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1. Uvod

Tato prace se zabyva vyvojem analytické metody pro spojeni kapilarni elektroforézy
s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem. Pro tyto ucely bylo potieba
nalézt vhodné slozeni zakladniho elektrolytu. Pfedevsim bylo potieba nalézt vhodné pH,
koncentraci a pfislusna aditiva, kterd zajisti vhodné vlastnosti systému z hlediska pufrovani.
Pro tyto ucely bylo vyuzito i teoretického modelovani v programu Peakmaster (verze 5.4.),
ktery slouzil k zjiS§téni mobility systémovych zon. Z programu byly poté vybrany
pravdépodobné nejvhodnéjsi podminky pro separaci v CE, které by byly zaroven vhodné
pro spojeni s ICP-MS. Z tohoto divodu bylo potieba uvazovat v§echny okolnosti, které maji
vliv na dané spojeni 1 elektroforetickou separaci, tj. koncentrace zadkladniho elektrolytu, jeho
schopnost pufrovat a zaroven pii jakém pH nebude systémova zona interferovat se zonami
analytt. VSechny vybrané podminky byly nasledné experimentalné otestovany pii separaci
modelovych analytl slozenych z chloridi (ve formé NaCl) a chlore¢nanti (ve formeé KCIO3).
Systémy, které¢ mély pozitivni vysledky a vhodné vlastnosti, byly poté vybrany k

budoucimu pouziti pro separaci ve spojeni CE-ICP-MS.



2. Teoreticka c¢ast
2.1. Kapilarni elektroforéza (CE)

Kapilarni elektroforéza je separani metoda s Sirokym polem ptsobnosti. Béhem
poslednich let se ukazala jeji dilezitost v kontrole 1éCiv a také je vyuzivana jako metoda
prvni volby pfi analyze enantiomerta a vakcin. Diky jeji vysoké ti¢innosti a univerzalnosti je
zajimava jeji aplikace v situacich, kde je finanéni omezeni na provedeni analyzy. Dalsi
velice dulezitou charakteristikou je nizka spotieba rozpoustédel a vzorku a také jeji Setrnost

k zivotnimu prostiedi. [1,2]

Nicméné kapilarni elektroforéza ma i své problémy. Jednim z hlavnich probléma je
udrzeni nizkého elektrického pole, aby bylo zamezeno Jouleovu teplu, které zvysuje teplotu
kapilary. Problémem neni zvySeni teploty, ale jeji nerovnomérné rozlozeni skrz kapilaru a
rozdil teploty mezi sténami kapilary a jejim stftedem. Tuto skuteCnost popisuje nasledujici

rovnice: [3]
AT~E? k12 (1)

kde E odpovida intenzité elektrického pole, k odpovida vodivosti roztoku a r je prameér
kapilary. Rozdil teplot vede k rozdilnym migracnim rychlostem mezi teplejSim stfedem a
chladngjSimi oblastmi u stén kapilary a tim i k rozsifeni piki. Chlazeni dokaze do urcité miry

zmirnit ucinky Jouleova tepla. [3]
Zakladni ,,migracni“ elektroforeticka rovnice je:
v=u-E 2)

kde v odpovida rychlosti analytu a p odpovida jeho elektroforetické mobilité. Proto, aby
bylo dosazeno vysokych rychlosti a tim 1 rychlych separaci je nezbytné pracovat za vysoké
intenzity elektrického pole. Dilezitym ukolem je najit zptusob, jak ,,zvysit™ elektrické pole
za soucasného udrzeni rozumného piikonu, kterym se povazuje 1 W/m. Proud a elektrické

pole jsou k sobé& pfimo imérné: [4]
I~E 12k 3)

Rovnice 1 a 3 siln€ poukazuji na potiebu snizovat vnitini pramér kapilary, aby bylo
dosazeno vysoké intenzity elektrického pole bez znatelného zvyseni proudu. Kvali témto
skuteCnostem se obvykle pozivaji kapilary s vnitinim primérem 25-100 um. Typicky je

dosahovano proudu 5-30 pA pfi intenzite elektrického pole 100-1000 V/cm kapilary. Dal§im



faktorem ovliviiujicim proud je vodivost kapalného média, pres které migruji ionty vzorku.
Proto jsou doporucovany pufry s nizkou vodivosti napt.: zwitterionty. Pokud se zvoli vhodné
podminky analyz, je mozné dosdhnout separacni ucCinnosti az né€kolik stovek tisic

teoretickych pater. [4,5]

2.1.1 Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)

V kapilarni zonové elektroforéze separované ionty migruji v roztoku dusledkem
elektrického pole. K separaci dochazi na zakladé rozdilt v migracnich rychlostech iontd
analytu. V CZE je separacni kapilara naplnéna pufrem. Aplikaci napéti v podélném sméru
dojde k vytvoreni elektrického pole E s konstantni silou. Analyty jsou rozdéleny na zaklade
rozdilu ve velikosti a/nebo naboje. Funkce retencniho Casu se ziska charakterizaci dvou
parametrd: pozice maxima koncentrace distribucni funkce, kterou reprezentuje migracni cas
tm analyt a Sitka zony, vyjadiena standardnim rozptylem o, zptisobena puvodni Sitkou a

disperzi analytd. [4,6]

2.1.1.1.Kapilarni zénova elektroforéza bez pritomnosti elektroosmotického toku
Nabity analyt migruje diky vlivu elektrického pole s elektroforetickou rychlosti v,
které je v zavislosti se silou elektrického pole podle rovnice 3. Iontova mobilita p zavisi na
velikosti a naboji separované Castice, na druhu rozpoustédla a na teploté. Za podminky
nekone¢né zfedéného roztoku to je charakteristicka veli¢ina (konstanta) pro dany analyt.
Nicméné v realnych elektroforetickych separacich se pohybuji koncentrace v urCitych

mezich, a proto iontova mobilita zavisi 1 na koncentraci elektrolytu. [4]

Faktorem, kterym 1ze ovlivnit separaci je pH. U mnoha slabych elektrolytti nemusi
dojit k uplné disociaci vlivem pH. Ionty budou pouze ¢astecné ionizovany diky ustanoveni
rovnovahy mezi kyselou a bazickou formou. Poté je efektivni mobilita ur€ena stupném

ionizace a : [4, 7]

Hefri = Mo fia 4)

kde po; odpovida absolutni mobilit€, kterou by latka méla v pfipadé nekonec¢ného ziedeni,
fi je korek¢ni faktor pro odchylky od nekonecné zredéného roztoku. Zavislost efektivni
mobility na pH pufru Ize vidét na obr.1. (O-benzenhexakarboxylova kyselina;A -1,2,3,-
benzentrikarboxylovda  kyselina; <> -1,2-benzendikarboxylova  kyselina, [] -3,5-
dimethoxybenzoova kyselina). Protolyza a komplexace jsou jedny z nejucinnéjsich zptisob
jak upravit efektivni mobilitu v CZE. Nicméné€ nejen pH, ale i zmény v aktualnich

mobilitach a zmény v pKa mtzou ovlivnit efektivni mobilitu. [4, 7]
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Obr. 1.Zavislost efektivni mobility na pH, Prevzato z W. Friedl, E. Kenndler, 1994 [7]

Tyto d€je nastavaji bud’ zménou iontové sily nebo vymenou casti nebo celého vodného
prostfedi za organické rozpoustédlo. Zavislost efektivni mobility na odmocniné z iontové

sily 1ze vidét na obr.2. [8]

B0 |

20 L i - b= .
0.00 010 0.20 030 040

¥l

Obr.2. Zavislost efektivni mobility na odmocniné z iontové sily, Prevzato z W. Friedl, et. al, 1995 a upraveno [8]
Dal§im faktorem, kterym je mozné ovlivnit iontovou mobilitu je pKa, jez silné zavisi
na povaze rozpoustédla (pouziti vodného prostiedi vs. pouziti organickych rozpoustédel).
Obecné lze tvrdit, ze rozpoustédla zvysuji pKa kyselin a do urcité miry pozménuji 1 pKa
bazi. Posun pKa konjugovanych bazi HB*, odvozenych od bazi B, je rozdilny oproti posunu
neutralnich kyselin HA. Predpoklada se, Ze rozpoustédlo, které stabilizuje proton HF,

stabilizuje také do urcité miry konjugované kyseliny HB*. Tento efekt je vyrazné odlisny
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pro neutralni kyseliny HA. Organicka rozpoustédla maji mnohem mensi schopnost
solvatovat anionty nez voda. Vysledna destabilizace anionti vede ke zvySeni pKa. Nicméné
tato moznost ovlivnéni hodnot pKa organickym rozpoustédlem je vyhodna, protoze je
mozné upravit separovatelnost latek pouhym pfidanim organického rozpoustédla do vody a

tim mirn€ zménit hodnotu pKa. [4, 9]

Aby se analyty v kapilafe rozdélily, musi mit rozdilny migracni ¢as tm po pruchodu
kapilarou od jejiho zacatku po misto detekce. Tato skuteCnost lze vyjadfit nasledujici

rovnici: [10]

Lg-Le

®)

t . =
mt MefriV

kde Lq odpovida délce kapilary po detektor, Li odpovida celkové délce kapilara a V je

vlozené napéti. [10]

Rozsitovani pikt béhem migrace analyta kapilarou je dusledek podélné difuze, ktera
nastava kvuli koncentracnimu gradientu vzorku ve sméru elektrického pole, jez zptasobuje
diftizni hmotnostni tok. Dalsi faktory pfispivajici k rozsifovani pika jsou Jouleovo teplo,
rozdilna vodivost mezi zakladnim elektrolytem a vzorkem vedouci k elektroforetické
disperzi, adsorpce na stény kapilary a razné migracni drahy zptisobené sto¢enim kapilary.
Moznost jak popsat individualni pfispévky k celkovému rozsiteni piku je zaloZena na vysce
teoretického patra. V tomto pfipadé zavisi vyska teoretického patra na souctu vsech

prispévku rozptylu a délce kapilary po detektor podle rovnice: [4]

i

H=% (©)
kde o*« odpovida celkovému rozptylu danym soudtem viech prispévkad rozptylu: [4]
p p y p
2
07 = X Obuer + O-c%if + O-jzoule + algonc + O-C%ds + Ostoteni (7

kde o%exr odpovida mimokolonovym piispévkiim, o’ odpovida piispévku diftize, c%joute
odpovida piispévku Jouleova tepla, c%wnc 0dpovida piispévkim rozdilné vodivosti, c%ads

odpovida piispé&vkiim adsorpce a 6%sozeni 0dpovida prispévku stoceni kapilary. [4]
Y p1isp

Existuji ti1 typy davkovani vzorku do kapilary. Elektrokinetické davkovani, kdy se
vzorek do kapilary nadavkuje vlozenim el. pole pfed samotnou separaci, elektroosmoza a
pneumatické davkovani, kdy se vzorek do kapilary dostane pouzitim tlaku nebo vakua. Prvni

dvé moznosti produkuji ctyfuhelnikovy koncentraéni profil toku, pokud pomineme tepelné
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efekty, v poslednim pfipadé dochazi k davkovani laminarnim proudem, ktery produkuje

parabolicky profil toku. [4, 11]

Rozsifovani pikt nastava i ve stoCenych kapilarach dasledkem riznych migracnich
drah, kde se li§i draha latek, které migruji u vnéjsiho okraje kapilary oproti t€ém, které migruji
u vnitiniho okraje kapilary. Tento rozdil, sq¢ zavisi na poCtu okruhl, nc a na polomeéru

kapilary, Re [12]
Sa=(2n.+ 1) 2m- R, 8)

Rozdil v délce migracnich drah poté zplisobuje rozsifeni pikt, které se da vyjadrit

rozptylem 6%soeni [13]

2 &
Ostot = 16 (9)

Efekt stoceni kapilary na rozsifovani pikl je vyznamny predevsim v pripadech, kdy
jsou kapilary sto¢eny do okruhu s velmi malym polomérem. K tomuto dochazi pti CZE na

mikrocipech. [13]

Pti nastiiku vzorku na jednom konci kapilary dochazi k vytvoreni koncentra¢niho
gradientu v podélném sméru. Gradient chemického potencialu zpisobuje tok hmoty v tomto
sméru podle Fickova zakona. Staticky pfistup k tomuto problému je zalozen na modelu
vysky teoretického patra, kdy prispévek podélné diftize k rozsifeni pikt je mozné popsat

nasledné: [4, 14]

2D;-L
Haip =5 (10)

Nicméné vhodnéjsi je popsat separaci poctem teoretickych pater N nez jejich vyskou: [4, 14]

L
N == (11)

Zrovnic 10 a 11 lze vycist, ze pokud budeme zvySovat napéti, bude se zvySovat 1
rychlost separace a v tom pfipad€ bude zbyvat i méné Casu na rozsifovani piki podélnou
difuzi. Ukézalo se, ze je vhodnéjsi popisovat ucinnost separace jako pocet pater na volt.

