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Abstrakt

Elektroosmoticky tok je dulezitym faktorem v kapilarni elektroforéze. Jeho
modifikaci Ize ovlivnit rozliSeni a dobu trvani separace. Jednim z moznych zpiisobu
modifikace elektroosmotického toku je dynamické pokryvani vnitiniho povrchu kapilary.
Cilem préce bylo otestovat, zda je néktery ze zkoumanych vzorkii kladné nabitych kotev
schopny poskytnou pokryti vhodné pro pouziti v kapilarni elektroforéze. Nejprve byly
provedeny experimenty s neopentylovymi kotvami PK 1291, PK 941, PK 1300
a PK 1294 pomoci ¢tyf riznych metod pokryvéni. Ziskana pokryti vykazovala schopnost
potlacovat elektroosmoticky tok. Jednotlivé kotvy se mezi sebou vyrazné liSily ve
stabilité jednotlivych pokryti. Nejlépe se z této skupiny osvédcila PK 941. Nasledné byla
provedena méfeni 1 s cyklodextrinovou kotvou PK 1281. S touto kotvou bylo dosazeno
nejzajimavejSich vysledkt. Bylo zjisténo, ze v zavislosti na pouzitém zakladnim pufru
azvolené metod¢ tvorby pokryti lze stouto kotvou dosdhnout otofeni sméru

elektroosmotického toku, ¢i jeho az témét tiplného potlaceni.

Klicova slova: kapilarni elektroforéza, elektroosmoticky tok, dynamické pokryvani

kapilar, kladn€ nabité kotvy.



Abstract

Electroosmotic flow plays a crucial role in capillary electrophoresis, as it can
impact both the resolution and duration of the separation process. Altering the
electroosmotic flow can be achieved through dynamic coating of the inner capillary
surface. The primary objective of this work was to investigate the potential of various
positively charged anchors in providing a suitable dynamic coating for capillary
electrophoresis. At first, experiments were carried out with neopentyl anchors PK 1291,
PK 941, PK 1300 and PK 1294 using four different coating methods. Obtained coatings
demonstrated the ability to suppress the electroosmotic flow, although the stability of the
obtained coatings varied significantly among the individual anchors. PK 941
demonstrated the most promising results within this group. Subsequently, measurements
were also performed using the cyclodextrin anchor PK 1281, which yielded the most
favorable outcomes. It was observed that depending on the background electrolyte and
the chosen coating method, this anchor could either reverse the direction of the

electroosmotic flow or nearly completely eliminate it.

Key words: capillary electrophoresis, electroosmotic flow, dynamic capilary coating,

positively charged anchors.
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

CZE
HPLC
GC
EOF
MEKC
MEEKC
BGE
CE

CG
NA
CA

HUe

UgoFr

RSD

kapilarni zonova elektroforéza

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

plynova chromatografie

elektroosmoticky tok

micelarni elektrokinetickd kapilarni chromatografie
mikroemulzni elektrokinetickd chromatografie
zakladni elektrolyt

kapilarni elektroforéza

funk¢ni skupina vhodna pro click reakce
neopentylova kotva

cyklodextrinova kotva

elektroforeticka mobilita
mobilita elektroosmotického toku
zeta potencial

relativni smérodatna odchylka



1 Cil prace

Cilem této bakalaiské prace je otestovat potencialni vhodnost pokryti vnitini stény
kiemenné kapilary v CZE. Testovano bude n€kolik metod ptipravy dynamického pokryti
z celkem péti kladné nabitych kotev, pfiCemz Ctyfi znich patfi do skupiny kotev
neopentylovych ajedna do kotev cyklodextrinovych. Stabilita jednotlivych pokryti
a jejich schopnost potlacovat elektroosmoticky tok bude testovana opakovanym méfenim
mobility elektroosmotického toku. Na zaklad¢ ziskanych dat bude dale zkoumano, zda
neexistuje korelace mezi chovanim trojice neopentylovych kotev, jejichz chemické

struktury se od sebe li$i pouze v po¢tu navazanych kladné nabitych aminoskupin.



2 Teoreticka cast

2.1 Historie kapilarni elektroforézy

Kapilarni elektroforéza je analyticka metoda zaloZena na separaci nabitych Céstic
v elektrickém poli na zaklad¢ jejich rozdilnych -elektroforetickych mobilit. Prvni
experimenty v oblasti elektroforetickych méteni se datuji az ke konci 19. stoleti. V roce
1937 Arnes Tiselius sestavil prvni elektroforetickou aparaturu a pouzil ji k separaci
proteinti krevniho séra [1]. V roce 1948 za svoji praci obdrzel Nobelovu cenu. Na Tiselia
navazal Stella Hjertén, ktery ke konci 60. let dvacatého stoleti predstavil prvni model
kapilarni elektroforézy [2]. VEtSi pozornosti se této metodé ale dostalo az po roce 1981,
kdy J. W. Jorgenson a K. D. Lukacsova publikovali vysledky svych méfeni za vyuziti
kapilar z kfemenného skla [3]. V 90. letech dvacatého stoleti zacal vyvoj kapilarni
elektroforézy na mikro€ipech. Jako prvni o této formé publikovali Manz a kol. [4]. Diky
miniaturnim rozmérim je tato forma vyhodnad zejména kvuli nizké spotiebé vzorku

a potfebnych reaktantti, vysoké piesnosti a dob¢ trvani separace v fadu desitek sekund.

2.2 Instrumentace
Zakladni instrumentace kapilarni elektroforézy zahrnuje zdroj vysokého napéti,

kapilaru, detektor a zafizeni pro zpracovani ziskanych dat. Obecné schéma zapojeni

shrnuje Obr 2.1.
Ziskanddata | | ¢ N A
@ Detektor @

EOF

Vialky se vzorky

Vialka Vialka
s pufrem s pufrem
Zdroj
vysokého napéti

Obr. 2.1 — Schématické zapojeni kapilarni elektroforézy. Pievzato a upraveno z citace [5].

Zdroj vysokého napéti je pfipojen svymi konci k elektrodam, které vytvari
potifebné elektrické pole. lonty nasledné putuji kapildrou, ve které dochazi k samotné

separaci. Mnozstvi vzorku pouZit¢é pro méfeni je malé, zpravidla mens$i nez
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2 % z celkového objemu pouzité kapilary. Davkovani Ize uskutecnit bud’ hydrostaticky
(gravitace, tlak ¢i vakuum) nebo elektromigracné. Kapiléra je nejprve promyta roztokem
pufru, nasledn¢ je vialka spufrem vyménéna za vialku se vzorkem a vzorek je
nadavkovan. Po nadavkovani se aparatura vrati do ptivodniho stavu. Ionty jsou nésledné
unaseny kapilarou pomoci elektroosmotického toku a separovany na zéklad¢é rozdilné
elektroforetické mobility. Separované analyty jsou detekovany na konci kapilary nebo
v jeho blizkosti detektorem. Lze vyuzit naptiklad UV/Vis absorp¢nich detektora,

fluorescencnich detektort a hmotnostni spektrometrie [6].

2.3 Princip kapilarni elektroforézy

Kapilarni  zénova  elektroforéza (CZE) je jedna znejjednodussich
elektroforetickych metod. Vynika svoji rychlosti, pfesnosti a selektivitou. V mnohém se
podobé chromatografickym metoddm HPLC a GC. Lisi se vSak mistem separace, kdy
misto chromatografické kolony je pouzita kapilara. Instrumentace je jednodussi
a levné&jsi, neni potfeba vysokotlakych Cerpadel. Analyty samovolné putuji kapilarou
v piitomnosti  elektrického  pole  diky  jejich  elektroforetické  mobilité

a elektroosmotickému toku (EOF) [7].

CZE se pouziva na separaci nabitych castic, kationtli ¢1 aniontd. Pro separaci
nenabitych analytl je tato metoda nevhodni. Zminénou problematikou se zabyval
Shigeru Terabe, ktery za pomoci micelarni elektrokinetické kapildrni chromatografie
(MEKC) byl schopen vyuzit micely k efektivni separaci neutralnich analytd [8]. Dalsi
moznosti je vyuziti mikroemulzni elektrokinetické chromatografie (MEEKC), kdy se pro

separaci analytl vyuzivaji pufrované mikroemulze, jak publikoval H. Watarai [9].

2.3.1 Elektroforeticka mobilita

Pohyb iontli v elektrickém poli je charakterizovan jejich elektroforetickou
mobilitou p,. V ptipade, ze elektricka sila, kterd urychluje ¢astici v elektrickém poli, se
vyrovna treci sile prostiedi, kterd pohyb ¢astice brzdi, 1ze psat:

__1 &)
6mnr;

He

Kde g je naboj, n dynamické viskozita a r; hydratovany polomér iontu. Mezi ionty
o stejném rozméru se bude k dané elektrodé nejrychleji pohybovat iont o nejvysSim

naboji. V ptipad¢ shody velikosti nabojii bude nejrychlejsi pohyb u iontu o mensim
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hydratovaném poloméru. Celkova mobilita daného iontu v kapilaie odpovida souctu jeho

elektroforetické mobility p, a mobility elektroosmotického toku pgpr:
1= Ue + Ugor 2

Na tomto principu funguje vlastni separace analyti. Ionty jsou unaseny za pomoci EOF
skrze kapilaru od anody ke katod¢. Zaroven se pohybuji smérem k elektrodé s opacnym
nabojem. Jelikoz je vSak mobilita EOF zpravidla vétsi nez elektroforetickd mobilita
jednotlivych iontii, jsou vSechny analyty unaSeny smérem ke katod¢€. Pohyb ionti
v souhlasném smeéru s elektroosmotickym tokem se urychli, zatimco pohyb ionta
v opacném sméru se zpomali. V disledku toho kationty dorazi k detektoru prvni,
nasledované neutralnimi molekulami a az poté anionty [10]. VySe popsany princip

separace shrnuje Obr. 2.2.

EOF
—_—

A S

Anoda N _ Katoda
+ 000G ;f Oee -
N

S b B o o

¥~ sttna kapildry

Obr. 2.2. — Znazornéni principu separace iontd v kapilarni zonové elektroforéze. Prevzato
a upraveno z citace [11].

Dalsi dllezity faktor ovlivilujici separaci je teplota. Jak vyplyva z Rovnice 1,
elektroforetickd mobilita je zavisld na viskozité, kterd je funkci teploty. Pro zlepSeni

opakovatelnosti méteni je tedy tfeba temperovat aparaturu na konstantni teplotu [12].

2.3.2 Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok (EOF) nebo také elektroosmoza je termin oznacujici tok
kapaliny v kontaktu s pevnym povrchem za piitomnosti elektrického pole. V piipade
potieby lze EOF omezit &i uplné odstranit. Casto je viak jeho piitomnost zadouci. Pokud
je smér toku EOF stejny jako smér pohybu analyt, dochdzi k urychleni jejich pohybu
a zkraceni doby separace. Pokud je smér toku opacny, dochazi k zpomaleni pohybu, ale

zlepseni rozliseni [13].
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Diilezitym faktorem ovliviiujicim EOF je samotny material kapilary. NejCastejsi
moznosti  jsou kapilary ztaveného kiemene, Ize ale pouzit napiiklad
1 polytetrafluorethylen, jak publikoval Macka a kol. [14]. Povrch kiemennych kapilar je
pokryt silanolovymi skupinami —SiOH. V zavislosti na pH dochézi k disociaci a tvorbé
zaporn¢ nabitych skupin —SiO~. Sténa kapilary tim ziskd zaporny ndboj a s kationty
v roztoku vytvaii elektrickou dvojvrstvu. Vrstva blize ke sténé kapildry je k ni pevné
vazana elektrostatickymi silami (kompaktni vrstva), interakce se vzdalené;jsi vrstvou jsou
slabsi (difuzni vrstva). V ptritomnosti elektrického pole jsou slabé interakce mezi difuzni
vrstvou a sténou kapilary zpfetrhany a vrstva se spolu s ostatnimi kationty v roztoku

zacne pohybovat smérem ke katod¢ [10]. Schéma pro tento pfipad je znazornéno na
Obr. 2.3.

Sténa kapilary

1 1T 1T 1 17 17T 1T 1T 1T T
Si0” Si0" Si0° Si0° Si0” Si0” Si0° 8iQ° Si0” Si0” Si0” Si0°
Kompaktni vrstva — q.',._':‘_:,.‘_:. CED C_'_Z:)

Difuzni vrstva —s @ @ ® @ @

Separovany roztok

»

Smer pohybu

Obr. 2.3 — Schéma principu vzniku elektroosmotického toku v kiemenné kapilate. (N = neutralni
analyt) Pfevzato a upraveno z citace [10].

EOF je ovlivnén fadou faktorti. Jednim z nich je zeta potencial, &.

_ e G
UEoF 4

Kde 7n je viskozita, ugor mobilita elektroosmotického toku a € je permitivita pufru.
Rovnice 3 dokazuje, ze EOF je ovliviiovan ¢ a je tedy ovlivilovan stejnymi faktory. Zeta
potencial zavisi na slozeni povrchu kapilary a iontové sile. Cim vétsi je iontova sila pufru,
tim mensi je tloustka elektrické dvojvrstvy a tim mensi je &. VétSi koncentrace
silanolovych iontl na povrchu kapilary vede ke zvySeni zeta potencidlu. Naboj stény
kapilary zavisi na pH prostfedi, které ovliviiuje, jak velkd ¢ast silanolovych skupin je

disociovana. Se zvySujicim se pH nartsta 1 EOF. Tato zavislost plati do okamziku, nez
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dojde k disociaci vSech pritomnych silanolovych skupin (dosaZzeni maximalni rychlosti),

dale se rychlost nezvysuje [15].

