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ANOTACE 

Disertační práce shrnuje výsledky výzkumů týkajících se možností stanovení kritické 
micelární koncentrace tenzidů pomocí kapilární elektroforézy, možnosti využití liposomální 
elektrokinetické chromatografie a micelární elektrokinetické chromatografie pro stanovení 
rozdělovacích koeficientů studovaných přírodních antioxidantů, využití micelární 
elektrokinetické chromatografie a kapilární elektroforézy s UV/Vis nebo hmotnostní detekcí 
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SEZNAM ZKRATEK 

2-AA       2-aminobenzoová kyselina 

2-AB       2-aminobenzamid 

2-AP       2-aminopyridin 

2D        dvourozměrný 

3D        třírozměrný 

4-HPAC      4-hydroxyfenyloctová kyselina 

AB        alkylbenzen 

ACN       acetonitril 

ANDS      7-aminonaftalen-1,3-disulfonová kyselina 

ANOVA     analýza rozptylu 

ANTS      8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfonová kyselina 

APS       peroxosíran draselný 

BGE       základní elektrolyt 

CAC        kritická agregační koncentrace 

CD        cyklodextrin 

CE        kapilární elektroforéza 

cmc        kritická micelární koncentrace 

CZE       kapilární zónová elektroforéza 

DMSO      dimethylsulfoxid 

EKC        elektrokinetická chromatografie 

eof        elektroosmotický tok 

ESI        ionizace pomocí elektrospreje 

HPLC      vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

I.D.        vnitřní průměr 

IUPAC mezinárodní unie pro čistou a užitou chemii (z anglického International Union 
of Pure and Applied Chemistry) 



 
 

LC        kapalinová chromatografie 

LEKC      liposomální elektrokinetická chromatografie 

LOD       limit detekce 

LOQ        limit kvantifikace 

MEKC      micelární elektrokinetická chromatografie 

MS        hmotnostní spektrometrie 

PAL       povrchově aktivní látka 

PDMA      polydimethylakrylamid 

p-HBA      p-hydroxybenzoová kyselina 

POPC      1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-fosfocholin 

POPG      1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-fosfo-(1´-rac-glycerol) 

POPS      1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-fosfo-L-serin 

PVA       polyvinylalkohol 

RPLC      kapalinová chromatografie pracující v systému s obrácenými fázemi 

SD        směrodatná odchylka 

SDeS       decylsíran sodný 

SDS        dodecylsíran sodný 

SL         přídavná kapalina (sheath liquid)  

TEMED     N,N,N´,N´-tetramethylethylendiamin 

 

 

 

 

 

 



[10] 
 

ÚVOD 

Kapilární elektroforéza je široce využívaná separační metoda, jejíž nejrozšířenějšími 

módy jsou kapilární zónová elektroforéza a micelární elektrokinetická chromatografie. Oba 

tyto módy kapilární elektroforézy vynikají nízkou spotřebou chemikálií, rychlou analýzou 

a nízkou spotřebou vzorku. Hlavní rozdíl mezi těmito metodami spočívá v jejich využití. 

Kapilární zónová elektroforéza je vhodnou metodou pro separaci nabitých látek, kdežto 

micelární elektrokinetickou chromatografii lze s výhodou použít pro separaci látek bez náboje 

nebo i směsi nabitých a nenabitých látek.   

První část práce je zaměřená na možnosti využití kapilární elektroforézy, resp. 

kapilární zónové elektroforézy a micelární elektrokinetické chromatografie pro stanovení 

kritické micelární koncentrace aniontových tenzidů reprezentovaných homologickou řadou 

alkylsíranů sodných. Hodnota kritické micelární koncentrace je unikátní pro každý tenzid a je 

závislá i na okolních podmínkách (složení elektrolytu, pH, teplota, přídavek organického 

modifikátoru). Znalost hodnoty kritické micelární koncentrace tenzidů používaných 

v separačních procesech je důležitá pro charakterizaci mechanizmů, které probíhají během 

separace. Kapilární elektroforéza umožňuje využití hned několika metod pro stanovení 

kritické micelární koncentrace. Nejjednodušší je metoda založená na měření proudu. Tento 

postup je nejrychlejší z použitých metod a nejjednodušší jak na provedení, tak na 

vyhodnocení. Dále byly testovány metody založené na měření retenčního času, retenčního 

faktoru a elektroforetické pohyblivosti. Tyto metody pracují jak v módu kapilární zónové 

elektroforézy, tak i micelární elektrokinetické chromatografie v závislosti na koncentraci 

tenzidu a tedy přítomnosti micel v základním elektrolytu. V této kapitole jsou popsány 

principy jednotlivých stanovení, způsoby vyhodnocení a vlivy délky alkylového řetězce, 

způsobu přípravy vzorku a dalších aspektů na hodnotu kritické micelární koncentrace. 

Získané hodnoty kritických micelárních koncentrací pomocí jednotlivých metod byly mezi 

sebou porovnány a rozdíly mezi jednotlivými výsledky byly statisticky vyhodnoceny. 

Druhá část práce je věnována studiu rozdělovacích koeficientů přírodních antioxidantů 

pomocí micelární elektrokinetické chromatografie a liposomální elektrokinetické 

chromatografie. V literatuře lze nalést údaje o rozdělovacím koeficientu látek mezi oktanolem 

a vodou (log Po/w), popř. pufrem o pH 7,40 (log DpH7,4), který charakterizuje 

hydrofilní/hydrofobní vlastnosti látek. V živých organismech se však vyskytují bariéry 

(biomembrány) tvořené lipidovou dvojvrstvou a v případě použití rozdělovacího koeficientu 

oktanol-voda pro predikci chování látky v živém organismu se jedná o velmi hrubý nástin 
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jejich vlastností v organismu. Z tohoto hlediska je pro predikci in vivo chování látek 

vhodnější použít jinou fázi, která by lépe vystihovala vlastnosti biomembrán. Pro tyto účely 

bylo navrženo použití liposomální elektrokinetické chromatografie, kde se ustavuje 

rozdělovací rovnováha analytu mezi pseudostacionární fází tvořenou liposomy a pufrem 

o pH, jehož hodnota odpovídá vnitřnímu prostředí v organismu. V této práci byly pro 

stanovení rozdělovacích koeficientů analytů mezi liposomy a vodnou fází použity dvě směsi 

fosfolipidů, konkrétně směs 1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-fosfocholinu a 1-palmitoyl-2-

oleyl-sn-glycero-3-fosfo-L-serinu a 1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-fosfocholinu a 1-

palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-fosfo-(1´-rac-glycerolu). Dále byl stanoven rozdělovací 

koeficient analytů mezi micelami dodecylsíranu sodného a vodnou fází pomocí micelární 

elektrokinetické chromatografie. Na závěr byly mezi sebou porovnány predikované hodnoty 

rozdělovacích koeficientů s experimentálně stanovenými hodnotami rozdělovacích 

koeficientů mezi liposomy-vodnou fází a micelami-vodnou fází. 

 Třetí část práce představuje praktické využití micelární elektrokinetické chromatografie, 

kapilární zónové elektroforézy s UV/Vis a s hmotnostní detekcí pro analýzu vybraných 

přírodních antioxidantů a oligosacharidů. Je studován vliv použitého tenzidu a přídavku 

různých typů β-cyklodextrinů a oxyethylenovaných mastných alkoholů do základního 

elektrolytu na separaci vybraných přírodních antioxidantů pomocí micelární elektrokinetické 

chromatografie. Optimalizace separačního procesu byla provedena na směsi standardů 

přírodních antioxidantů a podmínky vhodné pro analýzu byly poté aplikovány na reálné 

vzorky sušených květů černého bezu. Analyzovány byly tři série vzorků, které byly 

vyhodnoceny kvalitativně i kvantitativně. Samotné separaci oligosacharidů pomocí kapilární 

zónové elektroforézy, popř. kapilární zónové elektroforézy ve spojení s hmotnostní detekcí, 

předcházela derivatizace vzorků, která podporovala jak samotnou separaci, tak také ionizaci 

v hmotnostním spektrometru, a optimalizace separačních podmínek. 

Poslední kapitola této práce je věnována analýze přírodních antioxidantů pomocí 2D 

systému realizovaného spojením kapalinové chromatografie v první dimenzi s micelární 

elektrokinetickou chromatografií v dimenzi druhé. Je-li v první dimenzi použita gradientová 

eluce se změnou koncentrace organické složky v mobilní fázi, která je posléze dávkována do 

druhé dimenze, dochází běhěm analýzy v druhé dimenzi k posunu migračních časů 

studovaných analytů, jelikož koncentrace micel, resp. kritická micelární koncentrace, je 

závislá na obsahu organické složky v roztoku. Tento fenomén je v této práci kompenzován 

změnou koncentrace dodecylsíranu sodného, jehož micely tvoří pseudostacionární fázi 

v micelární elektrokinetické chromatografii, v závislosti na změně organického modifikátoru 
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ve frakci přicházející z první dimenze. Navržené podmínky byly posléze použity pro analýzu 

reálného vzorku zastoupeného výluhem sušených květů černého bezu. 
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Cíle práce a postup řešení 

Cílem práce bylo porovnání metod využívajících kapilární elektroforézu pro stanovení 

kritické micelární koncentrace tenzidů, ověření možností využití liposomální elektrokinetické 

chromatografie a micelární elektrokinetické chromatografie pro stanovení rozdělovacích 

koeficientů studovaných přírodních antioxidantů, využití micelární elektrokinetické 

chromatografie a kapilární elektroforézy s UV/Vis nebo hmotnostní detekcí pro analýzu 

přírodních antioxidantů a oligosacharidů a možností spojení kapalinové chromatografie a 

micelární elektrokinetické chromatografie v dvoudimenzionálním separačním systému. 

Níže jsou uvedené postupy řešení jednotlivých cílů: 

1. Porovnat metody využívající kapilární elektroforézu pro stanovení kritické micelární 

koncentrace vybraných tenzidů. 

- Stanovit hodnotu kritické micelární koncentrace tenzidů v elektrolytu pomocí 

metod založených na měření proudu a vodivosti.  

- Porovnání postupů pro vyhodnocení metody založené na měření proudu – 

vyhodnocení kritické micelární koncentrace z průsečíků přímek nebo pomocí 

druhé derivace. 

- Stanovit hodnotu kritické micelární koncentrace pomocí metod založených na 

retenčním modelu (metoda založená na měření retenčního času, retenčního faktoru 

a elektroforetické pohyblivosti homologické řady alkylbenzenů).  

- Z naměřených migračních časů alkylbenzenů určit pohyblivost micel. 

- Ověřit vliv vloženého napětí na kapiláru během stanovení kritické micelární 

koncentrace pomocí výše uvedených metod.  

- Ověřit vliv složení vzorku alkylbenzenů a dávkování na hodnotu kritické micelární 

koncentrace stanovené pomocí metody založené na měření retenčních časů 

alkylbenzenů. 

- Statisticky zhodnotit získané výsledky. 

2. Porovnat rozdělovací koeficienty oktanol-voda, micely-voda a liposomy-voda pro 

vybrané přírodní antioxidanty. 

- Připravit liposomální pseudostacionární fázi pro LEKC (0,5 mM POPC/POPS 

80:20 mol% ve fosfátovém pufru a 0,5 mM POPC/POPG 80:20 mol% ve 

fosfátovém pufru).  

- Připravit micelární pseudostacionární fázi pro MEKC (5,2 mM dodecylsíran sodný 

ve fosfátovém pufru). 



[14] 
 

- Stanovit pohyblivost pseudostacionární fáze pomocí iteračního postupu s využitím 

homologické řady alkylbenzoátů. 

- Proměřit efektivní elektroforetické pohyblivosti analytů v LEKC, MEKC a CZE 

systému. 

- Vypočítat fázový poměr v LEKC a MEKC systému. 

- Vypočítat rozdělovací koeficienty analytů mezi pseudostacionární a vodnou fází. 

- Statisticky vyhodnotit rozdíly mezi tabelovanými a stanovenými hodnotami 

rozdělovacích koeficientů vybraných analytů.  

3. Aplikace MEKC, CZE a CZE/MS pro separaci přírodních antioxidantů a 

oligosacharidů. 

- Zhodnotit vliv přídavku β-cyklodextrinu, heptakis(2,6-di-O-metyl)-β-

cyklodextrinu a heptakis(6-O-sulfo)-β-cyklodextrinu do základního elektrolytu 

(25 mM boritanový pufr o pH 9,30) s 36 mM decylsíranem sodným na separaci 

přírodních antioxidantů. 

- Zhodnotit vliv složení směsných micel (alkylsíran sodný v kombinaci 

s oxyetylenovanými mastnými alkoholy – Slovasol 117 a Slovasol 247) na 

separaci přírodních antioxidantů. 

- Sestrojit kalibrační závislosti odezvy signálu na koncentraci antioxidantů, stanovit 

limity detekce a kvantifikace. 

- Provést kvalitativní a kvantitativní analýzu reálného vzorku výluhu květů černého 

bezu. 

- Provést derivatizaci vybraných oligosacharidů pomocí derivačních činidel 

7-aminonaftalen-1,3-disulfonové kyseliny, 8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfonové 

kyseliny, 2-aminobenzoové kyseliny, 2-aminobenzamidu, 2-aminopyridinu. 

- Zhodnotit vliv pokrytí vnitřní stěny křemenné kapiláry pomocí polyvinylalkoholu 

a polydimethylakrylamidu na separaci derivovaných oligosacharidů. 

- Zhodnotit vliv použitého elektrolytu (kyselina mravenčí, mravenčan amonný, 

fosforečnanový pufr) na průběh separace. 

- Optimalizovat spojení kapilární elektroforézy s hmotnostním detektorem včetně 

napětí na iontovém zdroji, pozice a geometrie konce separační kapiláry, složení a 

průtoku přídavné kapaliny, průtoku sušícího plynu, délky separační kapiláry a 

vloženého napětí na separační kapiláru.  

- Provést analýzu derivatizovaných oligosacharidů pomocí spojení CE/MS. 



[15] 
 

4. Optimalizace spojení kapalinové chromatografie s micelární elektrokinetickou 

chromatografií. 

- Stanovit kritickou micelární koncentraci vybraných tenzidů v závislosti na 

přídavku acetonitrilu v elektrolytu. 

- Stanovit parametry m´ a q rovnice: log ����� = 
´ +  ∙ ������� − �´ ∙ �. 

- Optimalizovat podmínky pro separaci přírodních antioxidantů pomocí kapalinové 

chromatografie. 

- Provést analýzu standardů fenolických kyselin a flavonoidů pomocí kapalinové 

chromatografie ve spojení s micelární elektrokinetickou chromatografií 

s konstantním složením pseudostacionární fáze. 

- Provést analýzu standardů fenolických kyselin a flavonoidů pomocí kapalinové 

chromatografie ve spojení s micelární elektrokinetickou chromatografií 

s proměnnou koncentrací pseudostacionární fáze. 

- Provést analýzu reálného vzorku výluhu květů černého bezu pomocí kapalinové 

chromatografie ve spojení s micelární elektrokinetickou chromatografií 

s proměnnou koncentrací pseudostacionární fáze. 
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1 Porovnání metod využívajících kapilární elektroforézu pro 

stanovení kritické micelární koncentrace vybraných tenzidů 

Tato kapitola je věnována možnostem využití kapilární elektroforézy pro stanovení 

kritické micelární koncentrace vybraných tenzidů. Studovány byly metody založené na 

měření proudu, retenčního času, retenčního faktoru a pohyblivosti.  

1.1 Povrchově aktivní látky 

Tenzidy (povrchově aktivní látky, surfaktanty) jsou nedílnou součástí našich životů. 

Setkáváme se s nimi všude kolem nás, např. v kosmetických, čisticích a pracích přípravcích. 

Využívají se v celé řadě procesů v potravinářství, papírenství, zemědělství, těžařství a 

stavebnictví.  

Tenzidy jsou látky amfofilního charakteru. Jejich molekula je tvořena hydrofobním 

nepolárním uhlovodíkovým řetězcem (8 – 20 uhlíků) a polární hydrofilní skupinou, která 

může být nositelem náboje (obr. 1.1 A) [1,2]. Dle charakteru hydrofilní skupiny lze tenzidy 

rozdělit na aniontové, kationtové, amfoterní a neiontové (tabulka 1.1) [3]. Mezi kationtové 

tenzidy patří např. kvarterní amoniové nebo fosfoniové soli, aniontové tenzidy se vyskytují ve 

formě síranů, fosfátů nebo solí karboxylových kyselin. Amfoterní tenzidy mají ve své 

molekule jak kladný tak i záporný náboj a v závislosti na pH okolního prostředí se vyskytují 

buď ve formě aniontu, nebo kationtu. Zástupcem tenzidů s polární nenabitou skupinou je 

např. polyethylenglykol s navázaným dlouhým uhlovodíkovým řetězcem. 
  

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 1.1: A) Struktura molekuly tenzidu (dodecylsíran sodný). B) Micela. 

 

Při nižších koncentracích se molekuly tenzidu v roztoku vyskytují téměř zcela 

dispergované (rozptýlené) nebo ve formě dimerů, trimerů atd. Při dosažení kritické 

Polární skupina Nepolární řetězec 

A) B) 
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koncentrace molekul tenzidu v roztoku dochází k jejich agregaci a vznikají útvary zvané 

micely (obr. 1.1 B). Tato koncentrace se nazývá kritická micelární koncentrace (cmc) a je 

charakteristickou veličinou pro každý tenzid. Vedle kritické micelární koncentrace jsou 

tenzidy charakterizovány také agregačním číslem micel a Krafftovou teplotou (tabulka 1.1). 

Agregační číslo udává počet molekul tenzidu v micele a obvykle se tato hodnota pohybuje 

v rozmezí 60 – 100 molekul tenzidu. Krafftova teplota je charakterizována jako bod tání 

hydratovaného pevného tenzidu a jestliže je teplota roztoku nižší než odpovídající hodnota 

Krafftovy teploty daného tenzidu, nebude docházet k agregaci molekul tenzidu a ke vzniku 

micel.  

Tabulka 1.1: Hodnoty kritické micelární koncentrace, agregačního čísla a Krafftovy teploty pro 
vybrané tenzidy. Hodnoty kritické micelární koncentrace byly stanoveny ve vodných roztocích při 
teplotě 25 °C [2,3].  