[15,16]

Naifri _ Hesfii (12)

Vg 2D;
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kde Vg4 napéti mezi mistem nastfiku a mistem detekce. Oba parametry charakterizuji
transportni proces: efektivni mobilita, tok hmoty gradientem el. potencialu; difizni
koeficient, tok hmoty gradientem chemického potencidlu. Aplikaci Nernstova-Einsteinova
zakona lze dokazat, ze pocet teoretickych pater neni zavisly na difiznim koeficientu (pouze

pokud jsou ptitomny malé ionty s malou iontovou silou zakladniho elektrolytu). [15,16]

i.V .F
Nairri = ZZR?T (13)

Z rovnice 13 je mozné usuzovat, ze na rozSifovani pikd maji vliv pouze dva
parametry (kromé teploty), naboj analytu a napéti. Po dosazeni konstant F a R pii 25 °C bude
rovnice 13 vypadat nasledovné: [4, 16]

Ndiff,i ~ 20" VA Vd (14)

V piipadé slabych jednosytnych kyselin je pocet naboji dan stupném disociace o.

Poté by rovnice 14 vypadala takto: [17]

Naifri = mf,g% (15)
To znamena existenci zavislosti poctu pater na pH zékladniho elektrolytu. Tvar zavislosti N
na pH je podobny tvaru titra¢ni kiivky, kdy vrchol odpovida hodnoté N z rovnice 15 pro
vysoké pH (rovno 20 Vg). Tuto zavislost 1ze vidét na obr.3. (@ -2,3-dihydroxybenzoova
kyselinaA-2,3-dimethoxybenzoova kyselina;lW-4-dimethoxybenzoova kyselina). V poloviné
této kiivky je hodnota N rovna 10 Vg4 (zaroven je pH rovno pK. prislusné kyseliny). Se

snizujicim se pH se snizuje 1 pocet teoretickych pater. [17]

150 -

100 — o N /

N/1000
~
™~
~
.
™)

50 - /A /

pE

Obr. 3. Zavislost poctu teoretickych pater na pH jednosytnych kyselin, prevzato z E. Kenndler, Ch. Schwer 1991 [17]

14



Teplo generované béhem migrace iontd zpusobuje parabolicky teplotni gradient
v pficném sméru uvnitt kapilary. I pfesto, ze narust teploty miize byt znacny, rozdil mezi
sttedem a sténami kapilar zistava pomémneé nizky, predevs§im diky vnéjsimu chlazeni.
Nejvétsi teplotni gradient piipada mezi vnéjsi sténu kapilary a okoli. Mobilita se zvySuje

piiblizné o 2-3 % na °C a tato zavislost mize byt vyjadiena nasledujici rovnici: [18]
fi=2% (16)

Specialni ptipad deformace pika je triangulace. Nastava, pokud je koncentrace
vzorku vyrazné vyssi nez koncentrace zakladniho elektrolytu a mobility vzorku a protiiontu
zakladniho elektrolytu se lisi. Nicméné deformace pikii bude tim mensi, ¢im mensi bude

koncentrace vzorku. [4]

Mira separace je popsana rozliSenim, které v sobé zahrnuje efekt migrace 1 disperze.
Rovnice vyjadiujici rozliSeni se sklada ze selektivity a a¢innosti a je vyjadiena takto: [4, 19,
20]

1 A
Rﬁ::f-\/ﬁ (17)

Pocet teoretickych pater neovliviiuje linearné rozliseni, protoze se nachazi pod odmocninou.
Nicméné selektivita je mnohem vice citliva 1 na mirné zmény. I velmi mald zména pH
zakladniho elektrolytu v okoli pKa analytu mize vést k vyrazné zmeéné rozdilti efektivnich
mobilit separovanych analytd, kdy je dosazeno jejich rozliSeni. Proto ztéchto divodu
rozliSeni zavisi na nasledujicich parametrech: konstanty R a F, parametry pfistroje Va T a
parametry analytu pak:, pKa, o a z. Nicméné jediné parametry, které mizeme experimentalné
ovlivnit je stupei disociace o a s tim spojeny naboj z. Hlavnimi parametry, kterymi mizeme
optimalizovat rozliSeni je zvySeni napéti, které ale miZeme zvySovat pouze do urcité
hodnoty a muze nastat i obraceny efekt vlivem Jouleova tepla. Selektivitu 1ze ovlivnit pH
pfizptisobenim efektivnich mobilit separovanych latek. A pH také ovliviiuje Gcinnost

zmeénou naboje separovanych latek. [4, 19, 20]

2.1.1.2.Kapilarni zénova elektroforéza s pritomnosti elektroosmotického toku
Elektroosmoticky tok (EOF) je zptasoben zformovanim el. dvojvrstvy na rozhrani

pevné a kapalné faze. V kiemenné kapilafe, obvykle pouzivané v CZE, je pevny povrch

negativné nabit diky protolyze silanolovych skupin a diky specifické adsorpci iontd.

Negativni naboj povrchu je vyvazen kladnymi ionty v difuzni vrstvé kapaliny. V momenté
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pusobeni podélného el. pole E se nad difuzni vrstvou vytvofi objemova sila E-p, ktera
vyjadiuje hustotu el. naboje p. V disledku tohoto jevu se difuzni vrstva pohybuje a tento
pohyb je zesilovan skrz cely roztok diky viskozité. Pokud je pouzita kapilara s vnitinim
prumérem (i.d.) do 100 um, je dosazeno konstantni rychlosti v fadu milisekund (ms) po
aplikaci napéti. Tato rychlost je zavisla na sile pouzitého el. pole. Elektricky potencial
dvojvrstvy se nazyva zeta potencial ({) a silné¢ zavisi na pH pouzitého pufru. Pfi vysokém
pH, kdy jsou silanolové skupiny pln¢ disociovany dosahuje { potencial hodnot kolem 120
mV. Zavislost elektroosmotické rychlosti je zavisla na { potencialu a v tom piipadé i na pH.

Tato zavislost je dana rovnici Helmholtz-Smoluchowski: [4]

Voo = — — (18)

kde € vyjadiuje permitivitu a n dynamickou viskozitu v difuzni dvojvrstvé. Hodnoty téchto
veli¢in se mohou v celkovém roztoku lisit od té€ch v dvojvrstve kvili orientaci dipolarnich
molekul rozpoustédla v blizkosti nabitého povrchu. Dilezité je, ze elektroosmoticka rychlost
nezavisi na poloméru kapilary. Diky tomuto mizou mit rizné Siroké kapilary stejnou el.

osmotickou rychlost pii zachovani stejného  potencialu. [4]

Vektor el. osmotické rychlosti plisobi na vSechny Castice v kapilafe. Elektricky
neutralni slozky se pohybuji ke katodé presné s touto rychlosti. V tomto pfipadé se neutralni
castice pohybuji diky EOFu. K urceni el. osmotické mobility v CZE se pouziva neutralni
marker. Nicméné se mohou projevit nepravidelnosti zakladni linie nebo systémové piky pfi
pouziti UV detektoru. Tyto nedokonalosti mohou byt zpisobeny mobilitnim nebo pH
gradientem, které jsou charakteristické napf. pro izotachoforézu nebo izoelektrickou
fokusaci, tepelnou nestalosti nebo se mohou objevit v dusledku koncentra¢ni hranice mezi
vzorkem a zakladnim elektrolytem. V CZE je neutralni marker rozpustén ve vodé nebo
v pufru, a proto ma tato zona mensi koncentraci iontd nez BGE. Kdyz dojde k nadavkovani
vzorku do kapilary, vytvoti se koncentra¢ni hranice mezi méné koncentrovanym roztokem
elektrolytu obsahujici marker a BGE. Pfi aplikaci el. pole zanou tyto zény i hranice
migrovat diky el. osmoéze a el. foréze. Neutrdlni marker se pohybuje piesné
s elektroosmotickou rychlosti. Pivodni zona vzorku také migruje se stejnou rychlosti jako
EOF, ale koncentracni hranice mezi zonou iontti vzorku a BGE mohou podlehnout dalsi
migraci. Vysledkem je rizna migracni rychlost neutralniho markeru a tzv , demixing™ zén
vzorku. , Demixing™ zony neutralniho markeru a koncentra¢ni hranice se projevi jako

pozitivni a negativni pik v UV detektoru. Tento ,,demixing™ Ize vidét na obr. 4. [4, 21-23]
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Obr. 4. Elektroforegram ,,demixingu * neutralniho markeru a zony vzorku, prevzato z K. Kenndler-Blackholm et. al 1996
a upraveno [23]

Prebytkovy naboj v difuzni ¢asti dvojvrstvy je elektricky fizen v podélném sméru po
aplikaci el. pole v témze sméru. Diky viskozité roztoku je tento pohyb prenasen do celého
roztoku, ktery se pohybuje konstantni rychlosti mimo difuzni vrstvu v kratkém case. Poté je
celkovy objem kapilary unaSen EOFem ke katod€. Efektivni tloustka difuzni vrstvy B,
kterou je myslena Sitka vrstvy kapaliny, jez pfiléha ke sténé kapilary, aniz by se pohybovala,
pfispiva k rozsifovani piku. Za obvyklych podminek je mozné prispévek k vysce
teoretického patra zanedbat. Nicméné, pro objemné latky s malym difuznim koeficientem
(napf.: viry nebo proteiny) a nizkou koncentraci BGE, se muze pfispévek k vysce

teoretického patra pohybovat ve stejnych radech jako ptispévek podélné difuze. [4, 24]

Difuze, tepelné vlivy a presyceni kapilary zpasobuji disperzi béhem migrace zony
vzorku kapilarou. EOF ma piimy vliv na disperzi zpisobenou témito procesy. Se zvySujicim
se EOFem se snizuje redukovana mobilita kationtt. Dasledkem je zvySena celkova mobilita
kationtti a tim je sniZen celkovy straveny Cas zony v kapilafe, a proto zbyva méné Casu na
rozmyvani zon. U aniontd je situace obracené. Se zvySujicim se EOFem se zvySuje i
redukovana mobilita anionti. Nasledné se zvySuje i straveny Cas zony v kapilafe, a proto
maji disperzni procesy vliv na separaci del§i dobu. Nicméné pokud se bude EOF zvySovat
az nad efektivni mobilitu aniontd, dojde k migraci aniont ke katodé po obraceni polarity

napéti. Dusledkem je snizeni migra¢niho Casu. [4, 25]
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Selektivita je definovana jako rozdil mobilit vztazeny k primérné mobilité. Pro
kationty se stfedni mobilita bude zvysovat se zvySujicim se EOFem, ale bude se snizovat
jejich selektivita. RozliSeni je mozné vyjadfit jako pomér rozdilu migracnich ¢ast dvou latek

k Sitce jednoho piku: [4, 26]