Vliv na EOF maji i pfidavky organickych slouc¢enin do pouzitého pufru. Dochazi
tim ke zméné viskozity, pH a iontové sily daného pufru, coz zplisobi zménu mobility
elektroosmotického toku. Jak publikoval Yang a kol [16] pro snizeni EOF lze vyuzit

acetonitril, methanol, ethanol, propanol, ¢i isopropanol.

V piipadé potieby lze upravit rychlost a smér EOF pomoci dynamického nebo
statického pokryti vnitinich stén kapilary kationogennimi detergenty nebo polymery.
Vlastnosti pokryti lze pozorovat pomoci zkoumani c¢asového vyvoje EOF v sérii
opakovanych méfeni za danych podminek. Samotna méteni Ize provadét mnoha zptisoby.
Nejbeéznéjsim je pouziti neutrdlniho markeru, ktery nevykazuje vlastni elektroforetickou
mobilitu a znaméfeného migra¢niho Casu Ize nasledné stanovit hodnotu EOF. Jako
vhodné markery mohou poslouzit naptiklad thiomocovina [17], akrylamid
a benzylalkohol [18], dimethylsulfoxid ¢i aceton [19]. Z neptimych metod stoji za zminku
vahoveé méfeni publikované van de Goorem a kol. [20] kdy je EOF vypocitan skrze vazeni
vytoku z kapilary. Pokud je hodnota mobility EOF velmi nizka, 1ze pouZit nepfimou
metodu vyuzivajici markert, dle Williamse a Vigha [21]. Metoda se sklada z nékolika
krokd, které jsou znazornény na Obr. 2.4. Nejprve jsou nadavkovany dvé zon markeru
oddélené isekem BGE. Nasledné je na kapilaru vlozeno napéti, diky némuz se ob€ zony
rozpohybuji rychlosti EOF. Poté je nadavkovana tieti zona markeru a vSechny zony jsou
nasledn¢ tlakem protlaceny pies detektor. EOF je uren z rozdili v retenc¢nich ¢asech

mezi jednotlivymi piky.

Detektor
Nl
A I Naddviovini neutralniho markern
Nl M2
s foreticka separac
E CD I ' O Eletroforeticks separace
N1 3
B I EOF
Ny N2 N3
I I ] Nadavkovani nentralntho marker
1 N1
& I
Ni Nz N3
I I l Transport zon pfes detektor
za pomoct tlakm
n NI N2
D i
i
H

Obr. 2.4 — Nepiima metoda stanoveni rychlosti EOF dle Williamse a Vigha, ptevzato a upraveno

z citace [21].

14



2.4 Priklady vyuziti kapilarni elektroforézy
Kapilarni elektroforéza se t€si velké oblibé zejména kvili své jednoduchosti,
rychlosti, efektivit¢ separace a nizké spotfebé vzorkového materidlu. Velké vyuziti

nachdzi hlavné v oblasti forenznich véd a klinické mediciny.

Tagliario a kol. [22] dokazali vyuzit CZE pro identifikaci morfinu (hlavniho
metabolitu heroinu) a kokainu ze vzorku vlasii dlouhodobé zévislych jedinct. Vlasy byly
ponechany inkubovat pies noc v roztoku 0,25 M HCI za teploty 45 °C. Nasledujici den
byla provedena separace v kfemenné kapilare v 0,05 M boratovém pufru (pH 9,2)
a vlozeném napéti 15 kV. Detekce byla provedena UV detektorem pii vinovych délkach
214 nm pro morfin a 238 nm pro kokain. Ob¢ latky soucasné Slo detekovat za cenu
hor$iho rozliSeni pfi 200 nm. Metodou bylo mozno stanovit az 0,15 ng/mg kokainu
a morfinu z pouZitého vzorku vlasii o hmotnosti 100 mg. Obdobna méfeni byla provedena
i s metodou MEKC. Tato metoda umoznuje separaci vétSiho mnozstvi riznych slozek nez

CZE, avsak za cenu nizsi citlivosti [23].

Soliman a kol. [24] separovali zmoci sarkosin od jeho isomerli a-alaninu
a f-alaninu. Sarkosin by mohl slouzit jako jeden z moZnych markerti pro rakovinu
prostaty. V tomto piipadé by mohla jeho v€asna detekce napomoci potencidlni 1écbe.
CE separace byla provedena v kapilafe pokryté polyethyleniminem s roztokem
0,2% kyseliny mravenc¢i v 50% methanolu. Vzorek moci byl pred experimentem
pfipraven extrakci na pevnou fazi. Vysledné elektroferogramy vykazovaly velmi dobrou

separaci sarkosinu od jeho izomert.

Casto zneuzivané drogy metamfetamin a amfetamin detekovali v mo&i pomoci CE
Kuroda a kol. [25]. Vyuzita byla CZE a MEKC s UV detekci a detekci pomoci laserem
indukované fluorescence. Méfeni vykazovala velmi vysokou citlivost. Pro metamfetamin
za vyuziti UV detekce pomoci CZE se limit detekce pohyboval mezi 48-72 fmol/nastfik,
za vyuziti MEKC 85-191 fmol/néstiik s Casem separace okolo 15 minut. Pfi pouZiti
laserem indukované fluorescence byla citlivost jeste vyssi, zejména pro amfetamin, a to

az tisickrat. AvSak doba separace se prodlouzila na pfiblizn€ 45 minut.

Kapilarni elektroforéza byla vyuzita i pro detekci nosict kysliku na bazi
hemoglobinu (HBOCs), jak demonstrovali Staub a kol. [26] Tyto latky zlepSuji roznaseni

kysliku krevnim fecistém a daji se proto vyuzit jako forma dopingu mezi vrcholovymi
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sportovci. Aby doSlo k znatelnému zvySeni vykonnosti, musi se koncentrace
hemoglobinovych proteinil v krvi zvysit o 5 %, coZ je u primérného trénovaného ¢lovéka
pfiblizné 8 g/l. Toto mnozstvi tedy odpovida pozadované citlivosti vyuZzitelné metody.
Zminéna metoda dosahla limitu detekce 2 g/l. Separace byla provedena v kiemenné
kapilafe o efektivni délce 56 cm a priméru 75 pm s UV/Vis detekei pfi vinové délce
415 nm. Jako BGE byl pouzit 75SmM mravenc¢an sodny (pH 9,5). Jako vzorek pro separaci

byl pouzit vzorek plasmy obohaceny o Oxyglobin® nafedény vodou v poméru 2:1.

2.5 Modifikace vnitini stény kapilary

Vnitini sténu kapilary pouzité ke kapilarni elektroforéze 1ze modifikovat pokrytim
riznymi druhy materialt. K tomuto kroku se ptistupuje zejména kviili zamezeni interakce
analyti se sténou kapildry. Silanolové skupiny na povrchu kfemenné kapilary mohou
ptispét k adsorpci kladné nabitych analytl. Disledkem tohoto jevu muze vzniknout
nezadouci rozsifeni zon analytl, snizeni reprodukovatelnosti separace a v krajnich
ptipadech az ¢astecné ¢i Gplné znepriichodnéni kapilary. Nejcastéji jsou takto ovlivnény
bazické proteiny [27]. Modifikaci vnitfnich stén kapilary dochazi i k ovliviiovani
elektroosmotického toku. Modifikace EOF ma vliv na celkovy Cas separace a rozliSeni
Jednotliva pokryti lze rozttidit do tii skupin — dynamické, statické a hybridni, v zavislosti

na pfilnuti pouzitého materialu ke sténé kapilary [28].

2.5.1 Ovlivhovani elektroosmotického toku pomoci pokryti kapilar
Elektroosmoticky tok muze byt modifikovan fadou zptsobli. Mensich zmén lze
dosahnout Upravou iontové sily €1 viskozity zakladniho elektrolytu. Znateln€j$i zasah
zptsobi zména pH zakladniho elektrolytu, kterd miize EOF velmi vyznamné modifikovat
¢i az uplné potlacit. Tato metoda ovSem casto neni vhodnd vzhledem k potiebnym
podminkam uspé$né separace. Urcité analyty mohou vykazovat rizné chovani pii
odlisnych hodnotéach pH [29]. Nejcastéji se proto uchyluje k upravé EOF pomoci pokryti
vnitini stény kapilary. Vzniklad pokryti musi byt dostatecné stabilni, aby ustdla beze

zmény méfeni za rozli¢nych podminek [30].

2.5.2 Dynamické pokryti kapilar
Dynamické pokryti je zaloZzeno na sekundarnich adsorpcnich interakcich mezi

pouzitou latkou a wvnitini sténou kapilary. Jeho vyhody jsou cenova dostupnost
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ajednoducha a rychld aplikace. Pokryti se nanasi proplachnutim kapilary roztokem
pozadované latky. V pfipad¢ potteby lze pomérné snadno odstranit promytim kapilary
roztokem NaOH ¢i HCI. Nevyhodou dynamického pokryti je jeho omezend zivotnost.
Pro zabranéni vymyvani je tfeba pokryti pravidelné¢ obnovovat bud’ ptidanim malého
mnozstvi pouzité latky do zdkladniho elektrolytu nebo pomoci pravidelného promyvani

kapilary roztokem pouzité latky pfed zapoc¢nutim nového méteni [31].

Mezi nejpouzivanéj$i materidly pro dynamické pokryti se fadi polymery.
V zévislosti na jejich naboji Ize pozorovat rizné modifikace EOF. Zaporné nabité
polymery jako dextran sulfat [32] EOF urychluji a zkracuji dobu separace. Nenabité
polymery EOF potlacuji, lze mezi né zafadit napiiklad polyvinylalkohol [33],
polyethylenoxid [34] nebo kopolymery akrylamidu [35]. Kladné nabité polymery,
naptiklad polyaminy [36], ota¢i smér EOF, jsou proto vhodné zejména na separaci

aniontt [28].

Dalsi skupinou latek, vhodnou pro dynamické pokryti, jsou kationogenni
povrchové  aktivni  latky, napiiklad cetyltrimethylamonium  bromid ¢i
tetradecyltrimethylamonium bromid [37]. Obraci smér EOF, vyuZivaji se na analyzu
aniontll. Funguji na principu agregace, jsou proto siln¢ zavislé na koncentraci zakladniho

elektrolytu a pfipadnych organickych ptimésich [31].

2.5.3 Statické pokryti kapilary

Permanentni pokryti je zaloZeno na kovalentnich vazbach mezi vnitini sténou
kapilary a latkou pouZitou pro vytvoreni pokryti. Slouzi k efektivni modifikaci EOF
a zamezeni adsorpci analytu na sténu kapilary. Hlavni vyhodou je vysoka stabilita. Jeho
Zivotnost je v porovnani s dynamickym pokrytim vyrazné€ vyssi a neni tteba jej prubézné
obnovovat. Nevyhodou je ¢asove€ naro¢na ptiprava a snizena reprodukovatelnost. Tvorba
permanentniho pokryti lze popsat tfemi zakladnimi kroky — prvotni upravou stény

kapilary, silanizaci a kovalentnim navdzanim pozadovaného polymeru [28].

V prvnim kroku dochazi k ocisténi stény kapilary a aktivaci funkénich skupin
potiebnych v nésledujicich reakcich. To je provedeno postupnym promyvanim pomoci
roztoki NaOH a HCI. Pro zlepSeni vysledkii nasledné silanizace je vhodné odstranit vodu
ze stén kapilary pomoci vysouSeni [38]. V prubéhu silanizace dochdzi k reakci

silanolovych skupin na povrchu kapilary s funkéni skupinou pouZit¢tho monomeru.
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V poslednim kroku se navazané monomery pfeméni na radikdly pomoci iniciatora
a vytvofi polymerni fetézec. Nejbéznéjsi postup tvorby statického pokryti publikoval

Hjertén [39] za vyuziti monomeru 3-(trimethoxysilyl)propyl methakrylatu.

Tvorba statického pokryti z monomernich jednotek je naro¢ny proces o mnoha
krocich. Samotna polymerizace nemiize dosahnout 100 % vytézku, nezreagované
monomery mohou tedy ziistat zachyceny uvniti vzniklé polymerni vrstvy. Samotna
polymerizace neprobihd jen na povrchu kapilary ale i v roztoku pfitomném uvnitt
kapilary. Tyto jevy jsou pfi¢inou nerovnomeérné tloustky vzniklého pokryti [28].
Malik a kol. [40] publikovali metodu, kterd obchézi tento komplikovany proces. Kapilara
je na pocatku naplnéna roztokem, ktery obsahuje misto monomeru jiz pozadovany
polymer, inicidtor a povrchové derivatizacni Cinidlo. Vrstva polymeru je nasledné

uchycena na povrchu kapilary rychlym zvySenim teploty.

Vyuziti silanizace pro navazani monomernich jednotek na sténu kapilary ma i své
nevyhody. Vzniklé vazby Si-O-Si nejsou stabilni za vysokych hodnot pH.
Cobb a kol. [41] vyuzili Grignardovych ¢inidel a nahradili tyto vazby za stabilnéjsi Si-C
vazby. Vysledné pokryti mélo vysokou stabilitu v rozsahu pH 2,3-9,2 s vysokou mirou

reprodukovatelnosti.

