, nékteré typy rakoviny, diabetes mellitus,

Parkinsonova choroba atd. [43].

Pro separace V této praci bylo vybrano sedm skupin antioxidanti — fenolické kyseliny —
které jsou derivaty kyseliny benzoové a kyseliny skoticové, flavanoly, flavony, flavonoly,
flavanony a kumariny. Zastoupeni jednotlivych latek v téchto skupinéach a jejich vzorce jsou

uvedeny v seznamu pouzitych chemikalii viz str. 27-30.
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1.6.3 Analyzy antioxidantii pomoci MEKC

V tomto odstavci budou popsany vybrané moznosti elektroforetické separace antioxidanti,
které jsou ovSem diky netékavym elektrolytiim nevhodné pro spojeni s MS. V prvnim ¢lanku
byl pro separaci antioxidantd jako nejlepsi vyhodnocen 50 mM borax o pH 9 a s15 %
obsahem ACN. Pro separaci byla zvolena teplota 25 °C a napéti 25 kV. Antioxidanty byly
detekovany pii 280 nm. Pfi optimalizaci byl zkoumén vliv zmény koncentrace, pH a obsahu
ACN na u¢innost separace viz obr 9,10 a 11 [44]. Uvedena smés latek reprezentuje jak
fenolické kyseliny, tak i1 flavonoidy. Na zaklad¢ publikovanych vysledkl je ziejmé, ze

dosazené rozliSeni roste s koncentraci pufru a acetonitrilu ale zarovei se prodluzuje analyza.
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Obrazek 9: Vliv koncentrace boraxu na separaci [44].
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Obrazek 10: VIiv pH na separaci [44].
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Obrazek 11: VIiv ACN na separaci [44].

V dal§im c¢lanku byly pouzity rzné druhy pufrt, pH a rtizné ptidavky organickych latek.
Detekce probihala pfi rGznych vlnovych délkach v zavislosti na skupin€é antioxidanti.
Priklady BGE pro separace jsou uvedeny v tabulce 3 [45]. Také tyto separa¢ni podminky

nejsou vhodné pro kombinaci s MS.

Tabulka 3: Piiklady separaci antioxidantt [45].

Analyt BGE Detekce
kavova kyselina, ferulova kyselina,
] 50 mM borat (pH 9,2) UV 262 nm
rutin
) ) _ 150 mM kyselina borita (pH 8,5)
katechin, epikatechin, p-kumarova
50 mM SDS UV 280 nm
kyselina, vanilové kyselina
5 % MeOH
20 mM tetraborat (pH 7)
naringin, hesperidin 5 mg/ml SBE-B-CD UV 205 nm
10 % MeOH
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2 PRAKTICKA CAST

2.1 Seznam chemikalii

Methanol (99,9 %)
Acetonitril (99,9 %)
Aceton
Thiomocovina
Acetofenon (98 %)
Benzofenon (99 %)
Acenaften (99 %)
Pyridin

N,N-dimethylformamid (99,8 %)

ELEKTROLYT:

Amoniak, vodny roztok (25 %)

PERFLUOROVANE KYSELINY:

Perfluoroheptanova kyselina (99 %)

Perfluorooktanova kyselina (96 %)

ANTIOXIDANTY:

Sigma-Aldrich, USA
Fluka, Némecko
Lach:ner, CR
Lachema,CR, Brno
Fluka, Brazilie
Sigma-Aldrich, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Lach:ner, CR

Sigma-Aldrich, Némecko

Lach:ner, CR

Sigma-Aldrich, Rusko

Sigma-Aldrich, Cina

Derivaty benzoové kyseliny:

Gallova kyselina

o

HO
OH

HO
OH Mr = 170,12 g/mol
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4-hydroxybenzoova kyselina

o}
|
-
HO Mr = 138,12 g/mol

(0]
I
Salicylové kyselina @OH
OH Mr = 138,03 g/mol
CHj, 0
b I
OH
Syringova kyselina HO:QA
_0O
HyC Mr = 198,17 g/mol
(e}
I
OH
Vanilova kyselina "
_O
HsC Mr = 168,15 g/mol

Derivaty skoticové kyseliny:

_— OH
Kévova kyselina Ho o
OH Mr = 180,16 g/mol
OH
HO,,
. HO '
Chlorogenova kyselina %O
Ho ° Mr = 354,31 g/mol
= | OH
Ferulové kyselina HO o)
_0O
HaC Mr = 194,18 g/mol
J@\/YOH
HO 0 Mr = 164,16 g/mol

p-kumarova kyselina
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Flavanoly:

(+)-Katechin

(-)-Epikatechin

0
|

Flavony:
o ,
‘OH
Rutin
(@]
HO,,
" [e]
Ho““(;"”CH3
OH Mr = 610,52 g/mol
(0]
\
7-hydroxyflavon O | I
ydroxyflavo o .
Mr = 238,24 g/mol
|

s
Mr = 222,24 g/mol
Flavonoly:
Kvercetin

Mr = 338,27 g/mol
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Flavanony:
Hesperetin
™ Mr = 302,28 g/mol
QH
HO, OH
oH “
HOW D/
o 07 "CH,
\\QO/\ .
.- HO* CH,
Hesperidin 0 o ©:
OH o
Mr = 610,56 g/mol
OH (0]
|
Naringenin O
HO o O
OH Mr = 272,25 g/mol
Naringin
Mr = 580,53 g/mol

Kumariny:

OH

4-hydroxykumarin o~
o o Mr = 162,14 g/mol
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2.2 Pristrojové vybaveni

K méfeni byla pouzita kapilarni elektroforéza Agilent CE 7100 (Agilent, Palo Alto, CA,
USA) viz obr. 12. Elektroforéza se sklada ze zdroje vysokého napéti, kiemenné kapilary,
autosampleru a UV/VIS detektoru. Vyhodnocovéni a nastavovani podminek probihalo pies
pocita¢ v programu ChemStation. K navazovani kyselin byly pouzity analytické vahy
Sartorius (Némecko), pH vSech pufrti bylo méfeno pomoci pH metru Orion (USA) a latky

byly rozpoustény pomoci ultrazvuku Bandelin (Némecko).

IL Agitem 7100

Obrazek 12: Elektroforéza Agilent CE 7100.

2.3 Pracovni postup

2.3.1 Kiemenna kapilara

Pfi méfeni byla pouzita kiemenna separacni kapilara potazena ochrannou polyimidovou
vrstvou. Celkova délka kapilary byla 50 cm, délka k detektoru 42 cm a vnitini pramér byl
50 um. Po odméfteni kapilary bylo vytvofeno detekéni okénko opalenim polyimidové vrstvy,

taktéz oba konce kapilary byly opaleny a zkraceny, opalené casti byly ocistény
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denaturovanym ethanolem. Pred kazdym meéfenim byla kapilara promyta nejprve 5 minut
0,1 M roztokem NaOH a poté 5 minut deionizovanou vodou. Pfed analyzami byla kfemenna

kapilara promyvana jednotlivymi elektrolyty.

Pied analyzami smési kyselin a pro vSechna pozd¢jsi méfeni bylo zafazeno promyvani

kapilary ACN a az poté elektrolytem.

2.3.2 Priprava elektrolytu

Nejprve bylo smichano vypoctené mnozstvi hydroxidu amonného (jehoz koncentrace byla
zvolena dvakrat vétsi nez koncentrace pouzivané kyseliny) s deionizovanou vodou ve 25 ml
baiice. Do dalsi 25 ml banky bylo navdzeno pfesn¢ vypoctené mnozstvi perfluorované
kyseliny. Banka s perfluorovanou kyselinou byla doplnéna asi do poloviny pfipravenym
roztokem hydroxidu amonného. Tato smés byla asi 2 min intenzivné protfepavana a poté dana
do ultrazvuku, dokud nedoslo k tplnému rozpusténi kyseliny. Po rozpusténi kyseliny byla
bainikka doplnéna roztokem NH4OH po rysku. Takto ptipraveny roztok byl upraven na pH 9.
BGE byl pouzivan jak &isty bez p¥imési, tak s obsahem 10 % ACN a 10 % MeOH. Cisty BGE
byl vytvoteny smichanim NH4OH a deionizované vody, takovy roztok mél pH 10,5, proto
byla ptidana kapka CH3COOH a tim bylo upraveno pH na 9.

2.3.3 Priprava standardi a vzorku

Standardy kyselin a flavona byly vzdy pfipraveny navazenim 2-3 mg latky do 1ékovky.
Kyseliny byly doplnény 3 ml deionizované vody a flavony byly doplnény 3 ml methanolu.

Koncentrace namichanych standardii se pohybovala kolem 1 g/I1.

Pii samotném méfeni bylo do 1,5 ml elektroforetické nadobky napipetovano takové
mnozstvi standardu, aby koncentrace dané latky byla 50 mg/l, pii problémech s nizkou
absorbanci byla koncentrace zvySena na 100 mg/l. Standardy byly poté doplnény

deionizovanou vodou.

2.3.4 Podminky méfeni

Pro méteni byla zvolena teplota 25 °C a napéti 20 kV. Promyvani mezi analyzami bylo
elektrolytem po dobu 45 s, pfi problémech s rozdilnymi ¢asy a ucpavanim kapilary bylo
zatazeno i promyvani ACN po dobu 30 s. Vzorek byl davkovan po dobu 5 s tlakem 50 mbar.

Pro detekci a vyhodnoceni byla pouzita vinova délka 214 nm.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Elektroosmoticky tok a pohyblivost micel

3.1.1 Elektroosmoticky tok

Ke zjisténi elektroosmotického toku se ve vétSin€ piipadi pouzivd thiomocovina.
V ptipad¢ perfluorovanych kyselin ale neni mozné thiomocCovinu pouzit jako marker
elektroosmozy, jelikoz se nechova standardné a je mozné, ze s perfluorovanymi kyselinami
interaguje. V tabulce 4 a 5 jsou migrac¢ni ¢asy pro thiomocovinu v elektrolytu s PFHpA a s
PFOA. Ztéchto casu lze pozorovat, Zze u thiomocoviny rozpusténé ve vodé S rostouci
koncentraci PFHpA roste ¢as az po koncentraci 75 mM Kkyseliny kdy cas zase klesne. Pro
thiomocovinu rozpusténou v BGE tento trend plati jen s PFHpA, u PFOA ¢as mirné roste.
V tabulce jsou uvedeny i migracni ¢asy pro elektrolyty s ptidavkem 10 % ACN a 10 %
MeOH. Z téchto ¢ast byla vypocitana zdanliva pohyblivost (viz tab. 1 a 2, pfiloha 1) pomoci
rovnice 10. Tato rovnice byla pouzita pro vypocet zdanlivych pohyblivosti ve vSech
nasledujicich podkapitolach.

LgL¢
=— 10
Utstand ( )

kde L, je délka kapilary k detektoru, L. je celkova délka kapilary a U je napéti.

Z hodnot koncentrace a zdéanlivé pohyblivosti byla sestavena grafickd zavilost p na c.
V grafu 1-3 (viz ptiloha 1) je vidét, jak na thiomocovinu ptisobi zména koncentrace PFOA

a PFHpA nebo pfidavky organického rozpoustédla do BGE.

Tabulka 4: Migracni ¢asy pro thiomocovinu v elektrolytu PFHpA s piidavkem 10 % ACN

a 10 % MeOH (pramérna hodnota ze tfi méfeni).

Migracni ¢as (min)
Koncentrace | Thiomodovinav | Thiomocovina v | Thiomocovina v H,O | Thiomocovina v H,O
H20 BGE (BGEs10% ACN) | (BGE s 10 % MeOH)
0 mM PFHpA 2,524 2,489 2,923 3,378
10 mM PFHpA 3,725 4,341 3,583 3,802
20 mM PFHpA 6,250 5,362 4,131 4,215
50 mM PFHpA 6,507 8,841 4,968 5,213
75 mM PFHpA 5,730 7,529 5,126 5,589
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Tabulka 5: Migra¢ni ¢asy pro thiomocovinu v elektrolytu PFOA s ptidavkem 10 % ACN

a 10 % MeOH (primérna hodnota ze tfi méteni).

Migracéni ¢as (min)
Koncentrace | Thiomoc¢ovina v | Thiomocovina v Thiomocovina v H,O Thiomoc¢ovina v H,0
H.O BGE (BGE s 10 % ACN) (BGE s 10 % MeOH)
0 mM PFOA 2,524 2,489 2,923 3,378
10 mM PFOA 5,447 4,545 3,918 3,491
20 mM PFOA 7,532 4,387 4,388 4,027
50 MM PFOA 5,597 4,658 4,962 3,849
75 mM PFOA 4,962 4,894 4,930 4,569

3.1.2 Pohyblivost micel

Po zjisténi, Ze thiomocovina se neda pouzit jako marker elektroosmotického toku, byly
testovany dalsi latky, které se b&Zné€ pouzivaji k uréeni pohyblivosti micel. Vzhledem
K polarnimu charakteru perfluorovanych fetézcti v porovnani napi. s hydrofobnim alkylem
v molekule SDS je zfejmé, ze thiomocCovina je pfitomna ¢aste¢né uvniti micel. | v tomto
ptipadé se latky chovaji odlisné v PFOA a v PFHpA nez v elektrolytech, jako napi. v SDS. O
jedné latce 1ze uvazovat jako o ukazateli elektroosmotického toku a tou je acenaften. V BGE
bez organického rozpoustédla jsou mezi testovanymi latkami migrac¢ni Casy acenaftenu
nejniz§i a nejméné ovlivnény koncentraci PFOA a PFHpA. Pokud je do BGE pfidano
organické rozpoustédlo, dojde k ovlivnéni rozdé€lovaci rovnovédhy do micelarni faze a
K narGstu migracnich ¢ast. Pro obé kyseliny ma acenaften skoro shodné nartsty Casi, coz se
projevi na skoro identické klesajici pohyblivosti (viz graf 17, pfiloha 1). VSechny zjiSténé

vysledky jsou V piiloze 1 v tabulkach 1-16 a grafech 1-18.

V dal§im textu budou diskutovany vysledky vzdy pro jednu zvolenou perfluorovanou

kyselinu.

34




3.2 Perfluoroheptanova kyselina

Z perfluoroheptanové kyseliny byly piipraveny Ctyii elektrolyty o koncentracich 10, 20, 50
a 75 mM. V perfluoroheptanové kyseliné byly proméfeny standardy fenolickych kyselin,
flavont a jejich smési samostatné v kazdém z elektrolytu, a to bez pfimési organiky, poté

v elektrolytech s obsahem 10 % ACN a 10 % MeOH.

Kazdé méfeni bylo opakovano tiikrat a ¢asy byly zpramérovany. Identifikovat latku ve
smési nebylo mozné pouze podle Casu, proto byla v programu ChemStation vytvoiena
knihovna spekter standardt fenolickych kyselin a flavond. Podle procentudlni a vizudlni
shodnosti spektra, bylo mozné n¢které latky ve smeési identifikovat. Pokud nebylo mozno
latku identifikovat, byl do tabulky napsan symbol x. Ten samy symbol byl pouzivan, i kdyz

uz se nevyskytoval pfi dané koncentraci pik.

3.2.1 Fenolické kyseliny

V tabulce 17 (pfiloha 2) jsou ¢asy standardd fenolickych kyselin v elektrolytu PFHpA bez
ptidavku organického rozpoustédla a tabulka 18 (ptiloha 2) obsahuje vypoétenou zdanlivou
pohyblivost. U kyseliny gallové a kavové pro 50 mM a 75 mM PFHpA nebylo mozné odeéist
Cas standardi, kvuli nepifehlednému zaznamu, proto v grafech 19 a 20 jsou jen dva body,
které bylo mozné urcit. Z dat v tabulce 17 a 18 je patrné, ze s rostouci koncentraci PFHpA
vzristda ¢as a tim padem klesa zdéanlivd pohyblivost. Tento pokles pohyblivosti je

zaznamenam V grafech 19-21.