R, = ‘miTtmi (19)

J Ot,i

Substituci t a o dostaneme jednodussi rovnici rozliSeni, ktera sice nezahrnuje §itku druhého

piku, ale nezahrnuje také primérmé difuzni koeficienty a mobility: [4, 26]

Rij=(@mj—1 N (20)

kde rij je koeficient selektivity. Pro kationty, kde je redukovana mobilita vzdy niz8i pfi
aplikaci EOFu, dochazi vzdy ke snizeni rozliSeni, 1 pfestoze se zvySuje Ucinnost. Ztrata
selektivity prekompenzovava narust acinnosti. Aplikace EOFu (smérem ke katod€) vzdy
vede ke snizeni rozliSeni oproti pfipadu bez EOFu. Ztrata rozliSeni je tim vyssi, ¢im mensi
jsou efektivni mobility separovanych latek a ¢im vyssi je efektivni mobilita EOFu. Pro
anionty je narust rozliSeni mozny. Pokud se mobilita EOFu bude blizit mobilitam aniontd,
bude narust rozliSeni strmy, ale soucasn€ dojde k prodlouzeni migracnich ¢ast. Pokud bude
mobilita EOFu dvakrat vys$si nez mobility aniontil, bude rozliseni stejné jako v piipadé bez

EOFu. Nicméné mohou byt separovany anionty s velmi malymi mobilitami bez ztraty

rozliSeni a za mnohem kratsich separacnich Cast nez za podminek bez EOFu. [4, 26]

2.1.2. Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC)

Micelarni  elektrokineticka  chromatografie = kombinuje chromatografii a
elektroforézu. V soucasnosti se vyuziva ve farmaceutické analyze a také v potravinarské a
klinické analyze a analyze zivotniho prostiedi. Hlavni vyhodou je, Ze je to jedina
elektroforetickd technika, kterou lze separovat jak neutralni Castice, tak i nabité ionty.
Separace neutralnich latek MEKC je dosazena pouzitim surfaktanti v BGE. Pii
koncentracich nad kritickou micelarni koncentraci (CMC) vznikaji micely. To jsou kulaté
Castice s hydrofobnim ocasem smeéfujicim ke stfedu a nabitou hlavou smeéfujici ven

z molekuly. [27]

Surfaktanty a micely jsou obvykle nabité a migruji s nebo proti EOFu. Aniontové
surfaktanty jako dodecylsulfat sodny (SDS) migruji k anod€, coz je v opacném sméru

k EOF. Jelikoz je EOF obecné rychlej§i nez rychlost migrace micel v neutralnim nebo
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bazickém pH, dochazi k pohybu ve sméru EOF. Béhem elektroforetické migrace se latky ze
vzorku rozde€luji mezi micely a BGE na chromatografickém principu diky hydrofobnim a
elektrostatickym interakcim. Micely se chovaji jako stacionarni faze (SF) v chromatografii,

ale dochazi k jejich pohybu. Schematicky lze vidét separaci na obr.5. [27, 28]

O = detergent
(negativnd nabog) |::>

vzorelk 4=

ECF
elektroforéza

Obr. 5. Schematické zndzornéni separace v MEKC, prevzato z G. Hancu et. al, 2012 a upraveno [29]

V piipad€ neutralnich latek dochéazi k ovlivnéni separace jen na zaklad€ afinity
k micelam. Cim siln&j§i je interakce mezi vzorkem a micelou, tim deldi je migraéni &as,
protoze micela unasi latky proti EOFu. Pokud vzorek neni v kontaktu s micelou je unasen
pouze EOFem. Cim hydrofobngji molekula, tim silng&i je jeji interakce s micelou a tim
vice je zadrzovana v kapilafe. Na tomto principu je zalozena separace neutralnich latek
v MEKC. Tento separacni mechanismus neutralnich latek mutze byt popsan modifikaci
chromatografickych rovnic. Pomér mnozstvi latky v micelach a v mobilni fazi (MF),
kapacitni faktor, je dan nasledujici rovnici: [27]
= ais =K G @1
kde t;je retencni Cas analytu, to je retencni as analytu nezadrzovaného micelou, tm je retencni
cas micely, K je rozdélovaci konstanta, Vs je objem micelarni faze a Vm je objem MF. Pokud
by se tm blizilo nekone¢nu a micely by se stavaly opravdovou SF, nabyla by rovnice stejné
podoby jako pfi chromatografickych separacich. Rozliseni dvou latek v MEKC muze byt

popsano nasledovné: [27, 30]

N1/2 a—1 k, 1_(;_,(:1)
R=GG) &) 6 (G (22)
tm
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Z této rovnice lze vycist, Ze rozliSeni muaze byt zlepSeno optimalizaci ucinnosti, selektivity
nebo kapacitniho faktoru. Nejjednodussim zptisobem je upraveni koncentrace surfaktantu.
Obecné se kapacitni faktor zvySuje se zvysSujici se koncentraci surfaktantu. Nicméné pfi

pouziti iontovych surfaktanti o vysoké koncentraci muze dojit ke zvyseni proudu. [27, 30]

V MEKC dochazi k eluci latek mezi Casy to (EOF) a tm (migrace micel). RozliSeni je
zlepSeno roz§ifenim tohoto asového okna. Pfi separaci neutralnich latek se vSechny eluuji
mezi Casy to a tm. Hydrofilni latky, které neinteraguji s micelami se eluuji s EOFem a latky,
které jsou kompletné zadrzovany micelami se eluuji s nimi. Schematické znazornéni
elektroforegramu je na obr. 6. Pfestoze Casové okno je obvykle uzké je kapacita pikd vysoka
diky vysoké ucinnosti. Proto se pouzivaji podminky, které rozsituji Casové okno. Témi jsou

pfiméreny EOF a micely s vysokou mobilitou. [27]

s Casové okno

yty MMicela

EQF

[ T T T T T

Cas
Obr. 6. Schematicky elektroforegram v MEKC, prevzato z B. Gas et. al 2018 a upraveno [27]

Selektivita muze byt ovlivnéna zménou fyzikalnich vlastnosti micel, jako je jejich
velikost, naboj a geometrie. Pouzitim rtiznych surfaktanti mize dojit k vyraznym zménam
podobnym tém pii zméné SF v chromatografii. Surfaktanty mohou byt aniontové,
kationtové, neiontové, zwitteriontové anebo jejich smés. V kazdé kategorii se samoziejme
muze ménit délka alkylového fetézce. Selektivita mize byt také meénéna koncentraci pufru,

pH, teplotou, pfidavkem aditiv jako jsou kovové ionty nebo chiralni selektory. [27]

Stejné jako v chromatografii mohou pfidané organické aditiva ovliviiovat interakci
latek s micelami. Pfidanim aditiv jako je methanol, acetonitril nebo 2-propanol do BGE
v koncentracich od par procent az do 50 % se muze dosahnout zeslabeni hydrofobnich
interakci mezi micelou a analytem. Diky tomuto je umoznéna rychlejsi kinetika interakci.
[27]
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Surfaktanty také interaguji se sténou kapilary a maji dulezity vliv na EOF i na
interakci mezi analytem a sténou. Smér migrace analytu a micely je proménlivy a zavisi na
naboji micely a na sile EOFu. Obvykle je pouzivano vysoké pH, aby byl udrzen rozumny
EOF a smér separace. [27]

Velice dulezity faktor, ktery je potieba kontrolovat je teplota. Ta vyrazné ovliviuje
CMC a distribu¢ni koeficient. Zvyseni teploty vede ke zvySeni CMC a tim ke sniZeni

koncentrace micel v BGE. Distribu¢ni koeficient se snizuje se zvySujici se teplotou. [27]

2.1.3. Kapilarni isoelektricka fokusace (CIEF)

Tato metoda je zaostfovaci typ kapilarni elektroforézy, pti které se analyty (obvykle
proteiny) separuji na zakladé rozdilné hodnoty izoelektrického bodu (pI). Kapilara je
naplnéna roztokem amfolytl a proteint. Po aplikaci el. pole dojde k vytvoreni gradientu pH.

Proteiny se zaostii do uzkych z6n na zakladé jejich hodnot pl. [31]

Amfolyty jsou amfoterni slouceniny, které mohou existovat jako anionty nebo
kationty v zavislosti na pH roztoku. Izoelektricky bod je pH, pfi kterém je amfolyt neutralni.
Pod timto pH amfolyt existuje jako kationt a nad timto pH jako aniont. Roztok amfolyta
obsahuje smeés sloucenin s riznymi hodnotami pl a ty poté mohou vytvorit gradient pH
v kapilafe. Roztok amfolyti se obvykle sklada z latek obsahujici amino a karboxylovou

skupinu a jejich koncentrace se pohybuje okolo 1 %. [31]

Vialka obsahujici katodu je ponofena v katolytu (zasadity roztok) a vialka obsahujici
anodu je ponofena v anolytu (kysely roztok). Anolyt by mél mit pH nizs§i nez pl
nejkyselejsiho amfolytu a katolyt by mél mit pH vyS$si nez je pl nejbazictéjsiho amfolytu. Po
aplikaci el. pole zacnou amfolyty migrovat kapilarou. Pokud predpokladame pH roztoku
amfolytd 7,6 budou pozitivné€ nabité amfolyty s pI nad 7,6 migrovat ke katodé a amfolyty
s pI pod 7,6 budou migrovat k anod€. Pokud amfolyt s pI 9,5 migruje do katolytu, dojde
k jeho zméné naboje na negativni a migruje zpét do kapilary. Amfolyty migruji kapilarou,
dokud kazdy z nich nedojde do mista, kde se pH roztoku rovna jejich pl. Takhle je vytvofen
gradient pH. Mirného gradientu pH dosahneme pozitim vét§iho mnozstvi amfolyta, které
budou mit rovnomérmeé rozmisténé hodnoty pl. Kyselina fosforecna (0,02M) se obvykle

pouziva jako anolyt a hydroxid sodny (0,02M) jako katolyt. [31]

Separace probiha naplnénim kapilary smési amfolytt a vzorku. Po aplikaci napéti
vzorek 1 amfolyty migruji kapilarou, dokud nedojdou do mista, kde se pH roztoku rovna

jejich pl. Takto je dosazeno rovnovazného stavu, ktery je indikovan snizenim proudu ke
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konstantni hodnoté. Pokud analyt migruje z mista, kde je neutralni, do mista s jinym pH
dojde k jeho nabiti a migruje zpét do zony kde je neutralni. Takto dochazi k zaostieni analytu
do velice uzkych zon. Schematicky lze vidét princip separace na obr. 7. Cim vice amfolytd
s riznymi hodnotami pl se nachazi v roztoku, tim uzsi jsou zony i vysledné piky. Kapilary
jsou upraveny obvykle polyakrylamidem nebo methylcelul6zou, aby nevznikal EOF a
k separaci dochéazelo pouze na zéklad¢ rozdilnych hodnot pl. EOF by zamezil vytvoteni
stabilnich uzkych zon. Jelikoz je cela kapilara naplnéna roztokem vzorku jsou davkovany
vétsi objemy vzorku nez v CZE nebo MEKC. Pomoci CIEF mizeme analyzovat i velice
ziedéné roztoky, diky vytvoreni uzké koncentrované zony vzorku. V piipadé analyzy
proteini muze dochazet kjejich precipitaci. Zabranit precipitaci lze pouzitim

detergentt.[31-33]