2.6 Kladné nabité kotvy

Kladn¢ nabité kotvy jsou latky s jednim nebo vice permanentnimi kladnymi naboji.
Tyto slou€eniny lze vyuzit k navazani aktivni organické molekuly na negativné nabité
pevné latky. Princip navazani a syntéza samotnych kotev byly patentovany Kasalem
a Jindrichem [42]. Samotné navazani se sklada ze tii krokl. Nejdiive dojde k syntéze
kotvy s 2-24 pozitivnimi naboji. Vznikla kotva obsahuje funkéni skupiny vhodné pro
click reakce (CG), nejcastéji se vyuziva propargylova ¢i allylova skupina. Nasledn¢ se
vhodna organickd molekula navaze pomoci click reakce [43] kovalentni vazbou na
ptipravenou kotvu. Takto vznikly modifikator se poté elektrostaticky navdze na pevny
povrch. Samotné aplikace je pomérne jednoduchd, sta¢i vhodny povrch ponofit do
roztoku modifikéatoru. Dalsi vyhodou je velkd sila vzniklych vazeb. K jejich naruseni

dochazi pouze pti proplachovani 50% kyselinou mravenci [42].

Kotvy lze rozdélit do dvou kategorii podle jejich obecné chemické struktury.

Zakladem neopentylovych kotev (NA) je neopentanova kostra, na kterou jsou navazany
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1-3 funk¢ni skupiny s kladnym nabojem. Nejcastéji se pouzivaji aminové skupiny. Dalsi
soucasti je skupina vhodna pro click reakce, slouzici k navazani pozadované organické
molekuly. Propargylova skupina se pouziva pro reakci se slouceninami obsahujicimi
azidovou funkéni skupinu. Allylova skupina je vhodna zejména pro navazani thioll.
Cyklodextrinové kotvy (CDA) obsahuji cyklodextrin, ktery umoziiuje soucasné navazani
vice neopentylovych kotev (6-8). Diky vétSimu mnozstvi kladnych naboji (6-28) je
vyslednd vazba k negativné nabitému povrchu mnohem silnéjsi. Nevyhodou je mozna
destabilizace molekuly z diivodu blizkosti kladnych nabojli. Vyuziva se proto anionti,
naptiklad jodidi ¢i chloridd, na jejich kompenzaci. Dalsi vyhodou cyklodextrinovych
kotev je mozZnost navazani vice organickych molekul diky pfitomnosti az 16 CG [42].
Schéma obecné struktury vysledného modifikdtord je znazornéno na Obr. 2.5.

Z praktickych vyuziti CDA stoji za zminku chromatografické separace enantiomert [44].

~

1 nebo 1..16

multiplikator

modifikator povrchu
> negativné nabité

pevné latky

nabitd
kotva

g Anebo 6.8 : J

Obr. 2.5 — Schéma chemické struktury modifikatoru pouzitého k navézani aktivnich organickych

molekul (A) na negativné nabitou pevnou latku. Pfevzato a upraveno z citace [42].

Mezi vhodné negativné nabité pevné povrchy patii zejména materidly s —SOzH
skupinou (Nafion®, ionexy) a materialy s —SiOH skupinou (silikagel, zeolity ¢i kiemenné
sklo). Lze vyuzit i materiald, které jsou samy o sobé nenabité a negativni ndboj ziskaji az

po upravé, naptiklad sulfonaci [42].
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3 Experimentalni ¢cast
3.1 Chemikalie

e Deionizovana voda pfipravena systémem MiliQ (Millipore, USA)

e Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p.a. (Lach-Ner, Ceska republika)

e Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat p.a. (Lachema, Ceska republika)
e Hydroxid sodny 1 mol/dm? (Agilent Technologies, Némecko)

e Thiomocovina 99% (Sigma-Aldrich, USA)

e Tetraboritan sodny dekahydrat p.a. (Lachema, Ceska republika)

e HEPES >99,5% (Carl Roth, Némecko)

3.2 Instrumentace

e Analytické vahy Precisa 262 SMA-FR (Precisa, Svycarsko)

e Automatické pipety (Socorex, Svycarsko)

e Kapilarni elektroforéza 1600 CE s DAD detektorem (Agilent Technologies,
Némecko)?

e Kiemenna kapilara s vnéjsi vrstvou polyimidu, vnitini primér 50 pm, délka
33 cm, efektivni délka 24,5 cm (Polymicro Technologies, USA)

e pH metr Jenway 3540 (Jenway, UK)

e Ultrazvukova lazenn Elmasonic S 15 (Elma, Némecko)

3.3 Vzorky kotev

Kotvy byly poskytnuty doc. RNDr. Jindfichem Jindfichem, CSc. z katedry
organické chemie Pfirodovédecké fakulty UK. Pro experimenty bylo pouZito celkem
5 kotev — 4 NA a 1 CDA. Trojice kotev PK 1291, PK 941 a PK 1300 se lisila v poctu
navazanych kladné nabitych aminoskupin. Pfi experimentech bylo kromé samotnych
vlastnosti pokryti sledovano, zda rozdilny pocet aminoskupin néjakym zpisobem
ovliviiyje vysledna pokryti. Kotva PK 1294 méla na neopentanovou kostru navazana tii
kladn¢ nabitd pyridinovd jadra. Kotva PK 1281 byla jedinym zastupcem
cyklodextrinovych kotev. Podrobné chemické struktury vSech zkoumanych latek jsou

znazornény v piislusnych kapitolach nize u diskuse vysledkd.
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3.4 Dynamické pokryvani kapilar

Dynamické pokryvani kapilar bylo provadéno v kiemenné kapilafe o vnitinim
pruméru 50 um, délce 33 cm a efektivni délce 24,5 cm. Byly pouzity vodné roztoky kotev
o koncentraci 1 mg/ml. Na zacatku kazdého dne méfeni byla kapildra nejprve
proplachnuta roztokem NaOH o koncentraci 1 mol/dm?® po dobu 10 minut a nasledné
deionizovanou vodou po dobu 10 minut. Pro naneseni pokryti byly vyuzity ¢tyii zptusoby,
které jsou podrobné&ji popsany nize (Metoda I — Metoda IV). Po pokryti kapilary
nasledovalo samotné méfeni mobility EOF v sekvenci opakovanych méfeni. Pfi zméné

pufru ¢i pouzité kotvy byla kapilara vzdy vyménéna za novou.

Metody pokryti kapilary

Metoda I — Jednordzové proplachnuti kapilary roztokem kotvy po dobu 10 minut.

Metoda II — Proplachnuti kapilary roztokem kotvy po dobu 1 minuty pted kazdym

méfenim.

Metoda III — Jednorazové proplachnuti kapilary roztokem kotvy po dobu 10 minut.
Nasledné aplikace napéti 20 kV s obéma konci kapildry ponofenymi v roztoku
kotvy po dobu 10 minut. Nakonec jednorazové proplachnuti kapilary

deionizovanou vodou po dobu 5 minut.

Metoda IV — Proplachnuti kapilary roztokem kotvy po dobu jedné minuty,
nasledné aplikace napéti 20 kV s obéma konci kapilary ponofenymi v roztoku
kotvy po dobu 10 minut a proplachnuti deionizovanou vodou po dobu 1 minuty.

Cely postup byl opakovan pied kazdym métenim.

3.5 Meéreni stability EOF v dynamicky pokrytych kapilarach

Jako BGE byly pfi provedenych métenich pouZity celkem tii pufry — boratovy
pufr (10mM Na>B4O7, pH = 8,5) o koncentraci 10 mmol/l, fosfatovy pufr o koncentraci
10 mmol/l (pH =7,0) a 10 mM HEPES upraveny ptidavkem NaOH na pH = 7,0. VSechny
tyto pufry jsou béZzné pouzivany v CZE a byly vybrany kvili jejich odliSnym vlastnostem.
Fosfatovy pufr jako zastupce pufrii anorganickych, HEPES jako zéastupce organickych
pufrt z kategorie Goodovych pufri a boratovy pufr jeho dalsi zastupce anorganickych
pufrii vyznacujici se schopnosti vytvaret vétsi aniontové klastry. Kapilara byla vybranym

BGE promyvana pfed kazdym meétenim tlakem 95 kPa po dobu 150 vtefin
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(Metoda I — IIT) nebo 120 vtefin (Metoda IV). Jako neutralni marker pro méfeni mobility
EOF byla pouzita thiomocovina o koncentraci 0,1 mg/ml. Thiomoc¢ovina byla do kapilary
nadavkovéana hydrodynamickym tlakem 5 kPa po dobu 5 vtefin. Nésledn¢ bylo na
kapilaru vlozeno stejnosmérné napéti 20 kV. Aparatura byla po celou dobu méteni
temperovana na teplotu 25 °C. Maximalni Casovy rozsah méieni byl stanoven na
15 minut. Vysledné elektroferogramy byly zaznamenany pii vinové délce 200 nm
a 254 nm. Tento postup byl aplikovan pii méfeni mobility EOF v pokryté i nepokryté
kapilare.

Hodnota mobility EOF byla vypoctena znaméfenych migracnich cast
thiomocoviny podle Rovnice 4.

l.- 1, 4)
U - tenio

Ugor =

Kde tgor je hodnota mobility EOF [m? - V™1 -s71], I, je celkova délka kapilary [m],
l, je efektivni délka kapilary [m], U je vlozené napéti [V], a t;p;, migracni Cas

thiomocoviny [s].
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Vybér nejvhodnéjSich materialti pro tvorbu pokryti kapilar
Vsechna testovana pokryti byla pfipravena pomoci jedné z metod popsanych vyse
v kapitole 2.4. Byla sledovéana efektivita potlaceni EOF u jednotlivych pokryti a také
jejich stabilita. Hodnota mobility EOF byla ziskana z migrac¢nich ¢asti thiomocoviny.
Jednotlivé experimenty byly provadény v sérii s 20 nebo 40 opakovanimi, aby bylo
mozné sledovat chovani vzniklych pokryti i v delsim ¢asovém rozsahu. Ziskana data byla
rozdélena do tfi az Sesti usekli v zavislosti na po¢tu opakovani, a to konkrétné¢ méteni
laz5, 8 az 12, 16 az 20, 22 az 26, 28 az 32 a 36 az 40. Pro kazdy usek byl nasledné
vypocitan medidn, smérodatna a relativni smérodatna odchylka. Vysledné hodnoty byly
graficky zpracovany jako procentudlni rozdil oproti medianu mobility EOF pro dany pufr
v nepokryté  kapilate.  Tyto  vychozi  hodnoty  byly  stanoveny na
6,95+ 1078+ 0,05 1078 m?- V-1-s71 (RSD = 0,66, n = 5) pro boratovy puft,
3,96- 1078+ 0,01- 107 8m?- V'1.-s71 (RSD = 0,17, n = 5) pro fosfatovy pufr
a574-1078+ 0,01 1078m?- V'1.s71 (RSD=0,13, n=5) pro HEPES.

4.2 Kotva PK 1291
Kotva PK 1291 se tadi do skupiny neopentylovych kotev. Jeji chemickd struktura

je znazornéna na Obr. 4.1. Experimenty byly provedeny ve vSech vySe zminénych

pufrech.
PK 1291 ON\\
R 9o N
Mr = 333,37 F%F ﬁ—o ® >
O

Obr. 4.1 — Znazornéni chemické struktury kotvy PK 1291.

4.2.1 Kotva PK 1291 v boratovém pufru

Porovnani hodnot zmény EOF pii pouziti jednotlivych metod oproti nepokryté

kapiléte je znazornéno na Obr. 4.2.

Pokryti ziskané jednorazovym promytim roztokem kotvy (Metoda I)

nevykazovalo zadné potlaceni elektroosmotického toku. Pii prvnim méfeni bylo
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dosazeno 142 % plvodni hodnoty EOF. V priibc¢hu celé sekvence nebyly zaznamenany
vyrazné vykyvy ziskanych hodnot. Pii dvacatém méfeni dosdhl EOF 146 % plvodni
hodnoty. Pozorované chovani lze vysvétlit tim, ze pokryti vzniklé touto metodou je
pomérné stabilni, avSak EOF urychluje, nikoliv potlacuje. Nelze vsak s jistotou fict, ze se
kotva viibec adsorbuje na sténu kapilary. Dal§i mozné vysvétleni tedy je, Ze kotva kapilaru

nepokryva, ale vice aktivuje jeji povrch, coz vede k urychleni EOF.

Pii opakovaném proplachovéani kapildry roztokem PK 1291 (Metoda II) bylo
dosazeno podobnych vysledkt, jako u Metody 1. Ziskané pokryti opét urychlilo EOF,
tentokrate na 133 % plvodni hodnoty pfi prvnim méfeni. V pribchu sekvence vSak
dochazelo k postupnému snizovani hodnoty EOF az na vyslednych 117 %. Stabilita
vysledného pokryti je nizsi a dochézi k poklesu smérem k ptiivodni hodnoté. V porovnani
s vysledky ziskanymi pfi méfeni s Metodou I mize byt celkova nizs$i hodnota EOF a jeji
postupny pokles zplsoben zkrdcenim Casu promyvani kapilary roztokem kotvy. I kdyz
bylo promyvani u Metody II opakované pired kazdym méfenim, jeho kratky
jednominutovy interval pravdépodobné nestacil k dostate¢nému navazani kotvy

a postupné¢ dochdzelo k jejimu vymyvani.

Pouzitim Metody III bylo také dosazeno zvySeni hodnoty EOF, a to na 137 %
puvodni hodnoty. Vysledné pokryti bylo pomérné stabilni, avsak stejn¢ jako u Metody I1
dochézelo k postupnému snizovani az na vyslednych 130 % pfi poslednim dvacatém
méfeni.