Tenzid cmc (mM) Agregační 
číslo 

Krafftova 
teplota 

(°C) 
Aniontové    

 
Dodecylsíran sodný 8,1 62 9 

Perfluorheptanoát draselný 30 - 25,6 
Kationtové    

Cetyltrimetylamonium bromid (CTAB) 1,3 78 23 
Cetylpyridinium chlorid (CPC) 0,12 95 - 

Amfoterní    

 
N-dodecyl-N,N-dimetylammonium-3-propan-1-

sulfonová kyselina (SB-12) 3 55 < 0 
N,N-dimethyl-N-(karboxymethyl)oktylamoniová sůl 250 24 < 0 

Neiontové    

Polyoxyethylen (23) dodekanol  (Brij 35) 0,1 40 - 
Polyoxyethylen (6) dodekanol 0,09 400 - 
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1.2 Kritická micelární koncentrace 

Pojem kritická micelární koncentrace (cmc) charakterizuje takovou koncentraci 

tenzidu v roztoku, při které dochází ke spontánní agregaci molekul povrchově aktivní látky do 

micel. Pro jednotlivé povrchově aktivní látky je důležité znát hodnotu cmc, protože při jejich 

využití v separačních technikách je kladen důraz na přítomnost micel v pracovním roztoku. 

Obecně se v literatuře dají nalézt hodnoty kritické micelární koncentrace povrchově aktivní 

látky ve vodě. Hodnota kritické micelární koncentrace je však ovlivněna i složením roztoku, 

ve kterém se povrchově aktivní látka nachází. V případě micelární elektrokinetické 

chromatografie se jedná např. o složení základního elektrolytu (BGE), jeho iontovou sílu a 

pH, přídavek organického modifikátoru do základního elektrolytu a teplotu, při které probíhá 

analýza [4]. To vede k potřebě stanovit hodnotu kritické micelární koncentrace daného 

tenzidu v pracovním roztoku za podmínek, při kterých bude probíhat analýza.  

1.2.1 Vznik micel 

Vznik micel je výsledkem působení tří základních sil. Jde o hydrofobní odpuzování 

mezi uhlovodíkovými řetězci a vodným prostředím, o odpuzování nabitých iontových skupin 

a působení van der Waalsových sil mezi alkylovými řetězci micel [5]. Ve vodném prostředí 

vznikají micely, které mají hydrofobní alkylové řetězce orientovány dovnitř, v nepolárním 

prostředí vznikají tzv. reverzní (obrácené) micely, které mají uvnitř micely polární skupiny. 

1.3 Stanovení kritické micelární koncentrace 

Metody sloužící ke stanovení kritické micelární koncentrace jsou založeny na změně 

fyzikálně-chemických vlastností roztoku tenzidu v závislosti na změně koncentrace daného 

tenzidu v systému (obr. 1.2). Jedná se o měření elektrické vodivosti, dielektrické konstanty 

a povrchového napětí; z elektrochemických metod může být použita potenciometrie 

a cyklická voltametrie; spektroskopické metody využívají monitorování rozpustnosti barviv 

v roztocích tenzidu. 

V posledním desetiletí bylo navrženo několik technik stanovení kritické micelární 

koncentrace pomocí instrumentace pro kapilární elektroforézu [6]. Tato práce je zaměřena 

právě na porovnání metod stanovení kritické micelární koncentrace využívajících kapilární 

elektroforézu (CE). 

 



  Kapitola 1 
 

[19] 
 

 

Obrázek 1.2: Fyzikálně-chemické vlastnosti roztoku v závislosti na koncentraci tenzidu. 

1.3.1 Metoda založená na měření proudu 

Metodu pro stanovení hodnoty kritické micelární koncentrace, využívající měření 

proudu procházejícího kapilárou naplněnou roztokem tenzidu, poprvé popsal Tickle [7]. Na 

jeho práci později navázal Cifuentes [8], který se zabýval vlivem složení elektrolytu na 

velikost proudu procházejícího kapilárou při vloženém konstantním napětí. Metodu pro 

stanovení kritické micelární koncentrace tenzidů založenou na měření proudu ve své práci 

využili i Mrestani a kol. [9] a Liu a kol. [10]. Podle Ohmova zákona závisí velikost proudu I 

v kapiláře naplněné roztokem iontového tenzidu o koncentraci nižší než jejich cmc na hodnotě 

vloženého napětí U podle rovnice: 
 

� =
���

��� ! +  "#�!

4�
% 

kde � je Faradayova konstanta, �� je vnitřní průměr kapiláry, l je délka kapiláry,  ! je 

pohyblivost tenzidu,  " je pohyblivost protiiontu a �! je koncentrace tenzidu v roztoku. 

 Pro roztoky, v nichž je koncentrace tenzidu vyšší než cmc, platí následující vztah:  

 

� =  
���

��� ! +  "#��� + � " +  ���#�1 − '#��! − ���#

4�
% 

kde  ��� je pohyblivost micel a ' je molární zlomek protiiontu uzavřeného v micelách 

(obvykle v rozmezí 0,6 – 0,8) [4].  

Tato metoda je použitelná pouze pro aniontové a kationtové tenzidy. Přesnost metody 

je závislá na rozdílu hodnot směrnic přímek v oblasti pod a nad hodnotou odpovídající 

(1.1) 

(1.2) 

cmc 
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kritické micelární koncentraci. Na obr. 1.3 je znázorněna závislost proudu na koncentraci 

decylsíranu sodného. Hodnota kritické micelární koncentrace byla vypočtena z rovnic lineární 

regrese obou přímek jako x-ová souřadnice jejich průsečíku. Vypočtená hodnota kritické 

micelární koncentrace je 33,5 mM [11]. V literatuře bývá uváděna hodnota 33 mM [12]. 

  

Obrázek 1.3: Závislost proudu na koncentraci decylsíranu sodného ve vodě (podle [11]).  
U = 20 kV, měřeno po dobu 5 min. Celková délka kapiláry byla 35 cm, efektivní délka byla 27 cm a 
vnitřní průměr kapiláry byl 50 µm. Teplota 25 °C. 

1.3.2 Zónové metody 

Tyto metody byly navrženy k rozšíření použitelnosti kapilární elektroforézy pro 

stanovení kritické micelární koncentrace i pro neiontové tenzidy. Zónové elektroforetické 

metody vycházejí při stanovení kritické micelární koncentrace z principu kapilární zónové 

elektroforézy (CZE) a micelární elektrokinetické chromatografie (MEKC). Zatímco v CZE je 

separace látek založena na jejich rozdílné pohyblivosti ve stejnosměrném elektrickém poli, a 

je tedy závislá na velikosti náboje a poloměru iontu, micelární elektrokinetická 

chromatografie se využívá pro separace neutrálních látek. V MEKC se neutrální analyty dělí 

na základě jejich rozdílného distribučního koeficientu mezi pseudostacionární fází (tvořenou 

micelami tenzidu) a vodnou mobilní fází. Neutrální analyty v elektrickém poli získávají 

v závislosti na jejich afinitě k micelám nenulovou pohyblivost úměrnou pohyblivosti micel 

[13].  
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1.3.2.1 Metoda založená na měření retenčního faktoru 

V micelární elektrokinetické chromatografii je retenční faktor definován jako [14]:	 
 

� = 	(���
)���)*+ =	(���

,��- − ���#
1 − ,��- − ���# 

kde (��� je distribuční koeficient analytu mezi pseudostacionární a vodnou mobilní fází, )��� 
je objem micel, )*+ je objem vodné fáze, , je specifický objem micely tenzidu a �- je celková 

analytická koncentrace tenzidu. Hodnota výrazu ,��- − ���# je mnohem menší než 1, proto 

lze retenční faktor zjednodušeně vyjádřit jako: 
 � = (���,��- − ���# 

Pro neutrální analyty lze vypočítat jejich retenční faktor ze znalosti jejich retenčního 

času ./, migračního času elektroosmotického toku .012 a migračního času micel podle 

rovnice:  
 

� = ./ − .012
.012 31 − ./.���4

 

Pro výpočet retenčního faktoru je nezbytné znát migrační čas elektroosmotického toku 

a migrační čas micel. Pro zjištění .012 se používají malé neutrální molekuly, které 

neinteragují s micelami, a jejich pohyb kapilárou závisí pouze na velikosti 

elektroosmotického toku. Takovými látkami jsou např. thiomočovina nebo uracil. Migrační 

čas micel lze určit pomocí markeru, který se vyskytuje (je distribuován) téměř výhradně 

v micelách, např. barvivo Sudan III (1-[(4-fenylazo)fenylazo]-2-naftol) nebo lze použít 

iterační postup [15]. Z rovnice (1.4) vyplývá, že retenční faktor analytu je závislý na celkové 

koncentraci tenzidu v základním elektrolytu. Graficky tuto závislost vystihuje přímka, která 

protíná x-ovou osu v hodnotě, která odpovídá kritické micelární koncentraci [16]. Na obr. 1.4 

je znázorněna závislost retenčního faktoru homologické řady n-alkylbenzenů na koncentraci 

decylsíranu sodného v 25 mM boritanovém pufru o pH 9,30. Hodnota kritické micelární 

koncentrace byla vypočtena jako průměr průsečíků přímek s x-ovou osou. Naměřená hodnota 

cmc pro decylsíran sodný v daném prostředí byla 25 mM [11].  

Přesnost uvedené metody závisí na tom, s jakou přesností je možné určit migrační čas 

elektroosmotického toku a migrační čas micel. 

(1.3) 

         (1.4) 

         (1.5) 
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(1.6) 

 

Obrázek 1.4: Závislost retenčního faktoru na koncentraci decylsíranu sodného v 25 mM boritanovém 
pufru o pH 9,30. 

1.3.2.2 Metoda založená na měření retenčního času 

Nakamura a kol. [17] navrhli využít přímo retenční čas 2-naftylmetanolu v závislosti 

na koncentraci tenzidu v základním elektrolytu pro stanovení kritické micelární koncentrace 

tenzidu [17]. V porovnání s předchozí metodou založenou na výpočtu retenčního faktoru by 

měla být metoda založená na měření retenčního času přesnější, jelikož není potřeba znát .012 

a .���. Vztah retenčního času k retenčnímu faktoru popisuje rovnice:  
 

./ = .012�1 + �#
1 + 5.012.���6 �

 

Probíhá-li analýza v oblasti pod cmc, neutrální analyt migruje společně 

s elektroosmotickým tokem. V oblasti nad cmc dochází k interakcím mezi analytem a 

micelami a migrační čas analytu se prodlužuje s rostoucí koncentrací tenzidu. Na obr. 1.5 je 

záznam závislosti migračního času toluenu, 2-naftylmetanolu a naftolu na koncentraci 

dodecylsíranu sodného v 20 mM fosfátovém pufru o pH 7,00 [16]. 
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         (1.8) 

         (1.7) 

 

Obrázek 1.5: Závislost migračního/retenčního času analytu na koncentraci dodecylsíranu sodného 
v 20 mM fosfátovém pufru o pH 7,00, teplota 40 °C.  
○ toluen; ● 2-naftylmetanol; ▲ naftol. Upraveno dle [6]. 

1.3.2.3 Metoda založená na měření pohyblivosti 

Jacquier a Desbène [18] ve své práci detailně rozebírají stanovení kritické micelární 

koncentrace dodecylsíranu sodného pomocí efektivní elektroforetické pohyblivosti neutrální 

látky. Tato metoda byla využita i v dalších pracích zabývajících se stanovením kritické 

micelární koncentrace tenzidů pomocí kapilární elektroforézy [19-23]. Efektivní pohyblivost 

analytu,  022, v elektrolytu s koncentrací tenzidu nižší než je jeho kritická micelární 

koncentrace, je dána vztahem: 

 

 022 = (!178�-1 + (!178�-  !178 

kde (!178 je rovnovážná konstanta popisující interakci mezi analytem a monomerem tenzidu, 

�- je celková koncentrace tenzidu v systému a  !178 je pohyblivost komplexu analytu 

s monomerem tenzidu. 

V elektrolytu s koncentrací tenzidu vyšší než je jeho cmc je možné vypočítat efektivní 

pohyblivost analytu: 

 022 = (!178���
1 + (!178��� +	(�����- − ���#/:  !178 +

(�����- − ���#/:
1 + (!178��� + (�����- − ���#/:  ��� 

c (mmol.l-1) 

t (
m

in
) 

c (mM) 
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kde (��� je rovnovážná konstanta popisující interakci mezi analytem a micelou,  ��� je 

pohyblivost micel, : je agregační číslo tenzidu. 

Na obrázku 1.6 je možné pozorovat dva zlomy na křivce, která vznikla proložením 

bodů, odpovídajících efektivní elektroforetické pohyblivosti 2,3,5-trichlorpyridinu v závislosti 

na koncentraci dodecylsíranu sodného v elektrolytu. Koncentrace tenzidu, která odpovídá 

prvnímu zlomu, se nazývá kritická agregační koncentrace. Při této koncentraci se monomery 

tenzidu začínají shlukovat do micel. Se vzrůstající koncentrací tenzidu v elektrolytu dochází 

ke zvětšování shluků z monomerů tenzidu, dokud tyto shluky nedosáhnou stabilní formy a 

dobře definované struktury. K tomu dochází při koncentraci tenzidu, jenž odpovídá druhému 

zlomu na křivce a označuje se jako koncentrace c2. Hodnota kritické micelární koncentrace se 

nachází v rozmezí daném kritickou agregační koncentrací a koncentrací c2. Hodnotu cmc lze 

odečíst jako průsečík křivky vzniklé proložením bodů ležících pod hodnotou kritické 

agregační koncentrace a křivky proložené body ležícími nad koncentrací c2 [24]. 

 

 

 

Obrázek 1.6: Závislost efektivní elektroforetické pohyblivosti 2,3,5-trichlorpyridinu na koncentraci 
dodecylsíranu sodného v 20 mM fosfátovém pufru o pH 7,00 (podle [24]).  Délka kapiláry 57 cm s 
vnitřním průměrem 50 µm, napětí 30 kV, teplota 25 °C, detekce UV 200 nm. 

 

Nagamine a Nakamura [25] ve své práci využili pro stanovení kritické micelární 

koncentrace kationtových tenzidů relativní mobilitu, ;.� − .012</.012, kdy byl retenční čas 

markeru (tm) interagujícího s micelami povrchově aktivní látky vztažen k migračnímu času 

elektroosmotického toku. 
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            (1.9) 

1.3.3 Další možnosti stanovení cmc pomocí kapilární elektroforézy 

Mezi zónové metody pro stanovení kritické micelární koncentrace dále patří metoda 

založená na měření zeta potenciálu. Tento parametr je závislý na elektroforetické pohyblivosti 

dle modifikované Smoluchowského rovnice [6]: 
 

= = 3? 0222AB�CD# 
kde ? je dynamická viskozita elektrolytu, A je dielektrická konstanta, C je reverzní Debyeova 

délka, D je poloměr částice a B�CD# je Henryho korekční funkce.  

 Lokajová a kol. [26] publikovali metodu pro stanovení kritické micelární koncentrace 

založenou na detekci mobilit systémových píků. Systémovými píky jsou nazývány píky, které 

nesouvisí s analyzovanou látkou, ale jsou zaznamenávány detektorem. Tyto píky jsou 

způsobeny rušivými jevy, které doprovázejí analýzy pomocí kapilární zónové elektroforézy a 

objevují se i v micelární elektrokinetické chromatografii. Počet systémových píků závisí na 

přítomnosti tenzidu v pracovním elektrolytu a jejich pozice je silně závislá na přítomnosti 

micel v elektrolytu. Hodnotu kritické micelární koncentrace lze odečíst v inflexním bodě 

závislosti pohyblivosti systémových píků na koncentraci tenzidu v elektrolytu. 

 Pro stanovení kritické micelární koncentrace tenzidů lze také využít měření relativní 

viskozity roztoku tenzidu pomocí kapilární elektroforézy [27,28]. Vzorek nitrometanu [27] 

nebo mesityloxidu [28] byl nadávkován do separační kapiláry naplněné roztokem tenzidu. 

Průtok vzorku kapilárou byl řízen tlakem a relativní viskozita byla vypočítána jako podíl 

migračního času vzorku v roztoku s tenzidem k migračnímu času vzorku v roztoku bez 

přídavku tenzidu.  

 Další možnost stanovení kritické micelární koncentrace pomocí kapilární elektroforézy 

představuje využití frontálních metod a kontinuálních frontálních metod [29,30,31]. Princip 

stanovení spočívá v nadávkování dlouhé zóny vzorku tenzidu do separační kapiláry (při 

použití kontinuální frontální metody je vzorek dávkován do kapiláry nepřetržitě) a po vložení 

napětí na konce kapiláry dochází k částečnému oddělení monomerních a agregovaných forem 

tenzidu aniž by došlo k narušení rovnováhy monomer-micely. Kritická micelární koncentrace 

je odvozena z výšky první detekovatelné migrační fronty odpovídající monomerní formě 

tenzidu. 
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1.4 Experimentální část 

1.4.1 Seznam použitých chemikálií 

Decylsíran sodný (> 99 %) a dodecylsíran sodný (≥ 98 %) byly zakoupeny od firmy 

Sigma Aldrich (Steinheim, Německo). Hydroxid sodný byl od firmy Penta (Praha, Česká 

republika), thiomočovina od firmy Lachema (Brno, Česká republika) a kyselina boritá od 

firmy Fluka (Buchs, Švýcarsko). Acetonitril, 1-dodekanol, dekahydrát tetraboritanu sodného a 

alkylbenzeny – etylbenzen, propylbenzen a butylbenzen byly zakoupeny od firmy Sigma 

Aldrich (Steinheim, Německo). Toluen byl získán od firmy Lach-Ner (Neratovice, Česká 

republika). 

1.4.2 Přístrojové vybavení 

Stanovení kritické micelární koncentrace bylo provedeno pomocí přístrojů pro 

kapilární elektroforézu Agilent CE 7100 a Agilent 3DCE (Agilent, Palo Alto, CA, USA). 

Přístroje jsou vybaveny autosamplerem, zdrojem vysokého napětí, temperovanou kazetou s 

kapilárou a detektorem s diodovým polem. K vodivostní detekci byl použit bezkontaktní 

vodivostní detektor (Agilent Technologies). K nastavování podmínek pro analýzu a 

k vyhodnocování získaných dat byl využit program OpenLabs pro přístroj Agilent CE 7100 a 

program ChemStation pro přístroj Agilent 3DCE. Měření bylo provedeno v křemenných 

kapilárách s vnitřním průměrem 20, 50 nebo 75 µm, celková délka kapiláry byla 37 cm 

(efektivní délka 28 cm). 

pH základního elektrolytu bylo měřeno pomocí pH metru Metrohm 827 (Metrohm, 

Herisau, Švýcarsko). pH metr byl kalibrován na základní roztoky pufrů o pH 7,00 a 9,00.  

1.4.3 Pracovní postup 

Stanovení kritické micelární koncentrace probíhalo v nepokryté křemenné kapiláře. 

Před prvním použitím byla kapilára promyta 20 min roztokem 0,1 M NaOH, 10 min 

deionizovanou vodou a 10 min základním elektrolytem. Jako základní elektrolyt byl použit 

25 mM boritanový pufr o pH 8,50. Pro stanovení kritické micelární koncentrace byly 

připraveny kalibrační řady vybraných alkylsíranů sodných ve vodě a v 25 mM boritanovém 

pufru o pH 8,50. 