Detek¢ni okénko

Tlak

=

Katolyt

Zaostiené zony amfolyt

Obr. 7. Schematické znazornéni CIEF, prevzato z Ch. Henry, 2006 a upraveno [34]

Po vytvoreni zaostfenych zon dojde k pohybu zon vzorku i amfolytu. Zoény jsou
protlaceny kapilarou a detektorem, aby bylo dosazeno elektroferogramu. Jelikoz detektorem

prochazeji 1 amfolyty je vyhodné, aby nebyly vidét detektorem. [34]

Jednou z moznosti jak protlacit latky kapilarou je pouziti hydrodynamického toku.
Muze se provést pomoci HPLC Cerpadla. Pokud je moznost davkovat tlakem, muze byt
pouzit i tento mdod. Hydrodynamické protlaceni neni vhodné pro kapilary naplnéné gelem,
protoze gel ma vysoky odpor proti protlaCeni nebo muze dojit k vytlateni gelu

z kapilary.[33]

Dalsi moznosti je elektroforetické protlaeni. Provede se vyménénim anolytu za
katolyt. Pokud je katolytem NaOH a anolytem kyselina fosfore¢na a dojde k vyménéni
anolytu za NaOH pfi aplikaci napéti, hydroxylové ionty budou migrovat k anod¢. Béhem
pohybu hydroxylu kapilarou dochazi k postupnému ztitrovani ionti vzorku a amfolytu. Ionty
dostanou zaporny naboj a migruji rovnéz k anodé. Sodné ionty u anody migruji ke katode¢,

22



ale nezpusobuji zménu pH, a proto neinterferuji s migraci amfolytu a vzorku. Tento

elektroforeticky zptsob muize byt pouzit i pro kapilary naplnéné gelem. [33]

Podobné mize byt protlaceni provedeno piidanim soli ke katolytu nebo anolytu a
aplikovat el. pole. Kdyz sul obsahujici jakykoliv jiny kation nez proton je piidana k anolytu
dochazi k mobilizaci smérem k anod€. Pfidanim soli obsahujici aniont rozdilny

hydroxylovému ke katolytu dojde k mobilizaci smérem ke katod€. [35]

Nejveétsi vyuziti ma CIEF v separaci proteint. Nicméné€ metoda mtize byt pouZita pro
jakykoliv typ analyti, pokud maji rozdilné pl a mize byt dosazeno gradientu pH, ktery
pokryva rozmezi pl vzorku. [31]

2.1.4. Kapilarni izotachoforéza (CITP)

V kapilarni izotachoforéze se vSechny zony pohybuji stejnou rychlosti. Ve vsech
raznych pfipadech je mozné separovat kationty i anionty, ale ne zaroven. V CITP separaci
je vzorek nadavkovan mezi dva pufry. Prvni z nich je vedouci a obsahuje ionty, které maji
vyS§8i mobilitu nez kterykoli jiny analyzovany iont. Druhy z nich je koncovy a obsahuje ionty
o niz$i mobilité, nez maji ionty vzorku. Pfi separaci anionti miZzou byt jako vedouci pufr
pouzity chloridové ionty a jako terminujici pufr haptanoatové ionty. Roztok vedouciho
elektrolytu je pfipojen k anodé¢ a roztok terminujiciho elektrolytu je pfipojen ke katod¢.
Schematicky lze princip separace vidét na obr.8. (TE-koncovy elektrolyt, LE-vedouci
elektrolyt, A a B-slozky vzorku). V Casti A je znazornén zacatek separace. V Casti B lze
vidét prabeh separace, kdy se vytvorily samostatné zony vzorku A a B, ale stale zlstava i

jejich smeé A+B. V ¢asti C je jiz vyobrazen konec separace. [36]

A TE : LE
B TE LE
C TE B | A LE

Obr. 8. Princip CITP, Prevzato z V. Datinskd et. al 2019 [37]
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Po aplikaci elektrického pole v CITP migruji ionty vzorku stejné jako v CZE. Kazdy
podle své vlastni pohyblivosti. Rozdily v téchto migracnich ¢asech se projevi vytvorenim na
sebe navazujicich zon. Nejrychlejsi zona migruje té€sné za vedoucim pufrem a nejpomalejsi
migruje tésné pred terminujicim pufrem. Po vytvoreni zon, a tedy 1 samotné separaci, se poté
vSechny ionty pohybuji stejnou rychlosti. Priklad elektroferogramu je na obr. 9. Divodem,
proc se ionty hybou stejnou rychlosti je ten, ze el. pole je slabsi pro analyty o vys§i mobilité

a silngjsi pro méné mobilitni ionty. [36]
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Obr. 9. Priklad elektroferogramu, prrevzato a upraveno podle [38]

Po dosazeni rovnovazného stavu v CITP migruje kazda zona vzorku v zoné tésné
seviené mezi dal§imi zénami o nizsi a vyss§i mobilité. Prechod mezi zonami je ostry. Pokud
by analyt migroval do zony o vy$s§i mobilité, nizsi el. pole by snizilo jeho mobilitu az by se
vratil zpét do své zony. Rozdilem oproti CZE je skuteCnost, ze zony se eluuji tésné za sebou

a neni mezi nimi zadna zéna pufru nebo elektrolytu. [36]

2.2. Detektory v kapilarni elektroforéze

Detekce v CE pfinasi mnozstvi vyzev v podobé nizkych objemt pikl, vysoké
ucinnosti pikli a omezeného Casu na detekci analyti. Diky Sirokému vyuziti CE doslo
k vyvoji fady detekénich metod, kterymi je mozné detegovat nanolitrové a mensi objemy
analyti. Mnoho jich bylo vyvinuto z metod pro HPLC, tak aby spliiovaly striktnéjsi naroky
na detekci. Piikladem je fluorescenéni detekce, kdy konvenéni HPLC systémy pouzivaji
lampu, ale v CE se pouziva vyhradné laser, kvili naroénému zaostfeni nekoherentniho

zdroje na kapilaru. [36]
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Dulezitym faktorem je vybér typu detekce z mnozstvi moznych typti. Mnoho
raznych typt molekul, iontovych i neiontovych, bylo tspésné analyzovano CE. Od malych
anorganickych molekul pfes aminokyseliny (AK), peptidy az po proteiny nebo DNA. Je
mozné analyzovat i ruzné matrice jako fi¢ni vodu, krev, moc, tkané a potraviny.
S potencialnimi interferenty musi byt vzdy pocitano pfed analyzou. Z tohoto vyplyva, ze
nejdilezitéjsimi faktory jsou vlastnosti analytu, matrice vzorku a pozadované detekcni
limity. Pokud je obtizné detekovat analyt dostupnymi metodami je mozné jej derivatizovat
pred kolonou, na koloné nebo po prichodu kapilarou. Dalsimi faktory jsou, jestli je detekcni
metoda dostupna komercné nebo je tieba ji pfipravit ,,in-house* a samoziejmé také celkova

cena typu detekce. [36]

Obvyklym typem detekce je UV/VIS. Dal§imi typy detekce jsou fluorescencni
detekce, laserem indukovana fluorescence (LIF), ampérometrie, vodivostni detekce, spojent
CE s hmotnostni spektrometrii (MS) a neptima UV detekce. Charakteristiky téchto metod
1ze vidét na tabulce. 1. [39]

Tabulka 1. Tabulka detekénich metod v CE

Metoda Limit detekce (mol) Koncentracni limit
detekce (mol/l)
UV/VIS 1012101 10°-107
Fluorescence 1013-10°17 107-107
LIF 10718102 10°-10"
Ampérometrie 10718101 10710101
Vodivostni detekce 101510716 10°6-107
Hmotnostni spektrometrie 10°16-10°17 103-107
Nepfima UV 10-100 krat niz8i nez pfima | 10-100 krat niz8i nez pifima

prevzato z H. H. Lauer et. al 2014 [27]

Z tabulky lze vycist, ze nejlepsi limity detekce méa LIF, nicméné tato technika je velice
nakladna a stejné jako fluorescence je potieba derivatizace vzorku. Ampérometricka detekce
ma také uctyhodné limity detekce, jen je vhodna pro elektroaktivni latky. Témeér univerzalni
vyuziti ma UV/VIS detekce, ale ma horsi hodnoty limitu detekce. Kompletné univerzalni
pro potieby CE je vodivostni detekce. Hmotnostni spektrometrie (MS) je také vyborna
metoda pro detekci latek z CE. Vyraznym problémem je ovSem rozhrani mezi CE a MS,

které je velice komplikované. [36]
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2.2.1. UV/VIS detekce

Tento typ detektoru je Siroce pouzivany v CE diky jeho snadnéjsi aplikovatelnosti.
Detekce je provadéna v kapilare, aby byl zachovan detekéni objem v nanolitrech. V tomto
ptipadé se odstrani mala cast polyimidové vrstvy bud’ spalenim nebo seSkrabanim. Tato ¢ast
kapilary poté slouzi jako detekéni cela. Nicméné délka tohoto detekéniho okénka se
pohybuje mezi 50-100 um, coz omezuje limit detekce v jednotkach koncentrace kvuli
malym objemum pozivanych v CE. Hmotnostni detekcni limity jsou stejné nebo lepsi oproti

tém dosazenych v HPLC. [36]

Existuje mnoho ruznych zpusobu jak prodlouzit délku detekéniho okénka, aby byla
zlepsSena citlivost metody. Jednou z moznosti je ohnout kapilaru do tvaru Z (tzv. Z cela).
Timto zptusobem je mozné prodlouzit absorpéni drahu az na 10 nasobek jejiho praméru.
ZvétSeni absorpcni drahy muze ovSem vést ke sniZeni GcCinnosti pikti a tim i rozliSeni.
V nékterych ptipadech jsou pouzity specialni ¢ocky, které jsou umistény mezi mezi zdroj a
Z celu a mezi Z celu a detektor. Tyto Cocky zlepsuji citlivost fokusaci svétla do cely a poté
na detektor. Dal§i moznosti prodlouzeni absorp¢ni drahy je vytvofeni bubliny na konci
kapilary. V komercnich pfistrojich ma pro kapilaru si.d. 50 pm bublina i.d. 150 pm.
Schematicky jsou tyto moznosti znazornény na obr. 10.Posledni moznosti je prodlouzeni
absorpcni drahy zareni odrazem od stén kapilary. Stény na konci kapilary jsou pokryty
vrstvou stfibra. Zafeni ze zdroje se poté mnohonasobné odrazi od vrstvy stfibra a tim se

vyrazng prodlouzi jeho usla draha. Toto schéma je vyobrazeno na obr. 11. [36]
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Obr. 10.Schéma Z cely a bublinové cely, prevzato z D. A. Skoog et. al 2018 a upraveno [36]
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Obr. 11. Schéma cely s mnohondsobnym odrazem

2.2.2, Laserem indukovana fluorescence
Stejné jako v HPLC, fluorescen¢ni detekce zvySuje citlivost a selektivitu pro

fluoreskujici analyty nebo analyty po derivatizaci. LIF dovoluje detekci az 10 zeptomolu

nebo 6000 molekul. [36]