Tabulka 19 (piiloha 2) obsahuje ¢asy standardi fenolickych kyselin v elektrolytu PFHpA
s ptidavkem 10 % ACN. V tabulce 20 (piiloha 2) jsou vypocteny zdanlivé pohyblivosti. Po
ptidavku ACN do elektrolytu dojde ke zvySovani €ast standardi fenolickych kyselin. Vlivem
ptidavku ACN doslo ke zlepSeni separace, protoZe bylo mozno odecist ¢asy standardil, které
se v elektrolytu bez organického rozpoustédla neobjevily. Stale trva trend rostoucich Casi

a klesajici pohyblivosti viz grafy 22-24 (ptiloha 2).

Po piidavku 10 % MeOH doslo k nardstu Casti oproti elektrolytu bez organického
rozpoustédla (tab. 21, priloha 2). Stejné jako v elektrolytu bez organického rozpoustédla
nebylo moZzné odecist nckteré casy pro 50 mM a 75 mM PFHpA. Pro vSechny kyseliny
VvV tomto elektrolytu plati, Ze s rostouci koncentraci roste ¢as a klesa pohyblivost (viz grafy
25-27). Nejveétsi rozdil mezi BGE s ACN a MeOH je pii separaci trojice kyselin salicylova,

p-kumarové a ferulova.
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3.2.2 Smés fenolickych kyselin

Smés vSech deviti kyselin byla proméfena v elektrolytu bez organického rozpoustédia,
s piidavkem 10 % ACN a 10 % MeOH. V elektrolytu bez organického rozpoustédla bylo
separovano maximalné Sest piku (tab. 6), po ptidavku ACN a MeOH se pocet Separovanych
piku zvysil na sedm (tab. 7 a8). Z primérnych cast byly vytvofeny tabulky se zdanlivou
pohyblivosti (tab. 23-25, ptiloha 2), znichz byly vytvoreny grafické zavislosti p na c.
V tabulce ¢asti pro smési jsou u jednotlivych piku uvedeny nazvy standardd, pokud bylo

mozné tento standard identifikovat.

Po ptidavku ACN a MeOH do elektrolytu se separace zlepsila oproti elektrolytu bez
organického rozpoustédla, protoze bylo mozné dokazat, ze piky 2, 3 a 5 obsahuji vzdy tu
samou latku (tab. 7 a 8).

3.2.2.1 Smés fenolickych kyselin bez organického rozpoustédla

V tabulce 23 (ptiloha 2) jde vidét, Ze pohyblivost u 10 mM a 50 mM je vyss§i nez pro
20 mM a 75 mM. Pouze u koncentrace 50 mM PFHpA se vyskytoval 6. pik, u ostatnich
koncentraci nebylo mozné ¢asy odecist z divodu nestabilni nulové linie.V grafu 28 (pfiloha

2) jsou znazornény pohyblivosti jednotlivych latek na koncentraci PFHpA.

Tabulka 6: Identifikace a migraéni Casy smési obsahujici devét fenolickych kyselin

v elektrolytu PFHpA.

Migracni ¢as piku (min)

Koncentrace 1. pik 2. pik 3. pik
cas standard ¢as standard ¢as standard
10 mM PFHpA | 5,872 X 6,219 p-kumarova 6,355 X
20 mM PFHpA | 8,919 | Galova/Syringova | 9,733 X 10,153 X
50 mM PFHpA | 6,869 | Galova/Syringova | 7,325 p-kumarova 7,498 | Vanilova/Galova
75 mM PFHpA | 8,255 X 8,896 X 9,186 | Vanilova/Galova

Migrac¢ni ¢as piku (min)

Koncentrace 4. pik 5. pik 6. pik
das standard Cas standard Cas standard
10 mM PFHpA | 6,529 Salicylova K. 6,765 X X
20 mM PFHpA | 11,195 Salicylova K. X X
50 mM PFHpA | 7,967 X 8,131 | 4-hydroxybenz. k. | 8,724 Salicylova k.
75 mM PFHpA | 10,243 X 11,281| Salicylova k. X
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3.2.2.2 Smés fenolickych kyselin s pridavkem 10 % ACN

Po pridani ACN doslo ke zméng, kdy od koncentrace 20 mM PFHpA zdanliva pohyblivost

postupné klesa. Pro 6. pik bylo navic mozné odecist i hodnoty pti koncentracil0 mM, 20 mM

a 75 mM. Nové pribyl 7. pik, ale pro ten bylo mozné odecist jen hodnotu pro 20 mM

a 50 mM PFHpA. V grafu 29 (pfiloha 2) jsou znazornény pohyblivosti jednotlivych latek na

koncentraci PFHpA.

Tabulka 7: Identifikace a migra¢ni Casy smési obsahujici devét fenolickych kyselin

v elektrolytu PFHpA s piimési 10 % ACN.

Migracni ¢as piku (min)
Koncentrace 1. pik 2. pik 3. pik
cas standard cas standard cas standard
10 mM PFHpA | 7,365 | Galova/Syringova| 7,948 p-kumarova | 8,075 | Vanilova k.
20 mM PFHpA| 6,054 | Galova/Syringova| 6,401 p-kumarova | 6,483 | Vanilovak.
50 mM PFHpA | 7,589 X 8,074 p-kumarova | 8,231 | Vanilova k.
75 mM PFHpA | 8,856 X 9,621 p-kumarova | 9,854 | Vanilovak.
Migracni ¢as piku (min)
Koncentrace 4. pik 5. pik 6. pik 7. pik
cas standard cas standard cas standard ¢as | standard

10 mM PFHpA | 8,623 | Ferulova/Kavova | 8,807 | 4-hydroxyb. | 9,620 | Salicylova X
20 mM PFHpA | 6,795 | Ferulova/Kavova | 6,928 | 4-hydroxyb. | 7,320 X 7,548 | Salicylova
50 mM PFHpA | 8,533 | Ferulova/Kavova| 9,025 |4-hydroxyb.| 9,301 | Gal./Syring | 10,653 | Salicylova
75 mM PFHpA | 10,434 | Ferulova/Kavova | 11,107 | 4-hydroxyb. | 13,927 | Salicylova X

3.2.2.3 Smés fenolickych kyselin s pridavkem 10 % MeOH

U elektrolytu s ptidavkem 10 % MeOH je stejny pokles pohyblivosti jako u elektrolytu

s ACN. Jedinou zménou je, ze pro 7. pik lze odecist pouze hodnotu pro koncentraci 20 mM

PFHpA. V grafu 30 (pfiloha 2) jsou znazornény pohyblivosti jednotlivych latek na
koncentraci PFHpA.
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Tabulka 8: Identifikace a migracni Casy smési obsahujici devét fenolickych kyselin
v elektrolytu PFHpA s piidavkem 10 % MeOH.

Migracni ¢as piku (min)
Koncentrace 1. pik 2. pik 3. pik
cas standard cas standard cas standard
10 mM PFHpA 9,617 | Galova/Syring. | 10,621 | p-kumarova k. | 10,809 Vanilova k.
20 mM PFHpA 7,215 | Galové/Syring. | 7,689 | p-kumarova k. | 7,782 Vanilova k.
50 mM PFHpA 9,717 | Galova/Syring. | 10,584 | p-kumarova k. | 10,759 Vanilova k.
75 mM PFHpA 10,503 | Galova/Syring. | 11,391 | p-kumarova k. | 11,671 Vanilova k.
Migracni ¢as piku (min)
Koncentrace 4. pik 5. pik 6. pik 7. pik
Cas |standard| cas standard cas standard cas standard
10 mM PFHpA | 11,443 X 12,047 | 4-hydroxybenz. k. | 13,139 | Salicylova k.| X
20 mM PFHpA | 8,127 X 8,353 | 4-hydroxybenz. k. | 8,686 X 9,146 | Salicylova k.
50 mM PFHpA | 11,267 X 12,051 | 4-hydroxybenz. k. | 14,609 | Salicylova k.| X
75 mM PFHpA | 12,153 X 13,301 | 4-hydroxybenz. k. | 17,205 | Salicylova k.| X
3.2.3 Flavony

V tabulkach 26-31 (pfiloha 2) jsou uvedeny migracni ¢asy a pohyblivosti flavonli pro

analyzy ve vSech proméfovanych elektrolytech. V elektrolytu PFHpA plati pro vSechny

flavony, ze s rostouci koncentraci PFHpA klesa zdanliva pohyblivost (grafy 31-33, pfiloha 2).

Po pridavku ACN do elektrolytu PFHpPA bylo mozné odecist migracni ¢as flavonil 1 pii

koncentraci 75 mM. Piidavkem ACN se nezvySovaly migracni Casy latek, avsak u n€kterych

flavont se ¢asy snizily. Kromé rutinu, pro ktery byl pozorovan vyrazngjsi pokles migra¢niho

casu pii koncentraci 75 mM PFHpA neni Zadna vyrazna odchylka pohyblivosti latek

a s rostouci koncentraci PFHpA pohyblivost flavont vzdy klesa (grafy 34-36, piiloha 2).

Naopak po pfidani MeOH do elektrolytu PFHpA doslo ve vétsiné piipadi k nartstu

migracnich ¢ast flavont. Odchylky jsou zde pro rutin a 4-hydroxykumarin, u kterych poklesl

Cas pti koncentraci 75 mM PFHpA. (viz grafy 37-39, ptiloha 2).

Kvercetin nebylo mozné pii pouzitych podminkach odeéist ze zaznamu, proto byl z

pozdéjsich méfeni celkové smési vyloucen a nadale bylo prométfovano deset flavont.
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3.2.4 Smés flavonu

Smés vSech deseti flavond byla proméiena v elektrolytu bez organického rozpoustédia,
s piidavkem 10 % ACN a 10 % MeOH. V elektrolytu bez organického rozpoustédla bylo
separovano maximaln¢ devét pikh (tab. 9), po pfidavku ACN a MeOH se pocet separovanych
piki snizil na sedm (tab. 10 a 11). Z primérnych migracnich Casti byly vytvotfeny tabulky se
zdanlivou pohyblivosti (tab. 32-34, ptiloha 2), z nichz byly sestrojeny grafické zavislosti u na
c. V tabulce migra¢nich ¢asti pro smési jsou u jednotlivych piki uvedeny nazvy standardu,

pokud bylo mozné tento standard identifikovat.

3.2.4.1 Smés flavonii bez organického rozpoustédla

V grafu 40 (pfiloha 2) jsou znazorné€ny pohyblivosti jednotlivych latek na koncentraci
PFHpA. Celkové se podafilo rozseparovat devét pikd, ale pro 8. a 9. pik se podafilo odecist

migracni ¢asy pouze pii koncentraci 75 mM PFHpA.

Tabulka 9: Identifikace a migra¢ni ¢asy smési obsahujici deset flavonu v elektrolytu PFHpA.

Migracni ¢as piku (min)
Koncentrace 1. pik 2. pik 3. pik 4. pik
cas standard Cas |standard| ¢as | standard | cas standard
10 mM PFHpA | 2,839 X 3,807 X 3,899 X 3,917 Naringenin
20 mM PFHpA | 3,143 | Katech./Epikat. | 4,574 X 4,719 | Naringenin | 5,568 4-HK
50 mM PFHpA [4,019 | Katech./Epikat. | 4,185 | Flavon | 5,665 Rutin 5,860 X
75 mM PFHpA | 4,237 X 4,327 X 6,435 X 6,770 X
Migracni ¢as piku (min)
Koncentrace 5. pik 6. pik 7. pik 8. pik 9. pik
Cas |[standard| cas | standard | cas |standard| cas |standard| cas | standard
10 mM PFHpA (4,662 | 4-HK X X X X
20 mM PFHpA | X X X X X
50 mM PFHpA |5,945| 7-HF. |6,104 | Naringenin|7,780| 4-HK X X
75 mM PFHpA | 6,914 X 7,129 | Hesperetin | 7,481 X 7,509 | 7-HF |10,089| 4-HK.

kde 4-HK je 4-hydroxykumarin a 7-HF je 7-hydroxyflavon.

3.2.4.2 Smés flavoni s piridavkem 10 % ACN

V grafu 41 (ptiloha 2) jsou znidzornény pohyblivosti jednotlivych latek na koncentraci
PFHpA. Pouze u koncentrace 50 mM PFHpA se vyskytl 7. pik. U druhého a ¢tvrtého piku se

pii koncentraci 20 mM PFHpA snizil ¢as, coz se projevilo zvysenim zdanlivé pohyblivosti.
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Tabulka 10: Identifikace a migracni Casy smési obsahujici deset flavont v elektrolytu
PFHpA s pridavkem 10 % ACN.

Koncentrace

Migracni ¢as piku (min)

1. pik

2. pik

3. pik

standard

¢as standard

¢as standard

10 mM PFHpA

3,211

Katechin/Epikatechin

4,512 X

4,592

7-hydroxyflavon

20 mM PFHpA

3,603

Katechin/Epikatechin

3,682 X

5,125 Rutin

50 mM PFHpA

4,298

Katechin/Epikatechin

5,425 Flavon

6,724 Rutin

75 mM PFHpA

6,901

X

7,531 X

7,706 X

Koncentrace

Migracni ¢as piku

(min)

4. pik

5. pik

6. pik

7. pik

™

cas

standard

standard

standard

standard

10 mM PFHpA

5,468

4-hydroxyk.| x

20 mM PFHpA

5,223

Hesperetin

7-hydroxyflav.

4-hydroxykum. | X

50 mM PFHpA

7,077

Hesperetin

X 7,461

7-hydroxyflav.

4-hydroxyk.

75 mM PFHpA

7,982

Naringenin

7-hydroxyflav.

4-hydroxykum. | x

3.2.4.3 Smés flavonii s pridavkem 10 % MeOH

V elektrolytu s pfidavkem MeOH postupné s rostouci koncentraci PFHpA roste ¢as a klesa

pohyblivost flavont. V grafu 42 (pfiloha 2) jsou znazornény pohyblivosti jednotlivych latek

na koncentraci PFHpA.

Tabulka 11: Identifikace a migraéni Casy smési obsahujici deset flavonu v elektrolytu
PFHpA s pfidavkem 10 % MeOH.

Migrac¢ni ¢as piku (min)
Koncentrace 1. pik 2. pik 3. pik
cas standard cas standard cas standard
10 mM PFHpA 3,684 X 5,312 X 5,369 7-hydroxyflavon
20 mM PFHpA 4,122 | Kat./Epikat.| 5,983 Rutin 6,136 Hesperetin
50 mM PFHpA 5,438 | Kat./Epikat.| 6,099 Flavon 7,779 Rutin
75 mM PFHpA 5,347 X 6,305 X 9,112 X
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Migracni ¢as piku (min)
Koncentrace 4. pik 5. pik 6. pik 7. pik
Cas standard Cas standard Cas standard Cas standard
10 mM PFHpA | 5,481 | Naringenin | 6,481 | 4-hydroxyk. X X
20 mM PFHpA | 6,256 | 7-hydroxyfl. | 6,359 | Naringenin | 7,897 | 4-hydroxyk. X
50 mM PFHpA [ 8,247 | Hesperetin | 8,568 | 7-hydroxyfl. | 8,644 | Naringenin | 11,937 | 4-hydroxyk.
75 mM PFHpA | 9,788 | Hesperetin | 10,242 | Naringenin | 10,541 | 7-hydroxyfl. | 14,861 | 4-hydroxyk.

