1. Uvod

,Casto, kdyZ pod starostmi kloni se uZ? sije, castokrat v bitvy viavé zazni hlas,
ozve se nevyslovitelna touha objevit Zivot skryty kdesi v nas: Zizniva touha naprit
vsechnu silu a znovu hledat smér, s rukama na kormidlu, touzeni vnikat znova do
zahad toho srdce zde, jeZ bije tak divoce, tak prehluboko — znat, odkud se Zivot bere
a kam se ubira."

ARNOLD

Touha po poznani je zakladni predpoklad védeckého pracovnika. Snad kazdy
da mi za pravdu, Ze pokud je poznani spojeno s objevem a odhalovanim principd,
zakonitosti a délky lidského Zivota, je touha poznavat mnohonasobné umocnéna.
V prlibéhu historie lidstva se setkdvame s Samany, léCiteli, Carodéji, alchymisty, ktefi
se s velkym nadSenim pokouseli o pfipravu zazratného napoje vécného miladi. Dnes
uz snad jen bldzen by véfil na Ucinnost lektvarl a elixirl mladi. Zijeme ve svété
techniky, pokrok( a stale novych objev(, které bez védecky prokazané ucinnosti a
funkCnosti, nemaji moznost na preziti. Presto stale otazka délky zivota naplnuje
touhu po poznani leckterych védcl a védeckych pracovist'.

Elixiry se sice nepripravuji, ale byly objeveny latky, které svymi Ucinky
v lidském organismu pomahaji nékteré patologické procesy zpomalit nebo dokonce
zastavit. Jednou z téchto zazracnych latek je hormon melatonin.

Prvnim krokem k ovéreni nebo zjisténi novych Ucinkl zkoumané latky je umét
latku stanovit v biologickém materialu, a to jak kvalitativné, tak i kvantitativné.
Nepopiram, ze neexistuji spolehlivé metody na stanoveni melatoninu. Existuji. Patfim
vSak k védeckym pracovniklim, jejichZz pracovisté si nemlze tak finanéné narocné
techniky dovolit. A pravé zde hraje velkou roli uz zminéna touha po poznani, ktera
dodava silu, energii a inspiraci naSemu pracovnimu kolektivu k nalezeni alternativni a
relativné pristupné techniky stanoveni.

Bylo prokazano, ze koncentrace jednoho metabolitu melatoninu, 6-
sulfatoxymelatoninu, v ranni moci, odpovida fyziologickym koncentracim melatoninu
vylouceného epifyzou béhem noci. Prvnim krokem byla zajisté volba nékteré ze

separacnich technik. Stanoveni 6-sulfatoxymelatoninu pomoci vysokoucinné
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kapalinové chromatografie selhalo na problému stanoveni silné polarnich latek
pomoci HPLC, coz 6-sulfatoxymelatonin beze sporu je. V roztoku je molekula 6-
sulfatoxymelatoninu nabita a tento jednoduchy poznatek otevrel cestu nového
poznani a zkoumani tak zajimavé molekuly pomoci elektromigracni techniky —
kapilarni elektroforézy.

V predlozené praci bude snahou nastinit moznost stanoveni 6-

sulfatoxymelatoninu pomoci kapilarné elektroforetické techniky.



2. Cil prace

V teoretické ¢asti rigordzni prace je zpracovana problematika teorie separacni
techniky elektroforézy.

Teoreticka ¢ast je ¢lenéna do Sesti oddilG. V Gvodu teoretické ¢asti je zminéno
nékolik poznamek k historii zkoumané techniky. Dale bylo snahou popsat zakladni
jevy a analytické parametry kapilarni elektroforézy. Na konci tohoto oddilu jsou
vysvétleny principy variant provedeni elektroforetické techniky.

V experimentalni Casti jsou aplikovany poznatky ziskané z teorie. Cilem bylo
optimalizovat separacni podminky pro analyzu SaMT pomoci kapilarni elektroforézy.
SaMT je stredem zajmu a predmétem vyzkumu na katedre biofyziky a fyzikalni
chemie diky svym antioxidacnim Gcinkim a vlivem na procesy starnuti.

Doposud byly experimenty provadény pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie, konkrétné na kolonach Discovery Cyano, Discovery HS C18 a ABZ".
Na téchto kolonach bylo dosazeno podobnych vysledkd. Viibec se neosvédcila kolona

Discovery Carbon Zr C18.



3. Teoreticka cast

3.1. Historie objevii elektroforézy

V roce 1892 byl popsan pohyb anorganickych castic v elektrickém poli
v koloidnim roztoku. Nasledné se ukazalo, Zze podobné putuji i proteiny ve vodnych
roztocich. V tficatych letech 20. stoleti zkonstruoval Svédsky elektrochemik Arne
Tiselius zafizeni umoziuijici rozdélit proteiny krevniho séra na zakladé jejich
rozdilnych rychlosti pohybu v elektrickém poli. Elektroforézu charakterizoval definici:
k separaci dochazi rozdilnou pohyblivosti nabitych ¢&astic (iontll), zplsobenou
pritazlivymi nebo odpudivymi silami v elektrickém poli. Za tento objev dostal v roce
1848 Nobelovu cenu. V nepfiliS odliSném usporadani se elektroforéza proteinl
krevniho séra jako diagnostickd metoda dodnes pouZivd na mnoha klinikach.'

V poloviné Sedesatych let vznikla elektromigracni technika kapilarni
izotachoforéza, uréend prevazné pro analyzu smési malych iontd, anorganickych i
organickych.

Prvni prace tykajici se kapilarni elektroforézy popsal Hjertén v roce 1967.°
K dispozici vSak byly pouze kapilary s prlimérem 1 mm. Pozdéji Virtanen a potom
Mikkers® provedli elektroforézu v kapilafe o vnitfnim prliméru 0,2 mm vyrobené ze
skla a teflonu. Roku 1981 J. W. Jorgenson a K. D. Lukacs® publikovali praci o
separaci rliznych iontl (aminokyselin, dipeptidl, amind) zénovou elektroforézou ve
velmi tenké sklenéné kapilare z taveného kiemene s vnitfnim prdmérem 0,075 mm.
Demonstrovali tak vysokou ucinnost separace v Uzké kapilare v porovnani s velmi
rozSifrenou kapalinovou chromatografii. Jorgenson také vypracoval teorii popisujici
vztahy mezi operaCnimi parametry a kvalitou separace a poukazal na moznosti
vysoce Uc¢inné kapilarni elektroforézy (HPCE) jako analytické techniky.

DalSim vyznamnym krokem ve vyvoji CE byl objev micelarni elektrokinetické
chromatografie. Tato technika vyuZiva tenzidy, jez vytvareji micely s nepolarnimi
slou¢eninami a lIze tedy separovat nenabité latky. Dodnes bylo objeveno velké
spektrum latek posilujici i¢inek a selektivitu CE separace.

V poslednich letech byly vyvinuty dalsi modifikace elektroforézy, které nasly

Siroké uplatnéni v fadé separaci. Jsou to napriklad miniaturizace na cipy, nebo



spojeni s lasery pro Sirokou oblast molekularné biologickych metod. Také spojeni
kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii je hojné vyuzivano pro stanoveni
nabitych latek.

3.2. Kapilarni elektroforéza dnes

V soucasnosti se timto terminem oznacuje separacni metoda vyuZivajici pohyb
nabitych castic, at' uz malych iontd ¢i makromolekul (proteini, fragmentli DNA)
v elektrickém poli, a to bud" primo ve volném roztoku elektrolytu nebo v néjakém
nosném médiu, napr. gelu. Je-li elektrolytem nebo médiem naplnéna kapilara, rika se
technice kapilarni elektroforéza.

Kapilarni elektroforéza je analyticka technika, ktera se vyznacuje vysokou
citlivosti, Ucinnosti a reprodukovatelnosti na Urovni HPLC. Své uplatnéni nachazi i pri
analyzach anorganickych iontd v biologickych vzorcich. V mnoha pfipadech byva
kapilarni elektroforéza spojena s diode-array detektorem, ktery je specialné
konstruovan pro pfimou detekci migrujicich analytd kapilarou.

Hlavni prednosti kapilarni elektroforézy jsou tedy velmi vysoka ucinnost, ktera
dovoluje separaci az stovek sloucenin v jednom roztoku, pozadavek minimalniho
mnozstvi jak vzorku, tak pufrd a jinych analytickych cinidel, snadnad automatizace a

moznost kvantifikace.’

3.3. Teorie kapilarni elektroforézy

3.3.1. Elektroforéza

Princip elektroforézy spocCiva v separaci nabitych Castic, které se pohybuiji
nezavisle rliznymi rychlostmi ve stejnosmérném elektrickém poli. Rychlost nabité
Castice je pfimo Umérna intenzité elektrického pole. Intenzita elektrického pole je
funkci aplikovaného napéti a délky kapilary (V/cm). Konstantou Umérnosti je tzv.

pohyblivost .



U
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kde je v — rychlost iontu, pe — elektroforeticka pohyblivost (mobilita), E — intenzita
elektrického pole, U — napéti mezi elektrodami, | — délka kapilary.

Pohyblivost je konstanta charakteristicka pro dany ion a prostredi. Jednotkou
je m2Vist a tedy plati, Ze ion s jednotkovou pohyblivosti urazi za 1 s vzdalenost 1
m pri intenzité elektrického pole 1 V/m.

Elektricky nabitd Castice se pohybuje vlivem plsobeni elektrické sily, ktera je

dana vztahem
Fe =q.E, )

kde g je naboj iontu.
Proti tomuto pohybu pUsobi odpor prostfedi. Pro kulovou castici s nepfilis

velkou rychlosti plati vztah pro velikost tfeci sily (Stockestv zakon)
Fo =—6.7nryv, (3)

kde n je viskozita analytu, r — iontovy polomér a v — iontova rychlost.
Pri elektroforetickém déji v ustaleném stavu dojde k rovnovaze obou sil. Za

tohoto stavu maji sily stejnou velikost, ale plisobi proti sobé.
g.E=6.zn.rv 4)

Z rovnosti (4) Ize vyjadrit rychlost, dosadit do vztahu pro vypocet rychlosti (1)

a dostaneme vztah pro veli¢inu popisujici mobilitu (pohyblivost):

9

'ue:6-7r-77-r

(3



Uvedeny vztah napovida, Zze malé a vice nabité ¢astice maji vétsi mobilitu nez
velké, malo nabité latky.