Signal fluorescence analyti je vzdy méfen s uritym pozadim. Toto pozadi je
zpusobeno rozptylem signalu na sténach kapilary, fluoreskujicimi necistotami v roztoku a
Raleigho a Ramanovym rozptylem. Aby byl sniZen rozptyl je potieba odfiltrovat interferujici
vlnové délky emitujiciho zafeni. Sum pozadi je uréujici faktor dosaZeni mozného
koncentra¢niho limitu detekce. Tento detek¢ni limit maze byt az o 3 fady niz$i nez ten

dosazitelny detekci absorbance. [27]

Jelikoz zafeni laseru o vysoké intenzit€ muze byt zaostieno na 1 bod na kapilafe,
ktery slouzi jako opticka cela s malym detekénim objemem. Nevyhoda tohoto malého
objemu muze byt vyvazena zvySenim intenzity excitacniho zafeni na detekénim okénku.
Dal$i vyhodou laseru je poskytovani monochromatického zareni, které umoziuje optimalni

selektivitu pfi excitaci. [40]

Pro aplikace LIF nemusi byt vykon laseru vysoky. Dostatecny je vykon o nékolika
mW k dosazeni potfebné selektivity. Se zvySujicim se vykonem se nijak vyrazné nezvysuje
pomér signalu k Sumu. Toto je zpusobeno saturaci fluoreskujicich sloucenin, které pfi
zvySeni vykonu neposkytuji vyssi signal. Druhym faktorem muize byt fotodegradace
fluoreskujicich analytli. Absorpce fotonii fotosenzitivnimi slouCeninami muze vést
k rozkladu této molekuly. Pokud k tomuto dochézi je zapotfebi pouzit excitaéni zafeni o
niz$i intenzité. DalSim faktorem ovliviiujicim pomér S/N pii zvySeni intenzity je nestabilita

signalu laseru, jelikoz signal 1 Sum pozadi jsou imérné intenzité excitovaného zareni. [27]

Fluorescence je pomérné vzacna vlastnost latek, a proto by nebylo mozné pouzit

tento typ detekce pro Siroké spektrum latek. Nicméné byla pripravena fada latek, které je
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mozné pouzit k predkolonové derivatizaci nefluoreskujicich latek. Mezi tyto latky patii
o-ftalaldehyd (OPA), carboxyaldehyd (CBQCA), 9-fluorenylmethyl chloroformat (FMOC),
anthryldiazomethan (ADAM), benzoin a mnohé dalsi. [27]

Predkolonova derivatizace z HPLC se obvykle aplikuje i v CE. Jen v neobvyklych
pfipadech byla vyvinuta specialni Cinidla pro CE. Jednim z diivodd je vhodnost detekce
derivovaného analytu LIF, aby vinova délka excitovaného zafeni byla kompatibilni s Carami
spektra laseru. Dalsim z divodu je pozadavek na elektroforetické vlastnosti derivovanych

latek. [27, 41]

2.2.3. Ampérometricka detekce

Ampérometrickou detekci je méfen proud pfi oxidaci nebo redukci elektroaktivnich
analytt na povrchu pracovni elektrody. Béhem oxidace dochazi ke zvySovani oxidacniho
Cisla analytu, pfi redukci dochazi ke snizovani oxidacniho Cisla analytu. Na zakladni
elektrolyt, ktery se nachazi mezi pracovni a referencni elektrodou, je vlozen potencial. Tento
potencial zpusobuje oxidaci nebo redukci. Elektrolyt je vodivy roztok, ktery obsahuje
rozpus§téné ionty. Proud, ktery teCe pracovni elektrodou je umérny poctu vymeénénych
elektrond a tim také i koncentraci. V oxida¢nim modu je na pomocnou elektrodu vlozen
negativni potencial. Toto zpusobuje pozitivni rozdil potencialti na pracovni elektrodé oproti
referen¢ni, a proto jsou elektrony pfitahovany k pracovni elektrodé. V redukénim modu je

na pomocnou elektrodu vlozen kladny potencial. [31]

Vétsina aplikaci ampérometrické detekce v CE je délana s analyty, které je mozné
oxidovat. Pro detekci v redukénim modu je potieba odstranit kyslik z BGE. Kyslik Ize
snadno redukovat pfi potencialu -0,4 V a nizsim. Detektor je potfeba oddélit od kapilary,
protoze pokud by byl vystaven elektrickému poli, mohl by se zvySovat Sum pozadi. Tohoto
je mozné dosahnout pouzitim porézniho sklenéného kloubu nebo porézni grafitovou trubici.
Rozhrani kapilary a porézniho kloubu je ponofeno do koncové vialky obsahujici katodu.
Porézni kloub dovoluje, aby proud tekl pres kapilaru do katody a zaroven, aby i el. pole bylo
aplikovano pouze na kapilare. K detekci dochazi na konci kapilary bez interference

pouzitého potencialu. [31, 42, 43]

Ampérometricka detekce je ¢asto pouzivana v piipadech, kdy nelze latku detegovat
pomoci absorbance nebo fluorescence. Mezi tyto latky patfi prfevazné katecholaminy a
sacharidy. Latky, které nelze snadno oxidovat nebo redukovat, je mozné derivatizovat

¢inidly, jez z nich udélaji latky elektroaktivni. [42, 44]
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2.2.4. Vodivostni detekce

Zakladem detekce vodivosti je zména elektrické vodivosti roztoku, ve kterém jsou
pfitomny ionty. Vodivostni detektor ma dvé elektrody v cele, na které je vlozen
vysokofrekvencni stfidavy potencial. Eluent z kapilary protékd mezi elektrodami a
v moment¢, kdy do cely vstoupi ionty, dochézi k poklesu odporu roztoku a tim ke zvyseni
vodivosti. V CE byl rovnéz vyuzit vodivostni detektor na konci kapilary. Tento detektor se
sklada z mikroelektrody z platinového dratku, ktera je ve velice t€ésném kontaktu se
separacni kapilarou. Cely tento systém je ponofen do nadoby s pomocnou elektrodou, ktera
také slouzi jako katoda pfi CZE. Mezi koncem kapilary a elektrodou je maly prostor, ktery

zvySuje mimokolonovy objem a zptisobuje rozsifovani pika. [31, 45]

Ve vodivostni detekci v CZE existuje pfimy vztah mezi plochou piku a migraénim
casem. Proto pokud pouzivame interni standart, neni potfeba pfipravovat kalibracni kfivku.
Sum pozadi je umémy signalu pozadi a vodivost je pfimo umérna koncentraci. Cim
koncentrovanéjsi BGE tim vyssi Sum. Z tohoto divodu je poté obtizné analyzovat stopova

mnozstvi latek. [31, 46]

2.2.5. Hmotnostné spektrometricka detekce (MS detekce)

Velice malé objemové prutoky v elektroforéze, které jsou obvykle mensi nez
1 pl/min, jsou vhodné pro spojeni s MS detekci. Je mozné zavést eluent z kapilary rovnou
do iontového zdroje MS. Nejcast€j$im ionizacnim zdrojem a rozhranim pro zavadéni vzorka
z CE do MS je elektrosprej. Je zapotrebi, aby byly v CE pouzity tékavé pufry, protoze v MS
musi dojit k jejich odpateni. Hlavni vyuziti naslo spojeni CE/MS v analyze proteini, DNA
fragmentt a peptidi. [36]

2.2.6 Neprima UV detekce

Nepifima UV detekce se pouziva pro latky snizkym molarnim absorpcnim
koeficientem, které je obtizné detekovat bez derivatizace. Pro analyzu se pouziva slozka
pufru, ktera obsahuje vhodny chromofor (nékdy téz UV sonda nebo UV proba). Na detektoru
se objevuje konstantni odezva zptisobena absorbujicim pufrem. Pokud detektorem prochazi
analyt, dochazi k poklesu signalu v dusledku nizké nebo témeét zadné absorbance analytu.
Ten je poté urCen z poklesu absorbance. Nepiima UV detekce je univerzalni detekcni
metoda. Jako latka obsahujici chromofor se pro detekci anionti obvykle pouzivaji chromany,
ftalaty, kyselina pyromelitova a bromkrezolova zelefi. Pro kationty se pouziva chinin a

malachitova zelen. [47-51]
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Hlavnim kritériem vybéru UV proby je to, ze by mél mit stejnou mobilitu jako ostatni
latky, protoze by jinak mohlo dojit ke vzniku asymetrickych pikd. Chroman a kyselina
pyromelitova maji mobility, které jsou stejné jako nékolik anorganickych ionti. UV proba
by mela mit také vysoky molarni absorpéni koeficient pii dané vlnové délce, aby doslo
k vyraznému poklesu absorbance pfi detekci analytu. Rovnéz by UV proba méla silné
absorbovat zafeni o vinové délce, kde neabsorbuje analyt, proto tato vinova délka mize byt

poté vyuzita k detekci. [31, 48, 52]

Koncentrace UV proby se voli tak, aby byla dosazena urcitd rovnovaha mezi
pomérem S/N a linearnim dynamickym rozsahem. Cim vy3§i koncentrace, tim vy$si signal
Sumu. Z tohoto duvodu by se nemély pouzivat vysoké koncentrace. Nicméné snizovani
koncentrace UV proby vede ke snizeni linedrniho dynamického rozsahu. Rovnéz by
koncentrace UV préby meéla byt alespon 100krat vyssi nez koncentrace analytu, aby byla
zachovana symetrie pikti. Obvykle se pouzivaji koncentrace 2-10 mM chromoforu. [31, 47,

48, 52]
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3. Experimentalni ¢ast

Cilem této prace bylo nalezeni vhodného pufru a vhodnych podminek pro analyzu
modelovych anorganickych iontd (CI” a ClO3") pomoci spojeni CE-ICP-MS s vyuzitim
modelovani v programu Peakmaster. Mezi podminky, jez byly zkoumany, pattilo pH pufru,
koncentrace pufru, aditiva pufru a jejich koncentrace a vlozené napéti. Nejprve bylo zasadni
najit vhodné podminky pro analyzu na samostatné CE, aby bylo poté mozné vyzkouset tyto
podminky ve spojeni s ICP-MS. Analyza téchto iontl je vyznamna v analyze riznych 1éCiv,
jelikoz mnoho 1éCiv je ve formé hydrochloridu a spojeni s ICP-MS by poskytlo dodate¢nou

informaci.

3.1. Pouzité chemikalie a pristroj

Pro piipravu pufri byly pouzity KoCrOs, (NH4)2Mo0O4, K-M0Oj4 (vSe Sigma Aldrich),
jako aditiva byly pouzity kyselina benzensulfonova (Sigma Aldrich), kyselina ftalova
(Penta), B-alanin a CTAB (Sigma Aldrich). Jako modelové analyty byly pouzity NaCl,
KClOs a KClOg4 (vSe Sigma Aldrich). Na titraci na dané pH byl pouzit KOH (Penta) a pH
bylo méfeno pH metrem. Separace probihala na pfistroji Agilent 7100 CE (Agilent)
s detektorem s diodovym polem; snimano bylo celé spektrum, vyhodnocovano bylo pfi

vinovych délkach 200, 210 a 215 nm.

Pro separace byla pouzita kiemenna kapilara (Polymicro) o vnitinim priméru 50 pm,
vnéjsim prameéru 363 um, délce 33 cm a efektivni délce 24,5 cm. Pred prvnim pouzitim byla
kapilara kondicionovana promytim 0,1 mol/l hydroxidem sodnym po dobu 10 minut a
deionizovanou vodou (Millipore, 18 MQcm) po dobu 10 minut. Mezi analyzami byla
kapilara promyvéana 0,1 mol/l NaOH 2 minuty, deionizovanou vodou 2 minuty a pufrem po

dobu 3 minut.