3.25 Celkova smés fenolickych kyselin a flavonii

Smés devatenacti antioxidantl byla proméfena ve vSech elektrolytech. Z primérnych

migra¢nich ¢ast byla vypoétena zdanliva pohyblivost (tab. 36, 38, 40 ptiloha 2). Ve vsech

elektrolytech u 2. piku dochazelo k poklesu a poté k nartstu ¢asu, proto je kiivka jina nez pro

ostatni piky, u kterych dochazi postupné k poklesu pohyblivosti.

V PFHpA se podatilo separovat maximalné tfinact piktt a to v50 mM PFHpA, po
piidavku ACN a MeOH se pocet pika snizil na dvanact a devét (tab. 35, 37, 39, priloha 2). Na

nasledujicich obrazcich (Obr. 13-15) jsou zobrazeny zmény v separaci bez organického

rozpoustédla, SACN a MeOH. Rozdil podle spektra mezi katechinem a epikatechinem

a zaroven ferulovou a kavovou kyselinou je tak maly, Ze neslo piesné urcit o kterou latku se

jedna. Prvni piky pfi separaci patii pravé katechinu nebo epikatechinu.

1. pik - Katechin x Epikatechin

2. pik- Flavon

/

3. pik-Rutin

5. pik-7-hydroxyflaven

4 pik

iy

T E. pik-Maringenin

3 9. pik-4-hydroxykumarin
7. pik

12. pik-Galova kys.

11. pik- &-hydroxybenz.
kys.

13. pik- Salicylova kys.

3 4

=

8

7

[ h

Obrazek 13: Ukazka separace devatenacti antioxidantt v 50 mM PFHpA s ozna¢enim pikd a

pojmenovanim identifikovanych kyselin a flavond.
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Obrazek 14: Ukazka separace devatendcti antioxidantl v 50 mM PFHpAs ptidavkem 10 %

ACN s oznacenim pikl a pojmenovéanim identifikovanych kyselin a flavonii.
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Obrazek 15: Ukézka separace devatenacti antioxidanti v 50 mM PFHpAs piidavkem 10 %

MeOH s oznacenim pikli a pojmenovanim identifikovanych kyselin a flavoni.
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3.3 Perfluorooktanova kyselina

Z perfluorooktanové kyseliny byly pfipraveny Ctyii elektrolyty o koncentracich 10, 20, 50
a 75 mM. V perfluooktanové kyseliné byly prométeny standardy fenolickych kyselin, flavonii
a jejich smési samostatné v kazdém z elektrolytu, a to bez pfimési organického rozpoustédla,

poté v elektrolytech s obsahem 10 % ACN a 10 % MeOH.

Kazdé¢ méfeni bylo opakovano tfikrat a casy byly zprimérovany. Identifikovat latku ve
smési nebylo mozné pouze podle Casu, proto byla v programu ChemStation vytvoiena
knihovna spekter standardt fenolickych kyselin a flavond. Podle procentudlni a vizudlni
shodnosti spektra, bylo mozné n¢které latky ve smési identifikovat. Pokud nebylo mozno
latku identifikovat, byl do tabulky napsan symbol x. Ten samy symbol byl pouzivan, i kdyz

uz se nevyskytoval pfi dané koncentraci pik.

3.3.1 Fenolické kyseliny

V tabulkach 41-46 (pfiloha 3) jsou naméfené migrani Casy a vypoctené zdanlivé
pohyblivosti pro standardy fenolickych kyselin ve vSech elektrolytech. V elektrolytu PFOA
bez organického rozpoustédla stoupa s rostouci koncentraci PFOA migracni ¢as a pohyblivost
kyselin klesa, coz je znazornéno v grafech 43-45 (pfiloha 3). Pro nékteré kyseliny byly
ziskany jen tii body, ¢tvrty bod pro koncentraci 75 mM PFOA ze zdznamu nebylo mozné

odecist z davodu velkého Sumu.

Pfidani ACN do elektrolytu zvysilo migracni Casy kyselin, také se vyleps$il zaznam pfi
koncentraci 75 mM PFOA a byly odefteny migra¢ni Casy pro vSechny kyseliny. Prib¢h
zavislosti 1 na ¢ se méni, u nékterych kyselin nedochazi k postupnému poklesu zdanlivé
pohyblivosti, ale v koncentraénim bodé¢ 20 mM PFOA naopak pohyblivost stoupne a aZ poté
se snizuje (viz grafy 46-48, priloha 3).

Po ptidani MeOH do elektrolytu méfeni vypadalo stejné jako v elektrolytu bez
organického rozpoustédla, tzn. ze nebylo mozné odecist migraéni ¢as pii koncentraci 75 mM
PFOA u téch samych kyselin. U vSech kyselin kromé kyseliny syringové plati, ze s rostouci

koncentraci klesa pohyblivost (viz grafy 49-51, piiloha 3).

3.3.2 Smés fenolickych kyselin

Smés vSech deviti kyselin byla proméfena v elektrolytu bez organického rozpoustédia,
s pridavkem 10 % ACN a 10 % MeOH. V elektrolytu bez organického rozpoustédla bylo

separovano maximalng Sest pika (tab. 12), po pfidavku ACN a MeOH se pocet separovanych
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pikt zvysil na sedm (tab. 13 a 14). Z primérnych ¢ast byly vytvofeny tabulky se zdanlivou
pohyblivosti (tab. 47-49, ptiloha 3), z nichz byly sestrojeny grafické zavislosti p fenolickych
kyseliny na ¢ PFOA. V tabulce s migra¢nimi ¢asy pro smési jsou u jednotlivych piku uvedeny

nazvy standardii, pokud bylo mozné tento standard identifikovat.

3.3.2.1 Smés fenolickych kyselin bez organického rozpoustédla

V tomto elektrolytu pro vSechny piky klesd pohyblivost s rostouci koncentraci, u 50 mM
a 75 mM PFOA jsou rozdily v pohyblivosti minimalni. Pro 6. pik byl ze zdznamu odecten jen
migraéni Cas pii koncentraci 75 mM PFOA. V grafu 52 (pfiloha 3) jsou znazornény

pohyblivosti jednotlivych latek na koncentraci PFOA.

Tabulka 12: Identifikace a migra¢ni ¢asy smési obsahujici devét kyselin v elektrolytu PFOA.

Migracni ¢as piku (min)
Koncentrace 1. pik 2. pik 3. pik
Cas standard cas standard cas standard
10 mM PFOA | 5,295 | Galova/Syringova | 5,568 | p-kumarova k. 5,672 X
20 mM PFOA | 5,674 | Galova/Syringova | 5,995 | p-kumarova k. 7,782 X
50 mM PFOA | 7,009 X 7,395 X 10,759 X
75 mM PFOA | 7,018 | Galova/Syringova | 7,447 | p-kumarova k. 11,671 X
Migracni ¢as piku (min)
Koncentrace 4. pik 5. pik 6. pik
cas standard cas standard cas standard
10 MM PFOA | 5,929 | Salicylova k. X X
20 mM PFOA | 6,484 X 7,149 X X
50 mM PFOA | 8,077 | Salicylova k. 8,321 X X
75 mM PFOA | 8,161 | Salicylova k. 8,411 X 9,341 X

3.3.2.2 Smés fenolickych kyselin s pridavkem 10 % ACN

Ptidavek ACN ovlivnil méfeni pro koncentraci 50 mM a 75 mM PFOA. Mezi témito
koncentracemi je vétSi nartst Casti a tim padem vétsi rozdily ve zdanlivé pohyblivosti.

V grafu 53 (ptiloha 3) jsou znazornény pohyblivosti jednotlivych latek na koncentraci PFOA.
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Tabulka 13: Identifikace a migracni ¢asy smési obsahujici devét kyselin v elektrolytu PFOA
s pridavkem 10 % ACN.

Migracni ¢as piku (min)
Koncentrace 1. pik 2. pik 3. pik
cas standard cas standard cas standard

10 mM PFOA | 5,776 X 6,082 p-kumarova k. 6,152 Vanilova k.

20 mM PFOA | 5,866 X 6,131 p-kumarova k. 6,228 Vanilova k.

50 mM PFOA | 6,835 Galova k. 7,285 p-kumarova k. 7,472 Vanilova k.

75 mM PFOA | 8,880 Galova k. 9,022 X 9,705 p-kumarova k.

Migracni ¢as piku (min)
Koncentrace 4. pik 5. pik 6. pik 7. pik
cas standard cas standard Cas | standard | c¢as | standard

10 mM PFOA | 6,423 X 6,534 | 4-hydroxybenz.| 7,088 |Salicylova| X
20 mM PFOA | 6,534 | Ferulova/Kavova | 6,766 |4-hydroxybenz.| 7,005 | Galova | 7,267 | Salicylova
50 mM PFOA | 7,898 X 8,128 | 4-hydroxybenz.| 8,941 |Salicylova| X
75 mM PFOA |9,953| Vanilovak. 10,888 X 11,212 X 12,948 | Salicylova

3.3.2.3 Smés fenolickych kyselin s pridavkem 10 % MeOH

S pfidanim MeOH do elektrolytu se snizil nartst migrac¢nich ¢asi mezi koncentraci
20 mM a 50 mM, PFOA, coz se projevi velmi malym poklesem zdanlivé pohyblivosti
kyselin. V grafu 54 (ptiloha 3) jsou znazornény pohyblivosti jednotlivych latek na
koncentraci PFOA.

Tabulka 14: Identifikace a migra¢ni ¢asy smési obsahujici devét flavonu v elektrolytu PFOA
s ptidavkem 10 % MeOH.

Migracni ¢as piku (min)
Koncentrace 1. pik 2. pik 3. pik
¢as standard cas standard ¢as standard
10 mM PFOA | 6,559 X 6,963 | p-kumarova | 7,037 Vanilova k.
20 mM PFOA | 8,083 X 8,678 | p-kumarova | 8,814 X
50 mM PFOA | 8,826 | Galova/Syringova | 8,911 X 9,435 p-kumarova k.
75 mM PFOA | 12,033 | Galova/Syringova | 12,195 X 13,476 p-kumarova k.
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Migracni ¢as piku (min)

Koncentrace 4. pik 5. pik 6. pik 7. pik

Cas | standard | cas standard ¢as standard ¢as | standard
10 mM PFOA | 7,397 X 7,496 | 4-hydroxyb | 8,061 Salicylova k. X
20 mM PFOA | 9,308 X 9,578 | 4-hydroxyb. | 10,091 | Galova/Syringova | 10,549 | Salicylova
50 mM PFOA | 9,636 X 10,302 X 10,633 X 11,440 | Salicylova
75 mM PFOA | 13,902 | Vanilova | 15,432 X 16,077 X 19,420 | Salicylova
3.3.3 Flavony

V tabulkach 50-55 (ptiloha 3) jsou naméfené migracni Casy standardii flavonti a vypoctené
zdanlivé pohyblivosti, z nichz byly sestrojeny grafické zavislosti p na c. Pfi méfeni flavoni
Vv elektrolytu PFOA bylo mozné odecist migracni ¢asy flavonu jen pro koncentraci 10 mM
a 20 mM, pfti koncentracich 50 mM a 75 mM PFOA uz u vétSiny flavont neSly migracni Casy
odecist z divodu nestabilni nulové linie. Kvuli nemoznosti odecist ¢asy jsou v grafech 55-57

(ptiloha 3) nékde jen dva body.

Po ptidani ACN do elektrolytu §lo odecist prakticky vSechny migra¢ni ¢asy pro 50 mM
a 75 mM PFOA, naopak $ly hui odeéitat ¢asy pro koncentraci 20 mM. V grafech 58-60
(ptiloha 3) lze vidét, Ze pro vSechny standardy s rostouci koncentraci PFOA kles4 pohyblivost

flavonu.

Po pfidani MeOH separace vypadala skoro jako v elektrolytu bez organického
rozpoustédla, jen pro koncentrace 50 mM a 75 mM PFOA bylo mozné odecist vic piku.
Nejvétsi zmeéna po ptidani MeOH je u 7-hydroxyflavonu, u kterého zacaly strmé nartistat

migracni ¢asy, coZ lze vidét i na grafech 61-63 (ptiloha 3).

Kvercetin nebylo mozné pii pouzitych podminkdch odelist ze zaznamu, proto byl z

pozdéjsich méfeni smési vyloucen a nadéle bylo proméfovano deset flavont.

3.3.4 Smés flavonu

Smés vsech deseti flavonii byla prométena v elektrolytu bez organického rozpoustédla,
s ptidavkem 10 % ACN a 10 % MeOH. V e¢lektrolytu bez organického rozpoustédla bylo
separovano maximaln¢ sedm pikt (tab. 15), po pfidavku ACN a MeOH byl pocet
separovanych pikli osm a Sest (tab. 16 a 17). Z primérnych migracnich cast byly vypocteny

zdanlivé pohyblivosti (tab. 56-58, ptiloha 3), z nichz byly sestrojeny grafické zavislosti p

46




flavont na ¢ PFOA. V tabulce migra¢nich ¢ast pro smési jsou u jednotlivych pikt uvedeny

nazvy standardf, pokud bylo mozné tento standard identifikovat.

3.1.11 Smés flavoni bez organického rozpoustédla

V tomto piipad¢ plati, Ze s rostouci koncentraci PFOA roste i migra¢ni ¢as flavont, kromé
3. piku, kdy pfti koncentraci 20 mM PFOA ¢as poklesl, poté pak zase stoupal. Pouze v BGE
s 50 mM PFOA byl pozorovan 7. pik. V grafu 64 (ptiloha 3) jsou znazornény pohyblivosti
jednotlivych latek na koncentraci PFOA.

Tabulka 15: Identifikace a migra¢ni ¢asy smési obsahujici deset flavont v elektrolytu PFOA.

Migracni ¢as piku (min
Koncentrace 1. pik 2. pik 3. pik
cas standard cas standard cas standard
10 mM PFOA | 2,785 X 3,098 | Katechin/Epikatechin | 3,872 X
20 mM PFOA | 3,171 |Kat./Epikat.| 3,267 X 3,455 | Katechin/Epikatechin
50 mM PFOA | 4,054 | Naringin | 4,428 X 5,676 X
75 mM PFOA | 6,053 X 6,164 7-hydroxyflavon 6,599 4-hydroxykum.
Migracni ¢as piku (min)
Koncentrace 4. pik 5. pik 6. pik 7. pik
cas standard Cas standard cas standard ¢as |standard
10 mM PFOA | 3,999 | Naringenin | 4,497 | 4-hydroxykum.| X X
20 mM PFOA | 4,375 X 4,527 | Naringenin | 5,202 | 4-hydroxykum.| x
50 mM PFOA | 5,809 X 6,101 X 6,817 | 4-hydroxykum. | 9,638 | Flavon
75 mM PFOA | 13,436 Flavon X X X

3.1.1.2  Smés flavoni s pridavkem 10 % ACN

Po pfidani ACN neplati pro vSechny piky stejné pravidlo, u nékterych piku je migra¢ni Cas
V prvnim bodé¢ vyssi nez ve druhém (viz 3. pik), u nékterych jsou zase hodnoty pii nejvyssi
koncentraci PFOA 75 mM niz$i nez pii koncentraci 50 mM. Pouze v BGE s 20 mM PFOA
byl navic pozorovan 7. a 8. pik. V grafu 65 (pfiloha 3) jsou zndzornény pohyblivosti
jednotlivych latek na koncentraci PFOA.
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Tabulka 16: Identifikace a migracni ¢asy smési obsahujici deset flavoni v elektrolytu PFOA
s pfidavkem 10 % ACN.