I Metoda IV poskytla zvySeni naméfené hodnoty EOF oproti nepokryté kapilare.
Z pocatecnich 136 % plvodni hodnoty EOF doslo k poklesu aZ na kone¢nych 117 % pfi
Ctyficatém méfeni. Pribéh zmény mobility EOF byl velmi podobny s Metodou II, jak 1ze
pozorovat na Obr. 4.2b a Obr. 4.2d. AvSak tato sekvence byla provdzena vétSim
mnozstvim drobnych vykyvii, zejména v oblasti mezi dvacatym a tficatym méfenim.
Opakovanou aplikaci napéti pravdépodobné dochdzelo k narusovani pokryti a snizeni

stability.

Z provedenych experimentil lze dojit k zdvéru, ze PK 1291 v prostfedi boratového
pufru neni vhodna pro potlatovani EOF v kapilarni elektroforéze. Metody I a III sice
vykazuji pomérné vysokou stabilitu, avSak vSechny metody zvySuji mobilitu EOF v fadu

desitek procent oproti nepokryté kapilate.
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Obr. 4.2 - Grafické znazornéni procentualni zmény EOF pfi pokryti kapilary PK 1291 v prostiedi
boratového pufru oproti nepokryté kapilare. Hodnoty jsou uvedeny ve form¢ medianu pro dany
usek méfeni. Graf A — Jednorazové pokryti PK 1291 (Metoda I), Graf B — Pokryti PK 1291 pted
zacatkem kazdého méfeni (Metoda II), Graf C — Jednorazové pokryti PK 1291 s naslednou
aplikaci napéti 20 kV (Metoda III), Graf D — Pokryti PK 1291 s naslednou aplikaci napéti 20 kV
pred za¢atkem kazdého méfeni (Metoda IV). Usek 1 odpovida méfeni 1-5, usek 2 méfeni 8-12,

usek 3 mérfeni 16-20, usek 4 méfeni 22-26, usek 5 méfeni 28-32 a isek 6 méfeni 36-40.

4.2.2 Kotva PK 1291 v HEPES
Porovnani hodnot zmény EOF pii pouziti jednotlivych metod oproti nepokryté

kapiléte je znazornéno na Obr. 4.3.

Pfi pouziti Metody I dochazelo k postupnému potlac¢ovani EOF. Prvni méteni
doséhlo 85,3 % piivodni hodnoty, béhem sekvence dvaceti méteni doslo k poklesu az na
70,8 %. Efektivita kotvy se zvySuje s opakovanim méfeni, jak je vidét na Obr. 4.3a.
U prvnich tfech méfeni byl pozorovan kratkodoby nariist hodnoty EOF z 85,3 % na

92,7 %, po kterém nasledoval plynuly linedrni pokles az na vyslednou hodnotu po
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dvacatém meéieni. Vysledné pokryti neni pfili§ vhodné, ponévadz i kdyz se v delSim

casovém useku efektivnéji potlacuje EOF, neni pftilis stabilni.

Opakované promyvani kapildry roztokem kotvy (Metoda II) také poskytlo pokryti
potlacujici EOF. V pribéhu sekvence Ctyficeti méteni doslo k poklesu z 89 % na 80,1%
puvodni hodnoty. Sekvence vSak byla doprovazena fadou vykyvl na obé¢ strany, jak lze

vvvvv

ani opakovanym promyvanim roztokem pouZzité kotvy.
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Obr. 4.3 - Grafické znazornéni procentualni zmény EOF pii pokryti kapilary PK 1291 v prostiedi
HEPES oproti nepokryté kapilare. Hodnoty jsou uvedeny ve formé medianu pro dany tsek
mefeni. Graf A — Jednorazové pokryti PK 1291 (Metoda 1), Graf B — Pokryti PK 1291 pred
zacatkem kazdého meéteni (Metoda II), Graf C — Jednorazové pokryti PK 1291 s naslednou
aplikaci napéti 20 kV (Metoda III), Graf D — Pokryti PK 1291 s naslednou aplikaci napéti 20 kV
pred za¢atkem kazdého méfeni (Metoda IV). Usek 1 odpovida méfeni 1-5, tsek 2 méfeni 8-12,

usek 3 méfeni 16-20, Gisek 4 méfeni 22-26, tsek 5 méfeni 28-32 a tisek 6 méfeni 36-40.
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Pokryti vytvorené Metodou III dosdhlo pomérné vysoké efektivity. Z pocatecni
hodnoty 66,9 % nésledoval rychly pokles na kone¢nych 21,1 % v prib¢hu dvaceti méteni.
Uz pii desatém opakovani doslo k snizeni EOF na 29,2 % ptvodni hodnoty. Pii
jednorazové aplikaci napéti tedy dochazi k dobré adsorpci PK 1291 na sténu kapilary.

V priabehu delsi sekvence méteni se zlepSuje 1 stabilita vzniklého pokryti.

Opakované promyvani roztokem kotvy a aplikace napéti (Metoda IV) poskytla
stabilni pokryti potlacujici EOF, jak Ize pozorovat na Obr. 4.3d. Prvni dvé méteni v sérii
byla sice vychylena az k 75,5 % ptvodni hodnoty, avSak od tfetiho méteni az do konce
sekvence Ctyficeti opakovani byla namétena hodnota EOF konstantné na trovni 82 + 1%
z hodnoty EOF pied pokrytim. Ziskané pokryti je tedy vysoce stabilni i v dlouhé sekvenci
opakovanych méfeni. Nevyhodou takto vytvoreného pokryti je vSak jeho nizka schopnost

potlacovat EOF.

Z provedenych experimentt lze konstatovat, ze PK 1291 v prostfedi HEPES je
schopna vytvorit pokryti potlacujici EOF v kapilarni elektroforéze. Nejvhodnéjsi pokryti
o vysoké stabilit¢ poskytla Metoda IV. Metodou III bylo ziskdno pokryti o vysoké
efektivité, které vSak neni pfili§ stabilni, zejména v sekvencich s malym mnozstvim

opakovani.

4.2.3 Kotva PK 1291 ve fosfatovém pufru

Porovnani hodnot zmény EOF pfi pouziti jednotlivych metod oproti nepokryté

kapiléte je znazornéno na Obr. 4.4.

Pokryti ziskané jednordzovym promytim kapilary roztokem kotvy (Metoda I)
nevykazovalo vysokou stabilitu. Pfi prvnim méteni dosdhl EOF sice 83,3 % ptvodni
hodnoty, avSak v pribéhu sekvence dvaceti opakovani doslo k nartistu az na 106,6 %.
Kotva se po jednordzové aplikaci pravdépodobné Spatné adsorbovala a postupné

dochézelo k jejimu vymyvani.

Opakované promyvani kapilary roztokem kotvy (Metoda IT) poskytlo v porovnani
s Metodou I mnohem stabilnéjsi pokryti, které bylo schopno potlacovat EOF v celém
rozsahu sekvence o Ctyficeti opakovanich. Prvni hodnota EOF ¢inila 64,1 % a cCtyficata
64,9 % pivodni hodnoty. Méfeni bylo doprovazeno drobnymi nartisty EOF pii vyménach

BGE po kazdém desatém méieni, jak 1ze pozorovat na Obr. 4.4b. Tyto vychylky se vSak
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pohybovaly v fadu jednotek procent, vysledné pokryti lze tedy prohlésit za pomérné

stabilni.
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Obr. 4.4 - Grafické znazornéni procentualni zmény EOF pfi pokryti kapilary PK 1291 v prostiedi
fosfatového pufru oproti nepokryté kapilaie. Hodnoty jsou uvedeny ve formé medidnu pro dany
usek méfeni. Graf A — Jednordzoveé pokryti PK 1291 (Metoda I), Graf B — Pokryti PK 1291 pted
zacatkem kazdého méfeni (Metoda II), Graf C — Jednorazové pokryti PK 1291 s naslednou
aplikaci napéti 20 kV (Metoda III), Graf D — Pokryti PK 1291 s naslednou aplikaci napéti 20 kV
pred za¢atkem kazdého méfeni (Metoda IV). Usek 1 odpovida méfeni 1-5, tsek 2 méfeni 8-12,

usek 3 méfeni 16-20, isek 4 méfeni 22-26, Gisek 5 méfeni 28-32 a tsek 6 méieni 36-40.

Pokryti ziskané¢ Metodou III nevykazovalo schopnost potlacit EOF. Prvni
naméfend hodnota Cinila 158,6 % a v pribéhu sekvence doslo k poklesu na 115,5 %
ptvodni hodnoty. Pokles naméfenych hodnot byl skokovy, kdy po prvnich tiech métenich
klesla hodnota EOF na 116,7 % plivodni hodnoty a od tohoto okamziku nedochazelo
k velkym zménam az do konce méteni. Z divodu neschopnosti potlaceni EOF vSak tato

metoda nebyla vyhodnocené jako vhodna pro tvorbu potencidlnich pokryti. Kotva se
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nedokazala na kapilaru po jednorazové aplikaci napéti dostatecné adsorbovat a v pribéhu

sekvence dochazelo k navratu EOF na ptivodni hodnotu.

Metoda I'V obdobné jako Metoda III neposkytla zadané vysledky. Kotva se i pies
opakované promyvani kapilary jejim roztokem nebyla schopna dostatecné adsorbovat
a opakovan¢ vkladané napéti zplisobovalo vysokou nestabilitu vysledného pokryti, jak
1ze pozorovat na Obr. 4.4d. Nedoslo k velké zmén€ mezi prvnim (126,7 %) a Ctyficatym
meétenim (120,1 %) v sekvenci vzhledem k ptivodni hodnoté EOF, avsak cely experiment
byl doprovazen cetnymi vychylkami v naméfenych hodnotach. U nékterych pika
dochazelo k drobnym deformacim, a to zejména mezi 24-33 méfenim v sekvenci, kdy
byly pozorovany i nejvétsi vychylky u naméfenych hodnot EOF. Metoda byla proto

vyhodnocena jako nevhodna.

Z provedenych experimentl lze konstatovat, Ze jedind pouzitelnd metoda pro
vytvoreni pokryti z kotvy PK 1291 v prostiedi fosfatového pufru je Metoda II, ktera
vykazovala pomérné dobrou stabilitu vysledného pokryti a potlaceni EOF o piiblizné

35 %.

4.3 Kotva PK 941
Kotva PK 941 se fadi do skupiny neopentylovych kotev. Jeji chemicka struktura je

znézornéna na Obr. 4.5. Experimenty byly provedeny ve vSech vySe zminénych pufrech.

PK 941 o0 ®
Mr = 496,22 | /'\|l ON\\
@/
~

Obr. 4.5 — znazornéni chemické struktury kotvy PK 941.
4.3.1 Kotva PK 941 v boratovém pufru

Porovnani hodnot zmény EOF pfi pouziti jednotlivych metod oproti nepokryté

kapiléte je znazornéno na Obr. 4.6.

Pokryti vytvofené pomoci Metody I vykazovalo schopnost potlacovat EOF.
V pribéhu sekvence dvaceti méteni vSak dochazelo k postupnému vymyvani a naristu

mobility EOF z 72,8 % ptvodni hodnoty pii prvnim meéieni na 86,2 % u posledni
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namétfené hodnoty. Kotva se pfi jednorazovém promyti nedokazala dobte adsorbovat na

sténu kapilary a vysledné pokryti proto neni ptilis stabilni.
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Obr. 4.6 - Grafické znazornéni procentualni zmeény EOF pfi pokryti kapilary PK 941 v prostiedi
boratového pufru oproti nepokryté kapilare. Hodnoty jsou uvedeny ve form¢é medianu pro dany
usek méteni. Graf A — Jednorazové pokryti PK 941 (Metoda I), Graf B — Pokryti PK 941 pted
zacatkem kazdého méteni (Metoda I1), Graf C — Jednorazové pokryti PK 941 s naslednou aplikaci
napéti 20 kV (Metoda III), Graf D — Pokryti PK 941 s naslednou aplikaci napéti 20 kV pred
zagatkem kazdého méfeni (Metoda IV). Usek 1 odpovida méteni 1-5, usek 2 méfeni 8-12, usek 3

méfeni 16-20, asek 4 méfeni 22-26, usek 5 méfeni 28-32 a isek 6 méfeni 36-40.

Metoda II pfinesla v porovnani s pfedchozim experimentem vyrazné zlepSeni
stability. EOF byl nejprve potlacen na 51,6 % své plvodni hodnoty. Posledni
zaznamenana hodnota ¢inila 45,6 % ptvodni hodnoty. V celé sekvenci Ctyficeti méteni
nedochdzelo k Zddnym vykyvim, a to ani po vyméné BGE. Opakované promyvani
kapilary roztokem kotvy zabranilo vymyvani, které bylo pozorovatelné u Metody I a tim

doslo k vyraznému zlepSeni stability ziskaného pokryti. Takto ziskané pokryti bylo
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vyhodnoceno jako jedno z nejlepSich napti¢ vSemi provedenymi experimenty popsanymi

v této praci.

Pii jednordzovém pokryti roztokem kotvy a nasledné aplikaci napéti 20 kV
(Metoda III) doslo ke snizeni EOF na 53,8 % ptivodni hodnoty. Obdobné jako u Metody I
nebylo ziskané pokryti pfili$ stabilni. V priibéhu celé sekvence dvaceti méfeni dochazelo
k poklesu mobility EOF az na vyslednych 19,8 % ptvodni hodnoty, jak 1ze pozorovat na
Obr. 4.6¢. Efektivita pokryti se s Casem zvySovala. Samotna zména nebyla linearni, ale

prolozena fadou skokovych poklest.