Pracovni elektrolyty byly pfipravovany navazenim vypocteného mnozstvi pevné
latky a jejim rozpusSténim v deionizované vode. V piipadé upravy pH bylo toto néasledné
upravovano titraci roztokem KOH za kontinualniho méfeni pH pomoci pH metru (WTW).
Aditiva byla ptidavana do pufru po titraci pH. CTAB byl pouzit pro obraceni sméru EOF, a
to v koncentraci 10 mg/ml. Zasobni roztok NaCl, KCIO; a KClO4 byl pfipraven o

koncentraci 10 mol/l v pufru a byl dale fedén podle potieby.
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4. Vysledky a diskuze

Cilem této prace bylo nalézt vhodny pufr a podminky pro analyzu modelovych
anorganickych ionti obsahujicich chlor (chloridy, chlore¢nany, pfipadné chloristany) pro
jejich analyzu ve spojeni CE-ICP-MS. Tyto ionty byly vybrany jako modelové z toho
divodu, Ze neposkytuji dostatecnou odezvu v ICP-MS (nicméné teoreticky by je bylo mozné
pomoci ICP-MS sledovat pomoci izotopti >°Cl a 3’Cl), ale zaroveil je mozné je separovat
pomoci CE za pouziti nepfimé UV detekce. Pokud by byly v dostate¢né velké koncentraci,
mohly by slouzit jako testovaci metoda pro pouziti nepiimé ICP-MS detekce pro budouci
analyzu napt. malych organickych kyselin. Nicméné pro optimalizaci byla nejprve vyuzita

klasicka UV (nepfima) detekce.

CE-UV metody pro analyzu Cl, ClOs a ClO4™ s vyuzitim nepiimé detekce byly jiz
mnohokrat publikovany [53, 54]. Jako nejdilezité]si se jevi vyuzit spravného vizualizujiciho
iontu (UV proby) a obraceni smeéru EOF, nejcastéji pomoci kationtového tenzidu. Z pohledu
ICP-MS je nutné, aby v roztoku byl pfitomen vizualizyjici ion, ktery bude dostatecné
o viditelny“ v ICP-MS. Nastésti, standardni UV prébou pro nepiimou detekci je chroman,
ktery je pouzitelny i v pfipadé analyzy zminénych anorganickych iont. Z tohoto divodu
bylo jako prvni studovano vyuziti chromanu jako zakladniho elektrolytu. Na druhou stranu,
tradi¢ni koncentrace chromanu v nepfimé UV detekci jsou v rozmezi kolem 5 — 20 mM, coz
je zpohledu ICP-MS extrémni hodnota, ktera by vedla k zaneSeni iontového zdroje a
neopakovatelnosti jakychkoliv analyz. Koncentrace, které¢ by byly z pohledu ICP-MS
pouzitelné se pohybuji v tadech cca 10 mol/l (dochazi jestd k fedéni eluentu z CE
pomocnou kapalinou). Nicméné tyto koncentracni hladiny nejsou zase schidné z pohledu
simultanni UV nepiimé detekce (kterou by bylo dobré zaradit do spojeni ,,pro kontrolu®).
Z tohoto pohledu tedy bylo uvazovano o moznosti vyuziti smeésnych elektrolytt
obsahujicich dvé UV proby (jednu pro ICP-MS obsahuji kov a jednu pro UV detekci, ktera
bude pro ICP-MS , neviditelna“, napt. nebude obsahovat kov).

Na zaklade pilotnich experimenti bylo zjisténo, ze v pfipadé pouziti nepiimé UV
detekce a systému chromanu se na zdznamech pomérné hodné vyskytuji tzv. systémové
zony, coz jsou zoOny, které odpovidaji migraci riznych rozhrani v elektroforéze, blize viz
napt. [55-57]. Tyto systémové zony mohou rusit vlastni detekci tim, ze prekryvaji zony
analytt, pfipadné znesnadriuji identifikaci pikd. Nastésti existuje volné dostupny software
(Peakmaster) [58], ktery na zakladé feSeni rovnic popisyjicich elektromigraci, predikuje

mobility analytd i mobility systémovych zon (tzv. eigenmobility). Z tohoto divodu byl tento
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software vyuzit pro studium migrace zvolenych analyti v modelovych elektrolytovych

systémech.

4.1. Chroman draselny

Jak jiz bylo uvedeno, nejprve probéhlo modelovani v programu Peakmaster (verze
5.4.), aby bylo zjisténo, které podminky by mély byt nejvhodnéjsi k separaci z hlediska
mozné interference systémovou zonou. Zejména se jedna o vliv pH a koncentrace BGE.
Vysledky modelovani s vlivem pH jsou v tabulce 2 a vysledky modelovani s vlivem
koncentrace BGE jsou v tabulce 3 a 4. Jako analyty byly zvoleny CI°, C1O5 a ClO4™, rovnéz
byla vypoétena mobilita CrO4> (mobilita vizualizujiciho iontu by méla byt podobna jako
mobility analytd). Hodnoty pH byly nastavovany zménami koncentrace H.CrOs a KOH
v programu Peakmaster, tak aby bylo v roztoku pfitomno stale 10 mM KoCrO4 (v piipadée

tab. 2). Mobilita dalsi systémové zony blizka nule neni zaznamenana.

Tabulka 2. Tabulka hodnot ziskanych modelovanim v Peakmasteru

pH eigenmobilita Cr ClO5 ClOy CrO4
2,115 165,48 -71,92 -30,01 -63,13 -51,31
2,405 207,65 -72,39 -36,95 -63,57 -52,59
2,800 255,26 -72,71 -43,19 -63,87 -53,45
3,375 279,76 -72,89 -47,25 -64,03 -53,91
4,056 122,27 -72,94 -48,54 -64,08 -54,10
4,339 16,80 -72,95 -48,71 -64,09 -54,19
4,554 -30,85 -72,95 -48,78 -64,10 -54,28
4,755 -50,90 -72,96 -48,83 -64,10 -54,42
5,064 -61,63 -72,96 -48,88 -64,11 -54,78
5,532 -63,18 -72,97 -48,93 -64,13 -56,02
6,001 -60,37 -72,99 -48,98 -64,16 -58,63
6,472 -57,25 -72,99 -49,02 -64,18 -62,29
7,022 -55,23 -73,00 -49,04 -64,19 -65,64
7,498 -54,63 -73,00 -49,05 -64,19 -66,99
8,077 -55,39 -73,00 -49,05 -64,19 -67,57
8,549 -63,18 -73,00 -49,05 -64,19 -67,72
9,081 -110,17 -73,00 -49,05 -64,20 -67,77
9,612 -156,83 -73,00 -49,05 -64,19 -67,78
10,054 -163,62 -73,00 -49,04 -64,19 -67,77
10,571 -161,70 -73,00 -49,02 -64,17 -67,74
11,045 -153,95 -72,93 -48,97 -64,12 -67,62

hodnoty mobilit v 10 m?V-'s!
Z této tabulky vyplyva, ze v rozmezi pH cca. 5-9 ma systémova zona mobilitu

(eigenmobilitu) mezi mobilitami analytl tzn., ze mize dojit k interferenci s analyty. Zaroven
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je vidét, ze mobility chlorid( a chloristant se pfili$ nelisi z divodi jejich velice nizkych
hodnot pKa. Naopak v pfipadé chlore¢nant je vidét urcity posun diky pKa kyseliny kolem
2 (dle databaze programu Peakmaster). Rovnéz je vidét zména mobility vizualizujiciho ko-
iontu (chromanu). Nicméné obecné by bylo mozné chroman pouzit pro v§echny zminéné

systémy.

Tabulka 3. Tabulka vlivu koncentrace na systémovou zonu

c pH iontova | eigenmob.
K>CrOy sila
(mol/l)

200 9,393 599,82 -48,49
100 9,334 299,91 -64,63
50 9,272 149,95 -80,96
25 9,199 74,968 -95,51

10 9,081 29,982 -110,17

5 8,975 14,988 -117,69

1 8,689 2,995 -126,69

0,1 8,225 0,298 -129,50

0,01 7,735 0,029 -122,40

hodnoty mobilit v 10° m*V-'s"!

Tabulka 4. Tabulka vlivu koncentrace na systémovou zonu 2

c pH | iontova 1. 2.
K>CrQO4 sila eigenmobilita | eigenmobilita
(mol/l)
0,001 7,281 0,003 8,72 -71,76
0,0001 7,047 | 0,0004 68,40 -54,32
0,00001 | 7,005 | 0,0001 76,13 -72,22

hodnoty mobilit v 10 m?V-'s!

Z vysledku modelovani 1ze vidét, ze se snizujici se koncentraci KoCrO4 dochazi, jak
k apraveé pH a tim i1 k Gpraveé mobility systémové zony (druha systémova zéna ma mobilitu
blizkou nule, Tab. 3), tak v pfipadé velmi nizkych koncentraci k , mobilizaci“ druhé
systémové zony — objevuji se dveé systémové zony, kazda se svoji vlastni pomérné velkou
mobilitou. Toto je zasadni poznatek, protoze nekdy jsou systémové zony pouzivany v praxi
jako markery EOFu. V praxi to znamena, ze se nadavkuje voda, pfipadné zfedény elektrolyt
a vnepfimé UV detekci se pozoruje negativni pik, ktery by mél odpovidat migraci
neutralnich latek (,,vody*). Toto plati nicméné pouze pro vyssi koncentrace chromanu, kdy
jedna ze systémovych z6n mé mobilitu blizkou nule. V ptipadé velmi malych koncentraci

(Tab. 4) by byl pik ,,vody* vidén v oblasti neodpovidajici neutralnim latkam.
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Tyto skutednosti byly ovéieny separaci pii pH 9,5; 10,0 a 10,5 v 0,1 mol/l a 10 mol/l
K>CrOs. Pii separacich bylo pouzito napéti -15 kV, které bylo vlozeno postupné beéhem prvni
minuty separace. Jako modelové analyty byly pouzity NaCl a KCIOs; v koncentracich
10 mol/l. Jako modelovy analyt nebyl pouzit KClOs jelikoz pii jeho rozpousténi v pufru
vznikal zakal (suspenze) a to neni vhodné pro davkovani do kapilary (nerozpusténé krystalky

by mohly ucpat kapilaru). VSechny tyto separace jsou uvedeny v nasledujicich grafech 1-5.

DADI B Sg-2104 Ré=380 100 (HomnyNgrimacktdoet8 D)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
05 1 15 2 25 3

Graf 1 Analyza v 0,1 mol/l K2CrO4 pH 9,5

DAD1 B Sg-2104 Ref=380, 100 (HomyNgrimeckikasto )

8

Graf 2. Analyza v 104 mol/l K2CrO4 pH 9,5
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DAD1B Sg-2104Re=380,100 (HompNeprinreckigkoes2D)
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Graf 3. Analyza v 10 mol/l K2CrO4 pH 9,5

DAD1B Sg-2104Rei=380,100 (HompNeprirreckighoe21.0)

&

Graf 4. Analyza v 10 mol/l K2CrO4 pH 10,0
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Graf 5 Analyza v 10 mol/l K2CrO4 pH 10,5

Z vysledku separaci lze usuzovat na potvrzeni piedpoklada z vysledkd modelovani.

Na grafech 10" mol/l K2CrO4 lze jasné vidét dvé systémové zony kolem 2. a 3. minuty.