Limitni elektroforeticka mobilita je fyzikalni konstanta, charakteristicka
pro danou castici a prostredi. Limitni pohyblivost je zavisla pouze na teploté a
pouzitém rozpoustédle. Neni zavisla na koncentracich sloZek analytu, tedy na iontové
sile. Hodnoty limitni elektroforetické mobility jsou tabelovany.

Praktické vyuziti ma zdanliva a efektivni pohyblivost. Zdanliva pohyblivost
Hav zohledriuje prispévek elektroosmotického toku (EOF) a popisuje ji nasledujici

vztah

== ©
E t-E’

kde v je migracni rychlost zény dané latky, E — intenzita elektrického pole, t —
migracni Cas zony, Lq — vzdalenost od bodu nastfiku do detektoru.

Efektivni pohyblivost hraje Ulohu pfi popisu neuplné disociovaného
systému. Nelplné disociované latky maji urcity podil nenabitych Castic, proto se
budou v elektrickém poli pohybovat pomaleji. Pfi stalé intenzité elektrického pole
budou mit latky v prostredi, kde nejsou Uplné disociovany, mensi pohyblivost nez
v prostfedi, kde budou disociovany UpIné.

Maji-li dva analyty stejnou limitni pohyblivost (zcela disociovana forma), jevi
se jako nedélitelné. Tyto latky vSak maji rlizné disociacni konstanty a tedy i hodnoty

efektivnich mobilit pfi vhodném pH. Proto je Ize Uspésné separovat.

Obr. 1: Zobrazeni mobility dvou slabych kyselin v zavislosti na pH.



Pro efektivni pohyblivost dané slozky analytu plati vztah

Hee = Hay — Heor (7)

Mav je zdanliva pohyblivost, peor je pohyblivost elektroosmotického toku vyjadrend

vztahem

teor 'E’ ©)

teor — migracni ¢as nenabité Castice (EOF) markeru, Ly — vzdalenost od bodu nastfiku
k detektoru.
Pohyblivost elektroosmotického toku neni fyzikalni konstantou, zavisi na

experimentalnich podminkach.®

3.3.2. Elektroosmoza

Elektroosmdza je jev pritomny vzdy, kdyZ se aplikuje elektrické pole na systém
zahrnujici pevnou (stacionarni) fazi, ktera je v kontaktu s mobilni kapalnou fazi. Na
rozhrani obou fazi dochazi ke vzniku elektrické dvojvrstvy, ktera hraje klicovou roli
v elektroosmadze. Existuje fada teorii popisujici strukturu elektrické dvojvrstvy, z nichz
nejznaméjsi jsou Helmoltzova teorie, Gouyova-Chapmanova teorie a Sternova teorie.

Elektricka dvojvrstva se sklada ze dvou vrstev. Systém jako celek je elektricky
neutralni. Vnitfni vrstva je soucasti tuhé faze a vznikd disociaci vlastnich
ionizovatelnych skupin situovanych na povrchu struktury nebo adsorpci iontl
pritomnych v roztoku na povrch castic. Vnéjsi, difuzni vrstva, je kazdou teorii
charakterizovana jinym zplsobem. Mezi nabitym povrchem a objemovou fazi roztoku

vznika rozdil potenciall, jeZ popisuje danou dvojvrstvu v klidovém stavu.’
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Obr. 2: Elektricka dvojvrstva.

Mezi pevnou relativné nevodivou fazi (u CE sklo z taveného krfemene) a
elektrolytickym roztokem vznika urcity potencidlovy rozdil, ktery zavisi na koncentraci
iontd v roztoku. Sklo se v roztoku chova jako vodikova elektroda. Rozdil potenciald
pevné a kapalné faze se nazyva fazovy potencial a je charakterizovan Nernstovou

rovnici.

g=———log— (9)

g — fazovy potencial, R — univerzalni plynova konstanta, T — teplota v Kelvinech, n —
poCet vyménénych nabojli, F — Farradayova konstanta, = — konstantni tlak vodiku
povrchové vrstvy skla, p — osmoticky tlak H* iontd v roztoku.

Zbyvajici Cast fazového potencidlu, tvorena difuzni (pohyblivou) casti
elektrické dvojvrstvy, se nazyva elektrokineticky potencial, tzv. zeta potencial {. Zeta
potencial charakterizuje potencidlovy rozdil mezi nepohyblivou primarni vrstvou a
objemovou fazi. Je uréen povrchovou hustotou naboje elektrické dvojvrstvy a je

zavisly predevsim na vnitfnim povrchu kapilary a na pouzitém elektrolytu.
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Obr. 3: Zeta potencial.

3.3.3. Elektroosmoticky tok (EOF)

Ve vodném roztoku ma vétSina povrchll kapilar zaporny naboj, ktery je
vysledkem ionizace stény v dlsledku ustaveni acidobazické rovnovahy (disociace
silanolovych Si-OH skupin na aniontovou formu SiO’), popr. adsorpce iontovych latek
na povrch. U kfemennych kapilar se pfi pH > 4 vyznamnéji uplatnuje disociace
silanolovych skupin. U neiontovych materialQ (teflonové kapilary) se také v malé mire
uplatriiuje EOF, a to v dlsledku adsorpce iontd.

Povrchovy naboj kapilary je kompenzovan protiionty (obvykle kationty)
z objemové faze. Vytvafi se elektrickd dvojvrstva charakterizovana urcitym
potencidlovym rozdilem, tzv. (-potencidlem. VloZime-li na kapilaru vnéjSi napéti,
zacnou se kationy difuzni ¢asti dvojvrstvy i se svymi solvatacnimi obaly pohybovat ke
katodé. Timto pohybem se strhava i roztok uvnitf kapilary a vznika tak
makroskopicky tok kapaliny smérem ke katodé nazyvany elektroosmoticky tok

(Electroosmotic Flow — EOF).

10



CICICICICICICICICICICIC)

f\f\f\f\f\f\f\f\/\/\@

CEOEOOOOOROOD

""" @ ®
@0 Yy ®

® ® |®
©© ©|® EOF

®

Ho "6 %o H
g 0°|e

o @ @®@@®

g@@@@@@@ HOD

DODODODOODOD

Obr. 4: Elektroosmoticky tok.

Povrchovy naboj stény kapilary urcuje velikost zeta potencialu. Velikost EOF se
tak méni v zavislosti na pH, protoze naboj je na pH zavisly. Pfi vysokém pH jsou
silanolové skupiny z vétsi Casti disociované a EOF je velky. Pri nizkém pH, kdy jsou
silanolové skupiny protonizované (nenabité), je EOF vyznamné mensi. Nejvétsi
zmény v EOF jsou v rozmezi pH 2 az 12.

Jelikoz zeta potencial je zavisly také na iontové sile elektrolytu, Ize EOF
ovliviovat i timto zplsobem. ZvySeni iontové sily zplsobi ,stlateni® dvojvrstvy a
snizeni zeta potencialu. Dojde k redukci EOF.

Za normalnich podminek se pohybuji ionty od anody ke katodé. EOF
zplsobuje pohyb vSech molekul ve stejném sméru bez ohledu na naboj. Anionty
budou tedy unaseny smérem ke katodé, protoze jejich elektroforeticka mobilita je

mensi nez EOF.

3.4. Analytické parametry

Nize uvedené analytické parametry jsou popsany a aplikovany na

nejjednodussi techniku HPCE, a to kapilarni zénovou elektroforézu (CZE).
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3.4.1. Mobilita a migracni cas

Migracni Cas je doba, ktera charakterizuje migraci analytu od bodu nastfiku do
bodu detekce. Migracni Cas je roven podilu migracni vzdalenosti a rychlosti.
Migracni Cas a dalSi experimentalni parametry se vyuzivaji k vypoctu zdanlivé

mobility analytu.

L 0
t-E t-V (10)

Hay =

Mav = Mef + Meor — zdanliva mobilita (= efektivni mobilita + velikost EOF), V —

aplikované napéti, | — efektivni délka kapilary, L — celkova délka kapilary, t — migracni
Cas, E — intenzita elektrického pole.

Pro detekci na kapilare (UV-Vis detekce) je obvykle ucinna délka kapilary asi o

10 cm kratSi nez celkova délka. PFi MS-detekci se obé délky rovnaiji.

3.4.2. Teoretické patro

Teoretické patro slouzi k posouzeni Ucinnosti separace. Tento pojem je znam
hlavné zteorie separacniho mechanismu chromatografickych metod. U
elektromigracnich technik se zavadi pojem vyskového ekvivalentu teoretického patra.
Princip je stejny. Separacni loZze (chromatograficka kolona, sloupec) je rozdéleno na
Casti tak, aby v kazdé takové cCasti béhem separace doSlo pravé k dosazeni
rovnovazného rozdéleni analytu mezi mobilni a stacionarni fazi. Takova ¢ast kolony
se potom nazyva vyskovy ekvivalent teoretického patra.

Separace dvou latek bude tim Gc¢innéjsi, ¢im vétsSi pocet teoretickych pater
bude existovat pro danou separaci. PoCet teoretickych pater na téZe koloné bude
rlzny pro kazdou latku. Udinnost kolony tak m@Ze byt definovéna bud’ poctem
teoretickych pater (n) nebo vyskovym ekvivalentem teoretického patra (H).

1
H= (11)
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Teoretické patro je nejen ukazatelem Ucinnosti separace, ale také fenoménem
ovliviujici rozmyvani zon, coz uz je vlastnost vice specifickd pro kapilarni
elektroforézu. Plati, Ze ¢im vice pater, tim mensi rozmyti. Souvislost mezi Sitkou piku

(rozmytim zdény) a poctem teoretickych pater popisuje nasledujici rovnice

N {LT _16. (t_Rj —5545. (t—Rj (12)
o Y, Yo

| — efektivni délka kolony, o — parametr rozptyleni (smérodatna odchylka) gaussovy
kFivky, tr — retencni Cas, Y — Sitka piku u zakladny, Y/, — Sirka piku v polovicni vysce.
Rovnice ma praktické vyuziti pri vypoCtu pocCtu teoretickych pater

z nameéreného elektroforeogramu.