 



  Kapitola 1 
 

[27] 
 

1.4.3.1 Měření kritické micelární koncentrace 

Metoda založená na měření proudu a vodivosti 

Program analýzy: 

� promývání kapiláry základním elektrolytem po dobu 3 min tlakem 1 bar 

�  vložen gradient napětí 0 až 20 kV v rozmezí 0 – 0,1 min 

� záznam hodnot proudu a vodivosti po dobu 5-6 min. 

Kapilára byla temperována na 25 °C. Ze získaných dat byla vypočítána průměrná 

hodnota proudu, popř. vodivosti. Ze závislosti proudu (vodivosti) na koncentraci tenzidu byla 

vypočtena hodnota kritické micelární koncentrace jako průsečík přímek, které byly proloženy 

body ležícími pod a nad hodnotou odpovídající kritické micelární koncentraci. 

 

Metoda založená na retenčním modelu 

Program analýzy: 

� promývání křemenné kapiláry základním elektrolytem po dobu 3 min tlakem 1 bar 

� dávkování vzorku hydrodynamicky 50 mbar po dobu 5 s 

� vložen gradient napětí 0 až 20 kV v rozmezí 0 – 0,1 min 

� detekce při 254 nm. 

Byl připraven zásobní roztok alkylbenzenů o koncentraci 5 g/l, jako rozpouštědlo byl 

použit acetonitril. K analýze byl roztok dále naředěn na konečnou koncentraci 60 nebo 

120 mg/l buď vodou, nebo základním elektrolytem bez tenzidu. Jako marker 

elektroosmotického toku byla použita thiomočovina. Zásobní roztok thiomočoviny měl 

koncentraci 50 mg/l, koncentrace použitá pro analýzu byla 0,5 mg/l. Analýzy byly prováděny 

při teplotě 25 °C. 
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1.5 Výsledky a diskuze 

Tato práce se zabývá stanovením kritické micelární koncentrace povrchově aktivních 

látek pomocí kapilární elektroforézy a porovnáním dosažených výsledků. Na obr. 1.7 jsou 

uvedeny příklady vyhodnocení jednotlivých metod, které byly použity v této práci. Na 

obrázku není uvedena metoda založená na měření vodivosti, jelikož vyhodnocení se provádí 

stejně jako u metody založené na měření proudu (obr. 1.7A).  

 

 

Obrázek 1.7: Ukázka vyhodnocení jednotlivých metod pro stanovení kritické micelární koncentrace 
dodecylsíranu sodného ve vodě.  
A – metoda založená na měření proudu (hodnota vloženého napětí 15; 20 a 25 kV)  
B – metoda založená na měření retenčních časů homologické řady alkylbenzenů  
C – metoda založená na měření retenčního faktoru homologické řady alkylbenzenů  
D – metoda založená na měření pohyblivosti alkylbenzenů.  
Celková délka kapiláry 37 cm (efektivní délka 28 cm), vnitřní průměr kapiláry 50 µm. Vložené napětí 
(B, C, D) 20 kV, teplota 25 °C. Koncentrace vzorku alkylbenzenů 120 mg/l, vzorek dávkován 
hydrodynamicky 50 mbar/5 s.   
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1.5.1 Vyhodnocení cmc na základě měření proudu 

Na obrázku 1.7A je znázorněna závislost průměrných hodnot proudu na koncentraci 

dodecylsíranu sodného ve vodě při třech různých hodnotách vloženého napětí. Hodnota 

proudu byla zaznamenávána po dobu 5-ti minut. Každý bod v tomto grafu je průměrem 

minimálně 600 hodnot. Pro výpočet cmc byl sestrojen graf závislosti průměrné hodnoty 

proudu ± směrodatná odchylka. Tak byly získány dvě přímky v oblasti pod hodnotou kritické 

micelární koncentrace a dvě nad touto hodnotou. Hodnota kritické micelární koncentrace byla 

vypočítána jako průsečík takto získaných přímek a je uváděna jako průměr stanovených 

hodnot ± směrodatná odchylka (SD). 

Další možnost, jak vyhodnotit metodu založenou na měření proudu představili ve své 

práci Khan a Shah [32]. Pro výpočet cmc byla využita druhá derivace průměrných hodnot 

proudu, takto získané body jsou proloženy Gaussovou křivkou a hodnota cmc je odečtena 

v jejím minimu. Na obrázku 1.8 je ukázka vyhodnocení naměřených výsledků touto metodou. 

Závislost 3EFGE�F4 na c SDS je proložena Gaussovou křivkou s využitím programu OriginPro 9. 

 

Obrázek 1.8: Vyhodnocení metody pro stanovení cmc založené na měření proudu pomocí druhé 
derivace.  
Záznam pro SDS ve vodě, vložené napětí 20 kV. 

 

Porovnání hodnot získaných z průsečíku přímek získaných ze závislosti proudu na 

koncentraci SDS proložením bodů nad a pod hodnotou cmc a pomocí druhé derivace hodnot 

proudu jsou uvedeny v tabulce 1.2. V těchto konkrétních případech jsou hodnoty cmc pro 

SDS ve vodě získané z průsečíku přímek vyšší v porovnání s hodnotami získanými z druhé 

derivace proudu při dané hodnotě vloženého napětí. Také byla provedena analýza rozptylu 

(ANOVA) pomocí programu OriginPro 9. Celkem bylo zpracováno 18 vstupních hodnot, 

0 2 4 6 8 10 12 14 16
-0,10

-0,08

-0,06

-0,04

-0,02

0,00

0,02

2.
de

riv
ac

e 
I

c SDS (mM)



  Kapitola 1 
 

[30] 
 

které byly rozděleny do šesti skupin. Pomocí analýzy rozptylu nebyly na hladině významnosti 

α = 0,05 zjištěny významné odchylky mezi průměrnými hodnotami cmc. 

 

Tabulka 1.2: Porovnání hodnot cmc pro SDS ve vodě získaných různými způsoby vyhodnocení 
metody založené na měření proudu. 

napětí (kV) 
cmc ± SD (mM) 

(průsečík přímek) 
cmc ± SD (mM) 
(druhá derivace) 

15 7,58 ± 0,06 7,30 ± 0,15 

20 7,49 ± 0,17 7,08 ± 0,52 

25 7,36 ± 0,45 6,74 ± 0,56 
 

1.5.2 Vyhodnocení cmc na základě migračních charakteristik analytů 

Vyhodnocení kritické micelární koncentrace ze znalosti migračního času markeru 

elektroosmotického toku (thiomočoviny) a retenčních časů homologické řady nenabitých 

látek (alkylbenzeny) je uvedeno na obr. 1.7B. Hodnota kritické micelární koncentrace byla 

vypočítána jako průměr hodnot získaných z průsečíku přímky získané proložením bodů 

patřících migračnímu času thiomočoviny a přímek získaných proložením bodů odpovídajících 

retenčním časům alkylbenzenů (metyl- až butylbenzen). 

Závislost retenčního faktoru alkylbenzenů na koncentraci dodecylsíranu sodného ve 

vodě je uvedena na obr. 1.7C.  Retenční faktor byl spočítán dle rovnice (1.5). 

Migrační čas micel byl získán pomocí iteračního postupu. Iterační postup vychází ze 

znalosti retenčních časů homologické řady neutrálních látek a migračního času markeru 

elektroosmotického toku. V prvním kroku iteračního postupu byl vypočítán retenční faktor 

pro členy homologické řady s výjimkou látky s nejdelším alkylovým řetězcem, jehož retenční 

čas byl použit místo migračního času micel pro výpočet retenčního faktoru ostatních látek. 

Dále byla vynesena závislost log k na počtu uhlíků v alkylovém řetězci alkylbenzenů. Ze 

znalosti rovnice regrese byla vypočítána nová hodnota migračního času micel. S touto 

hodnotou byly opět spočítány retenční faktory všech alkylbenzenů a byla dopočítána nová 

hodnota migračního času micel. Tento proces byl opakován, dokud nebyl rozdíl dvou po sobě 

jdoucích hodnot migračního času micel zanedbatelně malý. Modifikovaný iterační postup 

s využitím homologické řady alkylbenzoátů je detailně uveden v kapitole 2 na obr. 2.7.  

 Na obrázku 1.7D je znázorněna závislost efektivní elektroforetické pohyblivosti 

homologické řady alkylbenzenů na koncentraci dodecylsíranu sodného ve vodě. Efektivní 

elektroforetická pohyblivost, µeff, byla vypočítána dle vztahu: 
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 022 = �-�E% ∙ 51./ −
1
.H6 

kde l t je celková délka kapiláry, ld je délka kapiláry k detektoru a U je hodnota vloženého 

napětí.  

  Jak vyplývá z obrázku 1.7, oproti ostatním závislostem (proud, vodivost, retenční čas, 

retenční faktor) není závislost efektivní elektroforetické pohyblivosti na koncentraci tenzidu v 

roztoku lineární, což vyplývá z Onsagerova vztahu pro závislost vodivosti na koncentraci. 

Proto byla experimentální data proložena mocninnou funkcí.  

  

1.5.3 Vliv experimentálních parametrů na velikost cmc 

V rámci studie byl také sledován vliv velikosti vnitřního průměru kapiláry na získané hodnoty 

kritické micelární koncentrace a její směrodatné odchylky. Pro tyto experimenty byly použity 

metody založené na měření proudu a na měření vodivosti. Dílčí výsledky této studie byly 

publikovány v diplomové práci Ing. Martiny Vavříkové [33], na které jsem se podílela jako 

konzultantka. Byla stanovena hodnota cmc SDS ve vodě při 25 °C. Výsledky stanovení jsou 

uvedeny v tabulce 1.3. Hraniční hodnoty byly získány z průsečíku rovnic lineárních závislostí 

se započtenými směrodatnými odchylkami. Z výsledků uvedených v tab. 1.3 je dále patrné, že 

nejmenší rozpětí bylo získáno s použitím křemenné kapiláry s vnitřním průměrem 50 µm, 

proto nadále byly používány kapiláry s tímto vnitřním průměrem. Přesnost této metody je 

silně ovliněna rozdílem ve velikosti směrnic závislostí pod a nad hodnotou cmc a 

nepřesnostmi naměřených hodnot v obou oblastech, které se projeví v rozptylu parametru 

prokládaných lineárních závislostí.  

 
Tabulka 1.3: Vliv vnit řního průměru kapiláry na hodnotu kritické micelární koncentrace SDS ve 
vodě. 

I.D. (µm) 
průměr (rozpětí) cmc (mM)  

Metoda založená na měření proudu 
průměr (rozpětí) cmc (mM)  

Metoda založená na měření vodivosti 
20 7,17 (0,12) 8,04 (0,62) 

50 7,75 (0,02) 8,60 (0,26) 

75 6,10 (1,96) 6,20 (2,50) 
 

Dále byl hodnocen vliv vloženého napětí při měření kritické micelární koncentrace 

dodecylsíranu sodného ve vodě při 25 °C. Vložené napětí mělo hodnotu 15; 20 a 25 kV. Byly 

využity metody založené na měření proudu procházejícího kapilárou naplněnou roztokem 

(1.10) 
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s tenzidem, retenčního času, retenčního faktoru a pohyblivosti homologické řady 

alkylbenzenů. Získané výsledky jsou uvedeny na obr. 1.9. 

Z výsledků je patrné, že nejnižší hodnoty cmc pro SDS byly získány pomocí metod 

založených na měření retenčního faktoru a pohyblivosti homologické řady alkylbenzenů. 

Naopak nejvyšší hodnoty byly získány pomocí metody založené na měření retenčních časů 

homologické řady alkylbenzenů. V rámci metody založené na měření proudu (cmc byla 

stanovena jako průsečík přímek získaných proložením bodů nad a pod hodnotou cmc), 

s rostoucí hodnotou vloženého napětí klesá hodnota kritické micelární koncentrace a roste 

hodnota směrodatné odchylky.   

Získané hodnoty cmc pro SDS uvedené na obr. 1.9 byly podrobeny analýze rozptylu 

pomocí programu OriginPro 9. Vycházelo se z celkového počtu 36 vstupních hodnot (N), 

které byly rozděleny do 12 skupin (p), hladina významnosti α = 0,05. 

 

Obrázek 1.9: Porovnání výsledných hodnot cmc dodecylsíranu sodného ve vodě získaných pomocí 
vybraných metod využívajících kapilární elektroforézu  
A – metoda založená na měření proudu  
B – metoda založená na měření retenčních časů  
C – metoda založená na měření retenčních faktorů  
D – metoda založená na měření pohyblivosti alkylbenzenů. 
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Na základě výsledků uvedených v tabulce 1.4 byla na hladině významnosti α 

zamítnuta nulová hypotéza, která předpokládá statisticky nevýznamné rozdíly mezi výsledky, 

a na základě toho bylo provedeno mnohonásobné porovnání výsledků pomocí Tukeyova testu 

[34], aby byly nalezeny statisticky významné rozdíly mezi jednotlivými podmínkami 

stanovení cmc. Statisticky významné rozdíly mezi hodnotami cmc získanými jednotlivými 

metodami jsou rovněž uvedené v tabulce 1.4. V rámci dané metody nebyly pozorovány 

statisticky významné rozdíly mezi hodnotami měřenými při různé hodnotě vloženého napětí.   

 
Tabulka 1.4: Analýza rozptylu - vliv použité metody pro stanovení cmc.  

Metoda (U (kV)) 
cmc ± SD 

(mM) 

ANOVA Tukeyův test 

α p 
metoda se statisticky významně 
odlišným výsledkem cmc k dané 

metodě 

I (15 kV) 7,58 ± 0,06 

0,05 

3,1583.10-5 

→ 
statisticky 
významný 
rozdíl mezi 
hodnotami 

cmc 

k (15 kV) 

I (20 kV) 7,49 ± 0,17 k (15 kV) 

I (25 kV) 7,36 ± 0,45 k (15 kV) 

tr (15 kV) 8,48 ± 0,27 
k (15 kV), k (20 kV), k (25 kV), 

µeff (25 kV) 

tr (20 kV) 8,52 ± 0,23  
k (15 kV), k (20 kV), k (25 kV),  

µeff (15 kV), µeff (25 kV) 

tr (25 kV) 8,35 ± 0,38 µeff (25 kV) 

k (15 kV) 5,05 ± 1,88 
tr (15 kV), tr (20 kV),  

I (15 kV), I (20 kV), I (25 kV) 

k (20 kV) 6,14 ± 0,62 tr (15 kV), tr (20 kV) 

k (25 kV) 6,05 ± 0,53 tr (15 kV), tr (20 kV) 

µeff (15 kV)  6,21 ± 1,40 tr (20 kV) 

µeff (20 kV) 6,78 ± 0,54  

µeff (25 kV) 5,30 ± 0,62 tr (15 kV), tr (20 kV), tr (25 kV) 

α – hladina významnosti; p - pravděpodobnost 

 

Metoda založená na měření proudu je nejrychlejší a nejjednodušší z použitých metod, 

je však omezená použitím pro roztoky s nízkým obsahem organického modifikátoru (zde 

konkrétně acetonitrilu). Při vyšší koncentraci acetonitrilu v roztoku dochází ke zmenšení 

rozdílu mezi směrnicemi přímek získaných proložením bodů pod a nad hodnotou kritické 

micelární koncentrace a tím je znemožněno vyhodnocení kritické micelární koncentrace.  

Proto byla věnována větší pozornost metodě založené na měření retenčního času 

homologické řady alkylbenzenů a to z hlediska efektu složení vzorku alkylbenzenů a efektu 

dávkování na hodnotu kritické micelární koncentrace. Byly připraveny zásobní roztoky 
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alkylbenzenů ve vodě a v acetonitrilu, které byly následně ředěny vodou nebo základním 

elektrolytem. Výsledky této studie jsou na obrázku 1.10, kde jsou uvedeny nalezené hodnoty 

cmc pro všechny kombinace experimentálních podmínek a zároveň je naznačena velikost cmc 

SDS v základním elektrolytu o pH 8,50 zjištěná pomocí metody založené na měření proudu, 

která je rovna 5,54 ± 0,13 mM. 

 

 

Obrázek 1.10: Hodnota kritické micelární koncentrace v závislosti na složení vzorku alkylbenzenů a 
na dávkování, U = 20 kV. Pomocí metody založené na měření proudu byla naměřena hodnota cmc = 
5,54 ± 0,13 mM. BGE: 25 mM boritanový pufr o pH 8,50. Celková délka kapiláry 48 cm (efektivní 
délka 40 cm), vnitřní průměr 50 µm. Teplota 25 °C. 

Pomocí analýzy rozptylu bylo zjištěno, že zde jsou statisticky významné rozdíly mezi 

jednotlivými výsledky, kdy mezi významné faktory patří jak složení vzorku alkylbenzenů, tak 

i doba dávkování. V tabulce 1.5 jsou uvedeny systémy (koncentrace alkylbenzenů, složení 

vzorku a dávkování), mezi kterými byly pozorovány statisticky významné rozdíly.  
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Tabulka 1.5: Systémy mezi kterými byly nalezeny statisticky významné rozdíly v naměřených 
hodnotách cmc. Vliv složení vzorku AB na cmc SDS v 25 mM boritanovém pufru o pH 8,50. 

Experimentální podmínky (systém) 1 Experimentální podmínky (systém) 2 

Koncentrace 
AB (mg/l) 

Složení vzorku AB 
Dávkování 
(mbar.s) 

Koncentrace 
AB (mg/l) 

Složení vzorku AB 
Dávkování 
(mbar.s) 

60 H2O 1000 60 H2O 250 

60 H2O + 6 % ACN 500 60 H2O 1000 

120 H2O 1000 60 H2O 250 

120 H2O 1000 60 H2O + 6 % ACN 500 

120 BGE + 6 % H2O 1000 60 H2O 250 

120 BGE + 6 % H2O 1000 60 H2O + 6 % ACN 500 

120 BGE + 6 % H2O 1000 60 BGE + 6 % ACN 1000 

120 H2O + 12 % ACN 500 60 H2O + 6 % ACN 500 

120 H2O + 12 % ACN 1000 60 H2O 250 

120 H2O + 12 % ACN 1000 60 H2O + 6 % ACN 500 

120 H2O + 12 % ACN 1000 60 BGE + 6 % ACN 250 

120 H2O + 12 % ACN 1000 60 BGE + 6 % ACN 500 

120 H2O + 12 % ACN 1000 60 BGE + 6 % ACN 1000 

120 BGE + 12 % ACN 1000 60 H2O 1000 

120 BGE + 12 % ACN 1000 120 H2O 1000 

120 BGE + 12 % ACN 1000 120 BGE + 12 % H2O 1000 

120 BGE + 12 % ACN 1000 120 H2O + 12 % ACN 500 

120 BGE + 12 % ACN 1000 120 H2O + 12 % ACN 1000 

 

Mezi hodnotou kritické micelární koncentrace SDS v 25 mM boritanovém pufru 

o pH 8,50 získanou pomocí metody založené na měření proudu a hodnotami cmc SDS 

v 25 mM boritanovém pufru o pH 8,50 získanými pomocí metody založené na měření 

retenčního času v závislosti na složení vzorku a době dávkování vzorku nebyly nalezeny 

statisticky významné rozdíly. 