Opakovanym promyvanim kapilary roztokem kotvy a naslednou aplikaci napéti
20 kV (Metoda IV) doslo pfi prvnim méfeni ke snizeni EOF na 28,6 % ptvodni hodnoty.
Jak lze pozorovat na Obr. 4.6d, prvni Gsek méfeni je doprovazen vétsi odchylkou
zpisobenou rychlej§im poklesem EOF mezi prvnim az ¢tvrtym méfenim a to z jiz
zminénich 28,6 % na 21,6 %. Ve zbytku sekvence o celkovém poctu Ctyficeti méteni v§ak
uz nebyly zaznamenany vyraznéjsi vykyvy. Experiment byl ukoncen na 17,2 % plvodni
hodnoty EOF u posledniho méteni. V porovnani s Metodou III bylo dosazeno vyrazné
vys$si stability vysledného pokryti. Diky opakované aplikaci napéti pred kazdym méfenim
doslo 1 k vétsimu zpomaleni EOF, neZ tomu bylo pouze u opakovaného promyvani

roztokem kotvy u Metody II.

Na zéklad¢ provedenych experimentl lze konstatovat, ze pro tvorbu pokryti
z kotvy PK 941 v boratovém pufru jsou nejvhodnéjsi Metoda II a Metoda IV. obé
moznosti poskytly pokryti o vysoké stabilité¢ a dobré schopnosti modifikovat EOF. Vyssi
efektivitu vykazovala Metoda IV, kdy bylo opakovanou aplikaci napéti 20 kV dosazeno
potlaceni EOF az na 17,2 % ptvodni hodnoty. Jednorazové pokryvani Metodou I
a Metodou III neni vhodné kviili nizké stabilité¢ vyslednych pokryti.

4.3.2 Kotva PK 941 v HEPES

Porovnani hodnot zmény EOF pfii pouziti jednotlivych metod oproti nepokryté

kapilafe je znazornéno na Obr. 3.7.

Pokryti vytvofené pomoci Metody I vykazovalo schopnost potlacovat EOF.
V prubéhu sekvence dvaceti méfeni vSak dochazelo k postupnému vymyvani a naristu

mobility EOF z prvotnich 81,2 % ptGvodni hodnoty na 93,2 % u posledniho méteni. Kotva
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se pii jednorazovém promyti nedokézala dobie adsorbovat na sténu kapilary a postupné

dochazelo k navratu EOF na ptivodni hodnotu.

Opakované promyvani kapilary roztokem kotvy (Metoda II) nepfineslo zlepSeni
ve stabilit¢ vzniklého pokryti. Opét bylo pozorovano potlaceni mobility EOF a to
na 80,7 % pivodni hodnoty pfi prvnim méteni a 79,5 % pii Ctyficdtém méteni. Jak vSak
vyplyva z Obr. 4.7b, cela sekvence byla doprovazena vykyvy. Konkrétné byl pozorovan

trend skokového zrychleni EOF pfi kazdé vyméné BGE nésledovany postupnym

poklesem.
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Obr. 4.7 - Grafické znazornéni procentualni zmeény EOF pfi pokryti kapilary PK 941 v prostiedi
HEPES oproti nepokryté kapilare. Hodnoty jsou uvedeny ve formé medianu pro dany tsek
méteni. Graf A —Jednorazoveé pokryti PK 941 (Metoda I), Graf B — Pokryti PK 941 ptfed zacatkem
kazdého méteni (Metoda II), Graf C — Jednorazové pokryti PK 941 s naslednou aplikaci napéti
20 kV (Metoda III), Graf D — Pokryti PK 941 s naslednou aplikaci napéti 20 kV pied zacatkem
kazdého méfeni (Metoda IV). Usek 1 odpovida méfeni 1-5, usek 2 méfeni 8-12, usek 3 méfeni

16-20, Gisek 4 méfeni 22-26, usek 5 méfeni 28-32 a tisek 6 méfeni 36-40.
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Jednorazova aplikace napéti 20 kV (Metoda III) nepiinesla vyraznou zménu ve
stabilit¢ vzniklého pokryti v porovnani s Metodou I. Prvotni potlaceni EOF bylo
vyrazngj$i a to na 72 % puvodni hodnoty. V prubéhu sekvence dvaceti méfeni doslo
k narastu EOF na 79,5 % pavodni hodnoty. Stejn¢ jako u Metody II bylo pozorovano
skokové urychleni EOF a nasledny pokles po vyméné BGE.

Metoda IV se osvédCila nejméné ze vSech pouzitych metod v této sadé
experimentll. Pfi prvnim méfeni doSlo k poklesu EOF na 81,1 % ptivodni hodnoty.
U ¢tyficatého méteni byla zaznamenana modifikace EOF az na 67,6 % plvodni hodnoty.
Cela sekvence byla provazena velkym mnozstvim vykyvi. Byl opét pozorovan trend
skokového urychleni EOF pfi kazdé vyméné BGE a nasledny pokles. Zminény pokles
vSak nebyl plynuly jako u Metod II a III, ale doprovazeny vykyvy na ob¢ strany.
Opakovana aplikace napéti pravdépodobné naruSovala vytvotené pokryti a tim jesté vice

sniZzovala jeho stabilitu.

Na zakladé provedenych experiment 1ze konstatovat, ze PK 941 neni v prostiedi
HEPES vhodna pro tvorbu pokryti v kapilarni elektroforéze z diivodu nizké stability
vyslednych pokryti. Skokova urychleni EOF po vyméné BGE lze vysvétlit tim, ze
z kapilary je vymyvano do vialky s BGE malé mnozstvi kotvy a jejiho protiiontu, ¢imz

dochazi k ovlivnéni vlastnosti BGE a nasledné 1 EOF.

4.3.3 Kotva PK 941 ve fosfatovém pufru
Porovnani hodnot zmény EOF pfi pouziti jednotlivych metod oproti nepokryté

kapilate je znazornéno na Obr. 4.8.

Pokryti vytvofené jednorazovym promytim kapilary roztokem kotvy (Metoda I)
vykazovalo velmi slabou schopnost potlacovat EOF. Pti prvnim méteni doslo k potlaceni
EOF na 98,4 % ptvodni hodnoty. V pribéhu sekvence dvaceti méfeni doslo k narastu az
na 110 % plvodni hodnoty u posledniho méfeni. Jednordzové proplachnuti

pravdépodobné nestacilo na dostate¢nou adsorpci kotvy na sténu kapilary.

Metoda II poskytla oproti Metodé I pokryti s lepsi schopnosti potlacovat EOF.
Nejprve doslo k potlaceni mobility EOF na 90,3 % ptivodni hodnoty. V priibéhu sekvence
o Ctyficeti opakovanich doslo k poklesu az na 81,8 % ptvodni hodnoty. Byl pozorovan

trend skokovych zrychleni EOF na témé&f pivodni hodnotu pti vyméné BGE a nasledny
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pozvolny pokles. Lze konstatovat, ze kotva se adsorbuje na sténu kapilary 1épe diky

opakovanému promyvani jejim roztokem pred zacatkem kazdého méteni.

Jednorazové promyti kapilary roztokem kotvy s naslednou aplikaci napéti 20 kV
(Metoda III) pfineslo obdobné vysledky jako Metoda I. Kotva se Spatn¢ adsorbovala na
povrch kapilary a nebyla schopna efektivné potlacit EOF, jak Ize pozorovat na Obr. 4.8c.
Pti prvnim méteni doslo k poklesu na 94,1 % ptvodni hodnoty. V priitbéhu dvaceti méteni

rychlost EOF vystoupala az na 115,5 % ptvodni hodnoty.
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Obr. 4.8 - Grafické znazornéni procentualni zmény EOF pfi pokryti kapilary PK 941 v prostiedi
fosfatového pufru oproti nepokryté kapilafe. Hodnoty jsou uvedeny ve formé medianu pro dany
usek méteni. Graf A — Jednorazové pokryti PK 941 (Metoda I), Graf B — Pokryti PK 941 pted
zacatkem kazdého méfeni (Metoda II), Graf C — Jednorazové pokryti PK 941 s naslednou aplikaci
napéti 20 kV (Metoda III), Graf D — Pokryti PK 941 s naslednou aplikaci napéti 20 kV pied
zatatkem kazdého méfeni (Metoda IV). Usek 1 odpovida méteni 1-5, Gisek 2 méfeni 8-12, asek 3

méfeni 16-20, asek 4 méfeni 22-26, usek 5 méfeni 28-32 a isek 6 méfeni 36-40.
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Opakované promyvani kapilary roztokem kotvy s ndslednou aplikaci napéti 20 kV
(Metoda IV) zvysilo oproti Metod¢ III schopnost vytvoieného pokryti potlacovat EOF.
Pti prvnim méteni doslo ke snizeni mobility EOF na 95,5 % ptvodni hodnoty a béhem
sekvence Ctyficeti méfeni dochazelo k dal§imu zpomalovani az na 81,2 % u posledniho
méieni. Jak 1ze pozorovat na Obr. 4.8d, vysledné pokryti bylo vysoce nestabilni a cely
experiment byl doprovdzen nepravidelnymi vykyvy, zejména v poslednich deseti
méfenich. Obdobné¢ jako u Metody II bylo opakovanym promyvanim kapilary roztokem
kotvy dosazeno lepsi schopnosti potlacit EOF. Vysledné pokryti bylo pravdépodobné

naruSovano opakovanou aplikaci napéti, coz vedlo ke sniZeni stability.

Na zakladé provedenych experimenti 1ze konstatovat, ze PK 941 neni v prostiedi
fosfatového pufru vhodna pro tvorbu pokryti v kapilarni elektroforéze z dtivodu nizké
stability vyslednych pokryti. Skokova urychleni EOF po vyméné BGE lze vysvétlit tim,
ze z kapilary je vymyvano do vialky s BGE malé mnozstvi kotvy a jejiho protiiontu, ¢imz

dochézi k ovlivnéni vlastnosti BGE a nésledné i EOF.

4.4 Kotva PK 1300
Kotva PK 1300 se tadi do skupiny neopentylovych kotev. Jeji chemicka struktura je

znazornéna na Obr. 4.9. Experimenty byly provedeny ve vSech vySe zminénych pufrech.

©
cl
PK 1300 e
-
Mr = 406,86 -
r NG O/\%
| ®
N\
Cl o |
Cl

Obr. 4.9 — znazornéni chemické struktury kotvy PK 941.

4.4.1 Kotva PK 1300 v boratovém pufru
Porovnani hodnot zmény EOF pfi pouziti jednotlivych metod oproti nepokryté

kapilafe je znazornéno na Obr. 4.10.

Pokryti vytvofené Metodou I nevykazovalo vysokou stabilitu. Mobilita EOF

klesla pifi prvnim méfeni na 62,1 % své pivodni hodnoty. V priibéhu sekvence dvaceti
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meéteni dochéazelo k postupnému zrychlovani az na 83,3 % pivodni hodnoty. Kotva se

pravdépodobné Spatné adsorbovala na sténu kapilary a postupné dochazelo k jejimu

vymyvani.
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Obr. 4.10 - Grafické znazornéni procentualni zmény EOF pii pokryti kapilary PK 1300
v prostiedi boratového pufru oproti nepokryté kapilare. Hodnoty jsou uvedeny ve formé medianu
pro dany tsek méfeni. Graf A — Jednordzové pokryti PK 1300 (Metoda I), Graf B — Pokryti PK
1300 pted zacatkem kazdého méfeni (Metoda II), Graf C — Jednorazové pokryti 1300 s naslednou
aplikaci napéti 20 kV (Metoda III), Usek 1 odpovida méfeni 1-5, usek 2 méfeni 8-12, usek 3

méfeni 16-20, asek 4 méfeni 22-26, usek 5 méfeni 28-32 a isek 6 méfeni 36-40.

Opakované promyvani kapilary roztokem kotvy (Metoda II) nepfineslo zlepSeni
ve stabilité¢ vysledného pokryti, jak lze pozorovat na Obr. 4.10b. Pfi prvnim méteni
poklesl EOF na 57,1 % své ptivodni hodnoty. Zpomalovani pokracovalo az do dvacatého
meéfeni a to na 37,7 % ptvodni hodnoty. Tento pokles byl proloZzen kratkodobym
nartistem pii vyméné BGE po desatém méfeni. Po dvacatém méteni nasledovalo skokové
urychleni EOF a postupny nartist az na 59,6 % plvodni hodnoty pfi Ctyficatém méfeni.

Ani opakované promyvani kapilary roztokem kotvy nestacilo k jeji dostatecné adsorpci
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a obdobn¢ jako u Metody I dochazelo po delSim ¢asovém tUseku k jejimu postupnému

vymyvani.

Pti prvnim méfeni Metodou I1I doslo k potlaceni EOF na 50,3 % ptivodni hodnoty.
Do Sestého méfeni byl pozorovan kratkodoby narist rychlosti na 63,7 %, nasledovany
opétovnym poklesem EOF az na kone¢nych 43,4 % plGvodni hodnoty. Jednorazova
aplikace napéti vyrazné nezlepsila schopnost kotvy adsorbovat se na sténu kfemenné

kapilary.

Experiment s pomoci Metody IV nebyl proveden. Divodem byla vysoka
nestabilita pokryti vytvorenych pomoci vSech pfedchozich metod a absence jakychkoliv

naznakd trendl v jejich chovani.