Migra¢ni ¢as piku (min)
Koncentrace 1. pik 2. pik 3. pik 4. pik
¢as standard cas standard cas standard ¢as standard
10 mM PFOA | 3,186 X 3,283 | Kat./Epikat. | 4,400 X 4,474 | 7-hydroxyflav.
20 mM PFOA | 3,318 | Kat./Epikat. | 3,477 X 3,877 Flavon 4,865 X
50 mM PFOA | 5,962 X 6,026 | Naringenin | 6,114 | 7-hydroxyflavon | 6,951 | 4-hydroxyk.
75 mM PFOA | 5,934 Rutin 6,013 | Hesperetin | 6,142 Naringenin 6,410 | 7-hydroxyflav.
Migracni ¢as piku (min)
Koncentrace 5. pik 6. pik 7. pik 8. pik
cas standard cas standard Cas | standard | das standard
10 mM PFOA | 5,291 | 4-hydroxykum. | X X X
20 mM PFOA | 4,956 X 5,152 | 7-hydroxyflav. | 5,276 | Naringenin | 5,984 | 4-hydroxyk.
50 mM PFOA | 8,036 Flavon X X X
75 mM PFOA | 7,330 | 4-hydroxykum. | 11,323 Flavon X X
3.1.1.3 Smés flavoni s pridavkem 10 % MeOH

U 1. - 3. piku je pokles migracnich ¢ast mezi koncentracemi 50 mM a 75 mM PFOA.

U 4. a 5. piku nebylo mozné odecCist migracni ¢as koncentraci 50 mM PFOA a 6. pik byl

naméfen pouze u koncentrace 20 mM PFOA. V grafu 66 (ptiloha 3) jsou znazornény

pohyblivosti jednotlivych latek na koncentraci PFOA.

Tabulka 17: Identifikace a migra¢ni ¢asy smési obsahujici deset flavonu v elektrolytu PFOA
s ptidavkem 10 % MeOH.

Migracni ¢as piku (min)
Koncentrace 1. pik 2. pik 3. pik
cas standard cas standard cas standard
10 mM PFOA | 3,570 X 3,890 X 5,066 X
20 mM PFOA | 4,115 Hesperidin 4,328 X 5,783 Hesperetin
50 mM PFOA | 7,923 X 8,519 4-hydroxykum. 11,286 Flavon
75 mM PFOA | 7,780 X 7,816 Hesperetin 7,912 Naringenin
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Migracni ¢as piku (min)

Koncentrace 4. pik 5. pik 6. pik

das standard das standard das standard

10 mM PFOA | 5,218 Naringenin 6,097 | 4-hydroxykum. X

20 mM PFOA | 5,867 | 7-hydroxyflavon | 5,993 Naringenin 7,191 | 4-hydroxykum.

50 mM PFOA X X X

75 mM PFOA | 8,211 | 7-hydroxyflavon | 9,379 | 4-hydroxykum. X

3.3.5 Celkova smés fenolickych kyselin a flavonu

Smés devatenacti antioxidantli byla proméfena ve vSech elektrolytech. Z primérnych
migra¢nich ¢asi byla vypoctena zdanliva pohyblivost (tab. 60, 62, 64, piiloha 3).
V elektrolytu s pfidavkem ACN a MeOH kromé¢ 1. piku je u vSech pikti pro koncentraci 20
mM PFOA c¢as niz8i nez u 10 mM. V elektrolytu bez organického rozpoustédla tohle plati jen

pro 2. — 5. pik.

V PFOA se podafilo separovat maximalné ¢trnact pikli a to v 20 mM PFOA s ptidavkem
10 % MeOH, v elektrolytu bez organického rozpoustédla a s ACN se pocet separovanych
pikt snizil na tfinact a jedenact (tab. 59, 61, 63, ptiloha 3). Na nasledujicich obrazcich (Obr.
16-18) jsou ukazany zmény v separaci v elektrolytu bez organického rozpoustédla, s ACN a
MeOH. Pokud to bylo mozné latky byly ve smési identifikovany. Rozdil podle spektra mezi
katechinem a epikatechinem a zaroven ferulovou a kavovou kyselinou je tak maly, ze neslo
piesné ur€it o kterou latku se jedna. Prvni piky pfi separaci patii vétSinou pravé katechinu
nebo epikatechinu.

m 8. pik-4-hydroxykumarin

] |

175 ‘ |

31

128 ‘|

i 1. pik ) i ‘
N 3. pik | . :
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Obriazek 16: Ukdzka separace devatendcti antioxidantl v 20 mM PFOA s oznacenim piki a

pojmenovanim identifikovanych kyselin a flavont.
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Obrazek 17: Ukazka separace devatenacti antioxidantd v 20 mM PFOA s pridavkem 10 %

ACN s oznacenim pikl a pojmenovéanim identifikovanych kyselin a flavont.

12. pik-4-hydroxykumarin
13. pik

- 10. pik
-
| 2. pik
I

14. pik-Salicylova kys.

2. pik E. pik - 7-hydroxyflaven
1. pik .Ir\ 3. pik e 7. pik-Haringenin 9. pik- T
. p-kumar.

4. pik-Flavon kys.

Obrazek 18: Ukézka separace devatenacti antioxidanti v 20 mM PFOA s ptidavkem 10 %

MeOH s oznacenim pikli a pojmenovanim identifikovanych kyselin a flavoni.
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4 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo separovat smées fenolickych sloucenin pomoci
perfluorovanych kyselin. Nejprve byly vzdy proméfeny standardy fenolickych sloucenin
a flavond samostatné v kazdém z elektrolytt, poté byla vytvorena smés deviti kyselin a deseti
flavont, ktera byla taktéz zméfena ve vSech elektrolytech. V poslednim kroku byla prométena
smés vSech devatenacti fenolickych sloucenin. V ani jednom z pifipadt separace nebylo
uspésné separovano vSech devét, deset nebo devatendct sloucenin. Pouze z naméfenych
migracnich Cast standardd nebylo mozné latky ve smési identifikovat, jelikoz nebylo mozné
Casy pritadit k jednotlivym pikidm, proto byly nékteré latky identifikovany pomoci knihovny
spekter v programu ChemStation. U ostatnich latek nebylo s vétsi pfesnosti mozno urdit
o kterou slouceninu se jedna, protoze katechin a epikatechin a také kyselina ferulova a kavova
maji podobna spektra. N&které slouceniny jako napiiklad katechin a epikatechin se ve spektru

objevuji I ve vice picich.

Nelze jednoznaéné fict, jestli perfluorooktanova nebo perfluoroheptanova kyselina je za
téchto zvolenych podminek pro separace lepsi. Nejvic rozseparovanych pika bylo v kyseling
perfluorooktanové, ale méfeni standardi flavont bylo lepsi v perfluoroheptanové kyseling,
protoze napi. v perfluorooktanové kyselin¢ bez organického rozpoustédla se pro koncentrace

50 mM a 75 mM nepodafilo odecist migracni Casy.

S rostouci koncentraci ve vétsing ptipadt dochazelo k nestabilité nulové linie, tim padem
se Vv zaznamech vyskytovaly piky, které nepatfily Zadnému z antioxidantl, coz mélo za
nasledek nemozZnost odecist migracni casy pro standardy nebo smési. Velkym problémem pti
méfeni byla i zhorSena opakovatelnost analyz. Pii opakovaném méfeni se zaznamy i Casy
standardi lisily. Je mozné, Zze zhorSend opakovatelnost souvisi pravé S tékavosti pufri. Pro
jednoznacnou identifikaci latek a spravné ptirazeni piki by bylo vhodné separaci realizovat

ve spojeni s hmotnostni spektrometrii.
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PRILOHA 1:

ELEKTROOSMOTICKY TOK A POHYBLIVOST MICEL



1.2 Elektroosmoticky tok

Tabulka 1: Zdanliva pohyblivost pro thiomoc¢ovinu v PFHpA. (n=3)

Zdanliva pohyblivost (* 10~* cm?V-1s1)
Koncentrace Thiomocovina v | Thiomocovina v | Thiomo¢ovina v H20 | Thiomocovina v H20
H20 BGE (BGEs 10% ACN) | (BGE s 10 % MeOH)
0 mM PFHpA 6,93 7,03 5,99 5,18
10 mM PFHpA 4,70 4,03 4,88 4,60
20 mM PFHpA 2,80 3,26 4,24 4,15
50 mM PFHpA 2,69 1,98 3,52 3,36
75 mM PFHpA 3,05 2,32 3,41 3,13

Tabulka 2: Zdanliva pohyblivost pro thiomoc¢ovinu v PFOA. (n=3)

Zdanliva pohyblivost (* 10~ cm?V~1s™1)
Koncentrace Thiomocovina v | Thiomocovina v | Thiomoc¢ovina v H20 | Thiomoc¢ovina v H20
H20 BGE (BGE s 10 % ACN) | (BGE s 10 % MeOH)
0 mM PFHpA 6,93 7,03 5,99 5,18
v 10 mM PFOA 3,21 3,85 4,47 5,01
v 20 mM PFOA 2,32 3,99 3,99 4,35
v 50 mM PFOA 3,13 3,76 3,53 4,55
v 75 mM PFOA 3,53 3,58 3,55 3,83
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Graf 1: Zavislost zdanlivé pohyblivosti thiomocoviny rozpousténé v H2O na koncentraci
PFHpA.
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Graf 2: Zavislost zdanlivé pohyblivosti thiomocoviny rozpousténé v H>O na koncentraci
PFOA.
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Graf 3: Zavislost zdanlivé pohyblivosti thiomocoviny rozpousténé v BGE na koncentraci
PFOA a PFHpA.

1.3 Pohyblivost micel

1.3.1 Elektrolyt bez pfidavku organického rozpoustédla

Tabulka 3: Migracni Casy latek pro zjisténi pohyblivosti micel PFHpA bez organického

rozpoustédla.
Koncentrace - Migrac¢ni ¢as (min) . :
Pyridin Acetofenon Benzofenon Aceton Dimethylformamid
0 mM PFHpA 2,475 2,482 2,504 X 2,462
10 mM PEHpA 3,425 3,431 3,415 4,017 3,267
20 mM PFHpA 3,500 3,888 3,539 4,347 3,532
50 mM PFHpA 4,330 4,896 4,446 7,405 4,481
75 mM PFHpA 4,739 5,263 5,456 X 5,901




Tabulka 4: Zdanliva pohyblivost latek pro zjisténi pohyblivosti micel v PFHpA bez

organického rozpoustédla.

Zdanliva pohyblivost (x 10~* cm?V~-1s71)
Koncentrace — - -
Pyridin Acetofenon Benzofenon Aceton Dimethylformamid
0 mM PFHpA 7,07 7,05 6,99 X 7,11
10 mM PFHpA 511 5,10 512 4,36 5,36
20 mM PFHpA 5,00 4,50 4,94 4,03 4,95
50 mM PFHpA 4,04 3,57 3,94 2,36 3,91
75 mM PFHpA 3,69 3,33 3,21 X 2,97

Tabulka 5: Migra¢ni Casy latek pro zjisténi pohyblivosti micel v PFOA bez organického

rozpoustédla.
Koncentrace _ Migrac¢ni ¢as (min) - _
Pyridin Acetofenon Benzofenon Aceton Dimethylformamid
0 mM PFOA 2,475 2,482 2,504 X 2,462
10 mM PFOA 3,268 3,620 3,401 3,559 5,144
20 mM PFOA 3,468 3,841 3,738 4,100 7,027
50 mM PFOA 3,785 5112 7,825 X 7,501
75 mM PFOA 4,344 7,943 10,897 X 4,486

Tabulka 6: Zdanliva pohyblivost latek pro zjisténi pohyblivosti micel v PFOA bez

organického rozpoustédla.

Zdanliva pohyblivost (* 10~ cm?V~1s71)
Koncentrace — ) -
Pyridin Acetofenon | Benzofenon Aceton Dimethylformamid
0 mM PFOA 7,07 7,05 6,99 X 7,11
10 mM PFOA 5,35 4,83 5,15 4,92 3,40
20 mM PFOA 5,05 4,56 4,68 4,27 2,49
50 mM PFOA 4,62 3,42 2,24 X 2,33
75 mM PFOA 4,03 2,20 1,61 X 3,90
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Graf 4: Porovnani chovani pyridinu v elektrolytu s PFOA a PFHpA bez organického

rozpoustédla.
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Graf 5: Porovnani chovani acetofenonu v elektrolytu s PFOA a PFHpA bez organického

rozpoustédla.
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Graf 6: Porovnani chovani benzofenonu v elektrolytu s PFOA a PFHpA bez organického

rozpoustédla.
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Graf 7: Porovnani chovani dimethylformamidu v elektrolytu s PFOA a PFHpA bez

organického rozpoustédla.

Tabulka 7: Migracni ¢as a zdanliva pohyblivost acenaftenu (rozpustény v ACN) v PFHpA

bez organického rozpoustédla.

Migracni ¢as (min) Zdanliva pohyblivost
Koncentrace Acenaften Koncentrace (¥10—4 cm2V—-1s-1)
0 mM PFHpA 2,484 Acenaften
10 mM PFHpA 3,571 0 mM PFHpA 7,05
20 mM PFHpA 3,610 10 mM PFHpA 4,90
50 mM PFHpA « 20 mM PFHpA 4,85
75 MM PFHpA 50 mM PFHpA X
75 mM PFHpA

Tabulka 8: Migra¢ni ¢as a zdanliva pohyblivost acenaftenu (rozpustény v ACN) v PFOA bez

organického rozpoustédla.

Migraéni ¢as (min) Zdanliva pohyblivost
Koncentrace Acenaften Koncentrace (x10~* em?v~1s™1)
0 mM PFOA 2,484 Acenaften
10 mM PFOA 3,282 0 mM PFOA 7,05
20 mM PFOA 3,497 10 mM PFOA 5,33
50 mM PFOA 3,448 20 mM PFOA 5,00
75 mM PEOA 3,508 50 mM PFOA 5,08
75 mM PFOA 4,86
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Graf: 8: Porovnani chovani acenaftenu v elektrolytu s PFOA a PFHpA bez organického
rozpoustédla.
1.3.2 Elektrolyt s obsahem 10 % ACN

Tabulka 9: Migra¢ni casy latek pro zjisténi pohyblivosti micel v PFHpA s obsahem
10 % ACN.

Migracni ¢as (min)
Koncentrace — - -
Benzofenon | Acetofenon | Pyridin | Acenaften | Aceton | Dimethylformamid
0 mM PFHpA 2,847 2,855 2,879 2,862 X 2,930
10 mM PFHpA 3,699 4,079 4,989 8,814 X 3,676
20 mM PFHpA 4,217 5,049 5,744 5,402 X 4,457
50 mM PFHpA 5,797 6,443 7,832 6,753 X 5,628
75 mM PFHpA 6,920 8,152 9,877 9,471 X 6,404

Tabulka 10: Zdanliva pohyblivost latek pro zjisténi pohyblivosti micel v PFHpA s obsahem
10 % ACN.