Efekt složení vzorku alkylbenzenů a doba dávkování vzorku na hodnotu cmc SDS 

stanovené pomocí metody založené na měření retenčního času byl sledován také v 25 mM 

boritanovém pufru o pH 8,50 s přídavkem 10 % ACN, obr. 1.11. Dávkované vzorky měly 

obdobné složení jako v předchozí studii.  
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Obrázek 1.11: Hodnota kritické micelární koncentrace v závislosti na složení vzorku alkylbenzenů a 
na dávkování. Vložené napětí 20 kV. BGE: 25 mM boritanový pufr o pH 8,50 + 10 % ACN. Celková 
délka kapiláry 48 cm (efektivní délka 40 cm), vnitřní průměr 50 µm. Teplota 25 °C. 

Pomocí analýzy rozptylu byly vyhodnoceny rozdíly mezi hodnotami cmc SDS 

stanovenými metodou založenou na měření retenčního faktoru v 25 mM boritanovém pufru o 

pH 8,50 s přídavkem 10 % acetonitrilu jako statisticky významné. Na základě této analýzy byl 

dále proveden Tukeyův test mnohonásobného porovnání a dvojice systémů, mezi kterými 

byly nalezeny statisticky významné rozdíly, jsou uvedeny v tabulce 1.6. 
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Tabulka 1.6: Systémy mezi kterými byly nalezeny statisticky významné rozdíly v naměřených 
hodnotách cmc. Vliv složení vzorku AB na cmc SDS v 25 mM boritanovém pufru o pH 8,50 
s přídavkem 10 % acetonitrilu.  

Experimentální podmínky (systém) 1 Experimentální podmínky (systém) 2 

Koncentrace 
AB (mg/l) 

Složení vzorku AB 
Dávkování 
(mbar.s) 

Koncentrace 
AB (mg/l) 

Složení vzorku AB 
Dávkování 
(mbar.s) 

120 H2O 250 60 H2O 250 

120 H2O 250 60 BGE + 6 % H2O 500 

120 H2O 250 60 H2O + 6 % ACN 500 

120 H2O 250 60 BGE + 6 % ACN 250 

120 BGE + 12 % H2O 250 120 H2O 250 

120 H2O + 12 % ACN 1000 60 H2O 250 

120 H2O + 12 % ACN 1000 60 BGE + 6 % H2O 500 

120 H2O + 12 % ACN 1000 60 H2O + 6 % ACN 500 

120 BGE + 12 % ACN 500 60 H2O 250 

120 BGE + 12 % ACN 500 60 BGE + 6 % H2O 500 

120 BGE + 12 % ACN 500 60 H2O + 6 % ACN 500 

120 BGE + 12 % ACN 1000 60 H2O 250 

120 BGE + 12 % ACN 1000 60 H2O 500 

120 BGE + 12 % ACN 1000 60 H2O 1000 

120 BGE + 12 % ACN 1000 60 BGE + 6 % H2O 250 

120 BGE + 12 % ACN 1000 60 BGE + 6 % H2O 500 

120 BGE + 12 % ACN 1000 60 BGE + 6 % H2O 1000 

120 BGE + 12 % ACN 1000 60 H2O + 6 % ACN 250 

120 BGE + 12 % ACN 1000 60 H2O + 6 % ACN 500 

120 BGE + 12 % ACN 1000 60 H2O + 6 % ACN 1000 

120 BGE + 12 % ACN 1000 60 BGE + 6 % ACN 250 

120 BGE + 12 % ACN 1000 60 BGE + 6 % ACN 500 

120 BGE + 12 % ACN 1000 60 BGE + 6 % ACN 1000 

120 BGE + 12 % ACN 1000 120 H2O 500 

120 BGE + 12 % ACN 1000 120 H2O 1000 

120 BGE + 12 % ACN 1000 120 BGE + 12 % H2O 250 

120 BGE + 12 % ACN 1000 120 BGE + 12 % H2O 500 

120 BGE + 12 % ACN 1000 120 BGE + 12 % H2O 1000 

120 BGE + 12 % ACN 1000 120 H2O + 12 % ACN 250 

120 BGE + 12 % ACN 1000 120 H2O + 12 % ACN 500 

120 BGE + 12 % ACN 1000 120 BGE + 12 % ACN 250 
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Dodecylsíran sodný se vyrábí sulfatací dodekanolu a jelikož od výrobce není k dispozici 

v 100% čistotě, byl zkoumán i vliv koncentrace přidaného (tj. „zbytkového“) dodekanolu na 

hodnotu kritické micelární koncentrace SDS v 25 mM boritanovém pufru o pH 8,50. 

K tomuto účelu byla opět využita metoda založená na měření proudu. Tímto způsobem byly 

zjišťovány cmc dodecylsíranu sodného, ke kterému bylo přidáno 1, 3 a 5 % dodekanolu (m/m, 

vztaženo na navážku SDS). Hodnoty kritické micelární koncentrace dodecylsíranu sodného 

v 25 mM boritanovém pufru o pH 8,50 bez a s přídavkem dodekanolu jsou uvedeny v tabulce 

1.7. 

 

Tabulka 1.7: Hodnoty cmc SDS v 25 mM boritanovém pufru o pH 8,50 v závislosti na přídavku 
dodekanolu. 

Přídavek dodekanolu; % (m/m) cmc ± SD (mM) 

0 5,54 ± 0,13 

1 5,99 ± 0,02 

3 5,70 ± 0,44 

5 6,59 ± 0,02 

 

Hodnoty kritické micelární koncentrace v 25 mM boritanovém pufru s přídavkem 

dodekanolu jsou vyšší než v roztoku bez přídavku dodekanolu a pomocí analýzy rozptylu 

byly vyhodnoceny statisticky významné rozdíly mezi hodnotou cmc získanou pro 

dodecylsíran sodný bez přídavku dodekanolu a s přídavkem 5 % (m/m) a mezi hodnotami 

cmc SDS s přídavkem 3 % (m/m) a 5 % (m/m) dodekanolu na hladině významnosti α = 0,05, 

avšak nebyl pozorován žádný trend mezi koncentrací dodekanolu v roztoku a hodnotou 

kritické micelární koncentrace dodecylsíranu sodného. Z tohoto měření vyplývá, že do 

přídavku 3 % (m/m) dodekanolu ke komerčně dostupnému standardu dodecylsíranu sodného 

nemá koncentrace dodekanolu na hodnotu kritické micelární koncentrace dodecylsíranu 

sodného statisticky významný vliv.  
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1.6 Shrnutí 

V této části disertační práce jsou porovnány elektroforetické metody využitelné pro 

stanovení kritické micelární koncentrace povrchově aktivních látek. Konkrétně se jednalo o 

metody založené na měření proudu, vodivosti, retenčního času, retenčního faktoru a 

pohyblivosti. U metody založené na použití retenčního faktoru a pohyblivosti byly zjištěny 

větší hodnoty směrodatných odchylek ve srovnání s metodami založenými na měření proudu 

a retenčního času. To může být dáno tím, že při výpočtu retenčního faktoru je třeba znát 

pohyblivost micel, která byla dopočítávána pomocí iteračního postupu a tím mohla být 

vnesena další nepřesnost do výsledné hodnoty cmc. Lze předpokládat, že v případě výpočtu 

kritické micelární koncentrace z pohyblivostí neutrálních látek mohly být hodnoty 

směrodatných odchylek menší, pokud by v oblasti blízké kritické micelární koncentrace bylo 

proměřeno více roztoků s menší diferencí koncentrace SDS a tím by bylo dosaženo 

přesnějšího proložení mocninné funkce a tím i přesnějšího stanovení cmc. 

 

Výsledky studie byly uveřejněny v: 

� Váňová J., Česla P., Fischer J., Stanovení kritické micelární koncentrace tenzidů 

pomocí kapilární elektroforézy. XLVIII. seminář o tenzidech a detergentech: sborník 

přednášek (2015) 63-71, ISBN 978-80-7395-942-5.  
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2 Porovnání rozdělovacích koeficientů oktanol-voda, micely-voda, 

liposomy-voda pro vybrané přírodní antioxidanty 

Lipofilicita a hydrofilicita látek může být vyjádřena jejich rozdělovacím koeficientem 

mezi polární a nepolární fází [1]. Logaritmus rozdělovacího koeficientu oktanol-voda, 

log I1/J, poskytuje informace o fyzikálně-chemických vlastnostech látek a je 

nejrozšířenějším způsobem pro popis hydrofilicity, lipofilicity a vztahů mezi strukturou 

a účinkem biologicky, farmakologicky a ekologicky významných sloučenin [2]. Je dán 

vztahem: 

 

���I1/J = ��� �1K-*L17�81E*  

kde �1K-*L17 a �81E* jsou celkové koncentrace analytu v oktanolu, resp. ve vodné fázi. 

Rozdělovací koeficient oktanol-voda nezahrnuje náboj analytu. Ionizovatelné látky mohou 

být částečně nabité v závislosti na pH prostředí. Rovnováhu analytu mezi oktanolem a pufrem 

o daném pH vyjádřenou rozdělovacím koeficientem, D, lze vypočítat ze znalosti I1/J, pH 

a disociační konstanty analytu pKa [3]: 

 

M = I1/J
1 + 10�OPQO�*# 

2.1 Stanovení rozdělovacího koeficientu micely-vodná fáze, liposomy-vodná fáze 

Ke stanovení rozdělovacího koeficientu látek v systému liposomy-vodná fáze 

a micely-vodná fáze lze využít kapilární elektroforézu, resp. liposomální elektrokinetickou 

chromatografii (LEKC) a micelární elektrokinetickou chromatografii (MEKC). LEKC 

i MEKC patří mezi elektrokinetické separační metody založené na kombinaci elektroforézy 

a interakcích analytu s pohybující se disperzní fází nazývanou také pseudostacionární fáze [4]. 

Tato pseudostacionární fáze je tvořena micelami nebo liposomy. Micely jsou agregáty 

povrchově aktivních látek, tenzidů. Micely vznikají v roztocích tenzidů o koncentraci vyšší 

než je jejich kritická micelární koncentrace (cmc). Vznik micel byl diskutován již v kapitole 1 

[5]. V roztoku fosfolipidů, ve kterém jejich koncentrace překročí kritickou agregační 

koncentraci, dochází ke vzniku liposomů. Rozdíl mezi liposomy a micelami je znázorněn na 

obr. 2.1. Z tohoto obrázku je patrné, že liposom je oproti micele tvořen dvouvrstvou 

(2.1) 

(2.2) 
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povrchově aktivních látek a dochází tak k tomu, že ve vodných roztocích má liposom 

hydrofilní vrstvu nejen na povrchu, ale také uvnitř. Micela je tvořena pouze jednou vrstvou 

povrchově aktivních látek, a proto ve vodných roztocích jsou hydrofilní konce molekuly 

tenzidu orientovány ven a hydrofobní konce dovnitř micely. Interakce látky s liposomy lépe 

vystihuje interakce látek s membránami buněk v živém organismu. 

  

Obrázek 2.1: Schéma liposomu a micely [6]. 

 

Pseudostacionární fáze, tvořena nabitými molekulami nebo agregáty nabitých 

molekul, se pohybuje kapilárou v závislosti na jejím náboji [7]. Elektrokinetická 

chromatografie je založena na dvou základních jevech, elektroforéze a elektroosmóze. 

Elektroforézou je nazýván pohyb nabité částice prostředím v přítomnosti elektrického pole 

(obr. 2.2). Elektroforetickou rychlost látek v elektrickém poli, ,0O, lze vyjádřit jako:  

 

,0O = A=R
6�? =  0OR 

kde A je elektrická permitivita prostředí, = je elektrokinetický potenciál (zeta potenciál) 

povrchu nabité částice, R je intenzita elektrického pole, ? je viskozita prostředí a  0O je 

elektroforetická pohyblivost (mobilita) nabité částice v daném prostředí.  

 

 

 

 

 

 

 
Obrázek 2.2: Pohyb látek v elektrickém poli. 

(2.3) 

Liposom 

       Micela 
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Druhý jev, elektroosmóza (způsobující elektroosmotický tok, eof), je dle IUPAC 

definován jako pohyb kapaliny skrz membránu nebo kapiláru následkem působení 

elektrického pole napříč membránou (resp. kapilárou) [4,8].  

Rychlost eof  je dána vztahem: 

 

,012 = A=Ε
4�? =  012Ε 

kde ,012 je rychlost elektroosmotického toku a  012 je pohyblivost elektroosmotického toku. 

V důsledku vloženého napětí na kapiláru naplněnou základním elektrolytem vzniká na 

jejím vnitřním povrchu elektrická dvojvrstva a to selektivní adsorpcí iontů na disociované 

silanolové skupiny na vnitřním povrchu křemenné kapiláry. Elektrickou dvojvrstvu lze 

rozdělit na statickou a pohyblivou část (obr. 2.3), ve které směrem do roztoku zůstává 

přebytek volného náboje. V elektrickém poli pak dochází k pohybu nejen pohyblivé vrstvy, 

ale také díky vnitřnímu tření v kapalině i veškerého roztoku v kapiláře [9]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

K separaci látek pomocí elektrokinetické chromatografie dochází na základě jejich 

rozdílného distribučního koeficientu mezi pseudostacionární fází a vodnou mobilní fází 

(v MEKC je pseudostacionární fáze tvořena micelami, v LEKC liposomy). Jestliže mají 

micely nebo liposomy záporný náboj, pohybují se směrem k anodě. Pohyblivost 

elektroosmotického toku, pohybujícího se směrem ke katodě, bývá vyšší než pohyblivost 

micel, resp. liposomů, a proto je výsledný (zdánlivý) směr pohybu micel a liposomů ke 

Obrázek 2.3: Vznik elektroosmotického toku v křemenné kapiláře. Upraveno dle [9]. 

(2.4) 
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katodě. Neutrální analyt se v době interakce s micelami nebo liposomy pohybuje stejnou 

rychlostí jako dané agregáty. Pokud je analyt volně v roztoku, pohybuje se rychlostí 

elektroosmotického toku (obr. 2.4). Nabité analyty se v době, kdy neinteragují 

s pseudostacionární fází, pohybují rychlostí, která se rovná vektorovému součtu jejich 

elektroforetických rychlostí a rychlosti elektroosmotického toku. 

 

  

 

 

 

 

 

Obrázek 2.4: Princip EKC (MEKC) upraveno dle [10]. 

 

Jelikož při analýze dochází k opakovanému ustavování a porušování distribuční 

rovnováhy, zdánlivá elektroforetická rychlost látky vyjádřená retenčním faktorem nebo její 

pohyblivost je přímo úměrná rozdělovacímu koeficientu [11]: 

 

� = (U ∙ )O!O)*+ = (U ∙ V 

kde � je retenční faktor, (U je rozdělovací koeficient, )O!O je objem pseudostacionární fáze 

a )*+ je objem vodné fáze. Poměr )O!O/)*+ se nazývá fázový poměr, Φ. Pro MEKC je fázový 

poměr dán rovnicí: 

 

Φ = )O!O)*+ = ,!O0�,817 ∙ Y ∙ ��Z[\ − ���#
1 − 3,!O0�,817 ∙ Y ∙ ��Z[\ − ���#4 

kde ,!O0�,817 je parciální specifický objem micel, ,!O0�,817 = )Z/Y, kde )Z je parciální 

molární objem micel, v této práci je použita hodnota parciálního molárního objemu micel 

SDS 0,246 l/mol [12], Y je molární hmotnost, �Z[\ je koncentrace povrchově aktivní látky a 

��� je kritická micelární koncentrace.  

 

 

(2.5) 

(2.6) 

EOF 

analyt 

molekula  
tenzidu 

micela 

pohyblivost 
micely 
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Fázový poměr v LEKC lze spočítat obdobně:  

 

Φ = ,!O0�,817 ∙ Y ∙ ;�7�O − �D�<
1 − 3,!O0�,817 ∙ Y ∙ ;�7�O − �D�<4 

kde ,!O0�,817 je parciální specifický objem liposomů, Y je molární hmotnost fosfolipidu, �7�O 

je aktuální koncentrace lipidů a �D� je kritická agregační koncentrace. Podle Lokajové a kol. 

[13] lze předpokládat, že parciální specifický objem směsi liposomů, ve které je hlavní 

komponentou 1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-fosfocholin (POPC), se rovná parciálnímu 

specifickému objemu samotného POPC (0,996 ml/g, 30 °C) [14]. Molární hmotnost směsi 

fosfolipidů je dána součtem „parciálních“ molekulových hmotností jednotlivých fosfolipidů 

(���%	^	 ∙ Y�^# +���%	_	 ∙ Y�_#).  

2.2 Výpočet rozdělovacích koeficientů z efektivních pohyblivostí 

Efektivní elektroforetickou pohyblivost analytu lze spočítat dle vztahu:  
 

 022 = �- ∙ �E% 51. −
1
.H6 

kde �- je celková délka kapiláry, �E je efektivní délka kapiláry, % je hodnota vloženého napětí, 

.H je migrační čas markeru elektroosmotického toku a . je migrační (retenční) čas analytu 

(v závislosti na tom, v jakém módu kapilární elektroforézy měříme). 

Ze znalosti efektivní elektroforetické pohyblivosti analytu v MEKC nebo LEKC módu 

 022, efektivní elektroforetické pohyblivosti analytu v CZE módu  H a elektroforetické 

pohyblivosti pseudostacionární fáze (micel nebo liposomů)  O!O lze vypočítat retenční 

faktor �:  

 

� =  022 −  H O!O −  022 

Pohyblivost micel/liposomů je možné stanovit např. pomocí iteračního postupu, který 

využívá homologickou řadu neutrálních molekul s rozdílnou hydrofobicitou [15,16].  

  

(2.7) 

(2.8) 

(2.9) 
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2.3 Přírodní antioxidanty 

Antioxidanty jsou sekundárními metabolity rostlin, které mohou chránit organismus 

před působením volných radikálů díky jejich schopnosti zhášet volné radikály a inhibovat 

oxidační procesy. Mohou tak zlepšit imunitní funkci organismu [18]. U antioxidantů byly 

pozorovány antiaterosklerotické, protizánětlivé, protinádorové, antibakteriální, antivirové 

a antitrombogenní účinky [20,21].  

Základní rozdělení antioxidantů na základě jejich struktury je uvedeno v tabulce 2.1 

[22]. Jednoduché fenoly jsou reprezentovány kumariny a fenolickými kyselinami. Fenolické 

kyseliny se dělí dle toho, zda se jedná o deriváty kyseliny benzoové nebo skořicové [23,24]. 

Předpokládá se, že u antioxidantů typu polyfenolů je antioxidační schopnost dána přítomností 

hydroxylové skupiny v pozici 3, dvojnou vazbou mezi uhlíky v pozici 2 a 3, karbonylovou 

skupinou v pozici 4 a polyhydroxylací aromatického kruhu A a B [19].  