3.4.3. Mnozstvi davkovaného vzorku

Proces injekce je dalsi vyznamny faktor pfi separaci. Je dilezité, aby mnoZstvi
vzorku bylo minimalni. Vétsi objemy vzorku (overloading) mohou zpdsobit nezadouci
efekty, dochazi ke snizeni rozliSeni i uUcinnosti. Jestlize je délka nastfiku vetsi nez
difizi kontrolovana Sitka zony, pik se umérné rozsifuje. Je patrna deformace pikd
vlivem nehomogenniho prostfedi a rozdilné konduktivity zony analytu a pufru.
Naopak malé mnozstvi vzorku zplsobuje zfedéni analytu a nasledné problémy
s detekci.

Prakticky limit pro davkovani je 1 — 2 % délky kapilary, coz vede k injekci radu

nl vzorku.
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Obr. 5: Vliv délky injekce na rozliSeni.

Vzorek mlze byt davkovan dvéma zplsoby, a to bud’' s pouzitim tlaku nebo
elektrické sily. Mozné zplsoby davkovani jsou prehledné zndzornény na obrazku 6.

Hydrodynamické davkovani se provadi aplikaci tlaku, vakua nebo zménou
vysky hladin na koncich kapilary. Vyhodou je témér nezavislost kvantity na slozeni
vzorku.

Elektrokinetické nebo-li elektromigracni davkovani se provadi vyménou
vstupniho rezervoaru s pufrem za vzorek a vloZzenim napéti. Intenzita elektrického
pole je 3 — 5x mensi nez pri separaci. Analyt vstupuje do kapilary migraci a vlivem

EOF. Zajimavosti je zavislost kvantity davkovani na elektroforetické mobilitée.
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Obr. 6: Dva hlavni zplsoby davkovani vzorku.

Ackoliv se v CE davkuje pouze nepatrné mnozstvi vzorku, dosahuje se pfi
méreni vysoké citlivosti. Davkovana mnoZzstvi jsou Umérna objemu kapilary a objem

je zavisly na vnitfnim prmeéru kapilary.

3.4.4. Jouleliv ohFev a teplotni gradient

Na kapilaru vlozené napéni generuje urcity proud. Soucin proudu a napéti (4.
prikon do kapilary) se uvolni v podobé Jouleova tepla. Provedeni elektroforézy v
kapilare je velmi vyhodné z pohledu redukce tepla. Se zmensujicim se prlimérem
kapilary, klesa pomér povrchu k objemu separacniho prostoru. Na mnoZstvi tepla
vygenerovaného v jednotce objemu pripada vétsi plocha, kterou se toto teplo musi
vyzatit. Vygenerovana energie se obvykle pohybuje v rozmezi 0,5 — 5 W/m?. Teplotni
rozsah stanoveni byva od 10 °C az po 70 °C. Pfi lokalnim vysokém vzrlstu teploty se
mize elektrolyt vyparovat, ¢imz vznikaji bublinky plynu, které plsobi jako izolant a
brani priichodu elektrického proudu.

Absolutni vzrlst teploty z pohledu analyz neni rozhodujici. Nejvétsi problém
predstavuje nelinearni teplotni gradient v prlfezu kapilary. Teplo generované

v kapilare se musi vyzarit sténou. Timto je vzdy roztok u stény kapilary chladnéjsi
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nez uprostied. Tento fakt zplsobi vzrlist mobility (0 2 — 3 % na 1 ©°C), protozZe
s rostouci teplotou klesa viskozita. Pfi prlichodu detektorem se takové rozmyti projevi

rozSirenim pikd.

Proménna Ucinek
e Propor¢ni snizeni tepla

Snizeni intenzity elektrického pole Ly . v
ty P e Redukce ucinnosti a rozliseni

e Snizeni elektrického proudu

Redukce prliméru kapilary » Omezeni citlivosti
e MdZe snizit adsorpci vzorku

e Propor¢ni sniZeni proudu

Snizeni iontové sily pufru nebo koncentrace oy .
e Muze snizit adsorpci vzorku

e Termostatovani a odstranéni

Aktivni kontrola teploty tepla z kapilary

Tab. 1: Rdzné metody pro omezeni Jouleova tepla.

3.4.5. Interakce analyt — sténa kapilary

Molekuly analytu se mohou adsorbovat na sténu kapilary, coz je zplsobeno
coulombickymi interakcemi mezi kationy zroztoku a negativné nabitou sténou.
Nepolarni molekuly adsorbuji diky hydrofobnim interakcim. Pravdépodobnost
adsorpce zvysuje velky pomér povrchu k objemu kapilary, ktery je vSak vyznamny
pro tepelny prenos.

K redukci uvedenych interakci se vyuziva nékolik metod. SniZeni efektivniho
povrchového naboje Ize docilit zvySenim koncentrace pufru. Interakce solutu se snizi
a pufr soucasné vysyti sorpCni centra. Vysoka iontova sila také snizuje EOF, coz
zplsobi prodlouzeni migracnich ¢asl. Tuto aplikaci omezuje vzrist proudu a Jouleova
tepla.

ZvIasté pii separaci proteinl Ize snizit adsorpci nastavenim extrémnich hodnot
pH. PFi nizkém pH (<2 az 3) jsou silanolové skupiny z vétsi ¢asti bez naboje. EOF je
témér nulovy a proteinové skupiny, které jsou protonizovany a kladné nabité, migruji
smérem ke katodé. Pfi vysokém pH (>9 az 10) jsou sténa i analyt disociovany, tedy

zaporné nabité a interakce se sténou kapilary jsou omezeny odpuzovanim nabojl.
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Redukovat nezadouci adsorpci Ize také pokrytim kapildrni stény. Povlak mize
mit rlzné formy. Bud' je to formou pfidavku do pufru (hydrofilni polymery, tenzidy —

dynamicka deaktivace) nebo se kovalentné navaze modifikator stény.

3.4.6. Rozliseni

Cilem kazdé separace je rozdélit vzorek na jednotlivé slozky. RozliSeni piku

latek je definovano jako pomeér jejich vzdalenosti a primérné Sirky piku pti zakladné.

R = 2'(t2_t1):t2_t1
W, + W, 4.0

(13)

t — migracni Cas, w — Sitka podstavy piku v Case, o — standardni ¢asova odchylka, 1,
2 — slozky analyzovaného vzorku.

Separacni proces je ve vztahu (13) charakterizovan v Citateli. Disperzni
procesy pUsobici proti separaci jsou zahrnuty ve jmenovateli.

Separace v HPCE je primarné Fizena vysokou Ucinnosti, ne selektivitou, jak je
tomu u chromatografickych technik. Vznikaji velmi ostré Gzké zény i pfi malych

rozdilech v mobilité.

3.4.7. Faktory ovliviujici Gcinnost
Zdroj rozsirovani zény Ovlivnéni systému
definuje hlavni omezeni Gcinnosti
Podélna diflze e analyty snizkym difGznim koeficientem tvori
Uzké zény
Joulellv ohrev e  zplsobuje teplotni gradient a laminarni proudéni

e  délka nastfiku by méla byt mensi nez prispévek
difize k rozmyti zny

e nedostatecna citlivost detekce Casto vyzaduje
delSi nastrik

e interakce se sténou kapildry  zplsobuji
chvostovani pik{

Rozdilna vodivost vzorku a elektrolytu | e  rozdilnd vodivost zplisobuje rozmyvani zén

Délka nastriku

Adsorpce vzorku

R0zna vyska rezervoard e vytvari laminarni, hydrodynamicky tok

Sitka detekéniho okna e ovliviiuje Sitku zaznamenaného piku

Tab. 2: Faktory ovliviiujici Gcinnost.
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3.5. Rozdéleni CE

3.5.1. Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

Kapilarni zonova elektroforéza je také znama pod zkratkou FSCE (free solution
capillary electrophoresis). Predstavuje nejjednodussi usporadani z elektromigracnich
technik a je Siroce pouzivana diky své jednoduchosti a univerzalnosti. Kapilarni
zénova elektroforéza (CZE) je vhodna pro separaci nabitych molekul (iontd) liSicich
se svou molekulovou hmotnosti, tvarem a nabojem. Rozsah aplikace této techniky je
rlznorody, zahrnuje analyzu aminokyselin, peptidd, iontl, také stanoveni opticky
aktivnich latek a mnoho dalSich iontovych sloucenin.® U proteind se CZE pouZiva
hlavné k ovéFeni jejich &istoty a konformaénich variant.’

Jednoduchost této metody spociva v tom, Ze kapilara je naplnéna pouze
zakladnim elektrolytem (pufrem), ktery je svym sloZzenim homogenni v celé délce
kapilary. TaktéZz je konstantni intenzita elektrického pole. Separace je docileno
migraci analytd v diskrétnich zénach s rdznou rychlosti. Metoda CZE umoziuje
separovat anionty i kationty soucasné, a to diky EOF. Neutralni molekuly se

nerozdéluji, pouze jsou unaseny s EOF.

E’..O.. =
) . . N
o i . >
Anode (+) Cathode(-)
zina elelctricleé pole
otk o S
separaéni
Vef:_ —=¥ef+ it ——Vor ]
W
eof T Veof tVers
L |
oy M
ln N
V. wiechn
eof neutrélgi

[] 0

. N +

. - +
negativne pozitivné

nabita nabitd

Obr. 7: Princip separace pomoci CZE.
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3.5.2. Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC)

Micelarni elektrokinetickd chromatografie je technika spojujici prvky
elektroforézy a chromatografie. V literature je Casto oznaCovana jako Miceldrni
elektrokineticka kapilarni chromatografie (MECC).

Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie je nejzajimaveéjsi technikou
kapilarni elektroforézy z hlediska moznosti rozdéleni smési obsahujicich jak nabité,
tak nepolarni molekuly. Da se pouzit i pri separaci smési velmi hydrofobnich léciv
a jejich velmi polarnich metabolitd.

Pri separaci analytl hraji dlleZitou roli tenzidy (surfaktanty) obsazené v pufru.
Tenzidy maji ve své strukture polarni a nepolarni ¢ast s opacnou afinitou k pufru.
Polarni Cast tvori hydrofilni hlavicka a nepolarni c¢ast se skladda z dlouhého
hydrofdbniho retézce, ktery je tvoren 10 — 50 atomy uhliku. Jsou-li tyto amfipatické
latky pritomny v zakladnim elektrolytu v nizké koncentraci, existuji oddélené. Se
vzrlstajici koncentraci probéhne jejich shlukovani za vzniku castic s 50 a vice
molekulami amfifilni latky a velikosti Castice nad 5 nm. Témto casticim fikame
micely a vytvareji se vroztoku pfi koncentraci nad tzv. kritickou micelarni
koncentraci (CMC). Tyto soustavy jsou vratné, nebot’ jejich ndlezitym zfedénim
vznikne opét pravy roztok.