Zdanliva pohyblivost (* 10~* cm?V~-1s71)
Koncentrace — : 5
Benzofenon | Acetofenon | Pyridin Acenaften | Aceton | Dimethylformamid
0 mM PFHpA 6,15 6,13 6,08 6,11 X 5,97
10 mM PFHpA 4,73 4,29 3,51 1,99 X 4,76
20 mM PFHpA 4,15 3,47 3,05 3,24 X 3,93
50 mM PFHpA 3,02 2,72 2,23 2,59 X 3,11
75 mM PFHpA 2,53 2,15 1,77 1,85 X 2,73




Tabulka 11:

Migra¢ni Casy latek pro zjisténi pohyblivosti micel v PFOA s obsahem

10 % ACN.
Koncentrace Migraéni ¢as (min - -
Benzofenon | Acetofenon | Pyridin | Acenaften | Aceton | Dimethylformamid

0 mM PFOA 2,847 2,855 2,879 2,862 X 2,930

10 mM PFOA 3,614 4,562 6,868 9,105 X 3,632

20 mM PFOA 4,476 4,637 6,548 7,961 X 4,123

50 mM PFOA 5112 5,051 5,641 7,095 X 4,868

75 mM PFOA 5,552 5,785 5,858 8,006 X 5,509

Tabulka 12: Zdanliva pohyblivost latek pro zjisténi pohyblivosti micel v PFOA s obsahem

10 % ACN.
P . -4 211
Koncentrace Zdanliva poh.yl.)llvost (107 em~V~'s™ ) _ _
Benzofenon | Acetofenon Pyridin Acenaften | Aceton | Dimethylformamid
0 mM PFOA 6,15 6,13 6,08 6,11 X 5,97
10 mM PFOA 4,84 3,84 2,55 1,92 X 4,82
20 mM PFOA 3,91 3,77 2,67 2,20 X 4,24
50 mM PFOA 3,42 3,46 3,10 2,47 X 3,59
75 mM PFOA 3,15 3,03 2,99 2,19 X 3,18
Benzofenon
0,00070
0,00060
% 0,00050
? 0,00040
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= 000030 —@— Benzofenon PFHpA
0,00020
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Graf 9: Porovnani chovani benzofenonu v elektrolytu s PFOA a PFHpA s pifidavkem

10 % ACN.
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Graf 10: Porovnani chovani acetofenonu v elektrolytu s PFOA a PFHpA s pridavkem

10 % ACN.
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Graf 11: Porovnani chovani pyridinu v elektrolytu s PFOA a PFHpA s pfidavkem 10 %

ACN.
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Graf 12: Porovnani chovani acenaftenu v elektrolytu s PFOA a PFHpA s piidavkem

10 % ACN.
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Graf 13: Porovnani chovani dimethylformamidu v elektrolytu s PFOA a PFHpA s piidavkem

10 % ACN.

1.3.3 Elektrolyt s obsahem 10 % MeOH

Tabulka 13: Migrac¢ni Casy latek pro zjisténi pohyblivosti micel v PFHpA s piidavkem 10 %

MeOH.

Koncentrace Migraéni ¢as (min) - -
Benzofenon | Acetofenon | Pyridin | Acenaften | Aceton | Dimethylformamid

0 mM PFHpA 3,400 3,401 3,407 3,398 X 3,378

10 mM PFHpA 3,836 3,823 3,825 3,841 X 3,821

20 mM PFHpA 4,251 4,263 4,241 4,281 X 4,237

50 mM PFHpA 5,529 5,337 5,235 5,743 X 5,282

75 mM PFHpA 7,288 6,356 5,954 6,854 X 5,769

Tabulka 14: Zdanliva

s ptidavkem 10 % MeOH.

pohyblivost latek pro zjisténi pohyblivosti micel v PFHpA

Zdanliva pohyblivost (x 10~ cm?V~-1s71)
Koncentrace . . .
Benzofenon | Acetofenon | Pyridin | Acenaften | Aceton | Dimethylformamid
0 mM PFHpA 5,15 5,15 514 5,15 X 5,18
10 mM PEHpA 4,56 4,58 4,58 4,56 X 4,58
20 mM PFHpA 4,12 4,11 4,13 4,09 X 4,13
50 mM PFHpA 3,17 3,28 3,34 3,05 X 3,31
75 mM PFHpA 2,40 2,75 2,94 2,55 X 3,03




Tabulka 15: Migracni ¢asy latek pro zjisténi pohyblivosti micel v PFOA s pridavkem 10 %

MeOH.
Koncentrace Migraéni ¢as (min) - -
Benzofenon | Acetofenon | Pyridin | Acenaften | Aceton | Dimethylformamid
0 mM PFOA 3,400 3,401 3,407 3,398 X 3,378
10 mM PFOA 3,496 4,039 3,475 3,531 X 3,497
20 mM PFOA 4,110 4,043 4,058 4,217 X 4,066
50 mM PFOA 6,860 5,415 4,594 5,789 X 4,573
75 mM PFOA 9,384 5,848 4,975 6,858 X 4,930

Tabulka 16: Zdanliva pohyblivost latek pro zjisténi pohyblivosti micel v BGE s ptidavkem

10 % MeOH.
Zdanliva pohyblivost (x 10~* cm?V 1571
Koncentrace — - :
Benzofenon | Acetofenon Pyridin Acenaften | Aceton | Dimethylformamid
0 mM PFOA 5,15 5,15 514 515 X 5,18
10 mM PFOA 5,01 4,33 5,04 4,96 X 5,00
20 mM PFOA 4,26 4,33 4,31 4,15 X 4,30
50 mM PFOA 2,55 3,23 3,81 3,02 X 3,83
75 mM PFOA 1,86 2,99 3,52 2,55 X 3,55
Benzofenon
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Graf 14: Porovnani chovani benzofenonu v elektrolytu s PFOA a PFHpA s pridavkem 10 %

MeOH.
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Graf 15: Porovnani chovani acetofenonu v elektrolytu s PFOA a PFHpA s ptidavkem 10 %
MeOH.
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Graf 16: Porovnani chovani pyridinu v elektrolytu s PFOA a PFHpA s piidavkem 10 %
MeOH.
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Graf 17: Porovnani chovani acenaftenu v elektrolytu s PFOA a PFHpA s piidavkem 10 %
MeOH.
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Graf 18: Porovnani chovani dimethylformamidu v elektrolytu s PFOA a PFHpA s piidavkem
10 % MeOH.



PRILOHA 2:

PERFLUOROHEPTANOVA KYSELINA



2.1 Fenolické kyseliny

2.1.1 Fenolické kyseliny bez pridavki organického rozpoustédla

Tabulka 17: Migrac¢ni Casy fenolickych kyselin v elektrolytu PFHpA.

Migracni ¢as (min)
Fenolické kyseliny 10 mM PFHpA | 20 mM PFHpA | 50 mM PFHpA | 75 mM PFHpA

Syringova kyselina 4,819 5,607 7,900 9,180

Kéavova kyselina 5,339 6,262 X X
Vanilova kyselina 4,956 5,644 7,757 8,804

Chlorogenova kyselina 4,657 5,201 X X
Gallova kyselina 5,395 6,312 8,961 10,074
4-hydroxybenzoova kyselina 5,245 5,962 8,381 9,531

Salicylova kyselina 5,668 6,481 9,681 X
p-kumarova kyselina 5,259 5,879 7,995 9,162
Ferulova kyselina 4,956 5,455 7,251 8,191

Tabulka 18: Zdanliva pohyblivost fenolickych kyselin v elektrolytu PFHpA.
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Zdanliva pohyblivost (* 10~ cm?V-1s™1)
Fenolické kyseliny 10 mM PFHpA | 20 mM PFHpA | 50 mM PFHpA | 75 mM PFHpA

Syringova kyselina 3,63 3,12 2,22 1,91

Kavova kyselina 3,28 2,79 X X
Vanilova kyselina 3,53 3,10 2,26 1,99

Chlorogenova kyselina 3,76 3,36 X X
Gallova kyselina 3,24 2,717 1,95 1,74
4-hydroxybenzoova kyselina 3,34 2,94 2,09 1,84

Salicylova kyselina 3,09 2,70 1,81 X
p-kumarova kyselina 3,33 2,98 2,19 1,91
Ferulova kyselina 3,53 3,21 2,41 2,14

Fenolické kyseliny

—@— Syringova
—@—Kavova

Vanilova

80

Graf 19: Zavislost p standardi fenolickych kyselin na ¢ PFHpA.
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Graf 20: Zavislost p standardi fenolickych kyselin na ¢ PFHpA.
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Graf 21: Zavislost p standardi fenolickych kyselin na ¢ PFHpA.

2.1.2 Fenolické kyseliny s pridavkem 10 % ACN

Tabulka 19: Migracni Casy fenolickych kyselin v elektrolytu PFHpA s ptidavkem 10 %

ACN.
Migracéni ¢as (min)

Fenolické kyseliny 10 mM PFHpA | 20 mM PFHpA | 50 mM PFHpA | 75 mM PFHpA
Syringova kyselina 6,141 7,807 8,561 9,625
Kévova kyselina 6,521 7,810 9,653 11,123
Vanilova kyselina 6,718 8,055 11,921 14,246
Chlorogenova kyselina 6,455 7,468 9,997 11,566
Gallova kyselina 7,928 9,151 13,420 12,710
4-hydroxybenzoova kyselina 8,035 8,905 10,489 12,086
Salicylova kyselina 8,942 9,779 12,789 15,547
p-kumarova kyselina 6,898 7,305 10,136 10,566
Ferulova kyselina 7,604 7,628 10,376 11,531




Tabulka 20: Zdanliva pohyblivost fenolickych kyselin v elektrolytu PFHpA s pfidavkem
10 % ACN

Zdanliva pohyblivost (x 10~ cm?V~-1s71)
Fenolické kyseliny 10 mM PFHpA | 20 mM PFHpA | 50 mM PFHpA | 75 mM PFHpA
Syringova kyselina 2,85 2,24 2,04 1,82
Kavova kyselina 2,68 2,24 1,81 1,57
Vanilova kyselina 2,60 2,17 1,47 1,23
Chlorogenova kyselina 2,71 2,34 1,75 1,51
Gallova kyselina 2,21 1,91 1,30 1,38
4-hydroxybenzoova kyselina 2,18 1,97 1,67 1,45
Salicylova kyselina 1,96 1,79 1,37 1,13
p-kumarova kyselina 2,54 2,40 1,73 1,66
Ferulova kyselina 2,30 2,29 1,69 1,52
Fenolické kyseliny
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Graf 22: Zavislost p standardi fenolickych kyselin na ¢ PFHpA s pfidavkem 10 % ACN.
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Graf 23: Zavislost p standardi fenolickych kyselin na ¢ PFHpA s ptidavkem 10 % ACN.
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Graf 24: Zavislost u standarda fenolickych kyselin na ¢ PFHpA s ptidavkem 10 % ACN.

2.1.3 Fenolické kyseliny s pridavkem 10 % MeOH

Tabulka 21: Migra¢ni ¢asy fenolickych kyselin v elektrolytu PFHpA s pfidavkem 10 %
MeOH.

Migracni ¢as (min)
Fenolické kyseliny 10 mM PFHpA | 20 mM PFHpA | 50 mM PFHpA | 75 mM PFHpA

Syringova kyselina 5,851 6,703 9,218 11,408
Kavova kyselina 6,119 7,283 9,823 12,332
Vanilova kyselina 6,265 7,555 10,059 12,383

Chlorogenova kyselina 6,331 7,079 X X

Gallova kyselina 7,657 9,636 11,799 X
4-hydroxybenzoova kyselina 7,416 8,918 13,885 16,145
Salicylova kyselina 8,082 9,871 17,665 21,205
p-kumarova kyselina 6,472 7,640 11,099 12,383
Ferulova kyselina 5,921 6,917 9,633 10,603




Tabulka 22: Zdanliva pohyblivost fenolickych kyselin v elektrolytu PFHpA s pfidavkem
10 % MeOH.

Zdanliva pohyblivost (x 10~ cm?V~-1s71)
Fenolické kyseliny 10 mM PFHpA | 20 mM PFHpA | 50 mM PFHpA | 75 mM PFHpA

Syringova kyselina 2,99 2,61 1,90 1,53
Kavova kyselina 2,86 2,40 1,78 1,42
Vanilova kyselina 2,79 2,32 1,74 1,41

Chlorogenova kyselina 2,76 2,47 X X

Gallova kyselina 2,29 1,82 1,48 X
4-hydroxybenzoova kyselina 2,36 1,96 1,26 1,08
Salicylova kyselina 2,17 1,77 0,99 0,83
p-kumarova kyselina 2,70 2,29 1,58 1,41
Ferulova kyselina 2,96 2,53 1,82 1,65
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Graf 25: Zavislost p standardi fenolickych kyselin na ¢ PFHpA s ptidavkem 10 % MeOH.
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Graf 26: Zavislost u standarda fenolickych kyselin na ¢ PFHpA s ptidavkem 10 % MeOH.
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Graf 27: Zavislost p standarda fenolickych kyselin na ¢ PFHpA s ptidavkem 10 % MeOH.

2.1.4 Smés fenolickych kyselin

2.1.4.1 Smés fenolickych kyselin bez organického rozpoustédla

Tabulka 23: Zdanliva pohyblivost smési deviti fenolickych kyselin v elektrolytu PFHpA.

Zdanliva pohyblivost (* 10~ cm?V~-1s™1)
Koncentrace
1. pik 2. pik 3. pik 4. pik 5. pik 6. pik
10 mM PFHpA 2,98 2,81 2,75 2,68 2,59 X
20 mM PFHpA 1,96 1,80 1,72 1,56 X X
50 mM PFHpA 2,55 2,39 2,33 2,20 2,15 2,01
75 mM PFHpA 2,12 1,97 191 1,71 1,55 X
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Graf 28: Zavislost p smési fenolickych kyselin na ¢ PFHpA.



2.1.4.2 Smés fenolickych kyselin s pridavkem 10 % ACN

Tabulka 24: Zdanliva pohyblivost smési deviti fenolickych kyselin v elektrolytu PFHpA

s ptidavkem 10 % ACN.

Zdanliva pohyblivost (+ 10~* cm?V~1s1)
Koncentrace
1. pik 2. pik 3. pik 4. pik 5. pik 6. pik 7. pik
10 mM PFHpA 2,38 2,20 2,17 2,03 1,99 1,82 X
20 mM PFHpA 2,89 2,73 2,70 2,58 2,53 2,39 2,32
50 mM PFHpA 2,31 2,17 2,13 2,05 1,94 1,88 1,64
75 mM PFHpA 1,98 1,82 1,78 1,68 1,58 1,26 X
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Graf 29: Zavislost p smési fenolickych kyselin na ¢ PFHpA s pfidavkem 10 % ACN.

2.14.3 Smés fenolickych kyselin s pridavkem 10 % MeOH

Tabulka 25: Zdanliva pohyblivost smési deviti fenolickych kyselin v elektrolytu PFHpA
s ptidavkem 10 % MeOH.

Zdanliva pohyblivost (x 10~* cm?V~1s71)
Koncentrace
1. pik 2. pik 3. pik 4. pik 5. pik 6. pik 7. pik
10 mM PFHpA 1,82 1,65 1,62 1,53 1,45 1,33 X
20 mM PFHpA 2,43 2,28 2,25 2,15 2,10 2,01 1,91
50 mM PFHpA 1,80 1,65 1,63 1,55 1,45 1,20 X
75 mM PFHpA 1,67 1,54 1,50 1,44 1,32 1,02 X
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Graf 30: Zavislost u smési fenolickych kyselin na ¢ PFHpA s pridavkem 10 % MeOH.

2.2 Flavony

2.2.1 Flavony bez primési organického rozpoustédla

Tabulka 26: Migrac¢ni ¢asy flavonu v elektrolytu PFHpA.

Migracni ¢as (min)

Flavony 10 mM PFHpA | 20 mM PFHpA | 50 mM PFHpA | 75 mM PFHpA
Hesperidin 3,085 3,473 4,126 4,775
Hesperetin 4,159 5,104 6,744 9,822
Naringenin 4411 5,281 6,741 8,190

Naringin 3,204 3,663 4,397 5,004

Flavon 3,051 3,523 4,389 X

Rutin 4,532 5,381 6,674 X
7-hydroxyflavon 4,653 5,826 7,463 8,834
4-hydroxykumarin 5,918 7,621 10,691 13,634

Katechin 4,228 4,835 5,525 X
Epikatechin 4418 5,354 7,384 X
Kvercetin X X X X




Tabulka 27: Zdanliva pohyblivost flavon v elektrolytu PFHpA.