Mezi nejhojněji se vyskytující přírodní antioxidanty v naší stravě patří flavonoidy 

(obrázek 2.5), které se řadí mezi polyfenoly. Základní struktura flavonoidů je tvořena 

flavanovým jádrem obsahujícím 15 atomů uhlíku uspořádaných do tří kruhů (C6-C3-C6). 

Flavonoidy se dále dělí do šesti skupin - flavony, flavonoly, flavanoly, flavanony, isoflavony 

a antokyaniny. Flavonoidy jsou do jednotlivých skupin zařazeny na základě rozdílností ve 

sktruktuře dané různým stupněm hydroxylace, metoxylace nebo glykosylace.  
 

 

Obrázek 2.5: Základní struktura flavonoidů. 

 

Antioxidanty lze dále rozdělit na základě mechanismu jejich účinku na primární, 

sekundární a synergické. Primární antioxidanty jsou schopné ukončit oxidativní řetězovou 

reakci poskytnutím vodíku nebo elektronu volnému radikálu. Sekundární antioxidanty jsou 

schopné rozložit peroxidy lipidů na stabilní koncový produkt a předejít tak jejich oxidaci 

a vzniku radikálů. Synergické antioxidanty fungují jako zhášeče kyslíku a jsou schopné vázat 

kovové ionty, které mohou generovat reaktivní částice [25,26]. 
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Tabulka 2.1: Rozdělení přírodních antioxidantů a jejich základní struktura.  
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Jednoduché 

fenoly 

Fenolické kyseliny 

Deriváty 

benzoové 

kyseliny  

Deriváty 

skořicové 

kyseliny  

Kumariny  
 

Polyfenoly 

Flavonoidy 

Flavony 

  

Isoflavony 

 

Flavanony 

 

Flavonoly 

 

Flavanoly 

 

Antokyaniny 

 

Taniny 
Hydrolyzující  

Nehydrolyzující  

 



  Kapitola 2 
 

[49] 
 

In vivo efekt antioxidantů je závislý na jejich lipofilicitě a hydrofilicitě, které ovlivňují 

jejich interakce s membránou a proteiny, a jsou zodpovědné za jejich průnik na místo 

působení. Jak již bylo uvedeno, hydrofobicita analytu je nejčastěji popisována rozdělovacím 

koeficientem oktanol-voda, pro lepší porozumění chování látek v živém organismu se 

s výhodou používá rozdělovací koeficient liposomy-vodná fáze, kde je zahrnut i vliv van der 

Waalsových a donor-akceptorových interakcí mezi analyty a liposomální fází [27]. 
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2.4 Experimentální část 

2.4.1 Seznam použitých chemikálií  

1-Palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-fosfocholin (POPC), 1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-

3-fosfo-L-serin (POPS), 1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-fosfo-(1´-rac-glycerol) (POPG) 

byly zakoupeny od firmy Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA). Dodecylsíran sodný 

(SDS) byl od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) stejně jako hydrogenfosforečnan 

sodný. Dihydrogenfosforečnan sodný byl od firmy Sigma-Aldrich (Steinheim, Německo). 

Metanol byl od firmy VWR International (Espoo, Finsko) a hydroxid sodný od firmy FF-

Chemicals (Yli-li, Finsko). Alkylbenzoáty a thiomočovina byly získány od firmy Sigma-

Aldrich. Deionizovaná voda byla připravena pomocí systému Millipore Milli-Q. Standardy 

fenolických kyselin a flavonoidů (viz tabulka 2.2) byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich. 
 

Tabulka 2.2: Seznam studovaných fenolických kyselin a flavonoidů. 
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naringin  hesperidin 

 

naringenin 
 

hesperetin 

2.4.2 Přístrojové vybavení 

Stanovení rozdělovacích koeficientů micely-vodná fáze a liposomy-vodná fáze bylo 

provedeno na přístroji pro kapilární elektroforézu Agilent CE 7100 (Agilent, Palo Alto, CA, 

USA). Přístroj je vybaven autosamplerem, zdrojem vysokého napětí, temperovanou kazetou s 

kapilárou a detektorem s diodovým polem. K nastavování podmínek pro analýzu a 

k vyhodnocování získaných dat byl využit program ChemStation.  

2.4.3 Pracovní postup 

Fosfátový pufr o iontové síle I = 20 mM a pH 7,40 byl připraven smísením roztoku 

hydrogenfosforečnanu sodného a dihydrogenfosforečnanu sodného (celková koncentrace 

fosfátových aniontů se rovnala 8,2 mM a sodných kationtů 14,1 mM). Fosfátový pufr byl 

filtrován přes 0,45 µm filtr.  

Pracovní elektrolyt pro LEKC byl připraven ze zásobních roztoků POPC (20 mM 

v chloroformu), POPS (12,7 mM v chloroformu), POPG (10 mM v chloroformu, 

skladovaných při -18 °C) a fosfátového pufru. Vypočítaná množství zásobních roztoků 

liposomů byla smísena v mikrozkumavce a odpařena do sucha proudem vzduchu za vzniku 

filmu na stěně mikrozkumavky. Případné zbytky chloroformu byly odstraněny v exsikátoru, 

kde byla hodnota tlaku 8-100 mbar. Po dvaceti hodinách byl vzniklý film na stěně 

mikrozkumavky hydratován fosfátovým pufrem o I = 20 mM a pH 7,40. Roztok byl třepán 

(1000 rpm) při teplotě 60 °C po dobu 1 hod. Poté byl roztok 19x extrudován přes Nucleopore 
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Track-Etch membránu (Whatman) s póry o velikosti 100 nm (schéma extrudéru je znázorněno 

na obr. 2.6). Výsledná koncentrace zásobního roztoku POPC/POPS 80/20 (mol%) a 

POPC/POPG 80/20 (mol%) ve fosfátovém pufru byla 4 mM. Koncentrace lipidů v pracovním 

elektrolytu byla 0,5 mM.    

 

 

 

Obrázek 2.6: Schéma extrudéru [28]. 

 

Analýzy v MEKC probíhaly v 5,2 mM SDS ve fosfátovém pufru o pH 7,40 a iontové 

síle I = 20 mM. Ze standardů vybraných fenolických kyselin a flavonoidů byly připraveny 

zásobní roztoky v metanolu o koncentraci 1 g/l. Pro analýzu byly použity analyty 

o koncentraci 25 mg/l s výjimkou morinu, biochaninu A, esculinu, isokvercitrinu, luteolinu, 

myricetinu (50 mg/l, s přídavkem 20 % metanolu v/v). Jako marker elektroosmotického toku 

byla použita thiomočovina (koncentrace 0,5 mM). 

Experimenty probíhaly v nepokryté křemenné kapiláře (Agilent) o průměru 50 µm 

a celkové délce 36,5 cm (efektivní délka 28 cm). Nová kapilára byla před první použitím 

promyta 15 min 0,1 M NaOH, 15 min milliQ vodou a 15 min základním elektrolytem 

(v případě LEKC byla kapilára promývána základním elektrolytem po dobu 5 min). Vzorek 

byl dávkován hydrodynamicky tlakem 50 mbar po dobu 5 s. Vložené napětí mělo hodnotu 

20 kV, teplota během analýzy byla nastavena na 25 °C a použitá vlnová délka detektoru byla 

214 a 254 nm. 
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Výsledná hodnota rozdělovacího koeficientu (U byla vypočítána dle vztahu (2.5), kde 

pro výpočet fázového poměru je třeba znát hodnotu kritické micelární koncentrace, resp. 

kritické agregační koncentrace. Hodnota kritické micelární koncentrace SDS v I = 20 mM 

fosfátovém pufru o pH 7,40 byla stanovena pomocí kapilární elektroforézy a byla použita 

metoda založená na měření proudu (viz. Kapitola 1 – Porovnání metod využívajících 

kapilární elektroforézu pro stanovení kritické micelární koncentrace vybraných tenzidů). 

Hodnota kritické agregační koncentrace byla získána z literatury [17]. 

Z naměřených retenčních časů pro homologickou řadu alkylbenzoátů byla vypočítána 

jejich efektivní elektroforetická pohyblivost. V prvním kroku byla nahrazena pohyblivost 

pseudostacionární fáze efektivní elektroforetickou pohyblivostí hexylbeanzoátu a byly 

vypočítány retenční faktory pro alkylbenzoáty s počty uhlíků v alkylu 1 - 5. Do grafu byla 

vynesena závislost log � na počtu uhlíků v alkylovém řetězci a z rovnice lineární regrese byla 

vypočítána nová hodnota pohyblivosti pseudostacionární fáze. Dále se postupovalo iteračním 

postupem dle schématu na obrázku 2.7. 
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2.5 Výsledky a diskuze 

Ke stanovení rozdělovacích koeficientů vybraných přírodních antioxidantů byly 

použity liposomy POPC/POPS 80:20 mol%, POPC/POPG 80:20 mol% a micely 

dodecylsíranu sodného. Struktury použitých fosfolipidů jsou uvedeny na obrázku 2.8. 

Liposomy a micely tvořily pseudostacionární fázi liposomální resp. micelární elektrokinetické 

chromatografie. Jako základní elektrolyt byl použit fosfátový pufr o iontové síle 20 mM a 

pH 7,40.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5.1 Stanovení elektroforetické pohyblivosti liposomů/micel 

Nedílnou součástí procesu stanovení rozdělovacího koeficientu pomocí 

elektrokinetické chromatografie je stanovení elektroforetické pohyblivosti pseudostacionární 

fáze – liposomů a micel. Jak pro stanovení pohyblivosti liposomů POPC/POPS a 

POPC/POPG tak i micel SDS byl použit iterační postup s využitím homologické řady 

alkylbenzoátů (C1-C6) detailně popsaný v experimentální části. Tímto způsobem vypočtená 

pohyblivost liposomů POPC/POPS (o koncentraci 0,5 mM v I = 20 mM fosfátovém pufru 

o pH 7,40) byla -4,18.10-8 m2V-1s-1. Pohyblivost POPC/POPG liposomů za stejných 

podmínek byla -4,33.10-8 m2V-1s-1 a pohyblivost micel SDS byla -4,57.10-8 m2V-1s-1. 

2.5.2 Stanovení rozdělovacích koeficientů přírodních antioxidantů 

Z naměřených dat efektivních elektroforetických pohyblivostí látek v LEKC, MEKC a 

CZE systému a z vypočtených hodnot fázového poměru byly vypočítány rozdělovací 

koeficienty vybraných antioxidantů mezi liposomy POPC/POPS 80:20 (mol%), POPC/POPG 

POPC 

759,6 g/mol 

POPS 

783,5 g/mol 

POPG 

770,5 g/mol 

Obrázek 2.8: Struktury použitých fosfolipidů. 
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80:20 (mol%), micelami SDS a fosfátovým pufrem o pH 7,40 a I = 20 mM. Získané hodnoty 

rozdělovacích koeficientů micely nebo liposomy-vodná fáze byly porovnány s hodnotami 

běžně používanými pro charakteristiku látek a to rozdělovacím koeficientem oktanol-voda, 

resp. oktanol-pufr. Pro ionizovatelné látky byly použity hodnoty log	MOP	l,m pro pH 7,40 a pro 

neutrální látky byly použity hodnoty log Po/w, obojí predikované s použitím ACD/Labs 

Percepta Platform – PhysChem Module. Hodnoty jsou uvedeny v tabulce 2.3. Hodnoty pKa 

byly predikované s použitím Advanced Chemistry Development (ACD/Labs) Software 

V11.02 (© 1994-2015 ACD/Labs). 

 

Tabulka 2.3: Predikované hodnoty pKa, log I1/J a log MOP	l,m pro studované sloučeniny pomocí 

programu ACD/Labs. 

sloučenina pKa log I1/J log MOP	l,m 
4-hydroxybenzoová kyselina 4,57 ± 0,10 1,42 -1,15 

salicylová kyselina 3,01 ± 0,10 2,06 -0,77 

protokatechová kyselina 4,45 ± 0,10 1,16 -1,86 

galová kyselina 4,33 ± 0,10 0,91 -2,30 

vanilová kyselina 4,45 ± 0,10 1,33 -1,46 

syringová kyselina 4,33 ± 0,10 1,13 -1,63 

p-kumarová kyselina 4,65 ± 0,10 1,88 -1,32 

kávová kyselina 4,58 ± 0,10 1,42 -1,74 

ferulová kyselina 4,58 ± 0,10 1,64 -1,38 

sinapová kyselina 4,53 ± 0,10 1,29 -2,02 

chlorogenová kyselina 3,91 ± 0,50 -0,36 -3,91 

(-)-epikatechin 9,54 ± 0,10 0,49 0,56 

(+)-katechin 9,54 ± 0,10 0,49 0,56 

flavon - 3,56 3,42 

7-hydroxyflavon 7,02 ± 0,40 3,32 2,76 

luteolin 6,50 ± 0,40 2,40 1,12 

rutin 6,17 ± 0,40 1,76 -1,75 

biochanin A 6,50 ± 0,20 3,14 1,97 

isokvercitrin 6,17 ± 0,40 1,75 -1,19 

kaempferol 6,34 ± 0,40 2,05 0,81 

myricetin 6,30 ± 0,40 2,11 0,26 

kvercetin 6,31 ± 0,40 2,08 0,58 
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morin 6,30 ± 0,40 1,61 0,34 

naringin 7,17 ± 0,40 2,73 -0,05 

naringenin 7,52 ± 0,40 3,19 2,22 

hesperetin 7,49 ± 0,40 2,90 2,25 

hesperidin 7,15 ± 0,40 1,78 -0,26 

esculin 7,00 ± 0,20 -1,52 -1,92 

4-hydroxykumarin 4,50 ± 1,00 1,60 -1,72 

6,7-dihydroxykumarin 8,60 ± 1,00 0,98 1,30 

 

Hodnoty rozdělovacích koeficientů vypočítané podle vztahu (2.5) vybraných 

fenolických kyselin a flavonoidů vypočítané z experimentálních dat získaných pomocí LEKC 

a MEKC jsou uvedeny v tabulce 2.4.  

Tabulka 2.4: Rozdělovací koeficienty analytů získané pomocí LEKC a MEKC. 

sloučenina 
log KD 

(POPC/POPS) 

log KD 

(POPC/POPG) 

log KD  

(SDS) 

galová kyselina 1,19 1,37 2,30 

4-hydroxybenzoová kyselina -- 2,13 2,21 

protokatechová kyselina 2,07 1,14 1,97 

salicylová kyselina 2,20 2,54 2,68 

syringová kyselina 1,76 1,85 2,32 

vanilová kyselina 2,20 1,69 2,34 

kávová kyselina 0,65 -- 2,18 

chlorogenová kyselina 2,48 2,49 1,98 

ferulová kyselina 1,29 0,79 2,33 

p-kumarová kyselina 1,05 1,74 2,22 

sinapová kyselina 1,39 1,86 2,42 

(+)-katechin 2,43 2,22 -- 

(-)-epikatechin 2,57 2,50 -- 

7-hydroxyflavon 3,15 3,42 3,10 

biochanin A 4,12 4,62 3,25 

flavon 3,40 3,47 -- 

isokvercitrin 2,46 2,20 2,45 

luteolin 3,96 3,72 3,00 
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rutin 1,88 0,71 2,59 

kaempferol 3,97 3,20 3,11 

morin 2,88 1,81 2,41 

myricetin 3,45 3,61 2,65 

kvercetin 4,19 4,30 -- 

hesperetin 3,39 3,65 2,60 

hesperidin -- -- -- 

naringenin 3,79 3,77 2,60 

naringin -- -- -- 

4-hydroxykumarin 1,78 1,46 2,29 

6,7-dihydroxykumarin 3,40 2,41 2,23 

esculin 2,47 1,55 2,09 

 

 Vypočítané hodnoty log	(U�POPC POPS⁄ # byly porovnány s tabelovanými hodnotami 

log	MOP	l,m	, resp. log	I1/J. Graf korelace je uveden na obrázku 2.9. Data byla vyhodnocena 

pomocí programů Statistica 12 a grafického programu Origin 9. Na grafu lze nalézt dvě 

skupiny analyzovaných sloučenin. Ve skupině A se nacházejí fenolické kyseliny, sloučeniny 

patřící mezi glykosidy (esculin, rutin, isokvercitrin) a 4-hydroxykumarin. Ve skupině B se 

vyskytují ostatní sloučeniny s výjimkou hesperidinu, naringinu a 4-hydroxybenzoové 

kyseliny. Hesperidin a naringin také patří mezi glykosidy a za daných podmínek nedocházelo 

k interakci mezi liposomy POPC/POPS a těmito sloučeninami. To může být způsobeno 

nízkou hydrofobicitou těchto sloučenin. Hodnota log DpH7,4 pro hesperidin je -0,26 a pro 

naringin -0,05. Polární charakter látek v kombinaci s jejich objemnou molekulou může 

částečně vysvětlit absenci interakcí mezi těmito sloučeninami a liposomy POPC/POPS.  
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Obrázek 2.9: Korelace mezi log KD (POPC/POPS) a log Po/w, resp. log KD (POPC/POPS) a log DpH 7,4. 
1 – galová kyselina, 3 – protokatechová kyselina, 4 – salicylová kyselina, 5 – syringová kyselina,  
6 – vanilová kyselina, 7 – kávová kyselina, 8 – chlorogenová kyselina, 9 – ferulová kyselina,  
10 – p-kumarová kyselina, 11 – sinapová kyselina, 12 – (+)-katechin, 13 – (-)-epikatechin,  
14 – 7-hydroxyflavon, 15 – biochanin A, 16 – flavon, 17 – isokvercitrin, 18 – luteolin, 19 – rutin,  
20 – kaempferol, 21 – morin, 22 – myricetin, 23 – kvercetin, 24 – hesperetin, 26 – naringenin,  
28 – 4-hydroxykumarin, 29 – 6,7-dihydroxykumarin, 30 – esculin. 