Nicméné v pripade pouziti smési chromanu a organického vizualizujiciho iontu (pro
dualni neptimou ICP-MS a UV detekci) muze v ICP-MS dojit k pomémé zasadnimu
problému, protoze bude dochazet k interferenci signalu nejzastoupengjsiho >*Cr s *°Ar!2C
[59]. Z tohoto diavodu se jevi pouziti chromanu dohromady s dalsi organickou UV prébou

jako nepiili§ vhodné.

Na druhou stranu v 6.B skupiné Periodické tabulky prvka se kromé chromu nachazi
1 molybden a molybdenany jsou standardné dostupné latky, které by bylo mozné pouzit
misto chromant. Navic molybden ma $est stabilnich izotopt (**Mo, **Mo, **Mo, **Mo, *’Mo,
%Mo) a interference v ICP-MS neptedstavuji vaznéjsi problém [60]. Navic molybdenan byl

uz dokonce pouzity pro nepiimou UV detekci iontd. [61, 62]

4.2. Molybdenan draselny

Znovu bylo provedeno modelovani v programu Peakmaster (verze 5.4.) jehoz
vysledky lze vidét v tabulce 5. Kyselina molybdenova neni v databazi programu, a proto
byla do programu vlozena s odhadem pKa hodnot a hodnot mobilit z literatury [60, 61] —
pKa: 3,93 a 4,37; mobility: 71 a 45 (10° m*V-'s™). Hodnoty pH byly vypodteny na zakladé

zmeén koncentraci kyseliny molybdenové a KOH tak, aby bylo v roztoku stale pfitomno
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nejméne¢ 10 mM KoMoOs. Je opét zaznamenana pouze mobilita jedné systémové zony,
mobilita druhé systémové zony byla az na pH 4,061 blizka nule (v tomto pH byla mobilita

druhé systémové zony rovna Cislu 1,78).

Tabulka 5. Tabulka hodnot pro K2xMoOy ziskanych z Peakmasteru

pH eigenmobilita Cr ClOs ClOs | MoOs*
2,905 41,17 -73,96 -45,16 -65,05 -4,17
3,540 11,90 -74,19 -48,81 -65,27 -15,78
4,061 -6,37 -74,23 -49,68 -65,32 -35,54
4,453 -17,27 -73,35 -49,20 -64,52 -48,42
4,998 -28,97 -72,84 -48.91 -64,09 -55,77
5,521 -34,46 -72,71 -48,84 -63,93 -57,63
5,997 -36,37 -72,67 -48,82 -63,90 -58,12
6,570 -37,27 -72,65 -48,81 -63,89 -58,29
6,993 -38,39 -72,65 -48,81 -63,88 -58,33
7,524 -49,08 -72,65 -48,81 -63,88 -58,35
8,023 -101,51 -72,65 -48,81 -63,88 -58,35
8,522 -153,89 -72,65 -48,80 -63,88 -58,35
8,958 -163,84 -72,65 -48,80 -63,88 -58,35
9,573 -165,03 -72,65 -48,80 -63,88 -58,35

hodnoty mobilit v 10° m*V-'s"!

Z dat je vidét, ze pH elektrolytu musi byt nejméné kolem 4,5 — 5,0, jinak bude
mobilita molybdenanu pfili§ nizka pro jeho efektivni pouziti jako UV proby. Dale je vidét,
ze v ptipadé pH 7,5 dochazi k interferenci systémové zony s analyty.

Opét byl zkouman i vliv koncentrace, jehoz vysledky jsou v tabulce 6.

Tabulka 6. Tabulka hodnot pro vliv koncentraci K2MoOy ziskanych z Peakmasteru

K>MoOy4 pH iontova 1. 2.
sila eigenmobilita | eigenmobilita
200 8,333 599,98 -41,47
100 8,274 299,99 -57,34
50 8,213 150,00 73,38
25 8,140 75,00 -87,59
10 8,023 30,00 -101,51
5 7,919 15,00 -107,97
1 7,642 3,00 -109,64
0,1 7,250 0,30 -60,08 S
0,01 7,045 0,03 42,12 -2,24
0,001 7,005 0,00 74,42 -11,65
0,0001 7,001 0,00 76,55 -46,45
0,00001 | 7,000 0,00 76,24 -67,37

hodnoty mobilit v 10 m*V-'s"!
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Podobné jako v pripadé chromanu, i1 v pfipadé molybdenanu dochézi snizovanim
koncentrace k podstatné zméné v pH a nasledné 1 k,mobilizaci 2. systémové zony
(proskrtnuti v tabulce 6 znamena, ze mobilita této zony je blizkd nule). Pomérné zasadni
informaci je rovnéz to, ze mobilita 2. systémové zony je pii velmi nizkych koncentracich
velmi podobna mobilitim analytdi (-49 az -64 x 10° m?>V-!s™'). Mohlo by tedy dochazet

k interferencim v migraci analytd a systémovych zon.

Zaroven systém molybdenanu pifi velmi alkalickych pH jiz nepufruje, takze
experimentalni nepfesnosti (napf. pfitomnost vzdusného CO- a jeho vliv na pH pufru, resp.

na KOH) mohou hrat naprosto zasadni roli v provedeni téchto analyz.

Pouzitelnost Ko2MoO4 jako BGE byla poté ovéfena separaci. Byl pouzitlOmM
K>MoOs4 pii pH 9,0; vlozené napéti bylo -15 kV béhem prvni minuty separace a jako
modelové analyty byly pouzity Cl- a ClO3". Vysledek separace lze vidét na grafu 6 a 7. Na

grafu 8 lze vidét separaci pfi totoznych podminkéch jen bylo zménéno vlozené napéti na -5

DAD1 B Sg-2104Re-380,100 (Homy NegrinreckidoeE.0)
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Graf 6 Analyza v 10mM K2MoO4 pri pH 9,0; -15KV

39



DAD1 B Sg-2104 Ref=380, 100 (HomyNgrieckiskoet6 D)

Graf 7 Analyza v 10mM K2MoOq pri pH 9,0; -15KV

DAD! B Sg-2104 Ref=380, 100 (HmyNprimeckidkoe7.0)

Graf 8 Analyza v 10mM K2MoO4 pri pH 9,0; -5KV

Separace vychazely v podstaté podle predpokladu ziskanych z Peakmasteru, ale jak
jiz bylo psano, mirné zmény v koncentracich u 10 mM KoMoOs + KOH vedly k velkym

zménam v pH.

4.3. Molybdenan draselny a kyselina ftalova

Dal§im krokem v ramci optimalizace slozeni elektrolytu bylo studium moznosti
pridavku organické UV proby do elektrolytu obsahujiciho molybdenan. Jako potencialné
vhodnéa proba se z pohledu elektroforézy jevi kyselina ftalova (pro jeji Casté pouziti).

Vyhodou této kyseliny je zarover, ze je ve forme volné kyseliny, takze do systému nepfinasi
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dalsi kation. Elektrolytovy systém na bazi , kyseliny molybdenové®, kyseliny ftalové a KOH

bude mit tfi systémové zony, jelikoz ma tii slozky elektrolytu.

Opét bylo provedeno modelovani v Peakmasteru. Byly pocitany koncentrace 10 mM
a 0,001 mM KoMoOs s pfidavkem nejméné 10 mM kyseliny ftalové (pKa = 2,95 a 5,41;
databaze programu Peakmaster). Vysledky modelovani 1ze vidét v tabulkéach 7 a 8. Mobility
a pKa hodnoty kyseliny molybdenové byly nastaveny, jak je uvedeno v pfedchozi kapitole.
Zmény pH od pH 4,5 byly nastavovany pomoci koncentrace KOH. Pti vysokych hodnotach
pH dochazi opét k velmi malym ptidavkiim KOH, které méni extrémné pH (molybdenan ani

kys. ftalova uz nepufruji).

Tabulka 7.Vysledky modelovani v Peakmasteru pro 10mM K>2MoO4

ck. pH 1. 2. 3. Cr ClOy Cl0s | MoO4* k.
ftalova eigenm | eigenm | eigenm ftalova
(mM)
80,000 2,499 59,17 0,00 -1,77 -71,51 -38,23 | -62,79 -1,66 -6,79
35,000 2,999 36,73 0,00 -5,92 -71,89 | -44,58 | -63,14 -5,08 -13,35
20,000 3,500 12,64 -0,28 -19,04 -72,10 | 47,12 | -63,33 | -14,44 | -19,36
10,000 4,039 0,73 -7,01 -31,56 -72,35 | 48,18 | -63,58 | -33,84 | -23,38
10,000 4,526 0,13 -21,83 -33,93 -71,50 | 47,77 | -62,82 | -47,76 | -25,88
10,000 4,993 0,04 -26,90 -40,07 -70,98 | 47,45 | -62,35 | -52,36 | -29,55
10,000 5,515 0,01 -25,40 -44,12 -70,57 | 47,17 | -61,98 | -53,33 | -34,18
10,000 5,962 0,00 -24,37 -45,10 -70,37 | 47,03 | -61,80 | -53,37 | -36,80
10,000 6,475 0,00 -23,88 -45,44 -70,28 | 46,96 | -61,71 -53,33 | -38,14
10,000 7,009 0,00 -23,82 -45,55 -70,24 | 46,94 | -61,68 | -53,32 | -38,61
10,000 7,541 0,00 -25,09 -45,78 -70,23 | 46,93 | -61,67 | -53,31 -38,75
10,000 8,052 0,00 -37,31 -45,60 -70,23 | 46,93 | -61,67 | -53,31 -38,79
10,000 8,501 0,00 -45,58 -84,43 -70,23 | 46,93 | -61,67 | -53,31 -38,80
10,000 9,024 0,00 -45,58 | -135,27 | -70,23 | -49,92 | -61,67 | -53,31 -38,81
10,000 9,514 0,00 -45,58 | -143,85 | -70,23 | -46,92 | -61,67 | -53,31 -38,81
10,000 | 10,015 0,00 -45,57 | -144,32 | -70,23 | -46,92 | -61,67 | -53,30 | -38,80
10,000 | 10,509 0,00 -45,55 | -142,76 | -70,22 | -46,91 -61,66 | -53,29 | -38,78
hodnoty mobilit v 10°° m?V-1s!
Tabulka 8. Vysledky modelovani v Peakmasteru pro 0,001 mM K>MoQO4
c k. pH 1. 2. 3. cr ClOs ClOs MoO4* k.
ftalova eigenm | eigenm | eigenm ftalova
10,000 2,551 74,43 0,00 -1,86 -76,08 | -41,45 | -67,00 -1,86 -7,81
10,000 3,069 80,82 -0,02 -5,91 -7490 | -47,16 | -65,92 -5,91 -15,09
10,000 3,508 53,95 -0,08 -14,62 -74,27 -48,79 -65,34 -14,62 -20,37
10,000 4,019 15,94 -0,49 -33,07 | -73,86 | -49,33 | -64,96 | -33,07 | -24,09
10,000 4,503 0,24 -21,83 -48,95 | -73,52 | -49,35 | -64,66 | -48,96 | -26,87
10,000 5,010 0,05 -28,98 -55,50 | -73,02 | -49,06 | -64,21 | -55,50 | -31,03
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c k. pH 1. 2. 3. cr ClOs ClOs MoO4* k.
ftalova eigenm | eigenm | eigenm ftalova
10,000 5,498 0,02 -26,44 -56,63 -72,48 -48,68 -63,72 -56,63 -35,84
10,000 6,004 0,01 -24,54 -56,60 -72,13 -48,43 -63,41 -56,60 -39,20
10,000 6,590 0,00 -23,76 -56,50 -71,98 -48,32 -63,27 -56,50 -40,77
10,000 7,025 0,00 -23,69 -56,47 -71,94 -48,29 -63,24 -56,47 -41,17
10,000 7,502 0,00 -24,67 -56,45 -71,92 -48,28 -63,23 -56,46 -41,32
10,000 7,994 0,00 -34,02 -56,45 -71,92 -48,28 -63,22 -56,45 -41,37
10,000 8,402 0,00 -56,45 -72,29 -71,92 -48,28 -63,22 -56,45 -41,39
10,000 9,007 0,00 -56,45 -149,59 -71,92 -48,27 -63,22 -56,45 -41,40
10,000 9,512 0,00 -56,45 | -162,33 | -71,91 -48,27 -63,22 -56,45 -41,39
10,000 10,044 0,00 -56,44 -162,37 -71,91 -48,27 -63,22 -56,44 -41,39

hodnoty mobilit v 10° m?V-1 s

Z vysledkd modelovani vyplyva pro 10mM K>MoOs, ze pii nizkych pH nejsou
mobility vizualizujicich ko-ionti dostatecné (ftalat ma v celém rozsahu pH mensi mobilitu
nez analyty). Od pH 5,5 je velice podobna mobilita systémové zony s mobilitou chlorecnantl,
takze by mohlo dojit k jejich interferenci. Od pH 9 je jedna mobilita systémové zony
extrémné vysoka, druha je sice nizsi nez mobilita chlore¢nanu (-45,5 vs. -46,9; x 10 m?V-
Is), nicméné potencidlng by mohlo rovnéz dojit kinterferenci v piipadé vétsich

koncentraci. Opét se pii vysSich pH nejedna o pufrovany systém.