Na zéklad¢ provedenych experimentti 1ze konstatovat, ze PK 1300 neni v prostiedi
boratového pufru vhodna pro tvorbu pokryti v kapilarni elektroforéze z diivodu nizké

stability vyslednych pokryti.

4.4.2 Kotva PK 1300 v HEPES

Porovnani hodnot zmény EOF pii pouziti jednotlivych metod oproti nepokryté

kapilafe je znazornéno na Obr. 4.11.

Pii jednorazovém promyti kapilary roztokem kotvy (Metoda 1) nedoslo
k vyraznému potlaceni EOF. Prvni naméfeny udaj Cinil 68,1 % pivodni hodnoty.
V pribéhu sekvence dvaceti méfeni byl pozorovan postupny nariist az na 90,4 % ptivodni
hodnoty. Kotva se pravdépodobné Spatné adsorbovala na sténu kapilary a postupné

dochézelo k jejimu vymyvani.

Opakované promyvani kapilary roztokem kotvy (Metoda II) nepfineslo Zadné
zlepSeni stability pokryti v porovndni s Metodou I. Celd sekvence byla doprovézena
nahodnymi skokovymi nartsty a poklesy ve vSech usecich méteni, jak 1ze pozorovat na
Obr. 4.11b. Jednim z moznych divodii tohoto chovéani je castecné znepriichodnéni
kapilary vlivem opakovaného promyvani roztokem kotvy. Metoda Il byla v tomto ptipadé

vyhodnocena jako nepouzitelna.

Pokryti vytvofené Metodou III vykazovalo velmi podobné chovéni v porovnani
s Metodou I. Jednorazova aplikace napéti zlepsila prvotni schopnost potlacit EOF, a to na

37 % plvodni hodnoty. V priibéhu sekvence dvaceti méfeni dochazelo ke zrychlovani
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EOF azna 65,7 % ptivodni hodnoty pfi dvacatém méteni. Samotna zména nebyla lineérni,
po vyméné¢ BGE byl pozorovan skokovy narist EOF. Kotva se ani v tomto ptipadé¢

nedokazala dostatecné adsorbovat a byla postupné vymyvana z kapilary.
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Obr. 4.11 - Grafické znazornéni procentudlni zmény EOF pii pokryti kapilary PK 1300
v prostiedi HEPES oproti nepokryté kapilafe. Hodnoty jsou uvedeny ve formé& medidnu pro dany
usek méfeni. Graf A — Jednorazové pokryti PK 1300 (Metoda I), Graf B — Pokryti PK 1300 pted
zacatkem kazdého meéteni (Metoda II), Graf C — Jednorazové pokryti PK 1300 s naslednou
aplikaci napéti 20 kV (Metoda III), Graf D — Pokryti PK 1300 s néaslednou aplikaci napéti 20 kV
pred za¢atkem kazdého méfeni (Metoda IV). Usek 1 odpovida méfeni 1-5, tsek 2 méfeni 8-12,
usek 3 méfeni 16-20, tsek 4 méfeni 22-26, tsek 5 méfeni 28-32 a tusek 6 méfeni

36-40.

Opakované promyvani kapilary roztokem kotvy a nasledna aplikace napéti 20 kV
(Metoda 1V) zabranilo postupnému vymyvani kotvy z kapilary. EOF byl pfi prvnim
méfeni potlacen na 72,6 % pivodni hodnoty. V pribehu celé¢ sekvence dochézelo

k dalSimu zpomalovani aZ na kone¢nych 39 % z pivodni hodnoty. Byl pozorovan trend
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skokového zrychleni EOF po vyméné BGE. Vzniklé pokryti pomérné dobie potlacuje

EOF, nelze jej vSak vyhodnotit jako vhodné, z diivodu snizené stability.

Na zéklad¢ provedenych experimentti 1ze konstatovat, ze PK 1300 neni v prostiedi
HEPES vhodna pro tvorbu pokryti v kapilarni elektroforéze z divodu nizké stability
vyslednych pokryti. Skokova urychleni EOF po vyméné BGE lze vysvétlit tim, ze
z kapilary je vymyvano do vialky s BGE malé mnozstvi kotvy a jejiho protiiontu, ¢imz

dochézi k ovlivnéni vlastnosti BGE a nasledné 1 EOF.

4.4.3 Kotva PK 1300 ve fosfatovém pufru

Porovnani hodnot zmény EOF pii pouziti jednotlivych metod oproti nepokryté

kapilafe je znazornéno na Obr. 4.12.

Jednordzové promyti kapilary roztokem kotvy (Metoda I) nevedlo k vyraznému
potlaceni EOF. Po prvnim meéfeni doslo k poklesu na 75,3 % ptivodni hodnoty.
Nésledoval postupny nartst az na 93,3 % plivodni hodnoty po dvaceti méfenich. Kotva
se jednordzovym promytim kapilary pravdépodobné nedokézala dostate¢né adsorbovat

a dochézelo k jejimu vymyvani, jak 1ze pozorovat na Obr. 4.12a.

Opakované promyvani kapilary roztokem kotvy (Metoda II) nepfineslo vyrazné
zlepSeni ani ve schopnosti potlacit EOF, ani ve stabilité. Mobilita EOF po prvnim méteni
¢inila 66,9 % ptvodni hodnoty. Béhem sekvence Ctyficeti méfeni postupné vystoupala na
85 % puvodni hodnoty. Byl pozorovan trend skokovych nartstd EOF po vyméné BGE.
Je dobré podotknout, Ze i kdyZ dochazelo k vymyvani kotvy z kapilary, stejné¢ jako
v ptipad€ Metody I, opakované promyvani u Metody II dokazalo tento proces vyrazné

zpomalit.

Experiment s Metodou III mél velmi podobny pribeh v porovnani s Metodou L.
Jednorazova aplikace napéti pred samotnou sekvenci vSak zlepSila schopnost potlacit
EOF, a to konkrétné na 51,9 % ptivodni hodnoty po prvnim meéteni. V pribéhu sekvence
dvaceti méfeni dochazelo opét k vymyvani kotvy z kapildry a urychlovani EOF azZ na
81,9 % pivodni hodnoty po poslednim méteni. Byl pozorovan skokovy nariist EOF po

vymeéné BGE obdobné jako u Metody 1.
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Obr. 4.12 - Grafické znazornéni procentualni zmény EOF pii pokryti kapilary PK 1300
v prostiedi fosfatového pufru oproti nepokryté kapilafe. Hodnoty jsou uvedeny ve formé medianu
pro dany usek méfeni. Graf A — Jednorazové pokryti PK 1300 (Metoda 1), Graf B — Pokryti
PK 1300 pted zacatkem kazdého méfeni (Metoda II), Graf C — Jednorazové pokryti PK 1300
s nédslednou aplikaci napéti 20 kV (Metoda III), Graf D — Pokryti PK 1300 s naslednou aplikaci
napéti 20 kV pied zatatkem kazdého méfeni (Metoda IV). Usek 1 odpovida méfeni 1-5, asek 2
meéfeni 8-12, sek 3 méfeni 16-20, Gsek 4 méfeni 22-26, tsek 5 méfeni 28-32 a usek 6 méfeni

36-40.

Opakované promyvani kapilary roztokem kotvy a ndsledna aplikace napéti 20 kV
(Metoda 1V) také dokézalo potlacit EOF, a to na 80,6 % puvodni hodnoty po prvnim
méieni. Jak lze pozorovat na Obr. 4.12d, prvni polovina sekvence byla doprovazena
vykyvy zptisobenymi skokovym urychlovanim EOF po vyméné BGE. Po dvacéatém
méteni v§ak zaCalo dochazet ke stabilizovéani vytvoreného pokryti. Poslednich ptiblizné
dvanact méfeni se naméfena hodnota EOF drzela téméf na konstantni hodnoté, ktera
¢inila 78,8 % po Ctyficatém meéteni. Adsorpce kotvy na sténu kapilary probihala postupné

a po delSim ¢asovém useku se vyrazné zvysila stabilita vzniklého pokryti.
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Na zaklad¢ provedenych experimentl Ize konstatovat, ze PK 1300 v prostiedi
fosfatového pufru neni pfiliS vhodnd pro tvorbu pokryti v kapilarni elektroforéze
z diivodu nizké stability vyslednych pokryti. Jedinou vyjimkou je Metoda IV, pomoci niz
bylo ziskano pokryti, s dobrou stabilitou. Nevyhodou této metody je nutnost delSiho
casového useku pro dostatecnou adsorpci kotvy na sténu kapilary. Skokova urychleni
EOF po vyméné BGE lze vysvétlit tim, ze z kapilary je vymyvano do vialky s BGE malé
mnozstvi kotvy a jejiho protiiontu, ¢imz dochazi k ovlivnéni vlastnosti BGE a nasledné

i EOF.

4.5 Kotva PK 1294
Kotva PK 1294 se tadi do skupiny neopentylovych kotev. Jeji chemicka struktura je
zndzornéna na Obr. 4.13. Experimenty byly provedeny v prostiedi boratového pufru

a HEPES.

R Qo ~
I
F> T |N®
F O

PK 1294
N 0" X
Mr = 807,67 L @Q@ N

N
I =
F%ﬁ—O
F O E 9 o
F%ﬁﬁ—O
F O

Obr. 4.13 — znazornéni chemické struktury kotvy PK 1294

4.5.1 Kotva PK 1294 v boratovém pufru
Porovnani hodnot zmény EOF pii pouziti jednotlivych metod oproti nepokryté

kapilafe je znazornéno na Obr. 4.14.

Pokryti vytvoiené Metodou I vykazovalo slabou schopnost potlacovat EOF, jak
lze pozorovat na Obr. 4.14a. Po prvnim méfeni dosSlo k poklesu na 82,3 % plvodni
hodnoty. V pribéhu sekvence dvaceti méfeni bylo pozorovano postupné zrychlovani az
na konecnych 114,3 % plivodni hodnoty. Jednordzové promyti kapilary roztokem kotvy

nebylo dostatecné pro jeji adsorpci a postupné dochazelo k jejimu vymyvani.
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Opakovanym promyvanim kapildry roztokem kotvy (Metoda II) nedoslo
k vyraznému zlepseni vlastnosti vysledného pokryti. EOF byl po prvnim méfeni potlacen
na 86,5 % své ptivodni hodnoty. V pribéhu sekvence ¢tyticeti méfeni byl pozorovan trend
skokovych nartsti hodnot EOF po vyméné BGE. Po poslednim méfeni byl zaznamenan
EOF na 91,7 % své plvodni hodnoty. Vzhledem k vykyvim v pribéhu méfeni, které

snizovaly stabilitu vysledného pokryti, tuto metodu nelze vyhodnotit jako vhodnou.
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Obr. 4.14 - Grafické znazornéni procentualni zmény EOF pii pokryti kapilary PK 1294
v prostiedi boratového pufru oproti nepokryté kapilare. Hodnoty jsou uvedeny ve formé medianu
pro dany usek méfeni. Graf A — Jednorazové pokryti PK 1294 (Metoda 1), Graf B — Pokryti
PK 1294 pted zacatkem kazdého méfeni (Metoda II), Graf C — Jednorazové pokryti PK 1294
s naslednou aplikaci napéti 20 kV (Metoda III), Graf D — Pokryti PK 1294 s naslednou aplikaci
napéti 20 kV pied za¢atkem kazdého méfeni (Metoda IV). Usek 1 odpovida méfeni 1-5, tGsek 2
méfeni 8-12, tsek 3 méfeni 16-20, usek 4 méfeni 22-26, sek 5 méfeni 28-32 a Gsek 6 méfeni

36-40.

V porovnani s Metodou 1 nedokdzala jednorazova aplikace napéti 20 kV

(Metoda III) vyrazné¢ zlepsit vlastnosti vysledného pokryti. Pfi prvnim métfeni byl EOF
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potlacen na 86,7 % plvodni hodnoty. Nasledoval kratky pokles na 75,2 %, jak lze
pozorovat na Obr. 4.14c. Po vyméné¢ BGE se EOF zacal skokové zrychlovat az na
kone¢nych 96,2 % ptvodni hodnoty. Kotva se pravdépodobné nedokazala dostate¢né

adsorbovat na sténu kapilary a byla postupné vymyvéna.

Opakované promyvani kapilary roztokem kotvy a nasledna aplikace napéti 20 kV
(Metoda 1V) poskytlo velmi podobné vysledky v porovnani s Metodou II. Prvotni
potlac¢eni EOF ¢inilo 73,3 % ptivodni hodnoty. V priibéhu sekvence Ctyficeti méteni byl
pozorovan trend skokovych naristi hodnot EOF po vyméné BGE. Po poslednim méteni
byl zaznamenan EOF na 97 % své ptivodni hodnoty. Je dobré podotknout, Ze 1 kdyZ trendy
pozorované v prubéhu méteni pomoci Metody II a IV byly podobné, namétené hodnoty
u Metody IV podléhaly vétSimu mnozstvi nepravidelnych vychylek a skokovych zmén.
Z toho lze usoudit, ze opakovana aplikace napéti mohla narusSovat strukturu vzniklého

pokryti a tim jeste vice sniZzovat jeho stabilitu.