Micely jsou tedy agregaty tenzid{, maji sféricky tvar a amfifilni vlastnosti. Ve
vodném roztoku jsou hydrofébni konce orientovany do stfedu molekuly a hydrofilni

hlavicky sméruji ven do vodného roztoku.

Obr. 7: Rlzna znazornéni struktury micely.
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RozliSujeme Ctyfi hlavni tfidy surfaktant(: aniontové, kationtové, neiotové a

amfolytické. V MECC se nejvice pouzivaji prvni dva typy.

Surfaktant | Typ | cMC/M | Agregatni &islo
SDS Anionicky 8,1.107 62
CTAB Kationicky 9,2.10™ 170
Brij-35 Neionicky 1,0.10" 40
Sulfobetaine Amfolyticky 3,3.10°3 55

SDS — sodium dodecyl sulfat; CTAB — cetyltrimethylamonium bromid; Brij-35 — polyoxyethylen-23-lauryl ether;

sulfobetain — N-dodecyl-N,N-dimethylamonium-3-propan-1-sulfonova kyselina.

Tab. 3: Tridy surfaktantl a jejich kriticka micelarni koncentrace.

Princip separace je zaloZen na interakci micel a nepolarnich latek rozpusténych
v roztoku. Podle toho, jaky nesou micely naboj, migruji s nebo proti EOF. Aniontové
tenzidy (pr. SDS) migruji smérem k anodg, tj. opaCnym smérem nez EOF. Jelikoz je
ale EOF obvykle rychlejsi nez migracni rychlost micel pri neutralnim nebo zasaditém
pH, dochazi k migraci souhlasnym smérem elektroosmotického toku. BEhem migrace
mohou micely interagovat s molekulami analytu na chromatografickém principu na
zakladé jak hydrofdébnich, tak elektrostatickych interakci. Pokud analyt s micelou
neinteraguje, je jednoduse unasen EOF. Latky hydrofébni povahy, které samy nemaji
zadny naboj, interaguji s micelami a ziskavaji mobilitu diky polarnim ¢astem micel.

Jejich vysledna migracni rychlost je mensi, jelikoZ jsou micelou unaseny proti EOF.

_____________________________ -
o ﬂo o =
< O
+) dgz;i@ [ 1 3{32@ (’“
4—@’\’ ~5

&~~~ Surfactant Molecule

MR So'ute Molecule

[:> Electrocsmotic Flow

« Electrophoresis of the Micelle

Obr. 8: Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie.
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MECC je dynamicka varianta CE pouzivana jak pro nabité, tak i pro nenabité
analyty a dalsi latky s hydrofilnimi nebo hydrofébnimi vlastnostmi. Pomoci MECC Ize
stanovit aminokyseliny, nukleotidy, vitaminy a rozsahlou skupinu IéCiv, aromatickych
uhlovodikd a dalsich.'%"!

3.5.3. Mikroemulzni elektrokineticka chromatografie (MEEKC)

Mikroemulzni elektrokineticka kapilarni chromatografie je elektricky fizena
separacni technika, kterd umoznuje vysoce Ucinné separace neutralnich i nabitych
latek. K separaci zkoumanych latek se pouzivaji pufry obsahujici mikroemulze.

Mikroemulze jsou vlastné micely s velkym obsahem solubilizatu (povrchové
aktivni latka). Tvori prechod mezi emulzemi a micelarnimi koloidy. Vznikaji spontanné
pri vysokych koncentracich povrchové aktivni latky v micele za pfitomnosti tzv. ko-
surfaktantu (napt. alkoholu o stfedni délce fetézce), coz zplsobuje dalSi snizeni
mezifazového napéti. Velikost mikroemulze se pohybuje v fadu 30 nm. Mikroemulze

jsou na rozdil od vétsiny b&Znych emulzi préihledné a termodynamicky stabilni.*

molekula povrchové aktivni
/ latky s dlouhym fetézcem

\molekula ko-surfaktant

voda v oleji olej ve vodé

Obr. 9: Kapky mikroemulze.

Mikroemulze pouzivané v MEEKC obsahuji iontové surfaktanty. UmoZziuji
separaci na chromatografickém principu, kdy dochazi k déleni analytd mezi olejové
kapénky a vodnou fazi pufru. Ve vodé nerozpustné, hydrofébni latky se zadrzuji v

olejové fazi a naopak.
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Tento princip separace je velmi podobny technice MECC (MEKC). Micely ale
tvofi pouze monomery surfaktantu. Povrch micel tvoreny surfaktanty je vSak hdre
prostupny pro nékteré analyty. Diky tomu ma metoda MEEKC SirSi rozsah vyuziti
stanoveni farmaceutickych latek.

Nejpouzivanéjsi surfaktant v MEEKC je sodium dodecyl sulfat (SDS). Olejové
kapénky jsou obaleny molekulami SDS, ktery jim udéluje zaporny naboj. Uhlikovy
retézec C;, surfaktantu penetruje dovniti kapénky, zatimco zaporné nabita hydrofilni
sulfatova skupina SDS z{stava na povrchu v kontaktu s vodnou fazi.

Odpudivé sily negativné nabité sulfatové skupiny zabranuji tvorbé emulze,
povrchové sily nejsou dostatecné redukovany, proto se do roztoku pridava ko-
surfaktant, alkohol se stfedné dlouhym retézcem. Je nezbytny pro tvorbu emulze,

vzniklou emulzi pak stabilizuje. Nejcastéji to byva butan-1-ol.

Obr. 10: Kapka mikroemulze s navazanym SDS.

V MEEKC se vétSinou pouzivaji pufry s vysokym pH, napr. boratovy nebo
fosfatovy. Aplikuje-li se napéti do kapilary s pufrem, vznikne vysoky, relativné rychly
EOF smérujici ke katodé. Olejové kapky se surfaktantem jsou negativné nabity a
snazi se putovat smérem k anodé. EOF je vSak dostatecné silny a je schopen zavléci
olejové kapénky ke katodé. Neutralni, ve vodé rozpustné analyty, zlstavaji ve vodné
Casti a jsou unaseny EOF ke katodé. Naopak nerozpustné latky se déli do kapek, jsou
zadrzovany, maji vysoky kapacitni faktor. Latky mirné rozpustné ve vodé, které maji
kapacitni faktor roven 1, se déli rovnhym dilem do vodné faze a olejové kapky.
Migracni ¢as nebo kapacitni faktor neutralnich analytl tedy pfimo zavisi na

rozpustnosti (hydrofobicité) analytu v separacni technice MEEKC.
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Obr. 11: Zobrazeni principu MEEKC.

MEEKC je relativné nova metoda. Umoziuje stanoveni jak ve vodé
rozpustnych, tak ve vodé nerozpustnych sloucenin. Je efektivné vyuzivana ve
farmaceutickém primyslu k analyze Sirokého spektra farmaceuticky aktivnich latek.
Jsou znamy postupy stanoveni polyaromatickych uhlovodik{, proteind, herbicidd,
vitamint, ketond a PB-diketonl, farmaceuticky aktivnich latek, steroidd,

kardiotonickych glykosid@ a dalsich.*

3.5.4. Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

Gelova elektroforéza nachazi své uplatnéni hlavné v biologickych védach. Byla
vyvinuta za Ucelem stanoveni makromolekul, jako jsou proteiny a nukleové kyseliny.
Rozhodujici Ulohu pfi separaci latek ma velikost molekuly, molekulova hmotnost.
Latky jsou separovany v gelu, ktery tvofi vybrany vhodny polymer. Ma zde Ulohu tzv.

,molekulového sita".'
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Obr. 12: Kapilarni gelova elektroforéza.

Molekuly solutu migruji skrz sito a jsou zadrZzovany rozvétvenym polymerem.
Vétsi molekuly jsou zadrzovany vice, mensi méné. Makromolekuly jako DNA nebo
proteiny nemohou byt separovany bez pridavku gelu, protoze pomér hmotnosti
molekuly k naboji se neméni s velikosti molekuly. Napf. pro DNA kazdy dalSi
nukleotid prinasi do retézce DNA urcity prispévek hmotnosti a urcity prispévek
naboje, takZe vysledna mobilita ve volném roztoku neni ovlivnéna.

Separacni mechanismus CGE je srovnatelny s tradicni ploSnou (deskovou)
gelovou elektroforézou. Usporadani gelu do kapilary ma vSak radu vyhod oproti
ploSnému usporadani. Lze aplikovat 10 az 100krat vétsi intenzity elektrického pole
bez nezadoucich Gc¢inkd Jouleova tepla. Pfi kapildrnim provedeni je jednodussi a
citlivéjsi detekce a snadna automatizace. Jednou z hlavnich vyhod plosnych technik
je moznost preparativni separace. Preparativni separace v kapilare Ize docilit pouzitim
kapilar o velkém vnitinim prdméru (wide-bore, i.d. 100 — 200 ym) a aplikaci malych
intenzit elektrického pole. V plosném usporadani miizeme provadét paralelné vice
analyz. Naproti tomu délka analyz v kapilarnim uspofadani je podstatné kratSi pri
dobre reprodukovatelnych podminkach.

V plosnych technikach se tradi¢né pouziva polyakrylamidovy nebo agarozdvy
gel. Ma mensi velikost pérl a je proto vhodny zejména pro separaci protein{. Pro
separaci DNA jsou vhodné gely s vétSimi pory. Tato média v ploSnych metodach
neplni jen funkci separacni. Slouzi zaroven jako antikonvektivni médium a zajist'uji
spravny tvar gelového loze. Tim je vlastné dana jista minimalni koncentrace i slozeni
vlastniho gelu. V Uzké kapilafe vSak nejsou na konzistenci gelu kladeny takové

pozadavky, coz dovoluje volit slozeni v SirSich mezich koncentrace jednotlivych

24



komponent. Vhodnéjsi je oznacCovat gely v CGE jako ,polymerni sit™. Polymery v CGE
mohou byt kovalentné zesitované (napf. bis-polyakrylamid), zesitované vodikovymi
vazbami (napf. agaréza) nebo mize jit o roztoky lineadrnich polymernich molekul
(napf. polyakrylamid, methylceluldza). Ackoliv struktura zesitovaného gelu a linedrni
methylceluldzy je naprosto odliSna, separacni mechanismus je stejny. Potencialni
nevyhodou zesitovanych gelll je jejich rigidni povaha. Diky tomu neni mozné
pouzivat hydrodynamické davkovani vzorku.