 

Obdobným způsobem byly studovány interakce vybraných analytů a liposomů 

tvořených POPC/POPG 80:20 mol% pomocí LEKC. Získané hodnoty distribučních 

koeficientů liposomy-vodná fáze (I = 20 mM fosfátový pufr, pH 7,40, tab. 2.4) byly 

porovnány s tabelovanými hodnotami distribučních koeficientů oktanol-voda. Byl 

zkonstruován graf závislosti log KD (POPC/POPG) na log Po/w, resp. log	 MOP	l,m. Tento graf je 

znázorněn na obrázku 2.10. Podobně jako v předchozím případě je možné pozorovat 

rozdělení sloučenin do dvou skupin. Ve skupině C jsou fenolické kyseliny (výjimkou je 

kyselina kávová), glykosidované flavonoidy a 4-hydroxykumarin. Skupinu D reprezentují 

jednoduché flavonoidy (vyjma hesperidinu a naringinu). Za daných podmínek se kyselina 

kávová, hesperidin a neringenin nezadržovaly a tudíž jejich retenční faktor byl roven nule.  
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Obrázek 2.10: Korelace mezi log KD (POPC/POPS) a log Po/w, resp. log KD (POPC/POPS) a 
log DpH 7,4. 1 – galová kyselina, 2 - 4-hydroxybenzoová kyselina, 3 – protokatechová kyselina,  
4 – salicylová kyselina, 5 – syringová kyselina, 6 – vanilová kyselina, 8 – chlorogenová kyselina,  
9 – ferulová kyselina, 10 – p-kumarová kyselina, 11 – sinapová kyselina, 12 – (+)-katechin,  
13 – (-)-epikatechin, 14 – 7-hydroxyflavon, 15 – biochanin A, 16 – flavon, 17 – isokvercitrin,  
18 – luteolin, 19 – rutin, 20- kaempferol, 21 – morin, 22 – myricetin, 23 – kvercetin, 24 – hesperetin,  
26 – naringenin, 28 – 4-hydroxykumarin, 29 – 6,7-dihydroxykumarin, 30 – esculin. 

 

Statisticky byla závislost dat charakterizována pomocí Pearsonova korelačního 

koeficientu. Pro systém POPC/POPS vs. log Po/w, resp. log DpH 7,4 má Pearsonův korelační 

koeficient hodnotu 0,7143 (R2 = 0,4907) a pro systém POPC/POPG vs. log Po/w / log D pH 7,4 

hodnotu 0,7401 (R2 = 0,5297). Pearsonovy korelační koeficienty spadají do intervalu 0,7 - 

0,8, což indikuje silnou korelaci. Dále byly porovnány vypočítané logaritmy rozdělovacích 

koeficientů analyzovaných látek v obou liposomálních systémech navzájem (obr. 2.11). 

Studované sloučeniny, u kterých bylo sledováno stejné chování v obou LEKC systémech leží 

na šedé čárkované přímce (y = x), konkrétně se jedná o kyselinu syringovou a chlorogenovou, 

(-)-epikatechin, flavon a naringenin. Pearsonův korelační koeficient je v tomto případě větší 

než 0,85, což značí, že korelace mezi hodnotami log KD získané pro systém s POPC/POPS a 

POPC/POPG je silnější než korelace mezi log KD a tabelovanými hodnotami log Po/w / log 

DpH 7,4.   
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Obrázek 2.11: Porovnání log KD (POPC/POPS) s log KD (POPC/POPG); 1 – kyselina galová,  
3 – protokatechová kyselina, 4 – salicylová kyselina, 5 – syringová kyselina, 6 – vanilová kyselina,  
7 – kávová kyselina, 8 – chlorogenová kyselina, 9 – ferulová kyselina, 10 – p-kumarová kyselina,  
11 – sinapová kyselina, 12 – (+)-katechin, 13 – (-)-epikatechin, 14 – 7-hydroxyflavon, 15 – biochanin 
A, 16 – flavon, 17 – isokvercitrin, 18 – luteolin, 19 – rutin, 20 – kaempferol, 21 – morin,  
22 – myricetin, 23 – kvercetin, 24 – hesperetin, 26 – naringenin, 28 – 4-hydroxykumarin,  
29 – 6,7-dihydroxykumarin, 30 – esculin. 

 
 

Analogicky k předchozí studii byly zjišťovány rozdělovací koeficienty 

polyfenolických antioxidantů v micelárním systému. Pseudostacionární fáze v MEKC byla 

tvořena 5,12 mM dodecylsíranem sodným. Koncentrace SDS byla zvolena tak, aby fázový 

poměr SDS byl stejný jako fázový poměr pseudostacionární fáze v LEKC. (+)-katechin,  

(-)-epikatechin, kvercetin, hesperidin a naringin nevykazovaly žádné interakce s micelami 

SDS a jejich retence byla nulová. Na obrázku 2.12 je znázorněna závislost mezi naměřenými 

hodnotami rozdělovacího koeficientu pomocí MEKC mezi micelami SDS a vodnou mobilní 

fází a tabelovanými hodnotami rozdělovacího koeficientu oktanol-voda, resp., oktanol-vodná 

fáze o pH 7,40. Stejně jako v případě LEKC i zde můžeme pozorovat dvě skupiny sloučenin. 

Skupina E obsahuje fenolické kyseliny a flavonoidy isokvercitrin, rutin, 4-hydroxykumarin a 

esculin a skupina F obsahuje zbylé flavonoidy. Látky, které neinteragovaly s micelami SDS, 

nejsou v grafu uvedeny. 
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Obrázek 2.12: Porovnání log KD (SDS) s log Po/w, resp. log KD (SDS) s log DpH 7,4; 1 – galová kyselina, 
2 – 4-hydroxybenzoová kyselina, 3 – protokatechová kyselina, 4 – salicylová kyselina, 5 – syringová 
kyselina, 6 – vanilová kyselina, 7 – kávová kyselina, 8 – chlorogenová kyselina, 9 – ferulová kyselina, 
10 – p-kumarová kyselina, 11 – sinapová kyselina, 14 – 7-hydroxyflavon, 15 – biochanin A,  
17 – isokvercitrin, 18 – luteolin, 19 – rutin, 20 - kaempferol, 21 – morin, 22 – myricetin,  
24 – hesperetin, 26 – naringenin, 28 – 4-hydroxykumarin, 29 – 6,7-dihydroxykumarin, 30 – esculin. 

 

Na obrázku 2.13A jsou porovnány hodnoty log KD (SDS) a log KD (POPC/POPS). 

Obrázek 2.13B znázorňuje závislost mezi log KD (SDS) a log KD (POPC/POPG). Nižší 

Pearsonův koeficient a tedy nižší korelace mezi vypočtenými rozdělovacími koeficienty je 

dána odlišnou strukturou micel a liposomů a tím i rozdílným způsobem interakce 

analyzovaných látek s pseudostacionární fází.  
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Obrázek 2.13: A - Porovnání log KD (SDS) s log KD (POPC/POPS); B -  log KD (SDS) s log KD 
(POPC/POPG); 1 – galová kyselina, 2 – 4-hydroxybenzoová kyselina, 3 – protokatechová kyselina,  
4 – salicylová kyselina, 5 – syringová kyselina, 6 – vanilová kyselina, 7 – kávová kyselina,  
8 – chlorogenová kyselina, 9 – ferulová kyselina, 10 – p-kumarová kyselina, 11 – sinapová kyselina, 
14 – 7-hydroxyflavon, 15 – biochanin A, 17 – isokvercitrin, 18 – luteolin, 19 – rutin, 20 - kaempferol, 
21 – morin, 22 – myricetin, 24 – hesperetin, 26 – naringenin, 28 – 4-hydroxykumarin,  
‚29 – 6,7-dihydroxykumarin, 30 – esculin. Šedou čárkovanou přímkou je vyznačena závislost y = x. 
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2.6 Shrnutí 

V této kapitole byla využita liposomální elektrokinetická chromatografie a micelární 

elektrokinetická chromatografie pro stanovení rozdělovacích koeficientů liposomy (micely)- 

vodná fáze. Jako pseudostacionární fáze byly v případě LEKC použity fosfolipidy 

1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycerofosfatidylcholin, 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-fosfatidylserin 

a 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-fosfatidyl-DL-glycerol. Konkrétně byly použity směsi 

těchto fosfolipidů – POPC/POPS 80:20 mol% a POPC/POPG 80:20 mol%. V MEKC jako 

pseudostacionární fáze sloužily micely SDS. Koncentrace SDS byla zvolena tak, aby fázový 

poměr v MEKC a LEKC byl shodný a bylo možné porovnat získané hodnoty rozdělovacích 

koeficientů. Byl stanoven retenční faktor vybraných fenolických kyselin a flavonoidů 

v LEKC i MEKC módu a z těchto hodnot byly vypočítány distribuční konstanty látek 

v systémech liposomy-vodná fáze a micely-vodná fáze, které byly porovnány s hodnotami 

distribučního koeficientu oktanol-voda nalezenými v literatuře. Z naměřených hodnot je 

patrné, že rozdělovací koeficient je obecně nižší pro fenolické kyseliny a glykosidované 

flavonoidy než pro neglykosidované flavonoidy. Z korelačních grafů se dá usuzovat, že na 

hodnotu rozdělovacích koeficientů mají vliv parametry nepolární fáze a to zejména 

přítomnost a typ hydrofilní skupiny v molekule fosfolipidů a dodecylsíranu sodného.  

 

 

 

Výsledky studie byly uveřejněny v: 

� Váňová J., Liimatta L., Česla P., Wiedmer S, Determination of distribution constants 

of antioxidants between liposomes, alkylsulfate micelles, octanol and water using 

electrokinetic chromatography. CECE 2016: 13th International Interdisciplinary 

Meeting on Bioanalysis. Brno: Ústav analytické chemie AV ČR, v. v. i., 2016. s. 62-

65. ISBN 978-80-904959-4-4. 

� Váňová J., Liimatta L., Česla P., Wiedmer S. Determination of Distribution Constants 

of Antioxidants by Electrokinetic Chromatography. Cogent Chemistry 3 (2017). 

https://doi.org/10.1080/23312009.2017.1385173 doi .  
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3 Aplikace MEKC, CZE a CZE/MS pro separaci přírodních 

antioxidantů a oligosacharidů  

Tato část práce je věnována stanovení přírodních antioxidantů a oligosacharidů pomocí 

micelární elektrokinetické chromatografie a kapilární zónové elektroforézy s UV/Vis nebo 

hmotnostním detektorem. 

3.1 Stanovení přírodních antioxidantů pomocí micelární elektrokinetické 

chromatografie 

Bez černý (Sambucus nigra L.) je keř rostoucí v téměř celé Evropě a je bohatým 

zdrojem flavonolů, fenolických kyselin, antokyaninů, karotenoidů, vitamínů a minerálů [1]. 

Bioaktivní sloučeniny z bobulí a květů černého bezu mají silné antioxidační, 

antikarcinogenní, antimikrobiální a protizánětlivé účinky [2]. Výtažek z bobulí nebo květů 

černého bezu je významným prostředkem při léčbě nachlazení, horečky a zánětu dutin [3], je 

používán pro jeho diuretické účinky a účinky podporující pocení. Látky obsažené v květech a 

plodech černého bezu hrají důležitou roli v prevenci oxidace a buněčné inhibice [4].  

Pro stanovení přírodních antioxidantů obsažených ve výluzích černého bezu lze 

s výhodou použít micelární elektrokinetickou chromatografii (MEKC). Tato metoda 

umožňuje separaci směsi neutrálních a nabitých látek a vyznačuje se vysokým rozlišením, 

nízkou spotřebou vzorku a krátkou dobou analýzy [5]. Separace látek probíhá na základě 

jejich rozdílného distribučního koeficientu mezi pseudostacionární a vodnou mobilní fází. 

Pseudostacionární fáze v MEKC je tvořena micelami povrchově aktivních látek (tenzidů) 

o koncentraci vyšší než je jejich kritická micelární koncentrace. MEKC lze modifikovat 

různými způsoby, např. použitím cyklodextrinů (CD) v základním elektrolytu nebo použitím 

směsných micel jako pseudostacionární fáze.  

Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy obsahující šest (α-CD), sedm (β-CD), osm 

(γ-CD), devět (δ-CD), deset (ε-CD) nebo i více (α-1,4) vázaných α-D-glukopyranosových 

jednotek [6]. Jsou to produkty enzymatické degradace škrobu [7]. Cyklodextriny si lze 

představit jako kapsle, do kterých mohou inkludovat jiné molekuly (obrázek 3.1). Kuželovitý 

tvar molekuly cyklodextrinu  má relativně lipofilní vnitřní kavitu a hydrofilní vnější povrch 

[7,8]. Komplex vzniklý interakcí cyklodextrinu s jinou molekulou je nazýván inkluzní 

komplex. Molekula cyklodextrinu je označovaná jako hostitelská molekula a „uzavřená“ 
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molekula (částečně nebo úplně) je nazývána host. Mezi hostitelem a hostem nedochází ke 

vzniku kovalentních vazeb, ale uplatňují se van der Waalsovy síly, hydrofobní interakce a 

vznik vodíkové vazby. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vzniklý komplex není stálý a v roztoku se neustále ustavuje rovnovážný proces mezi 

hostitelem a hostem. Inkluze molekul do kavity cyklodextrinů spočívá v substituci molekul 

vody v kavitě méně polární molekulou – hostem. Inkluze méně polárních molekul do 

hydrofobních kavit cyklodextrinů je energeticky výhodnější než přítomnost molekul vody 

v kavitě [7,9]. Schopnost cyklodextrinu tvořit inkluzní komplex s jinými molekulami 

ovlivňují dva základní faktory. První, sterický faktor, závisí na relativní velikosti 

cyklodextrinu a hostující molekuly nebo na přítomnosti některých funkčních skupin v rámci 

hostující molekuly. Druhým faktorem jsou termodynamické interakce mezi jednotlivými 

komponentami systému (cyklodextrin, hostující molekula, rozpouštědlo). Pro vznik komplexu 

musí být inkluze hostující molekuly do cyklodextrinu pro daný systém energeticky výhodná 

[10].  

Cyklodextriny jsou široce používány v separačních procesech, jsou schopné zvýšit 

selektivitu mezi polohovými izomery, funkčními skupinami, homology a enantiomery [7]. 

Cyklodextriny nemohou být solubilizovány v micelách povrchově aktivních látek, které jsou 

používány jako pseudostacionární fáze v micelární elektrokinetické chromatografii, vzhledem 

k hydrofilní povaze vnější části. V MEKC s cyklodextrinem přítomným v pracovním 

prostředí jsou analyty distribuovány mezi tři fáze – vodnou fázi, micely a cyklodextriny. 

Rozdíly v migraci látek a v rozlišení jsou dány vznikajícími komplexy cyklodextrinu a 

analytu [11]. Tvorba komplexu analytu s cyklodextrinem snižuje elektroforetickou 

pohyblivost tohoto analytu zřejmě díky nárůstu velikosti molekuly [12].  

1530 pm 

780 pm 

780 pm 

hydrofobní kavita 

Obrázek 3.1: Chemická struktura a schématické znázornění β-CD [6]. 
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 Jsou-li povrchově aktivní látky, tenzidy, v roztoku o nízké koncentraci (nižší než je 

jejich kritická micelární koncentrace), vyskytují se převážně ve formě monomerů. Při vyšší 

koncentraci se shlukují do sférických útvarů, které na povrchu mají polární skupiny a 

uhlovodíkový řetězec tvoří jádro těchto útvarů, micel. Tímto se minimalizuje energeticky 

nevýhodný stav systému [13,14]. Micely nemusí být tvořeny pouze jedním typem tenzidu. 

Micely, které jsou tvořeny minimálně dvěma druhy tenzidů, nazýváme směsnými micelami. 

Směsné micely můžeme rozdělit do dvou skupin v závislosti na tom, zda jsou tvořeny 

alifatickými tenzidy nebo komplexem aromatických tenzidů [15]. Dále můžeme směsné 

micely rozlišit dle toho, zda jsou tvořeny kationtovými, aniontovými, neiontovými nebo 

amfoterními tenzidy nebo zda se jedná o kombinaci jednotlivých skupin tenzidů [16] 

(schematické znázornění směsné micely je uvedeno na obrázku 3.2). 

 

 

 

Obrázek 3.2: Schéma směsné micely. 

3.2 Analýza oligosacharidů pomocí CE 

Druhá část této kapitoly je zaměřena na analýzu oligosacharidů. Oligosacharidy se 

účastní procesu zvaného glykosylace, který probíhá v endoplazmatickém retikulu. Tam se na 

proteiny váží polysacharidové řetězce. Z endoplazmatického retikula se proteiny 

s navázanými polysacharidovými řetězci obsahujícími hlavně manózu přesunují 

membránovými váčky do Golgiho komplexu. V tomto komplexu probíhá druhá fáze 

glykosylace, kdy dochází k odštěpení několika manózových zbytků a váží se i jiné cukry 

(např. galaktóza) a kyselé skupiny (např. kyselina sialová) [17]. Oligosacharidy jsou vázány 

prostřednictvím N- a O-glykosidových vazeb [18]. Glykosylace hraje důležitou roli v živém 

organismu, kontroluje důležité děje, jako např. buněčnou komunikaci, rozpoznávání, 

rozpustnost proteinů, ochranu před enzymy, adhezi a proliferaci [19]. Rozdílnost ve struktuře 

Analyt 

Tenzid „A“ 

Tenzid „B“ 
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oligosacharidů je důležitá pro biologickou funkci glykoproteinů [18] a proto je charakterizace 

oligosacharidů nezbytná pro porozumění biologických funkcí glykoproteinů.  

Při analýze oligosacharidů je nutno brát v úvahu chybějící chromofor v molekule (obr. 

3.3). Tento problém lze vyřešit derivatizací. Jako derivatizační činidlo slouží látka, která po 

reakci s analytem vytvoří produkt detekovatelný pomocí UV/Vis nebo fluorescenčního 

detektoru [20]. 

 

Obrázek 3.3: Struktura maltooligosacharidu. 

 

Derivatizace nemusí být výhodná jen díky možnosti využití běžně dostupných 

detektorů, ale vnesením ionizovatelné skupiny do molekuly oligosacharidu může dojít 

i ke zlepšení vlastností molekuly pro separaci pomocí kapilární zónové elektroforézy.  Mezi 

používaná derivatizační činidla pro sacharidy patří 8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfonová 

kyselina (ANTS) [21,23], 9-aminopyren-1,4,6-trisulfonát [21], 2-aminopyridin (2-AP) [22], 2-

aminobenzamid (2-AB), 2-aminobenzoová kyselina (2-AA) [23]. Na obrázku 3.4 je 

znázorněno schéma derivatizace glukosy pomocí ANTS. Redukující konec sacharidu reaguje 

s primární aminoskupinou sloučeniny derivatizačního činidla (ANTS) za vzniku Schiffovy 

báze, která je následně redukována kyanoborohydridem sodným. Deriváty vzniklé reduktivní 

aminací jsou stabilní v kyselém i alkalickém prostředí [24].  

 

Obrázek 3.4: Schéma derivatizace pomocí ANTS. 
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Pro analýzu oligosacharidů se běžně využívá vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

(HPLC). V dnešní době se však kapilární elektroforéza (CE) se svými jednotlivými módy 

stává alternativou k HPLC díky jednoduché instrumentaci, vysoké separační účinnosti, krátké 

době analýz a nízké spotřebě vzorku. Kapilární zónová elektroforéza (CZE) je rozšířená 

separační technika, která se využívá pro separaci ionizovatelných molekul. 

 

Separace probíhá na základě rozdílné pohyblivosti nabitých látek v elektrickém poli: 
 

 	 x
y 	 

6�z? 

kde µ je elektroforetická pohyblivost (mobilita) analytu, v je lineární rychlost pohybu částice, 

E je intenzita elektrického pole, q je velikost náboje, r je hydrodynamický poloměr iontu a η 

je viskozita prostředí.  