Zdanliva pohyblivost (* 10~ cm?V~-1s71)
Flavony 10 mM PFHpA | 20 mM PFHpA | 50 mM PFHpA | 75 mM PFHpA
Hesperidin 5,67 5,04 4,24 3,66
Hesperetin 4,21 3,43 2,59 1,78
Naringenin 3,97 3,31 2,60 2,14
Naringin 5,46 4,78 3,98 3,50
Flavon 5,74 4,97 3,99 X
Rutin 3,86 3,25 2,62 X
7-hydroxyflavon 3,76 3,00 2,34 1,98
4-hydroxykumarin 2,96 2,30 1,64 1,28
Katechin 4,14 3,62 3,17 X
Epikatechin 3,96 3,27 2,37 X
Kvercetin X X X X
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Graf 31: Zavislost p standardi flavont na ¢ PFHpA.
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Graf 32: Zavislost p standardi flavont na ¢ PFHpA.
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Graf 33: Zavislost p standardi flavont na ¢ PFHpA.

2.2.2 Flavony s pridavkem 10 % ACN

Tabulka 28: Migraé¢ni ¢asy flavonu v elektrolytu PFHpA s piidavkem 10 % ACN.

Migraéni ¢as (min)

Flavony 10 mM PFHpA | 20 mM PFHpA | 50 mM PFHpA | 75 mM PFHpA
Hesperidin 3,543 3,865 5,009 5,229
Hesperetin 5,012 5,504 7,694 7,696
Naringenin 5,322 5,751 6,975 7,671

Naringin 3,729 4,006 4,663 4,403

Flavon 3,734 4,021 4,976 8,297

Rutin 5,181 5,484 X 4,311
7-hydroxyflavon 5,590 5,989 6,552 7,364
4-hydroxykumarin 7,230 7,783 9,095 9,107

Katechin 4,133 4,322 4,556 4,666
Epikatechin 4,103 4,273 4,401 4,361
Kvercetin X X X X

Tabulka 29: Zdanliva pohyblivost flavont v elektrolytu PFHpA s ptidavkem 10 % ACN.

Zdanliva pohyblivost (x 10~* cm?V~-1s71)

Flavony 10 mM PFHpA | 20 mM PFHpA | 50 mM PFHpA | 75 mM PFHpA
Hesperidin 4,94 4,53 3,49 3,35
Hesperetin 3,49 3,18 2,27 2,27
Naringenin 3,29 3,04 2,51 2,28
Naringin 4,69 4,37 3,75 3,97
Flavon 4,69 4,35 3,52 2,11
Rutin 3,38 3,19 X 4,06
7-hydroxyflavon 3,13 2,92 2,67 2,38
4-hydroxykumarin 2,42 2,25 1,92 1,92
Katechin 4,23 4,05 3,84 3,75
Epikatechin 4,27 4,10 3,98 4,01

Kvercetin X X X X
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Graf 34: Zavislost u standarda flavont na ¢ PFHpA s piidavkem 10 % ACN.
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Graf 35: Zavislost u standarda flavont na ¢ PFHpA s piidavkem 10 % ACN.

Flavony
0,00045
0,00040 \0§3—:‘—0
0,00035

0,00030 .
—®— 4-hydroxykumarin

0,00025 i
0,00020 —o— Epikatechin
0,00015

0,00010
0 20 40 60 80

¢ PFHpA (mM)

p (ecm? V-1st)

Graf 36: Zavislost p standardi flavont na ¢ PFHpA s piidavkem 10 % ACN.



2.2.3 Flavony s pridavkem 10 % MeOH

Tabulka 30: Migraé¢ni ¢asy flavonu v elektrolytu PFHpA s piidavkem 10 % MeOH.

Migraéni ¢as (min)

Flavony 10 MM PFHpA | 20 mM PFHpA | 50 mM PFHpA | 75 mM PFHpA
Hesperidin 4,724 5,059 6,467 7,723
Hesperetin 6,798 7,796 10,668 12,722
Naringenin 7,975 9,078 12,013 14,031

Naringin 5,402 6,349 7,154 8,458

Flavon 5,260 5,674 8,246 12,708

Rutin 5,103 5,893 10,238 9,325
7-hydroxyflavon 9,779 10,718 14,663 19,354
4-hydroxykumarin 6,316 7,259 16,578 12,950

Katechin 7,459 7,323 7,298 X
Epikatechin 3,852 4,391 6,254 5,804
Kvercetin X X X X

Tabulka 31: Zdanliva pohyblivost flavond v elektrolytu PFHpA s ptidavkem 10 % MeOH.

Zdanliva pohyblivost (x 10~ cm?V~-1s71)

Flavony 10 MM PFHpA | 20 mM PFHpA | 50 mM PFHpA | 75 mM PFHpA
Hesperidin 3,70 3,46 2,71 2,27
Hesperetin 2,57 2,24 1,64 1,38
Naringenin 2,19 1,93 1,46 1,25

Naringin 3,24 2,76 2,45 2,07

Flavon 3,33 3,08 2,12 1,38

Rutin 3,43 2,97 1,71 1,88
7-hydroxyflavon 1,79 1,63 1,19 0,90
4-hydroxykumarin 2,77 2,41 1,06 1,35

Katechin 2,35 2,39 2,40 X
Epikatechin 4,54 3,99 2,80 3,02
Kvercetin X X X X
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Graf 37: Zavislost p standarda flavont na ¢ PFHpA s pridavkem 10 % MeOH.
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Graf 38: Zavislost p standarda flavont na ¢ PFHpA s pridavkem 10 % MeOH.
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Graf 39: Zavislost p standardi flavont na ¢ PFHpA s pfidavkem 10 % MeOH.
2.2.4 Smés flavonu

2.24.1 Smés flavonii bez pridavku organického rozpoustédla

Tabulka 32: Zdanliva pohyblivost smési deseti flavonu v elektrolytu PFHpA.

Zdanliva pohyblivost (x 10~* cm?V-1s71)

Koncentrace
l.pik | 2.pik | 3.pik | 4.pik | 5.pik | 6.pik | 7.pik | 8. pik | 9.pik
10 mM PFHpA 6,16 4,60 4,49 447 3,75 X X X X
20 mM PFHpA 5,57 3,83 3,71 3,14 X X X X X
50 mM PFHpA 4,35 4,18 3,09 2,99 2,94 2,87 2,25 X X
75 mM PFHpA 4,13 4,04 2,72 2,58 2,53 2,45 2,34 2,33 1,73
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Graf 40: Zavislost p smési flavond na ¢ PFHpA.

2.2.4.2 Smés flavoni s piidavkem 10 % ACN

Tabulka 33: Zdanliva pohyblivost smési deseti flavont v elektrolytu PFHpA s piimési 10 %
ACN.

Zdanliva pohyblivost (* 10~ cm?V~1s™1)
Koncentrace
1. pik 2. pik 3. pik 4. pik 5. pik 6. pik 7. pik
10 mM PFHpA 5,45 3,88 3,81 3,20 X X X
20 mM PFHpA 4,86 4,75 3,41 3,35 3,26 2,63 X
50 mM PFHpA 4,07 3,23 2,60 2,47 2,36 2,35 1,75
75 mM PFHpA 2,54 2,32 2,27 2,19 2,11 1,60 X
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Graf 41: Zavislost p smési flavont na ¢ PFHpA s ptidavkem 10 % ACN.
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2.2.4.3 Smés flavoni s pridavkem 10 % MeOH

Tabulka 34: Zdanliva pohyblivost smési deseti flavoni v elektrolytu PFHpA s piidavkem
10 % MeOH.

Zdanliva pohyblivost (+ 10~* cm?V-1s1)
Koncentrace
1. pik 2. pik 3. pik 4. pik 5. pik 6. pik 7. pik
10 mM PFHpA 4,75 3,29 3,26 3,19 2,70 X X
20 mM PFHpA 4,25 2,92 2,85 2,80 2,75 2,22 X
50 mM PFHpA 3,22 2,87 2,25 2,12 2,04 2,02 1,47
75 mM PFHpA 3,27 2,78 1,92 1,79 1,71 1,66 1,18
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Graf 42: Zavislost p smési flavonti na ¢ PFHpA s ptidavkem 10 % MeOH.

2.3 Celkova smés fenolickych kyselin a flavonii

2.3.1.1 Celkova smés fenolickych kyselin a flavonii bez organického rozpoustédla

Tabulka 35: Identifikace a migra¢ni Casy pro smés deviti fenolickych kyselin a deseti
flavonii v PFHpA.

Migrac¢ni ¢as piku (min)

Koncentrace 1. pik 2. pik 3. pik 4. pik
¢as standard Cas standard Cas | standard | ¢as | standard
10 mM PFHpA | 2,730 X 2,879 | Kat./Epikat. | 3,674 X 3,771 | Naringenin
20 mM PFHpA| 2,891 X 4,005 X 4,115 | Naringenin | 4,642 X
50 mM PFHpA| 3,735 |Kat./Epikat. |3,803| Flavon 5098| Rutin ]5,211 X
75 mM PFHpA | 7,774 X 7,836 X 7,971 X 8,086 X




Migracni ¢as piku (min)
Koncentrace 5. pik 6. pik 7. pik 8. pik
¢as standard ¢as standard Cas standard éas standard
10 mM PFHpA | 4,222 X 4,331 4-HK 4,386 | p-kumarova k. | 4,458 | Vanilova k.
20 mM PFHpA | 4,831 4-HK 4,931 | Vanil./Galova |5,135]| Ferul./Kavova | 5,197 4-HB
50 mM PFHpA | 5,266 | 7-hydroxyfl.| 5,397 | Naringenin |6,206 X 6,591 | p-kumarova k.
75 mM PFHpA | 12,109 X 13,728 X X X

Migrac¢ni ¢as piku (min)

Koncentrace 9. pik 10. pik 11. pik 12. pik 13. pik

Cas | standard | cas standard éas standard Cas |standard| ¢as | standard
10 mM PFHpA | 4,655 X 4,790 | Salicylova |4,969 |Gal./Syring.| X X
20 mM PFHpA | 5,450 | Salicylova | 5,510 | Gal./Syring.| X X X
50 mM PFHpA |6,701| 4-HK 7,114 X 7,289 4-HB 7,791 | Galova | 7,914 | Salicylova
75 mM PFHpA| X X X X X

kde 4-HK je 4-hydroxykumarin a 4-HB je 4-hydroxybenzoova kyselina.

Tabulka 36: Zdanlivé pohyblivosti pro smés deviti fenolickych kyselin a deseti flavona

v PFHpA.
Zdanliva pohyblivost (* 104 cm?V~-1s71)
Koncentrace p p - - - - - - - p p p p
1. pik | 2. pik | 3. pik | 4. pik | 5. pik | 6. pik | 7. pik | 8. pik | 9. pik | 10. pik | 11. pik | 12. pik | 13. pik

10 MM PFHpA | 6,41 | 6,08 | 476 | 464 | 415 | 4,04 | 3,99 | 393 | 3,76 | 3,65 | 3,52 X X
20 mM PFHpA | 6,05 | 4,37 | 425 | 3,77 | 362 | 355|341 |337 321 | 318 X X X
50 mM PFHpA | 4,69 | 460 | 343 | 3,36 | 3,32 | 3,24 | 282 | 2,66 | 261 | 246 | 240 | 225 | 221
75mM PFHpA | 2,25 | 2,23 | 220 | 216 | 145|127 | X X X X X X X

2.3.1.2 Celkova smés fenolickych kyselin a flavonii s pridavkem 10 % ACN

Tabulka 37: Identifikace a migracni Casy pro smés deviti fenolickych kyselin a deseti
flavont v PFHpA s pfidavkem 10 % ACN.

Migrac¢ni ¢as piku (min)

Koncentrace 1. pik 2. pik 3. pik 4. pik
¢as standard Cas |standard| ¢as |standard| ¢as | standard
10 mM PFHpA | 2,974 X 3,984 X 4,065 X 4,501 X
20 mM PFHpA | 3,304 | Katechin/Epikatechin |3,379 X 4,600 X 4,698 X
50 mM PFHpA | 4,413 X 4,654 X 6,326 | Flavon | 7,236 X
75 mM PFHpA | 4,506 X 4,615 X 8,209 X 8,445 | Naringenin




Migrac¢ni ¢as piku (min)

Koncentrace 5. pik 6. pik 7. pik 8. pik
das standard ¢as standard ¢as standard éas standard
10 mM PFHpA | 4,674 | p-kumarova k. | 4,731 | Vanilova k. |4,795|4-hydroxykum. | 4,860 | Ferul/Kavov.
20 mM PFHpA | 5,247 X 5,494 | p-kumarova k. | 5,562 | Vanilovak. | 5,626 X
50 mM PFHpA | 7,497 X 7,684 X 8,741 | Syringovak. | 9,356 X
75 mM PFHpA | 8,684 X 9,161 X 9,746 X 10,752 | Vanilova k.
Migracni ¢as piku (min)
Koncentrace 9. pik 10. pik 11. pik 12. pik
¢as standard ¢as standard ¢as standard ¢as standard
10 mM PFHpA | 4,973 | 4-hydroxyb. | 5,089 Galova k. 5,383 | Salicylova k. X X
20 mM PFHpA | 5,743 | 4-hydroxyk. | 5,910 |4-hydroxybenz. | 5,981 Galova k. 6,633 | Salicylova
50 mM PFHpA | 9,773 X 10,712 X 11,259 | 4-hydroxykum. | 16,733 | Salicylova
75 mM PFHpA | 10,755 X 11,950 X 12,411 | 4-hydroxykum. | 18,802 | Salicylova

Tabulka 38: Zdanlivé pohyblivosti pro smés deviti fenolickych kyselin a deseti flavona
v PFHpA s ptidavkem 10 % ACN.

Zdanliva pohyblivost (* 10~* cm?V~-1s1)
Koncentrace
1. pik | 2. pik | 3. pik | 5. pik | 5. pik | 6. pik | 7. pik | 8. pik | 9. pik | 10. pik | 11. pik | 12. pik
10 mM PFHpA | 5,88 | 4,39 | 430 | 3,89 | 3,74 | 3,70 | 3,65 | 3,60 | 3,52 | 3,44 | 3,25 X
20 mM PFHpA| 5,30 | 5,18 | 3,80 | 3,72 | 3,34 | 3,19 | 3,15 | 3,11 | 305 | 296 | 293 | 2,64
50 mM PFHpA | 3,97 | 3,76 | 2,75 | 242 | 2,33 | 2,28 | 200 | 187 | 1,79 | 163 | 155 | 1,05
75 mM PFHpA | 3,88 | 3,79 | 2,13 | 207 | 2,02 1191 180|163 | 163 | 146 | 141 | 0,93

2.3.1.3 Celkova smés fenolickych kyselin a flavonu s pfidavkem 10 % MeOH

Tabulka: 39: Identifikace a migraéni ¢asy pro smés deviti fenolickych kyselin a deseti

flavonti v PFHpA s ptidavkem 10 % MeOH.