Pro 0,001 mM K>MoOs Ize predpokléadat tyto skutecnosti. Jediné akceptovatelné pH
je priblizné€ 4,0, protoze nedochazi k interferenci systémovych zon a analyta. Od pH 4,5
dochazi k interferenci analyti a systémovych zon. Do pH 4,0 naopak nejsou mobility

vizualizujicich ionti dostatecné veliké.

Vsechny tyto vySe zminéné predpoklady bylo potieba ovéfit experimentalné. Byl
pouzit BGE 10mM K>MoOs s 10mM kyselinou ftalovou a 0,00lmM K>MoOs rovnéz
s 10mM kyselinu ftalovou. Vlozené napéti bylo pro vSechny separace -5 kV béhem prvni

minuty separace. Vysledky separaci Ize vidét na grafech 9-17.
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Graf 9. Analyza v 10mM K:MoO4+ pH 5,5
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Graf 10. Analyza v 10mM K:2MoO4 pHS,5
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Graf 11. Analyza v 10mM K:MoO4 pH 5,5
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Graf 12. Analyza v 10mM K:MoO4 pH 9,5
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Graf 14. Analyza v 0,001mM K:2MoO4 pH 8,5
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Graf 15. Analyza v 0,001mM K:2MoO4 pH 8,5
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Graf 16. Analyza v 0,001mM K2MoO4 pH 4,0
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Graf 17. Analyza v 0,001mM K2MoO4 pH 4,0

Z vysledkt separaci lze vidét pfibliznou shodu s teoretickym modelovanim
v Peakmasteru pro 10 mM KoMoO4 pH 5,5 i pro 0,001 mM KoMoOs pH 4,0. Nicméné
zajimava je analyza v 0,001 mM K>MoOs pH 8,5, kdy se nepodarilo objasnit pfi¢inu vzniku
takového signalu. OvSem jak lze vidét z vysledki, tato analyza je opakovatelna, tudiz
nepiedpoklada se néjakd nahodna chyba instrumentace, ptipadné prostredi (napf. srazeni
v elektrolytu, tvorba bublinek apod.). Tudiz je mozné, ze divod vysledku této analyzy bude
v pouzitém BGE (prochazejici proudy byly rovnéz opakovatelné, hypoteticky by mohlo jit
o tzv. oscilacni elektrolyty. [63]

4.4. Molybdenan draselny s kyselinou benzensulfonovou a p-alanin

Z predchozi kapitoly plyne, Ze pro uspéSnou nepiimou UV-detekci je nutné pouziti
UV proby, ktera bude mit velmi nizké pKa a zaroven pomérné velkou mobilitu (idealné
jednu pKa hodnotu). Tuto by pak bylo mozné zkombinovat s KxMoQs jako ICP-MS préby.
Jako dobra varianta se jevi pouziti kyseliny benzensulfonové, ktera ma pKa = -2 a mobilitu
-38,7 x 10° m?V-Is°!; (dle databaze programu Peakmaster). Kromé vyuziti jiné UV proby se
jevi jako zasadni zajistit i dostateCnou pufracni kapacitu, zeyména v bazické oblasti pH. Zde

se jako zajimava alternativa jevi pouziti B-alaninu, ktery ma pKa hodnoty 3,55 a 10,24.

Na tomto zakladé bylo provedeno dalsi modelovani v programu Peakmaster. Byl
vyzkou§en BGE o slozeni 0,001 mM K>MoOs, 10 mM kyselina benzensulfonova a -alanin

(modifikaci pfidavku se ménilo pH). Vysledky modelovani 1ze vidét v tabulce 9.
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Tabulka 9. Vysledky modelovani v peakmasteru pro 0,001mM K:MoOy s kyselinou
benzensulfonovou a - alaninem

c B- pH 1. 2. 3. 4. Cr Cl0s | ClOs | MoO4* k.
alanin eigenm. | eigenm. | eigenm. | eigenm. benzs.
(mM)

0,00 |2,043| 73,13 34,39 0,00 -0,59 -74,16 | -28,57 | -65,22 | -0,59 | -35,21

7,00 | 2,480 | 86,40 72,00 0,00 -1,60 -74,05 | -39,15 | -65,13 | -1,60 | -35,19

12,00 | 3,000 | 71,57 52,89 0,00 5,16 -74,05 | -46,10 | -65,14 | -5,16 | -35,20
21,00 | 3,532 71,36 7,99 0,00 -15,34 | -74,07 | -48,69 | -65,15 | -15,34 | -35,20
49,00 | 4,060 | 71,31 0,80 0,00 -34,775 | -74,07 | -49,52 | -65,16 | -34,75 | -35,21
120,00 | 4,506 | 71,29 0,10 0,00 -49,37 | -74,07 | -49,75 | -65,16 | -49,37 | -35,21
350,00 | 4,995 | 71,28 0,00 -0,01 -56,68 | -74,07 | -49,84 | -65,16 | -56,68 | -35,21
1100,00 | 5,500 | 71,28 0,00 -0,14 -59,09 | -74,07 | -49,86 | -65,16 | -59,10 | -35,21

hodnoty mobilit jsou uvedeny v 10 m*v-'s!

Z tabulky 9 vyplyva, ze od pH 4,5 dochazi opét k vyraznému naristu mobility

systémové zony, ktera tim muze interferovat s analyty. Pro dosazeni uspésné separace by

bylo vhodné pouzit pH 4,0, kdy nedochazi k interferenci systémovych zén s analyty a

zaroven jsou mobility vizualizujicich iontd dostatecné k detekci anorganickych kyselin.

Na zaklad¢ tohoto modelovani byly vyzkouSeny dvé koncentracni hladiny B-alaninu,

25mM pii pH 3,76 a 50mM pii pH 4,12. Separace v tomto piipadé probéhly pfi vlozeném

napéti -15 kV béhem prvni minuty separace. Vysledky separaci 1ze vidét na grafech 18-21.
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Graf 18. Analyza v 0,001mM K2MoOas s 25mM p- alaninem pH 3,76
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Graf 19. Analyza v 0,001mM K2MoO4s s 25mM p- alaninem pH 3,76
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Graf 20. Analyza v 0,001mM K2MoOas s 50mM - alaninem pH 4,12
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Graf 21. Analyza v 0,001mM K2MoO4 s S50mM - alaninem pH 4,12
Vysledky téchto separaci nejsou tak pozitivni jako vysledky separaci v predeslych
pufrech, pravdépodobné diky nutnosti dalsi optimalizace rychlosti EOF. Nicmén¢ pouzity
pufr spliluje kritéria pouzitelnosti v kombinaci s ICP-MS. Zaroven diky ptidavku kyseliny
benzensulfonové a B-alaninu systém pufruje, coz je vyznamna vyhoda oproti pfedchazejicim

zakladnim elektrolytim.

Kromé vyse uvedeného je v Tab. 9 pozoruhodna jesté jedna skute¢nost — mobility
molybdenanu (konc. 0,001 mM) jsou shodné jako mobility 4. systémové zony. Toto se
neprojevuje v pripadé vysSich koncentraci molybdenanu, nicméné v téchto nizkych
koncentracich odpovida mobilita systémové zony mobilité molybdenanu. Teoretické
vysvétleni by vyzadovalo hlubsi matematickou analyzu rovnic kontinuity popisujici dany

elektrolytovy systém [64] coz ale nebylo obsahem této prace.

Nicméné pro obecny problém interference systémové zony s analyty lze z této
zavislosti vychazet. Na grafu 22 je uveden distribu¢ni diagram kyseliny molybdenové

(vypocet na zaklad€ hodnot pKa uvedenych dfive: 3,93 a 4,37).
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Graf 22. Distribucni diagram H:MoO4

Pokud vypocteme odhady mobilit molybdenanu (ze znalosti distribuce forem, viz
graf 22, a mobilit jednotlivych forem) a stejné tak odhadneme i mobility zminénych
anorganickych kyselin (na zakladé tabelovanych dat z programu Peakmaster), dostaneme

nasledujici graf 23.
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Graf 23. Odhad mobilit

Pokud pfijmeme tezi, ze mobilita molybdenanu je rovna mobilité systémové zony, je

vidét, ze od pH pfiblizn€¢ 4,2 dochazi k interferenci nejprve s chlore¢nany, nasledné
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s chloristany. Elektrolytovy systém pro analyzu chlor-obsahujicich anorganickych anionta
s velmi nizkou koncentraci molybdenanu by tedy musel pracovat nejvySe okolo pH 4,0.
Nicméné toto pH je méné tradi¢ni pro analyzu iontq, takze by bylo nutné jesté studovat efekt

rychlosti EOF, a az nasledné tento systém prenést na CE-ICP-MS.
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5. Zavér

Cilem této prace bylo nalézt zakladni elektrolyt, ve kterém by probihala separace
modelovych anorganickych iontd v CE a nasledné by bylo mozné spojit CE s ICP-MS.
Nejprve bylo tfeba nalézt vhodné slozeni BGE, jeho koncentrace, pH a pridavek dalSich
aditiv. Pro vybér téch podminek, které budou vyzkouseny pii separaci na CE bylo pouzito
modelovani v programu Peakmaster. VSechny tyto podminky bylo potfeba optimalizovat
s ohledem na budouci spojeni s ICP-MS, kdy ur€ité podminky, které by byly vhodné pro
CE, se jevily jako ne tak vhodné pro ICP-MS.

Bylo dokédzano, ze je mozné pfipravit BGE, ve kterém probéhne separace
modelovych analytd pomoci CE. Nicméné s ohledem na spojeni s ICP-MS se jako
nejvhodnéj§i jevi BGE o slozeni 0,00lmM K:>MoOs4 s pfidavkem 10mM kyseliny
benzensulfoftalové a B-alaninem. Takto uspotfadany systém je ovSem jeste v budoucnu nutné

otestovat ve spojeni s ICP-MS, jestli jsou predpoklady spravné.
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