Na zéklad¢ provedenych experimentti 1ze konstatovat, ze PK 1294 neni v prostiedi
boratového pufru vhodna pro tvorbu pokryti v kapilarni elektroforéze. Divody jsou nizka
stabilita a postupné vymyvani kotvy v kazdé z provedenych sekvenci. Skokova urychleni
EOF po vyméné BGE lze vysvétlit tim, ze z kapilary je vymyvano do vialky s BGE malé
mnozstvi kotvy a jejiho protiiontu, ¢imz dochazi k ovlivnéni vlastnosti BGE a nasledné

1 EOF.

4.5.2 Kotva PK 1294 v HEPES

Porovnani hodnot zmény EOF pfi pouziti jednotlivych metod oproti nepokryté

kapiléte je znazornéno na Obr. 4.15.

Jednordzovym promytim kapilary roztokem kotvy (Metoda I) bylo dosaZzeno
potlaceni mobility EOF, a to na 30,3 % piivodni hodnoty. Néaslednd méteni vykazovala
pomérné dobrou stabilitu, kterd byla vSak naruSena skokovym nariistem EOF na 53,7 %
puvodni hodnoty po vyméné BGE. Toto zrychleni bylo opét nasledovano tisekem deseti

méteni o vysoké stabilité, aZ na koncovych 52,1 % po dvacatém méfeni v sekvenci.

Pti opakovaném promyvani kapilary roztokem kotvy (Metoda II) byl pozorovan
trend stfidani prudkych nartstd a poklesti mobility EOF po vyméné BGE, jak lze

pozorovat na Obr. 4.15b. Po prvnim méfeni doslo k potlaceni EOF na 52,5 % piivodni
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hodnoty. Nasledoval prudky pokles na 24,6 % béhem deseti méfeni a skokovy nartist na
38,7 % po vyméné BGE. Obdobné chovani doprovazelo zbytek métfeni az do konce
sekvence. Pii Ctyficatém méteni, byl zaznamendn EOF na 27,5 % pivodni hodnoty.
Opakovana aplikace kotvy sice poskytla vyssi efektivitu potlaceni EOF, avS§ak vyrazné

snizila stabilitu vysledného pokryti.
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Obr. 4.15 - Grafické zndzornéni procentudlni zmény EOF pifi pokryti kapilary PK 1294
v prostiedi HEPES oproti nepokryté kapilafe. Hodnoty jsou uvedeny ve formé& medidnu pro dany
usek méfeni. Graf A — Jednordzové pokryti PK 1294 (Metoda I), Graf B — Pokryti PK 1294 pted
zacatkem kazdého meéteni (Metoda II), Graf C — Jednorazové pokryti PK 1294 s naslednou
aplikaci napéti 20 kV (Metoda III), Graf D — Pokryti PK 1294 s naslednou aplikaci napéti 20 kV
pred za¢atkem kazdého méfeni (Metoda IV). Usek 1 odpovida méfeni 1-5, tsek 2 méfeni 8-12,
usek 3 méfeni 16-20, tsek 4 méfeni 22-26, tsek 5 méfeni 28-32 a tusek 6 méfeni

36-40.

Jednorazova aplikace napéti 20 kV (Metoda III) zhorSila stabilitu vysledného
pokryti. Obdobné¢ jako u Metody I byl pozorovan skokovy nartst po vyméné BGE. AvSak

v piipadé Metody III byla i zbyld meéfeni v sekvenci doprovazena pozvolnym
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urychlovanim EOF, jak lze pozorovat na Obr. 4.15c. Prvotni potlaceni ¢inilo 37,7 %

plvodni hodnoty. Po dvaceti méfenich byl zaznamenan EOF na 55,9 % plivodni hodnoty.

I pti pouziti Metody IV byly pozorovany skokové naristy EOF po vyméné BGE.
Na rozdil od Metody II vS§ak k tomuto trendu dochazelo pouze u prvnich dvaceti méfeni
v sekvenci, jak 1ze pozorovat na Obr. 4.15d. Prvotni potlaceni EOF ¢inilo 61,2 % plvodni
hodnoty. Po dvaceti méfenich doslo ke stabilizaci pokryti a hodnota EOF odpovidala
50,2 % puvodni hodnoty. Po zbytek experimentu nebyly pozorovany vyraznéjsi vykyvy
a sekvence byla zakon¢ena na 43,6 % z piivodni hodnoty EOF. Lze ptedpokladat, Ze kotva
se na kapilaru adsorbovala postupné a opakovana aplikace napéti pomohla zlepsit

stabilitu vysledného pokryti oproti Metodé I1.

Na zékladé provedenych experimentti 1ze konstatovat, ze PK 1294 neni v prostiedi
HEPES vhodna pro tvorbu pokryti v kapilarni elektroforéze. Diivodem je nekonzistentni
stabilita vSech vytvofenych pokryti. Skokova urychleni EOF po vyméné BGE lze
vysvétlit tim, ze z kapilary je vymyvano do vialky s BGE malé mnozstvi kotvy a jejiho

protiiontu, ¢imz dochazi k ovlivnéni vlastnosti BGE a nasledn¢ i EOF.

4.6 Kotva PK 1281
Kotva PK 1281 se fadi do skupiny cyklodextrinovych kotev. Jeji chemicka struktura

je znazorn€na na Obr. 4.16. Experimenty byly provedeny ve vSech vySe zminénych

pufrech.
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Obr. 4.16 — znazornéni chemické struktury kotvy PK 1281
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Po aplikaci postupu popsaného v kapitole 2 nebyly na vyslednych
elektroferogramech pozorovany zadné piky. Problém nebyl vyfeSen ani prodlouzenim
casového rozsahu jednotlivych méteni z 15 na 30 minut. Proto byl zminény postup pro
experimenty s PK 1281 upraven. Po nadavkovani vzorku byl kromé aplikovaného napéti
20 kV ptidan i tlak 50 mbar na vstupnim konci kapilary. Diky aplikaci tlaku projde
neutralni marker detektorem i v ptipad¢ nulového EOF. Zbytek postupu zlstal nezménén.
Aby nedoslo k znehodnoceni ziskanych vysledkl, pfitomnost tlaku byla zohlednéna
ptepoctem. Od rychlosti EOF byla odectena rychlost tlakem pohédnéného toku v kapilate
s danym BGE bez aplikace napéti 20 kV. Z divodu absence elektrického pole nelze
v tomto piipad¢ pro vypocet pouzit mobilitu. Rychlost tlakem pohénéného toku ¢inila
2,03- 1078+ 0,01- 107 8m-s™' (RSD = 045, n
1,99- 1078+ 0,01 10°8m-s™* (RSD = 045, n = 5) pro fosfatovy pufr
a2,00- 10784+ 0,03- 108 m-s~1 (RSD = 1,50, n = 5) pro HEPES.

5) pro boratovy pufr,

4.6.1 Kotva PK 1281 v boratovém pufru
Porovnani hodnot zmény EOF pfi pouziti jednotlivych metod oproti nepokryté

kapilafe je znazornéno na Obr. 4.17.

Kotva byla diky svému kladnému néaboji schopna otacet smér EOF. Tato vlastnost
se projevovala u vSech pouzitych metod méteni. Pfi jednordzovém promyti kapilary
roztokem kotvy (Metoda I) nebyly zprvu zaznamenany pii prvnich péti méfenich Zadné
piky. Z tohoto dlivodu chybi v Obr. 4.17a isek 1. Pfi Sestém méfteni byl zaznamenan EOF
na —1,65 % pivodni hodnoty. Byl pozorovan trend skokového urychleni a nasledného
zpomaleni anodického EOF po vyméné BGE. Po dvaceti méfenich byla zaznamenédna
konec¢na hodnota EOF 0,04 %. Vysledné pokryti dokazalo potlacit EOF nejlépe ze vSech

testovanych moZznosti a zaroveil vykazovalo pomérné dobrou stabilitu.

Opakované promyvani kapilary roztokem kotvy (Metoda II) pfineslo oproti
Metod¢ I zvySeni Ucinnosti obraceni EOF. Po prvnim méfeni doslo ke zméné EOF na
—11 % piivodni hodnoty. Béhem dalSich dvou méteni doslo k zpomaleni anodického EOF
na —5,6 %. Po zbytek sekvence Ctyficeti méfeni nebyly zaznamenéany vyraznéjsi vykyvy.
Po poslednim méteni byl EOF na —4,1 % piivodni hodnoty. Vzhledem k dobr¢ stabilité
vzniklého pokryti byla Metoda II vyhodnocena jako jeden z nejvhodnéjSich postupt

zkoumanych v této praci.
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Obr. 4.17 - Grafické zndzornéni procentudlni zmény EOF pfi pokryti kapilary PK 1281
v boratovém pufru oproti nepokryté kapilare. Hodnoty jsou uvedeny ve formé medianu pro dany
usek méfeni. Graf A — Jednorazové pokryti PK 1281 (Metoda I), Graf B — Pokryti PK 1281 pted
zacatkem kazdého meéteni (Metoda II), Graf C — Jednorazové pokryti PK 1281 s naslednou
aplikaci napéti 20 kV (Metoda III), Graf D — Pokryti PK 1281 s naslednou aplikaci napéti 20 kV
pred za¢atkem kazdého méfeni (Metoda IV). Usek 1 odpovida méfeni 1-5, tsek 2 méfeni 8-12,
usek 3 méfeni 16-20, utsek 4 meéfeni 22-26, tsek 5 méfeni 28-32 a usek 6 méfeni

36-40.

Jednorédzova aplikace napéti 20 kV (Metoda III) vyrazné zhorSila stabilitu
vysledného pokryti. EOF byl po prvnim métfeni modifikovan na —16,1 % ptvodni
hodnoty. V prubéhu sekvence dvaceti méfeni bylo pozorovano obraceni EOF do
puvodniho sméru a jeho mobilita skoncila na 16,7 %. Pivodni hodnoty Kotva se
nedokézala dostatecné adsorbovat na sténu kapilary a postupné dochazelo k jejimu
vymyvani.

Opakované promyvani kapilary roztokem kotvy a nasledna aplikace napéti 20 kV
(Metoda 1V) vykazovalo velmi podobné chovani jako Metoda I1I. EOF byl nejprve
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modifikovan na —18,7 % plvodni hodnoty. V pribchu sekvence Ctyficeti mefeni doslo
postupné az k témer uplnému potlaceni EOF. Po poslednim méteni odpovidala jeho
hodnota 0,01 %. Kotva se obdobn¢ jako u Metody III pravdépodobné nedokazala
dostatecné adsorbovat na sténu kapilary. EOF vSak diky opakovanému promyvani

roztokem kotvy nepodléhal tak rychlym zménam, jako v ptipadé Metody III.

Na zaklad¢ provedenych experimentd 1ze konstatovat, ze v prostiedi boratového
pufru je pro tvorbu pokryti pomoci PK 1281 vhodné pouze Metoda II, ktera poskytuje
stabilni pokryti schopné otacet smér EOF.

4.6.2 Kotva PK 1281 v HEPES

Porovnani hodnot zmény EOF pii pouziti jednotlivych metod oproti nepokryté

kapilafe je znazornéno na Obr. 4.18.

Pii jednorazovém promyti kapilary roztokem kotvy (Metoda I) bylo ziskano
neptili§ stabilni pokryti se schopnosti oticet smér EOF. Po prvnim méfeni doslo
k modifikaci EOF na —22,8 % ptvodni hodnoty. V priibéhu sekvence dvaceti méteni byla
pozorovana postupnda zmeéna az na koneénych —5,4 %. Jednorazové promyti
pravdépodobné nestacilo na dostate¢nou adsorpci kotvy na sténu kapilary a postupné

dochézelo k jejimu vymyvani.

Opakované promyvani kapilary roztokem kotvy (Metoda II) dokazalo
v porovnani s Metodou 1 vyrazné zlepSit stabilitu vysledného pokryti. Nedochdzelo
k vymyvani kotvy z kapilary a nebyly zaznamenany vyraznéj$i vykyvy v pribchu celé
sekvence Ctyficeti méfeni, jak 1ze pozorovat na Obr. 4.18b. Prvotni modifikace EOF ¢inila
—15,3 % puvodni hodnoty. Koncova hodnota byla stanovena na —18,5 %. Metoda II byla
vyhodnocena jako jedna znejlepSich metod tvorby pokryti testovanych v této praci.

Dtivodem je vysoka stabilita vytvotfeného pokryti a jeho schopnost otacet smér EOF.

Jednorazova aplikace napéti 20 kV (Metoda III) méla negativni disledky na
stabilitu vysledného pokryti. Po prvnim méfeni byla, obdobné jako u Metody I,
zaznamenana modifikace EOF na —21,7 % ptvodni hodnoty. Stabilita pokryti byla v§ak
vyrazné horsi a po dvaceti méfenich se mobilita EOF zménila az na 15,8 % ptvodni
hodnoty. Kotva se diky aplikovanému napéti adsorbovala jesté hlife nez v pripadé

Metody I a opét dochazelo k postupnému vymyvani z kapilary.
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Obr. 4.18 - Grafické zndzornéni procentudlni zmény EOF pfi pokryti kapilary PK 1281
v prostiedi HEPES oproti nepokryté kapilafe. Hodnoty jsou uvedeny ve formé medidnu pro dany
usek méfeni. Graf A — Jednordzové pokryti PK 1281 (Metoda I), Graf B — Pokryti PK 1281 pted
zacatkem kazdého meéteni (Metoda II), Graf C — Jednorazové pokryti PK 1281 s naslednou
aplikaci napéti 20 kV (Metoda III), Graf D — Pokryti PK 1281 s naslednou aplikaci napéti 20 kV
pred za¢atkem kazdého méfeni (Metoda IV). Usek 1 odpovida méfeni 1-5, tsek 2 méfeni 8-12,
usek 3 méfeni 16-20, tsek 4 meéfeni 22-26, tsek 5 méfeni 28-32 a usek 6 méfeni

36-40.