Migracni ¢as piku (min)

Koncentrace 1. pik 2. pik 3. pik 4. pik
Cas standard Cas |standard | cas |standard| cas standard
10 mM PFHpA | 3,440 X 4,702 X 4,813 X 5,355 X
20 mM PFHpA | 3,752 | Kat./Epikat. | 3,814 | Flavon | 5,305 X 5,385 | 7-hydroxyflavon
50 mM PFHpA | 7,082 X 7,226 X 8,260 X 8,603 X
75 mM PFHpA | 5,448 X 5,657 X 11,019 X 10,998 X




Migracni ¢as piku (min)
Koncentrace 5. pik 6. pik 7. pik 8. pik
Cas standard cas standard cas standard cas standard
10 mM PFHpA | 5,590 | p-kumarova k. | 5,667 | Vanilova k.| 5,699 |4-hydroxykum. | 5,796 | Ferul./Kavov.
20 mM PFHpA | 5,460 | Naringenin | 6,103 X 6,427 | p-kumarova k. | 6,499 | Vanilové k.
50 mM PFHpA | 10,702 | Galov./Syring. | 11,844 X 12,136 X 13,997 | 4-hydroxykum.
75 mM PFHpA | 12,615 | 7-hdroxyflav. | 14,719 X 15,783 | Vanil./Syring. | 18,269 X
Migracni ¢as piku (min)
Koncentrace 9. pik 10. pik 11. pik 12. pik
¢as standard Cas standard ¢as standard éas standard
10 mM PFHpA | 5,965 | 4-hydroxybenz.k. | 6,062 Galova k. 6,480 | Salicylova k.| X
20 mM PFHpA | 6,623 | 4-hydroxykum. |6,923 | 4-hydroxybenz.|7,046| Galovak. |7,731| Salicylova k.
50 mM PFHpA | 14,355 | 4-hydroxybenz.k. | x X X
75 mM PFHpA| X X X X

Tabulka 40: Zdanlivé pohyblivosti pro smés deviti fenolickych kyselin a deseti flavona
v PFHpA s ptidavkem 10 % MeOH.

Zdanliva pohyblivost (* 10~ cm?V-1s™1)
Koncentrace
1. pik | 2. pik | 3. pik | 4. pik | 5. pik | 6. pik | 7. pik | 8. pik | 9. pik | 10. pik | 11. pik | 12. pik
10 mM PFHpA | 5,09 | 3,72 | 3,64 | 3,27 | 3,13 | 3,09 | 3,07 | 3,02 | 293 | 2,89 | 2,70 X
20 MM PFHpA | 4,66 | 459 | 3,30 | 3,25 | 321 | 287 | 2,72 | 2,69 | 2,64 | 253 | 2,48 | 2,26
50 mM PFHpA | 2,47 | 2,42 | 2,12 | 2,03 | 1,64 | 1,48 | 1,44 | 1,25 | 1,22 X X X
75 mM PFHpA | 3,21 | 309 | 159 | 159 1139|119 1,11 | 0,96 X X X X




PRILOHA 3:

PERFLUOROOKTANOVA KYSELINA



3.1 Fenolické kyseliny

3.1.1 Fenolické kyseliny bez organického rozpoustédla

Tabulka 41: Migrac¢ni ¢asy standardu fenolickych kyselin v elektrolytu PFOA.

Migraéni ¢as (min)

Fenolické kyseliny 10 mM PFOA | 20 mM PFOA | 50 mM PFOA | 75 mM PFOA
Syringova kyselina 4,827 5717 6,633 6,893
Kavova kyselina 5,507 6,576 7,329 X
Vanilova kyselina 5,066 5,926 6,720 6,754
Chlorogenova kyselina 4,598 5,298 5,881 X

Gallova kyselina 5,607 6,523 7,116 X
4-hydroxybenzoova kyselina 5,273 6,116 6,717 7,076
Salicylova kyselina 5,605 6,644 6,991 7,364
p-kumarova kyselina 5,136 5,930 6,634 6,897
Ferulova kyselina 5,223 5,839 6,491 6,686

Tabulka 42: Zdanliva pohyblivost fenolickych kyselin v elektrolytu PFOA.

Zdanliva pohyblivost (x 10~* cm?V-1s71)
Fenolické kyseliny 10 mM PFOA | 20 mM PFOA | 50 mM PFOA | 75 mM PFOA
Syringova kyselina 3,63 3,06 2,64 2,54
Kavova kyselina 3,18 2,66 2,39 X
Vanilova kyselina 3,45 2,95 2,60 2,59
Chlorogenovi kyselina 3,81 3,30 2,98 X
Gallova kyselina 3,12 2,68 2,46 X
4-hydroxybenzoova kyselina 3,32 2,86 2,61 2,47
Salicylova kyselina 3,12 2,63 2,50 2,38
p-kumarova kyselina 3,41 2,95 2,64 2,54
Ferulova kyselina 3,35 3,00 2,70 2,62
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Graf 43: Zavislost p standardi fenolickych kyselin na ¢ PFOA.
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Graf 44: Zavislost p standardi fenolickych kyselin na ¢ PFOA.
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Graf 45: Zavislost p standardi fenolickych kyselin na ¢ PFOA.

3.1.2 Fenolické kyseliny s pridavkem 10 % ACN

Tabulka 43: Migrac¢ni ¢asy standardi fenolickych kyselin v elektrolytu PFOA s piidavkem
10 % ACN.

Migracéni ¢as (min)
Fenolické kyseliny 10 mM PFOA | 20 mM PFOA | 50 mM PFOA | 75 mM PFOA

Syringové kyselina 6,461 6,136 7,109 8,527
Kavova kyselina 7,084 6,637 9,328 9,114
Vanilova kyselina 6,701 7,625 9,661 11,135
Chlorogenova kyselina 7,153 7,410 8,797 9,520
Gallova kyselina 7,937 8,874 11,041 9,853
4-hydroxybenzoova kyselina 7,850 8,541 10,814 9,657
Salicylova kyselina 9,164 8,796 11,146 12,833
p-kumarova kyselina 7,725 6,647 7,771 8,571
Ferulova kyselina 8,885 6,898 7,595 8,658




Tabulky 44: Zdanliva pohyblivost standardi fenolickych kyselin v elektrolytu PFOA
s pridavkem 10 % ACN.

Zdanliva pohyblivost (+ 10~* cm?V-1s1)
Fenolické kyseliny 10 mM PFOA | 20 mM PFOA | 50 mM PFOA | 75 mM PFOA
Syringova kyselina 2,71 2,85 2,46 2,05
Kavova kyselina 2,47 2,64 1,88 1,92
Vanilova kyselina 2,61 2,30 1,81 1,57
Chlorogenova kyselina 2,45 2,36 1,99 1,84
Gallova kyselina 2,20 1,97 1,59 1,78
4-hydroxybenzoova kyselina 2,23 2,05 1,62 1,81
Salicylova kyselina 191 1,99 1,57 1,36
p-kumarova kyselina 2,27 2,63 2,25 2,04
Ferulova kyselina 1,97 2,54 2,30 2,02
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Graf 46: Zavislost p standardii fenolickych kyselin na ¢ PFOA s ptidavkem 10 % ACN.
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Graf 47: Zavislost p standardii fenolickych kyselin na ¢ PFOA s ptidavkem 10 % ACN.
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Graf 48: Zavislost p standardi fenolickych kyselin na ¢ PFOA s ptidavkem 10 % ACN.

3.1.3 Fenolické kyseliny s pridavkem 10 % MeOH

Tabulka 45: Migra¢ni ¢asy standardd fenolickych kyselin v elektrolytu PFOA s ptidavkem
10 % MeOH.

Migraéni ¢as (min)
Fenolické kyseliny 10 mM PFOA | 20 mM PFOA | 50 mM PFOA | 75 mM PFOA

Syringova kyselina 6,912 6,495 7,149 8,264

Kavova kyselina 6,017 7,525 7,404 X
Vanilova kyselina 6,019 7,359 7,530 8,766

Chlorogenovi kyselina 5,489 6,919 7,112 X

Gallova kyselina 7,409 9,550 11,685 X
4-hydroxybenzoova kyselina 7,083 9,068 10,896 13,178
Salicylova kyselina 7,698 10,095 12,532 16,234
p-kumarova kyselina 6,301 7,898 8,994 10,524
Ferulova kyselina 5,829 7,232 8,122 9,181

Tabulka 46: Zdanliva pohyblivost standardu fenolickych kyselin v elektrolytu PFOA
s ptidavkem 10 % MeOH.

Zdanliva pohyblivost (x 10~* cm?V-1s71)
Fenolické kyseliny 10 mM PFOA | 20 mM PFOA | 50 mM PFOA | 75 mM PFOA

Syringova kyselina 2,53 2,69 2,45 2,12

Kévova kyselina 2,91 2,33 2,36 X
Vanilova kyselina 2,91 2,38 2,32 2,00

Chlorogenova kyselina 3,19 2,53 2,46 X

Gallova kyselina 2,36 1,83 1,50 X
4-hydroxybenzoova kyselina 2,47 1,93 1,61 1,33
Salicylova kyselina 2,27 1,73 1,40 1,08
p-kumarova kyselina 2,78 2,22 1,95 1,66
Ferulova kyselina 3,00 2,42 2,15 1,91




Fenolické kyseliny

0,00035
0,00030

5™ 0,00025

w

“-> 0,00020

‘& 0,00015
3 —@— Kavova

2 0,00010 L
0.00005 —@— Vanilova

0,00000
0 20 40 60 80

¢ PFOA (mM)

—@— Syringova

Graf 49: Zavislost u standarda fenolickych kyselin na ¢ PFOA s piidavkem 10 % MeOH.
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Graf 50: Zavislost u standarda fenolickych kyselin na ¢ PFOA s pfidavkem 10 % MeOH.

Fenolické kyseliny

0,00035
0,00030
0,00025
0,00020
0,00015
0,00010
0,00005

0,00000
0 20 40 60 80

¢ PFOA (mM)

—&— Salicylova

p (cm? Vst

—@— p-kumarova
—0—Ferulova

Graf 51: Zavislost p standardi fenolickych kyselin na ¢ PFOA s piidavkem 10 % MeOH.



3.1.4 Smés fenolickych Kkyselin
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Smés fenolickych kyselin bez organického rozpoustédla

Tabulka 47: Zdanliva pohyblivost smési deviti fenolickych kyselin v elektrolytu PFOA.

Zdanliva pohyblivost (+ 10~* cm?V-1s™1)
Koncentrace 1. pik 2. pik 3. pik 4. pik 5. pik 6. pik
10 mM PFOA 3,31 3,14 3,09 2,95 X X
20 mM PFOA 3,08 2,92 2,86 2,70 2,45 X
50 MM PFOA 2,50 2,37 2,30 2,17 2,10 X
75 mM PFOA 2,49 2,35 2,27 2,14 2,08 1,87
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Graf 52: Zavislost p smési fenolickych kyselin na ¢ PFOA.

3.1.4.2 Smés fenolickych kyselin s pridavkem 10 % ACN

Tabulka 48: Zdanliva pohyblivost smési deviti kyselin v elektrolytu PFOA s ptidavkem
10 % ACN.

Zdanliva pohyblivost (x 10~* cm?V~-1s71)
Koneentrace | ik [ 2.pik | 3.pik | 4.pik | 5.pk | 6.pk | 7.pik
10mM PFOA| 3,03 2,88 2,84 2,72 2,68 247 X
20 MM PFOA| 2,98 2,85 2,81 2,68 2,59 2,50 2,41
50 MM PFOA| 2,56 2,40 2,34 2,22 2,15 1,96 X
75mM PFOA| 1,97 1,94 1,80 1,76 1,61 1,56 1,35
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Graf 53: Zavislost p smési fenolickych kyselin na ¢ PFOA s ptidavkem 10 % ACN.
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Smés fenolickych kyselin s pridavkem 10 % MeOH

Tabulka 49: Zdanliva pohyblivost smési deviti kyselin v elektrolytu PFOA s ptidavkem

10 % MeOH
Zdanliva pohyblivost (* 10~* cm?V~-1s71)
Koncentrace IS 2. pik 3. pik 4. pik 5. pik 6. pik 7. pik
10 mM PFOA 2,67 2,51 2,49 2,37 2,33 2,17 X
20 mM PFOA 2,17 2,02 1,99 1,88 1,83 1,73 1,66
50 mM PFOA 1,98 1,96 1,85 1,82 1,70 1,65 1,53
75 mM PFOA 1,45 1,44 1,30 1,26 1,13 1,09 0,90
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Graf 54: Zavislost u smési fenolickych kyselin na ¢ PFOA s ptidavkem 10 % MeOH.




3.2 Flavony

3.2.1 Flavony bez organického rozpoustédla

Tabulka 50: Migracni ¢asy standardu flavont v elektrolytu PFOA.

Migraéni ¢as (min)

Flavony 10 mM PFOA | 20 mM PFOA | 50 mM PFOA | 75 mM PFOA
Hesperidin 3,123 3,553 4,520 X
Hesperetin 4214 5,094 X X
Naringenin 4,409 5,399 6,233 X

Naringin 3,281 3,774 4,483 X

Flavon 3,145 3,718 12,225 X

Rutin 4,599 5,655 X X
7-hydroxyflavon 5,831 7,464 6,873 9,687
4-hydroxykumarin 6,151 8,372 8,319 9,365

Katechin 4111 4,857 X X
Epikatechin 4,391 4,686 X X
Kvercetin X X X X

Tabulka 51: Zdanliva pohyblivost standardi flavont v elektrolytu PFOA.
Zdanliva pohyblivost (x 10~* cm?V-1s71)

Flavony 10 mM PFOA | 20 mM PFOA | 50 mM PFOA | 75 mM PFOA
Hesperidin 5,60 4,93 3,87 X
Hesperetin 4,15 3,44 X X
Naringenin 3,97 3,24 2,81 X

Naringin 5,33 4,64 3,90 X

Flavon 5,56 4,71 1,43 X

Rutin 3,81 3,09 X X
7-hydroxyflavon 3,00 2,34 2,55 1,81
4-hydroxykumarin 2,85 2,09 2,10 1,87

Katechin 4,26 3,60 X X
Epikatechin 3,99 3,73 X X
Kvercetin X X X X
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Graf 55: Zavislost u standarda flavont na ¢ PFOA.
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Graf 56: Zavislost u standarda flavonti na ¢ PFOA.
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Graf 57: Zavislost u standarda flavonti na ¢ PFOA.



3.2.2 Flavony s piidavkem 10 % ACN

Tabulka 52: Migraéni ¢asy standardt flavont v elektrolytu PFOA s piidavkem 10 % ACN.

Migraéni ¢as (min)

Flavony 10 mM PFOA 20 mM PFOA 50 mM PFOA 75 mM PFOA
Hesperidin 3,432 3,775 4744 X
Hesperetin 4,700 X 6,693 7,067
Naringenin 4,903 5,521 6,752 7,304

Naringin 3,601 3,956 4771 5,148

Flavon 3,592 4,515 11,362 17,991

Rutin 5,051 X 6,224 6,313
7-hydroxyflavon 5,209 X 7,192 8,483
4-hydroxykumarin 6,520 7,109 8,709 9,493

Katechin 4,062 4,321 4,763 4,907
Epikatechin 4,001 4,211 4,705 4,929
Kvercetin X X X X

Tabulka 53: Zdanliva pohyblivost standardd flavona v elektrolytu PFOA s piidavkem 10 %
ACN.