Linearni polymery se vyznacuji oproti zesitovanym fadou vyhod. Jelikoz jde o
polymerni roztoky, jsou mnohem flexibilnéjSi, a proto s nimi Ize pracovat mnoha
zplsoby. Jak linedrni, tak i polymerni gely mohou byt polymerizovany pfimo
v kapilafre, ale neni to nezbytné nutné. Hotovy polymer miZze byt rozpustén ve
vhodném pufru a hydrodynamicky zaveden do kapilary. Pro polyakrylamid Ize pouzit
Siroké rozmezi koncentraci (od méné nez 1% do vice nez 20%). Obecné plati, Ze
koncentrace polymeru je neprfimoimérna velikosti analyzovanych molekul.

Pro maloviskdzni polymerni roztoky milze byt pouZito hydrodynamické
davkovani a mohou byt opakované naplnény do kapilary (podle koncentrace a
viskozity). Roztoky polymer( jsou rovnéz méné nachylné k tvorbé bublin a dalSim
negativnim vliviim.

RozliSeni a ucinnost CGE je definovano stejné jako u CZE (v obou pripadech

jde o zénové techniky).

3.5.5. Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF)

Kapilarni izoelektricka fokusace je dalSi vysoce ucinnou elektroforetickou
technikou, ktera je vyuzivana k separaci latek amfolytického charakteru, napf.
peptidd a proteind, aminokyselin a rliznych IéCiv, na zakladé rozdilnych hodnot jejich
izoelektrického bodu, pI. Metoda CIEF je schopna separovat proteiny, jejichz pI se lisi
jiz 0 0,005 logaritmické jednotky pH.

U CIEF je potreba vytvorit v kapilare gradient pH. Toho Ize dosahnout pomoci
amfolytd. Amfolyty jsou molekuly obsahuijici ve své struktufe fadu amfolytickych
skupin o rlznych hodnotach pI. To dovoluje dosahnout Sirokého rozmezi pH

v kapilare. V elektrickém poli tak mohou vytvorit pozadovany gradient pH (pr. pH 3 —
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9), ktery je usporadan tak, ze alkalicka oblast pH je na strané katody a kysela oblast
pH je u anody. Cim vétsi je pocet amfolytl v roztoku, tim jemnéjsi je gradient pH.
Vzorek je aplikovan do kapilary spoleéné s amfolytem. Z hlediska meze
detekce je to vyhodné, protoze je kapilara pred zahajenim experimentu celd
naplnéna vzorkem a na konci separace je prakticky celé mnozstvi vzorku
nakoncentrovano v uzké zoné. Slozky vzorku amfolytické povahy migruji v gradientu
pH stabilizovaném amfolytem do mista, jehoz pH odpovida hodnoté pI analytu. Zde
analyt ztraci svlj naboj a dale nemigruje. Tento proces je znam jako fokusace.
Jakékoliv rozsiteni zény vzorku je dynamicky eliminovano stale existujicim pH
gradientem. Potencionalnim nebezpeCim je priliSné zakoncentrovani vzorku a

nasledna precipitace analytu v kapilare.

Pro Sirku zény plati vztah:

. \/{(dﬂ/de n;(de /dx)} ’

kde D je diftzni koeficient (cm?.s™),

M je elektroforeticka mobilita proteinu,

abH/ dk je gradient pH v z6né,

al/ abH je zména mobility v pI (zavisi na naboji proteinu blizko jeho pI).

Ukonceni fokusace je indikovano zménami prochazejiciho proudu. Vznika
ustaleny stav, v némz molekuly vzorku zlstavaji na svych mistech podle hodnot pl.
V izoelektrickém bodé nejsou nabité a hodnoty proudu klesaji k nule. Amfolyt i se
zénami vzorku je tlaten do detektoru nékterou z mnoha technik. Nejcastéji vnéjsim
tlakem (popr. vakuem) nebo elektroforetickou eluci. Pfi elektroforetické eluci je po
ukonceni fokusace anodicky (kysely) elektrolyt zaménén za zasadity roztok nebo
naopak. Pak se do kapilary vloZi elektrické pole, tim dojde ke zruSeni pH gradientu a
migrace analytl se ukonci. Analyty se stavaji nabité a migruji z kapilary. P¥i

konstantnim napéti vzrlsta béhem separace elektricky proud.
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After focusing

Obr. 13: Princip kapilarni izoelektrické fokusace.

Pokud ma byt dosazeno co nejefektivnéjsi CIEF, musi se potlacit EOF a ostatni
konvektivni sily. EOF by béhem fokusace vymyval amfolyty (a samoziejmé i vzorek)
z kapilary. Z tohoto dlvodu se stény kapilary potahuji napf. methylcelulézou nebo
polyakrylamidem. Pokryti kapilary pomaha nejen snizit EOF, ale soucasné také

potlacuje adsorpci proteinl a polypeptidt na stény kapilary.

RozliSovaci schopnost, Apl, v izoelektrické fokusaci je popsana rovnici:

apl 3, [DG0H )
E(du/dpH)

kde D je diftzni koeficient (cm?.s™),

E je intenzita elektrického pole (V.cm™),

M je elektroforeticka mobilita proteinu,

abH/ dk je gradient pH v z6né,

al/ abH je zména mobility v pI (zavisi na naboji proteinu blizko jeho pI).

Z rovnice vyplyva, ze vysokého rozliSeni se dosahne aplikaci velké intenzity
elektrického pole, velké zmény mobility pfi dosaZeni izoelektrického bodu a malé
zmény pH. RozliSovaci schopnost Ize vypoditat uz pri pH 0,02.

Techniky CIEF se bézné vyuziva k charakterizaci proteinl jako mechanismu
stanoveni jejich izoelektrického bodu. Metoda je rovnéz velmi vhodna pro analyzu

zfedénych biologickych roztokd.'”
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3.5.6. Kapilarni izotachoforéza (CITP)

Kapilarni izotachoforéza byva oznacovana jako technika pohyblivého rozhrani.
ITP vyuziva systému dvou pufrl pro vytvoreni ustaleného stavu, kdy se vSechny zény
pohybuji stejnou rychlosti a stejnym smérem.

Pred rokem 1981 byla izotachoforéza nejvice pouzivanou instrumentalni
kapilarni  elektroforetickou technikou, prestoze byly kapilary oproti dnesSnim
standarddm pomérné Siroké (250 — 500 um).

Podobné jako pri izoelektrické fokusaci je i pri kapilarni izotachoforéze
podminkou separace nulovy EOF. Kapilara je naplnéna vedoucim elektrolytem,
ktery ma nejvétsi mobilitu ze vSech ostatnich slozek analyzovaného vzorku. Potom je
do kapilary aplikovan samotny vzorek. Terminalni elektrolyt s nejnizsi iontovou
mobilitou je do kapilary aplikovan z rezervoaru na opacném konci kapilary. K separaci

dochazi v oblasti vymezené vedoucim a terminalnim elektrolytem.
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Obr. 14: Kapilarni izotachoforéza.

V jednom izotachoforetickém experimentu tak mohou byt analyzovany pouze
kationty nebo jen anionty. Napfiklad pro aniontovou analyzu musi byt pufry vybrany

tak, aby vedouci elektrolyt obsahoval aniont s efektivni pohyblivosti vySsSi nez
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vSechny anionty obsazené ve vzorku. Podobné koncovy elektrolyt musi obsahovat
aniont, jehoz pohyblivost je nizsi nez pohyblivost vSech ostatnich aniontll v roztoku.
VloZenim elektrického pole na takovy systém se vSechny anionty zacnou pohybovat
k anodé. Po urcité dobé dojde k vytvoreni ustaleného stavu, v némz kazdy aniont
vytvori diskrétni, ostfe ohrani¢enou z6nu, pohybuiici se stejnou rychlosti jako vedouci
aniont. V ustaleném stavu obsahuje kazda zéna pouze ionty prislusné slozky, které
vedou elektricky proud a nezbytny protiion R+ bez jinych elektrolytl. Mezi zonami se
tedy nevyskytuje zadna dalsi slozka schopna vést elektricky proud. Proto se vSechny
zény musi pohybovat stejnou rychlosti, jinak by doslo k pretrzeni sloupce kapaliny
v separacni kapilare.

Popsany ustaleny stav se mlze vytvofit pouze pokud je v kazdé zdéné jina
intenzita elektrického pole. Tato veli¢ina se automaticky upravi tak, aby rychlost zon
byla konstantni. To znamena, ze nejnizsi intenzita elektrického pole bude v z6né
nejpohyblivéjsiho iontu a naopak nejpomalejsSimu iontu prislusi nejvyssi intenzita tak,
aby rychlost vSech zén byla stejnd. Intenzita elektrického pole zlstava konstantni
vcelé délce zéony a méni se skokem vzdy na rozhrani sousednich zon.
Diskontinualnost elektrického pole je dalsim podstatnym rozdilem mezi
izotachoforézou a elektroforézou.

Fenomén ostrych rozhrani mezi zénami se projevi pokud néktery ion opusti
svou zénu a dostane se do zény sousedni. Tam je vSak jind intenzita elektrického
pole, rychlost iontu se zméni a okamzité se vrati do své zony. Tomuto fenoménu se
rika samozaostruijici (fokusacni) efekt rozhrani mezi jednotlivymi zénami.

DalSim zajimavym rysem CITP je konstantni koncentrace v kazdé z6né, dana
koncentraci vedouciho elektrolytu. CITP je obvykle provadéna za konstantniho
proudu. Musi tedy existovat konstantni pomér mezi koncentraci a pohyblivosti iontd
v kazdé zéné. Zony, které jsou méné koncentrované nez zéna vedouciho elektrolytu,
jsou zUzeny tak, aby se koncentrace iontu zvySila na potfebnou hodnotu.
Koncentrovanéjsi zony jsou naopak protazeny (zredény), aby se dosahlo poZzadované
koncentrace.