Kombinace opakovaného promyvani kapilary roztokem kotvy a aplikace napéti
20 kV (Metoda 1V) také zhorsila stabilitu vysledného pokryti. Po prvotni modifikaci EOF
na —6,1 % ptvodni hodnoty byla cela sekvence doprovdzena nepravidelnymi vykyvy na
ob¢ strany, jak lze pozorovat na Obr. 4.18d. Pti poslednich Sesti métenich se EOF obratil
do piivodniho sméru a jeho mobilita skoncila po Ctyficeti méienich na 12,4 %. Metody 11

a IV demonstrovaly, ze aplikace napéti je pro tvorbu pokryti pomoci PK 1281 v HEPES

49



nevhodna. V ptipadé Metody IV pravdépodobné dochézelo opakovanou aplikaci

k naruSovani struktury vysledného pokryti a vyraznému snizeni stability.

Na zakladé provedenych experimentl 1ze konstatovat, ze pro tvorbu pokryti v HEPES
pomoci kotvy PK 1281 je vhodna pouze Metoda II, ktera poskytuje vysoce stabilni
pokryti schopné otacet smér EOF

4.6.3 Kotva PK 1281 ve fosfatovém pufru

Porovnani hodnot zmény EOF pfi pouziti jednotlivych metod oproti nepokryté

kapilate je znazornéno na Obr. 4.19.

Jednorazové promyti kapilary roztokem kotvy (Metoda I) vykazovalo dobrou
schopnost potlacit EOF. Po prvnim métfeni doslo k jeho poklesu na 2,5 % ptvodni
hodnoty. V pribéhu sekvence dvaceti meéfeni dochézelo k urychlovani az na kone¢nych
28,8 %. Byl pozorovan skokovy nartist EOF po vyméné BGE. Metoda I neni vhodné pro
tvorbu pokryti v kapilarni elektroforéze z diivodu sniZené stability vysledného pokryti.

Opakované promyvani kapilary roztokem kotvy (Metoda IT) dokézalo otocit smér
EOF. Po prvnim méteni doslo k jeho modifikaci na —25,8 % piivodni hodnoty. V pribéhu
sekvence Ctyficeti méfeni byla zaznamenédna tfada skokovych vykyvi bez ndznaku
jakéhokoliv trendu. Kone¢n4 hodnota EOF ¢inila —17,4 %. Kotva se pravdépodobné
nebyla schopna dostate¢né adsorbovat na sténu kapilary. Metoda II je z tohoto diivodu

nevhodna pro tvorbu pokryti.

Jednorazova aplikace napéti (Metoda III) vyrazné snizila schopnost pokryti potlacovat
EOF, a to na 36,6 % pavodni hodnoty po prvnim méfeni. Nasledovalo postupné
zrychlovani EOF az na 87,6 % po dvacatém méfeni. Kotva se nedokazala dostatec¢né

adsorbovat na sténu kapilary a dochézelo k jejimu vymyvani.

Opakované promyvani kapilary roztokem kotvy a aplikace napéti 20 kV
(Metoda IV) dokazalo potlacit vymyvani kotvy z kapilary za cenu drastického sniZeni
stability vysledného pokryti, jak lze pozorovat na Obr. 4.19d. Mobilita EOF se
z prvotnich 51,8 % béhem sekvence Ctyficeti méfeni propadla az na 19,7 % plvodni
hodnoty. Béhem celé¢ sekvence byly pozorovany skokové zmény v hodnotach EOF bez

naznaku jakéhokoliv trendu. Opakovand aplikace napéti pravdépodobné narusila

50



strukturu vysledného pokryti a vyrazné snizila jeho stabilitu. Metoda IV je z tohoto

divodu naprosto nevhodna pro tvorbu pokryti v kapilarni elektroforéze.

Na zaklad¢ provedenych experimentl lze konstatovat, ze kotva PK 1281 neni
v prostfedi fosfatového pufru vhodna pro tvorbu pokryti v kapilarni elektroforéze.
Vsechny pouzit¢ metody poskytly pokryti, kterd sice dokdzala potlacit EOF, avsak

vykazovala vysokou miru nestability.
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Obr. 4.19 - Grafické zndzornéni procentualni zmény EOF pfi pokryti kapilary PK 1281 ve
fosfatovém pufru oproti nepokryté kapilare. Hodnoty jsou uvedeny ve formé medianu pro dany
usek méfeni. Graf A — Jednordzové pokryti PK 1281 (Metoda I), Graf B — Pokryti PK 1281 pted
zacatkem kazdého meéteni (Metoda II), Graf C — Jednorazové pokryti PK 1281 s naslednou
aplikaci napéti 20 kV (Metoda III), Graf D — Pokryti PK 1281 s naslednou aplikaci napéti 20 kV
pred za¢atkem kazdého méfeni (Metoda IV). Usek 1 odpovida méfeni 1-5, usek 2 méfeni 8-12,
usek 3 meéfeni 16-20, usek 4 méfeni 22-26, tsek 5 méfeni 28-32 a usek 6 méfeni

36-40.
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4.7 Srovnani vysledku

4.7.1 Srovnani pouzitych metod

Na zéaklad¢ provedenych méfeni lze konstatovat, ze zZadnd z kotev nevykazovala
extrémné silnou adsorpci na sténu kapilary. Metoda jednorazového pokryvani byla proto
shledédna jako nevhodnd, protoze pfi jejim pouziti obvykle dochédzelo k postupnému
vymyvani pokryti z kapilary. Opakované promyvani kapilary roztokem kotvy poskytlo
nejvice pozitivnich vysledkt ze vSech pouzitych metod, diky vysoké stabilité vyslednych
pokryti a dobré modifikaci EOF. Nejlepsich vysledki bylo touto metodou dosazeno
u kotev PK 941 v boratovém pufru, PK 1291 ve fosfatovém pufru a PK 1281 v prostiedi
HEPES. Prvni dvé zminované kotvy poskytly pokryti o solidni stabilit¢ s dobrou
schopnosti modifikovat EOF. PK 1281 navic obracela smér EOF. Jednordzova aplikace
napéti ve vétsiné ptipadi zlepSila schopnost vyslednych pokryti potlacovat EOF za cenu
snizené stability. Kombinace opakovaného promyvani kapilary roztokem kotvy
a nasledné aplikace napéti méla ve vétsSin€ pripadl za nasledek destabilizaci vyslednych
pokryti. Jediné dvé vyjimky tvofily kotvy PK 941 a PK 1281 v boratovém pufru. U prvni
jmenované bylo pozorovéano vysoce stabilni pokryti s jesté lepsi schopnosti potlacit EOF
nez v piipad¢ vySe zminéné¢ho opakovaného promyvani bez aplikace napéti. Pokryti
tvofené PK 1281 vykazovalo dobrou stabilitu, otacelo smér EOF a piibliZzilo se az

k uplnému potlaceni EOF.

4.7.2 Srovnani kotev

Kotva PK 1291, jejiZ chemicka struktura sestava z jedné kladné nabité aminoskupiny
navdzané na neopentanovou kostru, obecné neposkytovala pokryti schopnd ucinné
potla¢it EOF. Zejména v boratovém pufru bylo naopak pozorovano zvyseni EOF oproti
puvodni hodnoté az o desitky procent. Jedinou vyjimkou bylo opakované promyvani
kapilary roztokem kotvy ve fosfatovém pufru, kdy bylo ziskdno pomérné stabilni pokryti
schopné potlacit EOF na ptiblizné 64 % ptivodni hodnoty.

Kotva PK 941, jejiz chemickd struktura sestavd ze dvou kladné nabitych
aminoskupin navdzanych na neopentanovou kostru, se osvédcila jako nejlepsi zastupce
ze vSech testovanych kotev neopentylového typu. NejlepSich vysledkd bylo dosaZzeno
v boratovém pufru pomoci Metody II a IV. V obou ptipadech bylo ziskdno velmi stabilni

pokryti s dobrou schopnosti potlacovat EOF. V prosttedi fosfatového pufru a HEPES bylo
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sice dosazeno ucinnéjsiho potlaceni EOF oproti PK 1291, z diivodu snizené stability vSak

tato pokryti nelze vyhodnotit jako vhodna.

Kotva PK 1300, jejiz chemicka struktura sestava ze tfi kladné€ nabitych aminoskupin
navazanych na neopentanovou kostru, byla vyhodnocena jako nevhodna pro tvorbu
pokryti v kapilarni elektroforéze. Jednotliva pokryti sice dokadzala pomérné ucinné
potlacovat EOF, avSak zadna z nich nevykazovala velkou miru stability. Ve vétSingé

ptipadi bylo pozorovano postupné vymyvani kotvy z kapilary.

Kotva PK 1294, jejiz chemicka struktura sestava ze tii kladné nabitych pyridinovych
jader navazanych na neopentanovou kostru, byla vyhodnocena jako nevhodna pro tvorbu
pokryti v kapilarni elektroforéze. Ziskana pokryti byla schopna potlacovat EOF, avsak
v porovnani s ostatnimi kotvami vykazovala nejhorsi stabilitu. Pfi¢inou pozorované¢ho
chovani by mohly byt stérické diivody. Pyridinova jadra jsou méné flexibilni a objemné;jsi

nez aminoskupiny.

Kotva PK 1281 se fadi do kategorie cyklodextrinovych kotev. Méfeni s touto kotvou
poskytla daleko lepsi vysledky nez v piipadé kotev neopentylovych. Pokryti vytvorena
predevsim v boratovém pufru a prostiedi HEPES vykazovala schopnost ota¢et smér EOF.
Zejména opakované promyvani kapilary roztokem kotvy poskytlo v téchto pufrech velmi
stabilni a ii¢inna pokryti. Pozorované chovani Ize odivodnit velkym mnoZstvim kladnych
naboji pfitomnych v chemické struktuie pouzité kotvy. Zaroveii jsou na cyklodextrinové
jadro navazany hydrofobni uhlikaté fetézce. Kotva se tedy chova jako kationogenni
detergent. Latky tohoto druhu se Casto vyuZzivaji v kapilarni elektroforéze pro jejich
dobrou schopnost otacet smér EOF. Obecné plati, Ze ¢im delsi je uhlikaty fetézec daného
detergentu, tim u¢innéji obraci EOF, protoZe delsi fetézce stabilizuji pokryti vzajemnymi

hydrofobnimi interakcemi [45].

4.7.3 Srovnani pufra

Na zékladé provedenych experimenti Ize konstatovat, Ze obecné nejlepsich vysledk
bylo dosazeno pii pouziti boratového pufru, a to jak z hlediska G¢innosti potlaceni EOF,
tak z hlediska stability. Pokryti vytvofena v prostfedi HEPES také pomérné dobie
potlacovala EOF. V porovnani s boratovym pufrem vSak byl u vétSiny kotev zaznamenéan

pokles stability vysledného pokryti. Fosfatovy pufr se neosveédcil témét v zadném ze
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zkoumanych ptipada. Ziskana data naznacuji, Ze fosfatovy pufr plisobi nejagresivnéji na

pokryti a jeho pouziti v kombinaci se zkoumanymi kotvami tedy neni vhodné.
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5 Zaver

V této praci bylo testovano, zda je néktery z péti vybranych vzorkl kotev vhodny
pro tvorbu pokryti v kapilarni elektroforéze. Zkoumana byla stabilita jednotlivych pokryti
a jejich schopnost modifikovat ¢i potlacit EOF. Jako BGE byly pouzity boratovy puft,
fosfatovy pufr a HEPES. Na zaklad¢ provedenych méteni Ize konstatovat, ze zadna
z kotev nevykazovala extrémné silnou adsorpci na sténu kapilary. Z tohoto diivodu se
nejlépe osvédcila tvorba pokryti pomoci opakovaného promyvani kapildry vodnym
roztokem dané kotvy pied kazdym métfenim. Z testovanych kotev poskytla nejlepsi
vysledky cyklodextrinova kotva PK 1281. Pokryti vytvorena jeji opakovanou aplikaci
v prostiedi boratového pufru a HEPES vykazovala velmi dobrou stabilitu a schopnost
otacet smeér EOF. Z tohoto diivodu by mohla najit potencidlni vyuZiti pfi separaci anionti.
kladnych ndboji v molekule a hydrofobnich uhlikatych fetézcli navazanych na
cyklodextrinové jadro. Zbylé kotvy patiici do skupiny neopentylovych kotev se pro
tvorbu pokryti pfili§ neosvédCily. Nejlepsi vysledky poskytla PK 941 obsahujici dvé
kladn¢ nabité aminoskupiny navazané na neopentanovou kostru. V prostiedi boratového
pufru byla jeji opakovanou aplikaci ziskana pokryti o dobré stabilité, a to jak bez aplikace
napéti 20 kV, tak 1 s jeho opakovanou aplikaci pfed kazdym métfenim. Vyslednd pokryti

vykazovala schopnost t¢inné potlacit EOF.

V pribehu testovani bylo dale zkouméno, zda neexistuje korelace mezi chovanim
trojice kotev PK 1291, PK 941 a PK 1300, jejichZ chemické struktury se od sebe liSily
pouze v poctu navazanych aminoskupin. Na zéklad¢ ziskanych vysledki Ize prohlasit, Ze

nebyly pozorovany Zadné spole¢né trendy chovani.
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