Zdanliva pohyblivost (x 10~* cm?V~-1s™1)

Flavony 10 mM PFOA 20 mM PFOA 50 mM PFOA 75 mM PFOA
Hesperidin 5,10 4,64 3,69 X
Hesperetin 3,72 X 2,61 2,48
Naringenin 3,57 3,17 2,59 2,40

Naringin 4,86 4,42 3,67 3,40

Flavon 4,87 3,88 1,54 0,97

Rutin 3,46 X 2,81 2,77
7-hydroxyflavon 3,36 X 2,43 2,06
4-hydroxykumarin 2,68 2,46 2,01 1,84

Katechin 4,31 4,05 3,67 3,57

Epikatechin 4,37 4,16 3,72 3,55
Kvercetin X X X X
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Graf 58: Zavislost u standarda fenolickych kyselin na ¢ PFOA s pfidavkem 10 % ACN.
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Graf 59: Zavislost u standarda fenolickych kyselin na ¢ PFOA s pfidavkem 10 % ACN.
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Graf 60: Zavislost p standardii fenolickych kyselin na ¢ PFOA s ptidavkem 10 % ACN.



3.2.3 Flavony s piidavkem 10 % MeOH

Tabulka 54: Migraé¢ni ¢asy standardu flavont v elektrolytu PFOA s piidavkem 10 % MeOH.

Migraéni ¢as (min)

Flavony 10 mM PFOA 20 MM PFOA 50 mM PFOA 75 mM PFOA
Hesperidin 4,264 4,604 5,670 X
Hesperetin 4,881 7,617 8,242 8,221
Naringenin 7,709 8,400 8,681 8,775

Naringin 3,666 4,283 6,168 7,497

Flavon 5,433 6,003 13,604 X

Rutin 4,796 5,763 X 6,656
7-hydroxyflavon 5,053 10,727 12,317 15,464
4-hydroxykumarin 6,234 7,551 8,693 9,093

Katechin 6,835 7,169 X X
Epikatechin 3,701 4,295 4,604 4,872
Kvercetin X X X X

Tabulka 55: Zdanliva pohyblivost standardt flavonu v elektrolytu PFOA s piidavkem 10 %
MeOH.

Zdanliva pohyblivost (* 10~* cm?V~-1s1)

Flavony 10 mM PFOA 20 mM PFOA 50 mM PFOA 75 mM PFOA
Hesperidin 410 3,80 3,09 X
Hesperetin 3,59 2,30 2,12 2,13
Naringenin 2,27 2,08 2,02 1,99

Naringin 4,77 4,09 2,84 2,33

Flavon 3,22 2,92 1,29 X

Rutin 3,65 3,04 X 2,63
7-hydroxyflavon 3,46 1,63 1,42 1,13
4-hydroxykumarin 2,81 2,32 2,01 1,92

Katechin 2,56 2,44 X X
Epikatechin 4,73 4,07 3,80 3,59
Kvercetin X X X X
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Graf 61: Zavislost u standarda fenolickych kyselin na ¢ PFOA s piidavkem 10 % MeOH.
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Graf 62: Zavislost u standarda fenolickych kyselin na ¢ PFOA s pfidavkem 10 % MeOH.
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Graf 63: Zavislost p standardi fenolickych kyselin na ¢ PFOA s piidavkem 10 % MeOH.



3.2.4 Smés flavonu

3.24.1

Smés flavoni bez organického rozpoustédla

Tabulka 56: Zdanliva pohyblivost smési deseti flavonu v elektrolytu PFOA.

Zdanliva pohyblivost (+ 10~* cm?V-1s™1)
Koncentrace [ " 2. pik 3. pik 4. pik 5. pik 6. pik 7. pik
10 mM PFOA 6,28 5,65 4,52 4,38 3,89 X X
20 mM PFOA 5,52 5,36 5,07 4,00 3,87 3,36 X
50 mM PFOA 4,32 3,95 3,08 3,01 2,87 2,57 1,82
75 mM PFOA 2,89 2,84 2,65 1,30 X X X
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Graf 64: Zavislost p smési flavont na ¢ PFOA.

3.24.2  Smés flavoni s pridavkem 10 % ACN

Tabulka 57: Zdanliva pohyblivost smési deseti flavont v elektrolytu PFOA s pfidavkem
10 % ACN.

Zdanliva pohyblivost (x 10~* cm?V 1571
Koncentrace ™ e | 2.pik | 3.pik | 4.pik | 5.pik | 6.pik | 7.pik | 8.pik
10 mM PFOA| 549 5,33 3,98 391 3,31 X X X
20 MM PFOA | 5,27 5,03 4,51 3,60 3,53 3,40 3,32 2,92
50 mM PFOA | 2,94 2,90 2,86 2,52 2,18 X X X
75mM PFOA| 2,95 2,91 2,85 2,73 2,39 1,55 X X
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Graf 65: Zavislost p smési flavond na ¢ PFOA s ptidavkem 10 % ACN.

3.24.3  Smés flavoni s pridavkem 10 % MeOH

Tabulka 58: Zdanliva pohyblivost smési deseti flavoni v elektrolytu PFOA s ptidavkem
10 % MeOH

Zdanliva pohyblivost (* 10~* cm?V~1s™1)
Koncentrace [TRIEE 2. pik 3. pik 4. pik 5. pik 6. pik
10 mM PFOA 4,90 4,50 3,45 3,35 2,87 X
20 mM PFOA 4,25 4,04 3,03 2,98 2,92 2,43
50 mM PFOA 2,21 2,05 1,55 X X X
75 mM PFOA 2,25 2,24 2,21 2,13 1,87 X
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Graf 66: Zavislost p smési flavond na ¢ PFOA s pridavkem 10 % MeOH.



3.3 Celkova smés fenolickych kyselin a flavoni

3.3.1 Celkova smés fenolickych kyselin a flavonii bez organického rozpoustédla

Tabulka 59: Identifikace a migracni Casy pro smés deviti fenolickych kyselin a deseti

flavonu v PFOA.
Migracni ¢as piku (min)
Koncentrace 1. pik 2. pik 3. pik 4. pik
Cas | standard | ¢as | standard | cas standard cas standard
10 mM PFOA | 3,278 X 4,684 X 4,834 | Naringenin 5,5615| Galov./Syring.
20 mM PFOA | 3,833 | Kat/Epikat |3,908 | Kat/Epikat | 3,961 Flavon 5,498 Rutin
50 mM PFOA | 6,081 X 7,458 X 7,830 X 8,310 | 7-hydroxyflavon
75 mM PFOA | 7,669 X 8,582 X 8,964 | 7-hydroxyflavon | 9,177 | p-kumarova k.
Migracni ¢as piku (min)
Koncentrace 5. pik 6. pik 7. pik 8. pik
cas standard Cas standard cas standard éas standard
10 mM PFOA | 5,786 | p-kumarova | 5,852 | Vanilova k. | 5,983 | 4-hydroxykum. | 6,291 | 4-hydroxybenz.
20 mM PFOA | 5,695 X 5,912 | Naringenin | 6,953 | Galov./Syring. | 7,428 | p-kumarova k.
50 mM PFOA | 8,637 X 9,125 | p-kumarova | 9,580 | 4-hydroxykum. | 10,043 X
75 mM PFOA | 9,471 | 4-hydroxyk. | 9,562 X 10,201 X 10,662 | 4-hydroxybenz.
Migracni ¢as piku (min)
Koncentrace 9. pik 10. pik 11. pik 12. pik 13. pik
¢as standard ¢as standard Cas standard | ¢as |standard | ¢as | standard

10 mM PFOA| 6,45 | Galovak. | 6,98 | Salicylova k. X

20 mM PFOA | 7,61 | 4-hydroxyk. | 8,02 | Ferul./Kavov. | 8,35 |4-hydroxyb.|8,95| Galova | 9,09 | Salicylova

50 mM PFOA | 10,50 | 4-hydroxyb. [11,21| Galovak. [11,97| Salicylova

75 mM PFOA | 12,18 | Salicylovd k.| X X

Tabulka 60: Zdanlivé pohyblivosti pro smés deviti fenolickych kyselin a deseti flavont

v PFOA.
Koncentrace Zdanliva pohyblivost (+ 10~* cm?V-1s1)
1. pik | 2. pik | 3. pik | 4. pik | 5. pik | 6. pik | 7. pik | 8. pik | 9. pik | 10. pik | 11. pik | 12. pik | 13. pik
10 MM PFOA | 534 | 3,74 | 362 | 3,17 | 3,02 | 2,99 | 292 | 2,78 | 2,71 | 2,50 X X X
20 MM PFOA | 457 | 448 | 442 | 3,18 | 3,07 | 2,96 | 2,52 | 2,36 | 2,30 | 2,18 | 2,09 | 195 | 192
50mMPFOA| 288 | 2,35 | 2,23 | 2,11 | 2,03 192|183 | 174|167 | 156 | 1,46 X X
75mMPFOA| 228 | 204 | 195191 |185[183 | 1,72 | 164|144 X X X X




3.3.2 Celkova smés fenolickych kyselin a flavonii s pridavkem 10 % ACN

Tabulka 61: Identifikace a migra¢ni Casy pro smés deviti fenolickych kyselin a deseti
flavonii v PFOA s pfidavkem 10 % ACN.

Migracni ¢as piku (min)

Koncentrace 1. pik 2. pik 3. pik 4. pik

Cas | standard | cas | standard | ¢as | standard Cas standard
10 mM PFOA | 3,664 | Kat/Epikat | 5,384 X 5,501 X 5,987 | Chlorogenova k.
20 mM PFOA | 4,014| Flavon |5,007 | Hesperetin | 5,123 X 5,737 X
50 mM PFOA | 7,815 X 8,136 X 8,378 X 9,144 X
75 mM PFOA | 5,839 X 6,084 | Hesperetin | 6,202 | Naringenin | 6,789 | 7-hydroxyflavon

Migracni ¢as piku (min)

Koncentrace 5. pik 6. pik 7. pik 8. pik

Cas | standard cas standard cas standard cas standard
10 mM PFOA | 6,308 X 6,390 | Syringova | 6,726 | p-kumarova k. | 6,992 Vanilova k.
20 mM PFOA | 6,081 | Vanilova k. | 6,183 X 6,342 | 4-hydroxykum. | 6,669 | 4-hydroxybenz.
50 mM PFOA | 9,690 | Syring/Gal | 10,521 X 10,861 | Vanil./Syring. | 11,184 X
75 mM PFOA | 6,865 X 7,225 |p-kumarova | 7,374 | Vanilovak. | 7,724 | 4-hydroxykum.

Migracni ¢as piku (min)

Koncentrace 9. pik 10. pik 11. pik 12. pik

cas standard cas standard cas standard ¢as standard
10 mM PFOA | 7,235 | Galova/Syring. | 7,381 |4-hydroxyk. | 7,222 | 4-hydroxyb. | 8,546 | Salicylova
20 MM PFOA | 6,771 X 6,985 | Galovak. | 7,412 |Salicylovak.| X
50 mM PFOA | 11,797 | 4-hydroxykum. | 12,466 | 4-hydroxyb. | 12,830 | Galova k. |17,294 | Salicylova
75 mM PFOA | 8,035 |4-hydroxybenz.| 8,226 | Galovak. | 9,442 | Salicylova k. X
Tabulka 62: Zdanlivé pohyblivosti pro smés deviti fenolickych kyselin a deseti flavona

v PFOA s ptidavkem 10 % ACN.

Zdanliva pohyblivost (x 10~* cm?V~1s™1)
Koncentrace - - - - - - - - , , ; .
1. pik | 2. pik | 3. pik | 4. pik | 5. pik | 6. pik | 7. pik | 8. pik | 9. pik | 10. pik | 11. pik | 12. pik
10 MM PFOA| 4,78 | 3,25 | 3,18 | 2,92 | 2,77 | 2,74 | 2,60 | 250 | 242 | 2,37 | 2,42 | 2,05
20 mM PFOA | 4,36 | 3,50 | 3,42 | 3,05 | 2,88 | 2,83 | 2,76 | 2,62 | 258 | 252 | 2,36 X
S0OmMMPFOA| 224 | 215|209 191181166 |161|156 | 148 | 140 | 1,36 | 1,01
75mM PFOA| 3,00 | 2,88 | 2,82 | 2,58 | 255 | 2,42 | 2,37 | 227 | 218 | 2113 | 1,85 X




3.1.1 Celkova smés fenolickych kyselin a flavont s pfidavkem 10 % MeOH

Tabulka 63: Identifikace a migra¢ni Casy pro smés deviti fenolickych kyselin a deseti
flavonii v PFOA s ptidavkem 10 % MeOH.

Migracni ¢as piku (min)

Koncentrace 1. pik 2. pik 3. pik 4. pik

das standard Cas standard éas standard Cas standard
10 mM PFOA [4,210| Kat/Epikat | 6,368 X 6,467 X 6,585 X
20 mM PFOA | 4,474 X 4,569 | Kat/Epikat | 4,669| Kat/Epikat| 4,847 Flavon
50 mM PFOA | 5,931 | Kat/Epikat | 9,744 X 9,841 X 10,222 | 7-hydroxyflavon
75 mM PFOA | 7,274 Rutin 7,576 | Hesperetin | 7,665 | Naringenin | 8,566 X

Migracni ¢as piku (min)

Koncentrace 5. pik 6. pik 7. pik 8. pik

Cas standard ¢as standard cas standard cas standard
10 mM PFOA | 7,018 | Chlorogen. k. | 7,389 | Galova/Syring. | 7,852 | p-kumarova | 7,960 | Vanilova k.
20 mM PFOA | 6,513 X 6,668 | 7-hydroxyflav. | 6,751 | Naringenin | 7,741 X
50 mM PFOA | 10,957 X 11,773 | p-kumarova k. |12,130| Vanilova |12,788|4-hydroxyk.
75 mM PFOA | 8,676 | 7-hydroxyflav. | 9,080 | p-kumarova k. | 9,278 | Vanilova | 9,470 X

Migracni ¢as piku (min)

Koncentrace 9. pik 10. pik 11. pik 12. pik

¢as standard Cas standard Cas standard ¢as standard
10 mM PFOA | 8,347 | 4-hydroxykum. | 8,461 | Galova k. | 8,650 |4-hydroxyb. |10,343| Salicylova k.
20 mM PFOA | 8,254 | p-kumarova k. | 8,405 | Vanilova k. | 8,575 X 8,778 | 4-hydroxykum.
50 mM PFOA | 13,726 | 4-hydroxybenz. | 14,024 | Galovak. | 17,664 | Salicylova X
75 mM PFOA | 9,786 | 4-hydroxykum. | 10,304 | Galova k. |12,481| Salicylova X

Migracni ¢as piku (min)
Koncentrace 13. pik 14. pik
¢as standard ¢as standard

10 mM PFOA X X
20 mM PFOA 9,195 X 10,809 Salicylova k.
50 mM PFOA X X
75 mM PFOA X X




Tabulka 64: Zdanlivé pohyblivosti pro smés deviti fenolickych kyselin a deseti flavon
v PFOA s ptidavkem 10 % MeOH.

Zdanliva pohyblivost (* 10~* cm?V~-1s1)
Koncentrace
1. pik | 2. pik | 3. pik | 4. pik | 5. pik | 6. pik | 7. pik | 8. pik | 9. pik | 10. pik | 11. pik | 12. pik | 13. pik | 14. pik
10mMMPFOA | 416 | 275 | 2,71 | 266 | 249 | 2,37 | 223 | 220 | 2,10 | 2,07 2,02 1,69 X X
20mM PFOA | 391 | 3,83 | 3,75 | 361 | 269 | 2,62 | 259 | 2,26 | 2,12 | 2,08 2,04 1,99 1,90 1,62
SOmMMPFOA | 295 | 180 | 1,78 | 1,71 | 160 | 1,49 | 144 | 137 | 1,27 | 1,25 0,99 X X X
/SmMMPFOA| 241 | 231 | 228 | 204 | 202 | 193 | 189 | 185 | 1,79 | 1,70 1,40 X X X