3.2.1 Kapilární elektroforéza s hmotnostně spektrometrickou detekcí 

Spojení kapilární zónové elektroforézy s hmotnostně spektrometrickou detekcí 

umožňuje vysoce citlivou a selektivní kvalitativní i kvantitativní analýzu širokého spektra 

látek. Při spojení CE/MS muselo být vyřešeno několik základních problémů. Zatímco během 

analýzy pomocí kapilární elektroforézy se spektrofotometrickým nebo fluorescenčním 

detektorem dochází k detekci vzorku na kapiláře, přičemž oba konce kapiláry jsou ponořeny 

v základním elektrolytu v elektroforetických nádobkách, při spojení CE/MS dochází k tomu, 

že vzorek je detekován teprve potom, co opustí separační kapiláru. 

On-line spojení kapilární elektroforézy s MS detekcí je realizováno pomocí různých 

typů rozhraní - bez přídavné kapaliny (sheatless interface), s přídavnou kapalinou (sheat-flow 

interface, obr. 3.5) a kapalinový spoj (liquid junction). Námi používané rozhraní s přídavnou 

kapalinou je sice robustním spojem, ale v důsledku zřeďování zón analytu méně citlivé [25]. 

Přestože dochází k zřeďování analytu, jeví se spojení s přídavnou kapalinou jako nejlepší 

kompromis. Při použití rozhraní bez přídavné kapaliny sice nedochází ke zřeďování analytu, 

nicméně průtoky používané v kapilární elektroforéze bývají tak malé, že nezaručují stabilní 

ionizaci pomocí elektrospreje (ESI), který právě bývá nejčastěji používán ve spojení 

s kapilární elektroforézou. Kapalinový spoj nabízí stabilnější elektrosprej oproti rozhraní bez 

přídavné kapaliny a menší naředění vzorku oproti rozhraní s přídavnou kapalinou, ale na 

druhou stranu narušení dráhy průtoku analytu vede ke ztrátě účinnosti [26]. Ionizace pomocí 

(3.1) 
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elektrospreje je realizována za atmosférického tlaku, řadí se mezi měkké ionizační techniky a 

používá se pro ionogenní a polární molekuly [25].  

Dále je třeba vyřešit otázku napětí na separační kapiláře a také v iontovém zdroji, aby 

byly zajištěny stabilní podmínky pro analýzu a stabilní podmínky v iontovém zdroji. Některé 

hmotnostní spektrometry umožňují vložení vysokého napětí na vstupní části iontové optiky. 

To znamená, že společná CE/ESI elektroda může být uzemněna, jelikož napětí potřebné pro 

elektrosprej je vloženo na vstup hmotnostního spektrometru. Toto uspořádání umožňuje 

nastavit napětí na CE a ESI nezávisle na sobě. Sprej jemných kapiček je v ESI produkován 

díky silnému elektrickému poli. Elektrický gradient poskytuje hnací sílu pro elektrochemické 

reakce na špičce elektrospreje a tím kapičky získávají přebytečný náboj. Po následném 

odpaření rozpouštědla se v určitém okamžiku v důsledku nadměrného náboje překonává 

povrchové napětí. Dochází ke kaskádě Coulombických explozí, což má za následek vznik 

řady menších kapiček. Přesný mechanismus vzniku iontů v plynné fázi není jednoznačně 

popsán. Jsou uváděny dva způsoby vzniku iontů, „charged residue model“ a „ion evaporation 

model“ [26-28]. 

 

Obrázek 3.5: Schéma spojení CE/MS pomocí přídavné kapaliny tzv. sheath flow interface 
(překresleno dle [25]). 

Nedílnou součástí hmotnostního spektrometru je také hmotnostní analyzátor, kde 

dochází k rozdělení iontů v plynné fázi vzniklých v iontovém zdroji podle jejich poměru 

hmotnosti a náboje. Mezi základní typy hmotnostních analyzátorů patří např. kvadrupólový 

analyzátor, sférická a lineární iontová past, Orbitrap a průletový analyzátor. Používají se 

i kombinace jednotlivých analyzátorů, konkrétně v této práci byl použit hmotnostní detektor, 

který kombinuje kvadrupólový analyzátor a lineární iontovou past. V podstatě se jedná 

o trojitý kvadrupól, přičemž třetí kvadrupól může pracovat v režimu lineární iontové pasti 

[29].  

 



  Kapitola 3 

[73] 
 

3.3 Experimentální část 

3.3.1 Seznam použitých chemikálií 

Standardy fenolických kyselin (kávová, chlorogenová, kryptochlorogenová, ferulová, 

galová, neochlorogenová, p-hydroxybenzoová, p-kumarová, 4-hydroxyfenyloctová kyselina 

(4-HPAC)), aglykované flavonoidy (hesperetin, kaempferol, naringenin, kvercetin) a 

glykosidované (hesperidin, isokvercitrin, kaempferol-3-O-rutinosid, rutin), standardy 

oligosachadů, derivatizační činidla 8-amino-1,3,6-trisulfonová kyselina (ANTS), 

2-aminobenzamid (2-AB), 2-aminopyridin (2-AP), 2-aminobenzoová kyselina (2-AA), 

7-aminonaftalen-1,3-disulfonová kyselina (ANDS), N,N,N´,N´-tetramethylethylendiamin, 

peroxodisíran draselný, kyanoborohydrid sodný, dimethylakrylamid, dimethylsulfoxid, 

γ-metakrylopropyltrimethoxysilan byly získány od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

USA), stejně jako chemikálie potřebné pro přípravu základního elektrolytu, tj. kyselina boritá 

a tetraboritan sodný, mravenčan amonný, octan amonný, kyselina octová a amoniak. 

Decylsíran sodný, β-cyklodextrin, heptakis(6-O-sulfo)-β-cyklodextrin a heptakis(2,6-di-O-

metyl)-β-cylodextrin byly také od firmy Sigma Aldrich. Standardy isorhamnetin-3-O-

glukosid a isorhamnetin-3-O-rutinosid byly zakoupeny u firmy Extrasynthese (Genay, 

Francie). Dihydrogenfosforečnan sodný byl získán od firmy J.T.Baker (Deventer, 

Nizozemsko), kyselina fosforečná od firmy Lachner (Brno, Česká republika) a kyselina 

mravenčí od firmy Penta (Chrudim, Česká republika). Deionozovaná voda (vodivost 

0,055 µS/cm) byla připravena pomocí přístroje Ultra CLEAR UV (SG, Hamburg, Německo). 

Hydroxid sodný a thiomočovina byly od firmy LachNer (Neratovice, Česká republika). 

Slovasol 117 (oxyethylenovaný mastný alkohol s průměrnou délkou uhlíkového řetězce C11 a 

průměrným stupněm oxyethylenace 7) a Slovasol 247 (oxyethylenovaný mastný alkohol s 

průměrnou délkou uhlíkového řetězce C12-C14 a průměrným stupněm oxyethylenace 7) byly 

od firmy SLOVECA Sasol Slovakia (Bratislava, Slovensko). 

3.3.2 Pracovní postup 

MEKC separace přírodních antioxidantů 

Pro analýzu byly použity tři série vzorků černého bezu (Sambucus nigra L.). V první 

sérii bylo připraveno pět výluhů z pěti čajových sáčků černého bezu (zakoupeno v obchodní 

síti). Navážky byly 1,6804 g; 1,6277 g; 1,6600 g; 1,6102 g a 1,6803 g. Druhá série vzorků 
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byla připravena homogenizací 20 čajových sáčků květu černého bezu. Navážky byly 

1,6009 g; 1,6007 g; 1,6074 g; 1,6096 g a 1,6022 g. Třetí série výluhů byla připravena ze 

sušených květů nasbíraných ve Veltrubech (50° 4,3219´ N, 15° 10,8356´ E) v červnu 2013. 

Jednotlivé navážky byly 1,6076 g; 1,6072 g; 1,6176 g; 1,6218 g a 1,6024 g. Nálevy byly 

připraveny vyluhováním vzorku v 200 ml 95 °C horké vody po dobu 5 min a zchlazením na 

laboratorní teplotu. Před dávkováním byly vzorky přefiltrovány přes 

polytetrafluoroethylenový filtr (Bedford, MA, USA) s velikostí pórů 0,45 µm. 

Měření bylo provedeno na přístroji pro kapilární elektroforézu Agilent 7100 (Agilent, 

Palo Alto, CA, USA). Byla použita nepokrytá křemenná kapilára o vnitřním průměru 50 µm, 

celkové délce 48 cm a efektivní délce 40 cm. V místě detekce byl průměr kapiláry 150 µm 

(Agilent). Nová kapilára byla před prvním použitím promyta 10 min 0,5 M hydroxidem 

sodným, 10 min deionizovanou vodou a 10 min základním elektrolytem. Jako základní 

elektrolyt byl použit 25 mM boritanový pufr o pH 9,30 s přídavkem 36 mM decylsíranu 

sodného. pH základního elektrolytu bylo měřeno pH metrem Metrohm 827 s elektrodou 

Unitrode (Metrohm, Herisau, Švýcarsko). pH metr byl kalibrován na pufrační roztoky od 

firmy Metrohm o pH 7,00 a 9,00. Teplota kapiláry byla 25 °C a vložené napětí mělo hodnotu 

+20 kV. Vzorek byl dávkován hydrodynamicky (100 mbar/10 s). Detekce byla prováděna při 

214, 254 a 280 nm. 

Koncentrace cyklodextrinů v pracovním elektrolytu byla v rozsahu 1 – 5 mM. 

Analýzy probíhaly v nepokryté křemenné kapiláře o vnitřním průměru 50 µm, efektivní délce 

64 cm a celkové délce 72 cm. Kapilára byla temperována na teplotu 25 °C. Pracovní 

elektrolyt byl tvořen 25 mM boritanovým pufrem o pH 9,30 s 36 mM decylsíranu sodného. 

Tato koncentrace decylsíranu sodného odpovídá množství 10 mM micel v elektrolytu (viz. 

Kapitola 1 - Porovnání metod využívajících kapilární elektroforézu pro stanovení kritické 

micelární koncentrace vybraných tenzidů). Koncentrace zásobních roztoků standardů 

fenolických kyselin a glykosidovaných flavonoidů byla 1 g/l v metanolu. Před analýzou byly 

vzorky zředěny deionizovanou vodou na koncentraci 50 mg/l. Dávkování vzorku probíhalo 

tlakem 50 mbar po dobu 5 s. Směsné kalibrační roztoky byly připraveny ředěním zásobních 

roztoků standardů fenolických kyselin a flavonoidů. Koncentrační rozmezí kalibrační řady 

bylo 0,5 – 100 µg/ml.  Napětí během analýzy mělo hodnotu 20 kV a detekce byla prováděna 

při 214, 254 a 280 nm.  

Separace v MEKC módu s přídavkem heptakis(2,6-di-O-metyl)-β-cyklodextrinu 

probíhala v nepokryté křemenné kapiláře o celkové délce 48 cm (efektivní délce 40 cm) a 

vnitřním průměru 50 µm, vnitřní průměr kapiláry v místě detekce byl 150 µm. Základní 
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elektrolyt byl tvořen 25 mM boritanovým pufrem o pH 9,30, kapilára byla termostatována na 

teplotu 20 °C a vložené napětí v průběhu analýzy mělo hodnotu 20 kV.  Vzorek byl dávkován 

hydrodynamicky tlakem 100 mbar po dobu 10 s. Detekce byla prováděna při vlnové délce 

214, 254 a 280 nm. 

 

CZE, CZE/MS separace oligosacharidů 

Derivatizace vzorků oligosacharidů byla provedena pomocí derivatizačních činidel 

2-AA, 2-AB, 2-AP, ANDS a ANTS. Do nádobky o objemu 300 µl byl předložen přibližně 

1 mg každého standardu oligosacharidu. Bylo přidáno 15 µl zásobního roztoku 

derivatizačního činidla (koncentrace roztoku 70 mg/ml ve směsi kyseliny octové a vody 

v poměru 3:17 (v/v)) a 15 µl roztoku kyanoborohydridu sodného o koncentraci 0,8 M 

v dimetylsulfoxidu (DMSO). Reakce probíhala po dobu 2 hodin při 68 °C. 

Deriváty byly separovány na přístroji pro kapilární elektroforézu Agilent 7100 

s UV/Vis detektorem v nepokryté křemenné kapiláře (Agilent, Palo Alto, CA, USA) spojené 

s hmotnostním detektorem AB SCIEX 4500 QTrap (Framingham, MA, USA) pomocí 

rozhraní s přídavnou kapalinou. Kapiláry použité pro analýzy byly také od firmy Agilent. 

Jednalo se o nepokrytou křemennou kapiláru o vnitřním průměru 50 µm a o kapiláru pokrytou 

polyvinylalkoholem (PVA). V laboratoři byla připravena kapilára pokrytá 

polydimethylakrylamidem (PDMA) dle postupu popsaného Wanem a kol. [30]. Kapilára byla 

nejprve promývána 10 min acetonem, poté 30 min 1 M NaOH, následovalo promývání 

10 min 0,1 M HCl, 10 min deionizovanou vodou a 30 min 10% roztokem 

γ-metakrylopropyltrimethoxysilanu. Tento roztok byl připraven smísením 100 µl 

γ-metakrylopropyltrimethoxysilanu, 450 µl kyseliny octové a 450 µl acetonu. Konce kapiláry 

byly uzavřeny septy a kapilára byla ponechána minimálně 20 hodin při laboratorní teplotě. Po 

této době byla kapilára profouknuta dusíkem, propláchnuta acetonem a naplněna 1% (v/v) 

roztokem dimethylakrylamidu. Ten byl připraven smísením 100 µl 10% dimethylakrylamidu 

(35 ml deionizované vody a 4 ml dimethylakrylamidu odvzdušněno 20 min v ultrazvuku při 

45 °C pod vakuem), 865 µl deionizované vody, 35 µl isopropylalkoholu, 5 µl 10% TEMEDu 

(0,1 ml N,N,N´,N´-tetramethylethylendiaminu a 0,9 ml deionizované vody) a 5 µl 10% APS 

(0,1 g peroxosíranu draselného v 1 ml deionizované vody). Konce kapiláry byly utěsněny 

septy a kapilára byla ponechána 3 hodiny při teplotě 50 °C. Kapilára byla poté zchlazena, 

profouknuta dusíkem, promyta deionizovanou vodou (10 min) a vysušena dusíkem (20 min). 
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S takto připravenou kapilárou bylo nakládáno jako s ostatními kapilárami. Byla zkrácena na 

požadovanou délku a bylo vytvořeno detekční okénko.  
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3.4 Výsledky a diskuze 

3.4.1 MEKC separace přírodních antioxidantů 

Samotné analýze reálných vzorků výluhů květů černého bezu předcházela 

optimalizace separačního procesu, která zahrnovala zkoumání vlivu směsných micel 

a β-cyklodextrinů na separaci přírodních antioxidantů. Z předchozí práce [31,32] vyplynulo, 

že vhodná pseudostacionární fáze pro separaci přírodních antioxidantů je tvořena micelami 

decylsíranu sodného. Za účelem zvýšení rozlišení separace při použití dodecylsíranu sodného 

jako pseudostacionární fáze byl zkoumán vliv přídavku oxyethylenovaných mastných 

alkoholů (Slovasol 117, 247) tvořících s dodecylsíranem sodným směsné micely [33]. Na 

obrázku 3.6 je záznam separace standardů vybraných přírodních antioxidantů v 25 mM 

boritanovém pufru o pH 9,10 s 5 mM dodecylsíranu sodného. Zde jsou vidět dva kritické páry 

sloučenin, které nebyly rozděleny, (+)-katechin s hesperetinem a p-hydroxybenzoová kyselina 

(p-HBA) s kvercetinem.     

 

Obrázek 3.6: Separace standardů fenolických kyselin a flavonoidů. Koncentrace vzorku 20 mg/l; 
nepokrytá křemenná kapilára: průměr 50 µm, délka 58 (50) cm, detekční cela 150 µm; napětí +20 kV, 
teplota 25 °C. Dávkování 100 mbar/10 s a detekce byla prováděna při 214 nm. Pracovní elektrolyt 25 
mM boritanový pufr o pH 9,10 s 5 mM dodecylsíranu sodného. 1 – hesperidin, 2 – (-)-epikatechin, 3 – 
(+)-katechin, 4 – hesperetin, 5 – 7-hydroxyflavon, 6 – naringenin, 7 – rutin, 8 – 4-HPAC, 9 – kyselina 
chlorogenová, 10 – kyselina salicylová, 11 – flavon, 12 – p-HBA, 13 – kvercetin, 14 – kyselina 
kávová, 15 – kyselina galová.  

 

Na obrázku 3.7 jsou uvedeny záznamy separace přírodních antioxidantů v systému, kde 

pseudostacionární fáze byla tvořena roztokem navážky 0,0133 g Slovasol 117 (3.7A), resp. 
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0,0240 g Slovasol 247 (3.7B) v 5 ml 5 mM dodecylsíranu sodného v 25 mM boritanovém 

pufru o pH 9,10. Z obr. 3.7A je vidět, že došlo k rozdělení (+)-katechinu a hesperetinu, na 

obr. 3.7B jsou rozděleny oba kritické páry, které byly pozorovány na obr. 3.6, ale v tomto 

případě došlo ke koeluci 7-hydroxyflavonu a flavonu. Dále je z předložených záznamů patrné, 

že přídavkem Slovasolu 117 i 247 dochází nejen k ovlivnění rozlišení, ale také ke změně 

elučního pořadí jednotlivých látek (obr. 3.8) v závislosti na množství přidaného 

oxyethylenovaného mastného alkoholu.   

 

  
Obrázek 3.7: Separace standardů fenolických kyselin a flavonoidů v elektrolytech se směsnými 
micelami. Pracovní elektrolyt A - 25 mM boritanový pufr o pH 9,10; 0,0133 g Slovasol 
117/5 ml 5 mM dodecylsíranu sodného, B - 25 mM boritanový pufr o pH 9,10; 0,0240 g Slovasol 
247/5 ml 5 mM dodecylsíranu sodného. Další podmínky viz obr. 3.6.  1 – hesperidin,  
2 – (-)-epikatechin, 3 – (+)-katechin, 4 – hesperetin, 5 – 7-hydroxyflavon, 6 – naringenin, 7 – rutin,  
8 – 4-HPAC, 9 – kyselina chlorogenová, 10 – kyselina salicylová, 11 – flavon, 12 – p-HBA,  
13 – kvercetin, 14 – kyselina kávová, 15 – kyselina galová. 
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Obrázek 3.8: Závislost ∆t (rozdíl retenčního času analytu a migračního času elektroosmotického toku) 
fenolických kyselin a flavonoidů na koncentraci tenzidu Slovasol 117 (A) a 247 (B) v 25 mM 
boritanovém pufru o pH 9,10 s 5 mM dodecylsíranu sodného. 