Skute¢ny ITP ustadleny stav vétSinou nelze v praxi dosahnout, jelikoz se
operacni médy vzajemné prolinaji. Vyhodou ITP vSak je moznost davkovat znacné

objemy vzorku (30 — 50% objemu kapilary) pri zachovani dobré kvality separace.
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Diky tomu Ize pfi ITP dosahnout pomérné dobrych detekénich limitl i s pomérné
malo citlivym detektory. NejvétSim ofiskem je optimalizace systému pufrl jednak
z hlediska vedouciho a koncového elektrolytu, jednak z hlediska Zadaného pH.
Zajimavosti je priprava velmi Cistych chemikalii pomoci CITP. Separovana latka
tvori zonu o konstantni koncentraci, z niz vymigruji prakticky vsechny slozky, které
maji jakoukoli odliSnou efektivni pohyblivost (tedy i neutralni molekuly!). Na konci
experimentu tak dostavame dokonale Cistou zénu pozadované latky. Tento zplsob
Cisténi je pomérné nakladny a dovoluje Cistit pouze mala mnozstvi latek. Ziskany
preparat vSak predstavuje absolutné Cistou substanci. Latky s takovou Cistotou se
oznacuji jako ,izoforeticky Cisté". Pristroje pro preparativni ITP jsou jiz komercné

dodavany.

3.6. Instrumentace v CE, provedeni analyzy

B

" sher dat
kapilara

D detektor
zdroj wysokeho
napeti

zakladni elektrokyt zakladni elektrolyt
nebo vzorek

Obr. 15: Zjednodusené chéma kapilarni elektroforézy.

3.6.1. Kapilara

Nejcastéji pouzivanym materidlem jsou kapilary z kfemenného skla. Je to

hlavné z dlivodu, Ze je tento materidl chemicky i elektricky inertni, UV transparentni,
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pruzny a levny. Taveny kfemen neni ale tak silny, proto se pokryva vrstvickou
polyimidu pro vétsi pevnost a snadnéjsi zachazeni. JelikoZz polyimid neni UV
transparentni, musi se vytvorit malé detekéni okénko, kde se vrstva polymeru
odstrani. DalSim materidlem, ze kterého se kapilary mohou vyrobit, je napr. teflon.
Teflon je UV transparentni, ale sam o sobé neni nabity. Jakakoliv vyznamna adsorpce
iontl na povrch kapilary vede ke zvétSeni EOF.

Vnitini prdmér kapilar se pohybuje v rozmezi 10 — 100 pm. Nejcastéji se
pouzivaji kapilary s vnitfnim primérem 25 — 75 pm s vnéjsim prlmérem 350 — 400
um. Délka kapilary je v rozmezi od 10 cm do 100 cm. Cim je kapildra kratsi, tim vice

se zkracuje doba analyz. Obvykla délka je 50 — 75 cm.

75 pmi.d.
375 pm o.d.

Obr. 16: Kfemenna kapildra s vnéjsi vrstvou polyimidu.

3.6.2. Kondicionace kapilary

Kondicionace povrchu kapildary je velice dllezitd k dosazeni dobré
reprodukovatelnosti analyz. Nejvétsi reprodukovatelnosti Ize dosahnout kondicionaci
povrchu kapilary samotnym pufrem pouZivanym k separaci. Kondicionaci je potreba
provadét i mezi analyzami kvdli mozné adsorpci vzorku na stény a kvdli zménam
EOF.

Obvykle se ke kondicionaci pouziva hydroxid sodny. Ma schopnost odstranit

adsorbenty a deprotonovat silanolové skupiny.
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3.6.3.

Termostatovani kapilary

Kontrola teploty v kapilare je dalSim ddlezitym aspektem optimalizace a pokud

je tato kontrola efektivni, prispiva k vétsi reprodukovatelnosti metody. Regulace

teploty s presnosti £ 0,1 °C je nezbytna, jelikoz viskozita je silné zavisla na teplote.

Pfi zméné teploty tudiz dochazi ke zménam davkovani vzorku a migracniho casu.

Cely systém by mél byt izolovan od zmén okolni teploty. Pro termostatovani systému

se s vysokou ucinnosti pouziva proudéni plynu nebo kapaliny.

3.6.4. Faktory ovliviujici reproduktivitu
Faktor Pricina/Efekt Redeni
Zména teploty Zména viskozity a EOF Termostatovat kapilaru
Adsorpce na stény kapilary Zmény EOF Kondicionovat kapilaru a nastavit

Zplsobeno pufrem, pridavnymi

latkami, adsorpci vzorku

dostatecnou dobu ekvilibrace

Hystereze naboje stény kapilary

Zplsobeno kondicionaci kapilary pfi
vysokém/nizkém pH a pouZitim
nizkého/vysokého pH pufru pfi
separaci

Vyhnout se vétsim diferencimm pH
DostateCny Cas na ekvilibraci

Zmény ve slozeni pufru

Zmény pH v disledku elektrolyzy
odpareni pufru

Odpad z kondicionace zaneseny do
outlet rezervoaru

Zaneseni NaOH  z kondicionacni
vialky do vialky pufru

Vymeénit pufr

Prikryt vialku s pufrem a chladit
karusel

PouZit separacni rezervoar ke sbéru
vodnych roztok(

Nejprve  ponofit  kapilaru  do
separacniho pufru nebo do vialky s

vodou

R{zna vyska inlet/outlet

Nereprodukovatelny laminarni tok

Stejna hladina v rezervoarech

Rézny obsah kfemicitanovych

skupin

Rézny naboj na sténach a zmény
v EOF

Méfit EOF a normalizovat, je-li

potreba

Zmény v aplikovaném napéti

Proporcionalni zmény v migrac¢nim

Case

Tab. 4: Faktory ovliviiujici reproduktivitu.

Pouzit lepsi zdroj energie
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3.6.5. Detektory

Detektory jsou dllezitym clankem k tomu, abychom mohli pozorovat, jak se
jednotlivé analyty zvolenou metodou separuiji. Spousta metod detekce analytl v CE

je velmi podobna tém, které se pouzivaji v chromatografii, jako je kapalinova

chromatografie.
Hmotnostni detekéni Koncentracni . ,
Metoda o Y Vyhody/Nevyhody
limit (mol) detekcni limit (M)
e Univerzalni
UV-Vis 102 - 106 10°-10% o
e DAD - spektralni informace
o Citliva
Fluorescence 105 -10" 107 -10° L o
e Obvykle vyzaduje derivatizaci
e Vysoce citliva
Laserem indukovana fluorescence 1018 - 102 10 - 107 ¢ Obvykle vyZaduje deprivatizaci
e Drahd
o Citliva
e Selektivni, ale pouZitelna pouze pro
Amperometrie 108 - 10" 10— 10" elektroaktivni analyty
e PoZzaduje specidlni elektronické a
kapilarni modifikace
e Univerzalni
Konduktivita 10" - 106 107 -10% e Pozaduje specialni elektronické a
kapilarni modifikace
) o Citliva
Hmotnostni spektrometrie 10 - 10" 10%- 107 ) L
e Poskytuje strukturalni informace
Nepiimé UV, fluorescence, 10 — 100 méné nez e Univerzalni
amperometrie u pfimé metody e Mensi citlivost nez ostatni metody

Tab. 5: Metody detekce.

UV-Vis absorpce patfi mezi nejbéznéji pouzivané metody detekce diky jeji
jednoduchosti pouziti a Siroké Skale analytli, které mohou byt pomoci UV-Vis
detekovany. UV-Vis je také hojné pouzivanou metodou detekce u dalSich
chromatografickych analyz a midze byt vyuzita kvantitativné.

Jestlize se pro separaci zvoli kapilara z kiemenného skla, je mozné detekovat
latky aZ do vinové délky 200 nm. V polyimidové ochranné vrstvé se vypali okénko,
kterym pak UV svétlo prochdzi a je absorbovano zkoumanymi analyty. Toto
usporadani je velmi Gc¢inné, detekéni cela je v podstaté soucasti kapilary a odpada

tak prenos mobilni faze do externi pritokové cely, jak je to bézné u LC detektord.
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Jednou vyznamnéjsi spornou otazkou pouziti kapilar pro detekéni celu u CE je
jeji velmi Uzky primér. Opticky paprsek musi byt proto smérovan velice pevné, aby
se dosahlo nejlepsi citlivosti. Tim, ze je kapilara velmi Uzka, je draha svétla velmi
kratka, a to mdze vést k nizsi citlivosti nékterych analytd.

UV je nejvice senzitivni pfi nizkych vinovych délkach.

LW light source

|
3995 ea a ﬁe
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Obr. 17: Princip UV detekce.

Analyty pti prlchodu detekénim okénkem absorbuji UV zafeni, intenzita
svételného paprsku poklesne. To se projevi jako signal. Koncentrace vzorku
prochazejici detektorem je Umérna poklesu signalu. Tohoto poznatku se vyuziva pfi
kvantitativnim stanoveni zkoumanych latek.

Nékteré molekuly se nedaji stanovovat UV detekci. V jejich strukture je
nedostatek chromoforl, napf. uhlovodiky, peptidy. K jejich detekci se pouzivaji
alternativni metody. Jednou z nich je fluorescence. Fluorescencni detektory méfi
schopnost absorbovat a vydavat svétlo pfi urité vinové délce. Kazda latka mize
charakteristicky fluoreskovat. Zdroj excitace prochazi pritokovou celou do
fotodetektoru. Méfi se vinova délka emitované svétla. Fluorescencni detektory se

vyuzivaji hlavné pfi analyze latek pritomnych ve vzorku ve velmi nizké koncentraci.
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Obr. 18: Princip fluorescence.

Pro stopovou analyzu se vyuziva hlavné laserem indukovana fluorescencni
detekce.’® Specialni experimentalni usporadani umoZfiuje prosvécovat kapilaru
axialné (ve sméru podélné osy) na optické draze az nékolik cm. Limity detekce se ve
specialnich pfipadech pohybuji v rozmezi az 10™® mol& a méné. Je velice nutné
peclivé optimalizovat vinovou délku excitatniho a emitovaného zareni podle
excitacnich a emisnich spekter fluorescencniho derivatu.

Nevyhodou fluorescencni (ale i absorbancni) detekce je, ze ne vSechny latky
maji chromofory vykazuijici dostatecnou fluorescenci nebo absorpci v obvyklé UV-Vis
oblasti (180 — 800 nm) a jejich prima detekce tedy neni vzdy mozna. Pak je nutno
analyty bud’ derivatizovat reakci s latkou, ktera vhodny chromofor obsahuje nebo
pouzit jiny druh detekce (refraktometricky, amperometricky, vodivostni, MS),
pripadné pouzit detekci nepfimou.

Pri neprimé detekci je v zakladnim elektrolytu pFitomna absorbujici latka,
kterou putujici zéna analytu v daném misté ,ziedi* a detektor registruje pokles
absorbance (negativni pik). Kalibrace s nepfimou detekci je proto univerzalni. I kdyz
se takto vyznamné rozSifuje rozsah latek detekovatelnych UV-Vis detektorem, meze
detekce jsou zpravidla o nékolik radu horsi. Metoda je narocna na volbu vhodného

absorbujiciho iontu.
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Obr. 19: Zobrazeni nepifimé UV detekce.
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4. 6-sulfatoxymelatonin (SaMT)

Sulfatoxymelatonin je ester kyseliny sirové s hydroxymelatoninem. Jeho
hodnota pK, se pohybuje okolo 1 a je pIné disociovany v celé oblasti pH. SaMT

absorbuje v oblasti 190 — 240 nm s maximem v 225 nm.

CH,CH,NHCOCH,
MeO
/
Q\ /O N
~ S\\
HO o)

Obr. 20: Strukturni vzorec 6—sulfatoxymelatoninu.
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Obr. 21: Absorpéni spektrum 6-sulfatoxymelatoninu, ¢ = 10 mol/l, vodny roztok.

4.1. Biochemie a klinicky vyznam

Sulfatoxymelatonin je soucasti metabolické drahy melatoninu — je konecnym
katabolickym produktem. Vzhledem k této skutecnosti je o tomto metabolitu znamo
jen malo klinickych souvislosti s metabolickymi pochody. AvSak velmi dobre je
prozkoumana funkce melatoninu v lidském organismu, jehoZz hladiny velmi Uzce

koreluji s hladinami sulfatoxymelatoninu.
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Melatonin (N-acetyl-5—methoxytryptamin) je hormon produkovany epifyzou a
v organismu ma predevsim roli latky fidici biorytmy. Je pouzivan predevsim jako
chronobiotikum k synchronizaci cirkadiannich rytm0 u slepcli nebo pfi preletech pres
Casova pasma'’. Déle pozitivné ovliviiuje proces starnuti svou schopnosti zbavovat
organismus volnych radikald, stimulaci imunitniho systému, kardioprotektivnimi
vlastnostmi, podporou reparacnich procesl a stabilizaci biologickych rytmd.
Onkostatické ucinky jsou dlsledkem antioxidacniho a imunostimulacniho plsobeni a
Utlumem hormon& podporujici nadorovy rdst'®, Melatonin byl zkousen i v 1é¢bé
nespavosti. Melatonin také nepfimo ovliviiuje reprodukci svym antigonadotropnim
efektem, tedy inhibici produkce testosteronu®®.

Melatonin vznika biosyntetickou cestou z tryptofanu pres 5-hydroxytryptofan a
serotonin, ktery je acetylovan enzymem N-acetyltransferazou na N—acetylserotonin,
prekursor melatoninu. Sekrece melatoninu je mnohonasobné vyssi v noci nez ve dne
a vykazuje cirkadianni rytmus, ktery je dan rytmem v aktivité enzymu arylalkylamin
N-acetyltransferazy. Cely tento proces je fizen biologickymi hodinami uloZzenymi
v mozku v suprachiasmatickych jadrech. Melatonin mdzZe prostrednictvim
melatoninovych receptorll zpétné ovliviiovat chod biologickych hodin. Melatonin,
jehoz denni produkce je 25 — 30 um, je témér z 90 % metabolizovan v jatrech na
hlavni metabolit 6—hydroxymelatonin a castecné na N-acetylserotonin. Oba
metabolity jsou z organismu vylucovany moci v podobé sulfatového nebo
glukuronidového konjugatu.

6—hydroxymelatonin vznika v jatrech a je vyluCovan moci ve formé svych
konjugatll — majoritniho sulfatu (6—sulfatoxymelatonin) a minoritniho glukuronidu.
Bylo prokazano®, Ze mnoZstvi 6-sulfatoxymelatoninu (SaMT) v ranni mo¢&i dobfe
koreluje s celkovym mnozstvim melatoninu vylou¢eného za noc epifyzou. Hodnoty

stanoveného SaMT tedy Ize vyuZit k porovnani vzorkl ziskanych od réiznych jedincd.
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Obr. 22: Metabolicka cesta syntézy a odbouravani melatoninu.



4.2. Syntéza 6-sulfatoxymelatoninu

Syntéza SaMT  vychdzi  z 6-hydroxymelatoninu®??,  ktery  reaguje

v dimethylformamidu (DMF) pfi 0°C s kyselinou chlorsulfonovou. Vznikly sulfat je
okamZité izolovan sloupcovou chromatografii na florisilu. Pfi pfipravé vlastniho SaMT
je nejvétSim problémem nestabilita produktu za podminek izolace sloupcovou
chromatografii. Byly proto zkouseny jiné moznosti pripravy sulfatl za pouziti

mirn&j&ich ¢inidel, nap¥. komplex{ oxidu sirového s pyridinem nebo triethylaminem?.

HCISO, CH,CH,NHCOCH,,
CH,CH,NHCOCH,, -  MeO
MeO DMF, 4°C
/
N/ o} o N
HO _S
HO™ ‘o

Obr. 23: Syntéza 6-sulfatoxymelatoninu.

4.3. Metody stanoveni

Stanoveni SaMT v moci jsou popsana predevSim metodami imunologickymi
(nejéast&ji RIA, napf.>*?°, EIA?), ve vyjimegnych pfipadech chromatografickymi
(HPLC?®, GC-MS***%) po pFedchozi dekonjugaci. RIA je nejrychlejsi a nejjednodussi,
ale nejméné selektivni z dlvodu zkiizené reaktivity s jinymi strukturné podobnymi
latkami. Také financni naroCnost této techniky je nezanedbatelnd. Jednoznacna
prednost je ji prisuzovana nejspiS pro moznost pfimého stanoveni sulfatu bez
enzymové hydrolyzy. Dosud neni v literatufe popsano pfimé stanoveni SaMT pomoci
CE.
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5. Experimentalni cast

5.1. Chemikalie

Standard 6-sulfatoxymelatoninu byl syntetizovan na katedre biofyziky a
fyzikalni chemie (Faf UK, CR).

VSechny ostatni chemikalie s analytickym stupném Cistoty byly zakoupeny od
firmy Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).

5.2. Pristrojové vybaveni

Vlastni experimenty byly provadény na pristroji P/ACE 5510 ve spojeni
s detektorem diodového pole DAD (Beckman Instruments, Fullerton, CA, USA). K
elektroforetické separaci byla pouzita nepokryta fused-silica kapilara (50 um I.D. x
375 um O.D.; Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, USA). Efektivni délka kapilary
byla 20 cm, z celkové délky 27 cm. Systém byl temperovan na 25 °C.

Standard 6-sulfatoxymelatoninu byl detekovan detektorem diodové pole v UV

oblasti v rozmezi vinovych délek 190 — 300 nm (detek¢ni okno 100 x 800 pm).

5.3. Podminky separace

Zakladni elektrolyt se skladal ze 100 mmol/L fosfatu sodného, pH 2,2. Analyzy
byly provedeny pti konstantnim napéti 10 kV, pfi intenzité elektrického pole E = 370
V/cm. Nastiik vzorkl byl 6 s, coz odpovidd 1% délky kapilary. Vzorky byly
injektovany pod mirnym tlakem (3,45 kPa).

Na zacatku kazdého pracovniho dne byla kapilara promyta deionizovanou
vodou, 0,1 mol/L hydroxidem sodnym, vodou a pufrem pouzivanym k separaci vzdy
5,0 min. Mezi analyzami byla kapilara promyta vodou 1,0 min a pufrem k separaci
2,0 min.

Pufry pouzivané pfi separaci kapilarni elektroforézou byly filtrovany
membranovym filtrem s velikosti péré 0,45 um (Teknokroma, Barcelona, Spain) a

nasledné 5,0 min sonifikovany v ultrazvukové lazni pred analyzou.
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5.4. Priprava vzorku

Vzorky byly pro analyzy pfipravovany rozpusténim pevného standardu ve
vodé. Béhem experimentalni prace byl vyuzivan i postup pripravy zasobniho roztoku
o urcité koncentraci. Podle potreby byl standard pred nastfikem redén na prislusnou

koncentraci.
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6. Vysledky a diskuse

Ze struktury 6-sulfatoxymelatoninu je patrné, ze se jedna o polarni molekulu.
To byl jeden z d@vodl, pro¢ byla vybrana kapilarni elektroforéza jako separacni
technika. Hlavnim zamérem této prace bylo tedy otestovat moznost stanoveni SaMT
pomoci kapilarni elektroforézy. Snahou bylo optimalizovat podminky tak, aby bylo
mozné potvrdit predpoklad zplsobilosti metody a moznost aplikovat metodu na
stanoveni SaMT v biologickém materidlu. V soucasné dobé nejsou v literature

popsany postupy pro primé stanoveni SaMT kapilarni elektroforézou.

6.1. Efekt pH pufru

Prvnim krokem byla volba vhodného zakladniho elektrolytu pro optimalni
separaci. Dllezitym parametrem pti vybéru je volba pH.

pH ovliviiuje elektroosmoticky tok zménou zeta-potencidlu. Zeta-potencial
roste Umérné s nabojem na povrchu kapilary. PFi vysSich hodnotach pH je vétSina
silanolovych skupin vnitfni stény kapilary disociovana z Si-OH na Si-O’, zeta-potencial
roste a tim také elektroosmoticky tok. S rostoucim EOF roste i elektroosmoticka
rychlost. Pfi nizkych hodnotach pH skupiny Si-OH na povrchu kapilary z taveného
kfemene jsou nenabité a EOF je minimalni.

Volbou pH pufru se mize také ovlivnit stupen ionizace rozpusténych latek a
jejich elektroforetickd mobilita. Obvykle vSak vhodnou volbou pH dosahneme
optimalni separace.

Byl pripraven zasobni roztok kyseliny fosforecné o koncentraci 100 mM. Ze
zadsobniho roztoku byla pripravena sestava pufrl v rozmezi pH 1,8 — 3,0. Na
pozadované hodnoty pH byl zasobni roztok titrovan koncentrovanym roztokem
hydroxidu sodného. Byl testovan vliv pH na separacni Gc¢innost a dobu analyzy.

Z obrazku 24 je patrné, ze s rostoucim pH rostla ucinnost separace. Jelikoz
hodnoty pH zaroven ovliviuji délku analyzy (obr. 25), byl pfi vybéru pufru zohlednén
i tento parametr.
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Obr. 24: Vliv pH na separacni Ucinnost.
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Obr. 25: Vliv pH na délku analyzy.
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Optimalni hodnota pH byla 2,2. Pfi tomto pH mél zvoleny pufr nejvétsi
pufracni schopnost (pKa. fosfatu je 2,12). Ucinnost separace se pohybovala kolem
300 000 tp/m a délka analyzy byla nejkratsi.

Pouzitim zakladniho elektrolytu v kyselé oblasti pH (<3,0) lze také prispét
k vysSSi selektivité analyz, protoze vétSina latek za téchto podminek je ve formé
kationtll a migruje k opacné elektrodé, EOF je minimalni a jen malo anionickych
slou¢enin mUZze interferovat se SaMT. V moci je méné silnych kyselin, které v tak
kyselém pH disociuiji.

Mobilita se v zavislosti na pH neménila diky pritomnosti silné zaporné nabité
sulfatoxy- skupiné.

Nasledujici obrazek ukazuje separaci standardu SaMT za rlznych pH.

pH=1.38 K\—’
pH=2.0 /\

pH=2.6

-

time [min]

Obr. 26: Elektroforeticky zaznam separaci standardu SaMT pfi rlizném pH.
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6.2. Volba vhodného napéti

DalSim optimalizacnim krokem bylo zkoumani vlivu napéti na separaci SaMT.
Zménou napéti Ize snadno modifikovat EOF. EOF roste s rostoucim napétim a
soucasné se zkracuje délka analyzy. Pri vysSim napéti Ize dosahnout i vétsSi Gcinnosti.

Napéti bylo testovano v rozmezi 4 — 14 kV. Namérena data potvrdila uvedené

skutecCnosti z teorie (obr. 27 a 28).

Zavislost migra¢niho ¢asu na napéti

16

14 A

12 A

=
o
L

migracni ¢as (min)
[ee]

napéti (kV)

Obr. 27: Zavislost migracniho ¢asu na napéti.
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Obr. 28: Vliv napéti na Ucinnost.

Z provedenych méreni bylo patrné, Ze s rostoucim napétim se zkracovala doba
analyzy a zvysovala se Ucinnost separace. Pri vyssi Ucinnosti byla stanovena vyssi
hodnota detekéniho limitu. Tato skuteCnost prispivala k dosazeni vétSi citlivosti
metody.

Aplikaci vysSiho napéti roste protékajici proud v systému a roste také zaroven
produkce Jouleova tepla. Jestlize neni teplo Ucinné rozptyleno, vzrlsta teplota uvnitf
kapilary, viskozita pufru klesd a tim vétsi proud systémem protékd. Vzrlst tepla
v kapilafe miZze vést k rozsifeni pikd, nereprodukovatelnym migracnim casim a
rozkladu vzorku. Nebo také mdze dojit k varu pufru a timto k elektrické diskontinuité
a k preruseni elektroforézy.

Abychom dosahli kratSich migracnich ¢asl a uzSich pikl, museli jsme provadét
analyzy pri vySSim napéti. Jak je z obr. 29 patrné, do hodnoty 12 kV je teplo
dostatecné odvadéno a proud Umérné roste s napétim. Zavislost je graficky

reprezentovana Ohmovym zakonem:

U=R-I
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R je odpor, I je proud a U je napéti.
Pri aplikaci 14 kV a vice kV roste tvorba tepla, v systému klesa odpor a proud
zacind nepfimo Umérné vzrlstat. Maximalni napéti, které by mélo byt zvoleno pro

separaci, je v bodé, kdy pravé zacina nelinedrni zavislost proudu na napéti.

Zavislost proudu na napéti

250

200 +

150 A

proud (uA)

100 A

50 A

napéti (kV)

Obr. 29: Zavislost proudu na napéti.

Vysledna hodnota napéti byla nakonec stanovena na 10 kV. Pri napéti vétSim
nez 10 kV byl systém nestabilni z ddvodu uz uvedené vysoké generace Jouleova
tepla, které jiz bylo za hranici schopnosti stény kapilary odvadét teplo. Toto se
projevovalo v elektroforeogramu nestabilni zakladni linii (obr. 30).

Napéti je ovliviiovano také sloZzenim pufru, pH a koncentraci. Napéti Ize

ovlivnit i zménou délky kapilary nebo jejiho vnitfniho priméru.
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Obr. 30: Elektroforeticky zaznam vlivu napéti na analyzu SaMT.

6.3. Injekce vzorku

Pro vyvinuti nové metody je dllezitym aspektem také optimalizace mnoZstvi
davkovaného vzorku. Pfi pH 2,2 a napéti 10 kV byla testovana injekce v rozmezi 1 —
30s, presngjiv 1, 3,5 7,9, 11, 20 a 30 s. Vysledny efekt rlizné délky nastfiku je
zobrazen na obrazku 31 a 32.
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Obr. 31: Vliv injekce na migracni cas.

Pri injekci 30 s byl ziskan limit detekce 100 nmol/L. Separacni Ucinnost
vyrazné klesala pri injekci vétsi nez 20 s (obr. 32 a 33). Tyto vysledky plati pouze pro
vodny roztok standardu. Pokud by se metoda aplikovala na realné vzorky (pr. krev,

moc, plazma, bunécny obsah), délka injekce by se pohybovala v rozmezi 6 — 10 s.
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Obr. 32: Zavislost Ucinnosti na délce nastriku.

Pro typickou dobu injekce 6 s byl stanoven detek¢ni limit 1,5 pmol/L. Pri 6-ti
sekundovém nastfiku separacni Ucinnost nijak dramaticky neklesala, Ize proto

oCekavat dobré rozliSeni separovanych pikd.
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Obr. 33: Elektroforeticky zaznam vlivu délky nastfiku na separaci SaMT.
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6.4. Kalibrace

Kalibra&ni zavislost byla mé&Fena na roztocich standardu o koncentracich 107,
8.10°, 6.10°, 4.10>, 2.10®°, 10”. Kazdy vzorek dané koncentrace byl proméfen
tiikrat. Analyza probihala za podminek optimalizovanych v predchozich krocich.

Krivka je v dané oblasti linearni (obr. 34).

7000 -
y = 60,042x + 85,274

6000 R? = 0,9934
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E
£ 4000 -
7]
o
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£ 3000 A
0
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2000 H

1000 ~

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Koncentrace (mol/l)

Obr. 34: Kalibra¢ni kfivka.

6.5. Opakovatelnost

Opakovatelnost metody (tab. 6) a reprodukovatelnost migracnich ¢asl (tab. 7)
byly stanoveny na vzorku spikované moci, desetkrat méreného v jednom dni (within-
day) a dale v nasledujicich deseti dnech (between-day). Byla stanovena
reprodukovatelnost migracnich c¢asli mezi Sesti rliznymi vzorky moci (sample-to-

sample). Mo¢ byla spikovana standardem o koncentraci 3.10™ mol/L.
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v jednom dni | mezi dny

pramér 2,651 2,718

smérodatna odchylka 0,127 0,157

relativni smérodatna odchylka (%) 4,805 5,767

Tab. 6: Opakovatelnost nastfiku.
vjednom dni | mezidny | mezi vzorky

primér 6,63 6,47 6,46
smérodatna odchylka 0,03 0,18 0,16
relativni smérodatna odchylka (%) 0,39 2,73 2,47

Tab. 7: Reprodukovatelnost migracnich casu.
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7. Zaver

V predloZzené praci bylo snahou zjistit moznost stanoveni SaMT pomoci
elektromigracni techniky...

Experimentalné bylo zjiStovano optimalni slozeni zakladniho elektrolytu, napéti,
injekce a ostatni parametry maijici vliv na G¢innou separaci. Zakladnim elektrolytem
byl zvolen fosforecnan sodny o koncentraci 100 mmol/L. Byl zkouman vliv pH na
separacni ucinnost a délku analyzy v rozmezi od 1,8 do 3,0. Optimalni separace bylo
dosazeno pri hodnoté pH 2,2. Pufr mél pri tomto pH nejvyssi pufracni kapacitu (pKa,
fosfatu je 2,12). Jelikoz molekula SaMT je negativné nabita diky sulfatoxy- skupinég,
mobilita SaMT se pak v zavislosti na pH neméni a je konstantni. Nizké pH zakladniho
elektrolytu prispiva také k vyssi selektivité analyz, vétSina kationt migruje opacnym
smérem a je méné anionickych sloucenin, které jsou schopny interferovat se SaMT.
Napéti bylo testovano v rozmezi od 4 do 14 kV, pricemz optimalni hodnota byla 10 kV.
Tato hodnota napéti se vyznacovala nejkratSim ¢asem analyz a stabilni zakladni linii.
Bylo ovéreno, Ze doba injekce pro testované vodné roztoky standardu mize byt az 30
s, pri vice nez 20 s vSak vyznamné klesa separacni ucinnost. Limit detekce pfi nastfiku
30 s byl na hladiné 100 nmol/L. Pro realné vzorky je vhodné rozmezi doby injekce 6 —
10 s. Pro injekci 6 s u redlnych vzorkl byl stanoven limit detekce 1,5 pmol/L.

Cilem dalSich experimentll je vyvinout Gc¢innou SPE metodu umozZiujici
prekoncentraci a predcisténi vzorkll za Ucelem stanoveni submikromolarnich hladin
SaMT v modi.

V navaznosti na literaturu doposud nejsou popsany Ucinné postupy pro
prekoncentraci a predcisténi podobnych latek jako je SaMT metodou extrakce na

pevnych fazich.
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