 

Další část optimalizace byla zaměřena na vliv derivatizovaných β-cyklodextrinů 

v pracovním elektrolytu na průběh analýzy [34,35]. Mezi antioxidanty vyskytujícími se 

v černém bezu patří i isomery fenolických kyselin a strukturně velmi podobné molekuly 

glykosidovaných flavonoidů. Konkrétně se jedná o kyselinu chlorogenovou, 

neochlorogenovou a kryptochlorogenovou, isorhamnetin-3-O-rutinosid, kaempferol-3-O-

rutinosid a isorhamnetin-3-O-glukosid a kaempferol-3-O-glukosid (obrázek 3.9). Testovány 

byly neutrální β-cyklodextrin a heptakis(2,6-di-O-methyl)-β-cyklodextrin a negativně nabitý 

heptakis(6-O-sulfo)-β-cyklodextrin. Koncentrace cyklodextrinů v pracovním elektrolytu byla 

zvolena 1 – 5 mM. Pro širší pohled na danou tématiku byla posléze směs vybraných isomerů 

kyseliny chlorogenové a glykosidovaných flavonoidů doplněna o kyselinu 

p-hydroxybenzoovou, neglykosidované flavonoidy naringenin a hesperetin a glykosidovaný 

flavonoid rutin.  
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Obrázek 3.9: Struktura vybraných fenolických kyselin a flavonoidů. 

chlorogenová kyselina neochlorogenová kyselina kryptochlorogenová kyselina 

isorhamnetin-3-O-glukosid isorhamnetin-3-O-rutinosid kaempferol-3-O-glukosid 

kaempferol-3-O-rutinosid hesperetin 

kyselina p-hydroxybenzoová naringenin 

rutin 
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Kyselina chlorogenová, neochlorogenová, kryptochlorogenová, isorhamnetin-3-O-

glukosid, isorhamnetin-3-O-rutinosid a kaempferol-3-O-rutinosid byly separovány pomocí 

micelární elektrokinetické chromatografie v 25 mM boritanovém pufru o pH 9,30 s 36 mM 

decylsíranem sodným. Za těchto podmínek nedošlo k rozdělení kyseliny neochlorogenové 

a kryptochlorogenové a dále isorhamnetin-3-O-rutinosidu a kaempferol-3-O-rutinosidu. 

Po přídavku β-cyklodextrinu, heptakis(2,6-di-O-methyl)-β-cyklodextrinu a heptakis(6-O-

sulfo)-β-cyklodextrinu došlo k lepšímu rozdělení dvojice isorhamnetin-3-O-rutinosid 

a kaempferol-3-O-rutinosid. Na separaci kyseliny neochlorogenové a kryptochlorogenové 

neměl přídavek cyklodextrinů do pracovního elektrolytu vliv (obr. 3.10). Po rozšíření směsi 

standardů o kyselinu p-hydroxybenzoovou, naringenin, hesperetin a rutin byly provedeny 

analýzy za stejných podmínek jako v předchozím případě. Ze záznamů analýz bylo patrné, že 

přídavek cyklodextrinů má vliv na migraci flavonoidů, ale na separaci kyselin významný vliv 

nemá. Rozlišení isorhamnetin-3-O-glukosidu a kaempferol-3-O-glukosidu se sice zvýšilo, ale 

rozlišení ostatních flavonoidů (glykosidovaných i neglykosidovaných) se snížilo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

A –  36 mM decylsíran sodný 

B – 36 mM decylsíran sodný + 3 mM   

β-cyklodextrin 

C – 36 mM decylsíran sodný + 3 mM 

heptakis(2,6-di-O-metyl)- 

β-cyklodextrin 

Obrázek 3.10: Analýza směsi fenolických kyselin a glykosidovaných flavonoidů v 25 mM 
boritanovém pufru o pH 9,30. Nepokrytá křemenná kapilára 72 (64) cm, 50 µm I.D., teplota 25 °C, 
napětí +20 kV, detekce při 254 nm, dávkování vzorku 50 mbar/5s.  1 – isorhamnetin-3-O-glukosid, 
2 – isorhamnetin-3-O-rutinosid, 3 – kaempferol-3-O-rutinosid, 4 – neochlorogenová kyselina, 5 –
kryptochlorogenová kyselina, 6 – chlorogenová kyselina. 
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Na obrázku 3.11 jsou znázorněny závislosti rozdílů migračních časů analytů a času 

elektroosmotického toku ∆t na koncentraci použitého cyklodextrinu. Z uvedených závislostí 

je patrné, že použití methylovaného a sulfatovaného cyklodextrinu vedlo k zvýšení selektivity 

separace obou rutinosidů, zatímco izomery chlorogenové kyseliny se rozdělit nepodařilo.  

 

 

Obrázek 3.11: Závislost ∆t na koncentraci cyklodextrinů v základním elektrolytu. Podmínky analýzy 

viz obr. 3.10. 

 

Na obrázku 3.12 je porovnán průběh analýzy pomocí MEKC s pseudostacionární fází 

tvořenou decylsíranem sodným bez (3.12A) a s přídavkem heptakis(2,6-di-O-metyl)-

β-cyklodextrinu (3.12B). Na obr. 3.12A je vidět, že nedošlo k rozdělení isorhamnetin-3-O-

rutinosidu a kaempferolu 3-O-rutinosidu a kyseliny kryptochlorogenové a neochlorogenové. 

Po přídavku heptakis(2,6-di-O-metyl)-β-cyklodextrinu do základního elektrolytu došlo 

k rozdělení kyseliny kryptochlorogenové a neochlorogenové, naopak se nepodařilo rozdělit 

kyselinu ferulovou a kaempferol a dvojici látek kyseliny p-kumarové a kvercetinu. Separace 

probíhala v nepokryté křemenné kapiláře o celkové délce 48 cm (efektivní délce 40 cm) a 
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vnitřním průměru 50 µm (vnitřní průměr kapiláry v místě detekce byl 150 µm) za podmínek 

uvedených v experimentální části.  

 

 

Obrázek 3.12: Separace standardů fenolických kyselin a flavonoidů. BGE: 25 mM boritanový pufr 
pH 9,30. A – 36 mM decylsíran sodný, B – 36 mM decylsíran sodný + 5 mM heptakis(2,6-di-O-
metyl)-β-cyklodextrin. Nepokrytá křemenná kapilára 48 (40) cm, 50 µm I.D., vnitřní průměr 
detekčního okénka 150 µm, vložené napětí +20 kV, teplota separace 20 °C, dávkování 100 mbar/10 s, 
detekce při 254 nm. 1 – kávová kyselina, 2 – chlorogenová kyselina, 3 – kryptochlorogenová kyselina, 
4 – ferulová kyselina, 5 – galová kyselina, 6 – hesperetin,  7 – hesperidin, 8 – isokvercitrin,  
9 - isorhamnetin-3-O-glukosid, 10 - isorhamnetin-3-O-rutinosid, 11 – kaempferol, 12 - kaempferol-3-
O-rutinosid, 13 – naringenin, 14 – neochlorogenová kyselina, 15 - p-kumarová kyselina,  
16 – p-hydroxybenzoová kyselina, 17 – kvercetin, 18 – rutin. 

 
 

 

A 

B 
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Na základě výsledků analýz standardů byl pro další experimenty použit základní 

elektrolyt s 36 mM decylsíranem sodným [36]. V další fázi byly připraveny kalibrační řady 

pro vybrané fenolické kyseliny a flavonoidy. Bylo připraveno sedm směsných kalibračních 

roztoků v rozsahu koncentrací 0,5 – 100 µg/ml. První, čtvrtý a sedmý roztok byl proměřen 

pětkrát, ostatní kalibrační roztoky byly proměřeny třikrát. Získané hodnoty byly statisticky 

zpracovány, byly zkonstruovány kalibrační závislosti pro jednotlivé standardy, jejichž 

parametry jsou uvedeny v tabulce 3.1.  

 

Tabulka 3.1: Parametry kalibračních závislostí. 

Analyt 
Směrnice ± 

SD 
Úsek ± SD R2 

Oblast 
linearity 
(µg/ml) 

LOD/LOQ 
(mg/ml) 

galová kyselina 34,41 ± 0,36 -0,29 ± 15,47 0,9995 0,5-100 0,21/0,70 

neochlorogenová kyselina 6,18 ± 0,05 4,04 ± 2,28 0,9996 0,5-100 0,22/0,75 

p-hydroxybenzoová kyselina 19,94 ± 0,38 2,32 ± 16,34 0,9982 0,5-100 0,09/0,31 

chlorogenová kyselina 5,67 ± 0,07 7,77 ± 2,82b 0,9993 0,5-100 0,14/0,47 

kryptochlorogenová kyselina 6,54 ± 0,09 -4,32± 4,10 0,9990 0,5-100 0,24/0,81 

kávová kyselina 25,36 ± 0,21 14,17 ± 8,86 0,9997 0,5-100 0,11/0,37 

p-kumarová kyselina 17,21 ± 0,32 -15,11 ± 13,85 0,9983 0,5-100 0,08/0,27 

ferulová kyselina 14,77 ± 0,17 7,92 ± 7,12 0,9994 0,5-100 0,14/0,46 

isokvercitrin 12,05 ± 0,10 -0,21 ± 4,75 0,9997 1,0-100 0,25/0,84 

rutin 6,48 ± 0,09 16,95 ± 8,04 0,9987 0,5-100 0,12/0,39 

hesperidin 6,52 ± 0,22 13,20 ± 10,35 0,9954 0,5-100 0,41/1,35 

kaempferol-3-O-rutinosid, 
isorhamnetin-3-O-rutinosida 

7,41 ± 0,14 -10,72 ± 11,88 0,9983 1,0-100 0,13/0,44 

isorhamnetin-3-O-glukosid 9,07 ± 0,12 7,80 ± 5,19 0,9991 0,5-100 0,08/0,26 

kvercetin 16,56 ± 2,90 -28,73 ± 29,80 0,9155 0,5-20 0,30/1,06 

naringenin 14,3, ± 0,16 5,36 ± 6,98 0,9994 0,5-100 0,05/0,18 

hesperetin 15,94 ± 0,24 13,62 ± 10,19 0,9989 0,5-100 0,07/0,22 

kaempferol 22,37 ± 0,62 -61,92 ± 26,93 0,9961 0,5-100 0,43/1,43 
a Sloučeniny nebyly za daných podmínek rozděleny. 

b Statisticky významný úsek (α = 0,05) 
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Pro statistické vyhodnocení naměřených dat byl využit program Statistica 10 (StatSoft, 

Inc., 2011, www.statsoft.com).  

 

Limit detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) vybraných fenolických kyselin 

a flavonoidů byl spočítán dle rovnice: 
 

{|M 	 3ℎ
~  

resp.: 
 

{|� 	 10ℎ
~  

kde h je směrodatná odchylka signálu šumu a s je směrnice kalibrační přímky sestrojené ze 

závislosti výšky píku na koncentraci standardu. 

 Použití separační kapiláry s větším vnitřním průměrem v místě detekce oproti zbytku 

kapiláry (tzv. kapilára s bublinkovou celou) vede ke zvýšení citlivosti detekce a ke zvýšení 

lineárního rozsahu v porovnání s kapilárou, jejíž vnitřní průměr je v celé její délce stejný. 

Oblast linearity je ve většině případů v rozsahu 0,5 – 100 µg/ml.  

Při analýze reálných vzorků byly připraveny tři série výluhů černého bezu. První a 

druhá série reprezentovaly kupovaný bylinný čaj. V prvním případě byl pro přípravu nálevu 

použit vždy nový čajový sáček, ve druhém případě bylo dvacet čajových sáčků otevřeno a 

jejich obsah byl smísen. Nálev byl připraven z navážky z této průměrné směsi čajových 

sáčků. Třetí série byla připravena ze sušených květů černého bezu nasbíraných a nasušených 

ve Veltrubech v červnu 2013. Záznam separace reálného vzorku připraveného dle postupu 

uvedeného v kapitole 3.3.2 je uveden na obrázku 3.13.  

(3.2) 

(3.3) 
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Obrázek 3.13: Separace výluhu čajového sáčku obsahujícího květ černého bezu. Základní elektrolyt 

25 mM boritanový pufr, pH 9,30 s 36 mM decylsíranem sodným, kapilára o délce 48 (40) cm 

s vnitřním průměrem 50 µm a v místě detekce s průměrem 150 µm. Dávkování vzorku 100 mbar/10 s, 

vložené napětí 20 kV, teplota 25 °C. 1 – chlorogenová kyselina, 2 – galová kyselina, 3 – kávová 

kyselina, 4 – kryptochlorogenová kyselina, 5 – neochlorogenová kyselina, 6 - p-hydroxybenzoová 

kyselina 7 - Isorhamnetin-3-O-glukosid, 8 – isorhamnetin-3-O-rutinosid, 9 – isokvercitrin, 10 – 

kaempferol-3-O-rutinosid, 11 – naringenin, 12 – rutin.  

 
Výsledky kvantitativní analýzy tří sérií vzorků květů černého bezu jsou uvedeny 

v tabulce 3.2 společně s hodnotami mezí detekce/kvantifikace. Vzhledem k tomu, že se 

nepodařilo rozdělit kaempferol-3-O-rutinosid a isorhamnetin-3-O-rutinosid je hodnota LOQ 

u těchto látek  uvedena jako suma pro obě látky. V každé sérii bylo analyzováno pět vzorků, 

každý vzorek byl změřen třikrát. Pro kyselinu neochlorogenovou a kryptochlorogenovou a 

pro pár isorhamnetin-3-O-rutinosid a kaempferol-3-O-rutinosid je uvedena suma jejich 

koncentrací, jelikož za daných podmínek nedošlo k jejich rozdělení. Koncentrace kyseliny 

p-kumarové, hesperidinu, kvercetinu (ve všech vzorcích) a kyseliny galové (ve třetí sérii 

vzorků, nasbíraný a nasušený bez) nebyla stanovena, jelikož její hodnota byla nižší než mez 

kvantifikace. Koncentrace hesperidinu a kaempferolu není stanovena, jelikož jejich odezva 

byla nižší než limit detekce. 

Profil zastoupení fenolických kyselin a flavonoidů ve výluzích černého bezu je 

podobný pro všechny série s nejvyšším zastoupením rutinu a kyseliny chlorogenové.  

Významné rozdíly v koncentracích mezi jednotlivými sériemi jsou zaznamenány u minoritně 

zastoupených sloučenin. Nejvyšší koncentrace polyfenolů byla pozorována v sérii ze 

9 
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smíchaných čajových sáčků, nejnižší koncentrace polyfenolů byla v nasbíraných a 

nasušených květech černého bezu. 

 

Tabulka 3.2: Výsledky kvantitativní analýzy vzorků černého bezu, limit detekce a kvantifikace. 

Analyt   c (mg/g) 
Čajové sáčky 

c (mg/g) 
směs čajových 

sáčků 

c (mg/g) 
Sušené květy 

galová kyselina  0,19 ± 0,04 0,06 ± 0,04 c 

neochlorogenová kyselina  5,15 ± 0,57  5,21 ± 0,62 4,02 ± 0,31 

p-hydroxybenzoová kyselina  0,32 ± 0,05 0,46 ± 0,06 0,18 ± 0,10 

chlorogenová kyselina  11,04 ± 0,05 12,44 ± 1,37 6,50 ± 0,66 

kryptochlorogenová kyselina  a a a 

kávová kyselina  0,28 ± 0,06 0,32 ± 0,04 0,20 ± 0,09 

p-kumarová kyselina  c c c 

ferulová kyselina  0,33 ± 0,05 0,43 ± 0,25 0,18 ± 0,06 

isokvercitrin  1,64 ± 0,33 1,80 ± 0,30 0,66 ± 0,31 

rutin  17,45 ± 1,01 21,59 ± 1,95 12,83 ± 0,74 

hesperidin  c c c 

kaempferol-3-O-rutinosid  3,20 ± 0,18 1,34 ± 0,29 3,27 ± 0,21 

isorhamnetin-3-O-rutinosid  b b b 

isorhamnetin-3-O-glukosid  0,89 ± 0,07 4,20 ± 0,30 0,69 ± 0,20 

kvercetin  c c c 

naringenin  0,91 ± 0,16 1,08 ± 0,09 0,61 ± 0,11 

hesperetin  d d d 

kaempferol  d d d 

a – byla stanovena suma kyseliny kryptochlorogenové a neochlorogenové 
b – byla stanovena suma isorhamnetin-3-O-rutinosidu a kaempferol-3-O-rutinosidu  

c – koncentrace látek je nižší než limit kvantifikace 
d – koncentrace látek je nižší než limit detekce 

3.4.2 CZE, CZE/MS separace oligosacharidů 

V prvním kroku analýzy vybraných sacharidů (D-(+)-rafinosa, D-(+)-melezitosa, 

maltotriosa, isomaltotriosa, stachyosa, maltotetrosa, maltopentosa, maltohexosa a 

maltoheptosa) byla provedena separace jejich jednotlivých derivátů pomocí kapilární zónové 
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elektroforézy. Jako derivatizační činidla byla použita 7-aminonaftalen-1,3-disulfonová 

kyselina (ANDS), 8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfonová kyselina (ANTS), 2-aminobenzoová 

kyselina (2-AA), 2-aminobezamid (2-AB) a 2-aminopyridin (2-AP).  

Dále byly v rámci diplomové práce [37], na které jsem se podílela jako konzultantka, 

testovány kapiláry s různou úpravou vnitřní stěny. Byly použity kapiláry pokryté 

polyvinylalkoholem (Agilent), polydimethylakrylamidem (PDMA) a nepokrytá kapilára. 

Pokrytí polyvinylalkoholem (PVA) potlačuje elektroosmotický tok a absorpci látek na vnitřní 

stěnu kapiláry při použití neutrálních i mírně alkalických elektrolytů. Na obrázku 3.14 je 

záznam separace směsi ANDS derivátů oligosacharidů v 20 mM fosfátovém pufru o pH 7,00 

v kapiláře pokryté polyvinylalkoholem.  

 

Obrázek 3.14: Separace směsi ANDS derivátů oligosacharidů. BGE: 20 mM fosfátový pufr, pH 7,00. 
Křemenná kapilára pokrytá polyvinylalkoholem 50 (42) cm, vnitřní průměr 50 µm, napětí -30 kV, 
teplota 25 °C. 1- D-(+)-melezitosa, 2 – D-(+)-rafinosa, 3 – maltotriosa, 4 – stachyosa, 5 – 
isomaltotriosa, 6 – maltotetrosa, 7 – maltopentosa, 8 –  maltohexosa, 9 – maltoheptosa. 

 

Na obrázku 3.15 je pro porovnání uvedena analýza ANDS derivátů oligosacharidů 

v nepokryté kapiláře. Oproti předchozímu případu došlo k rozdělení maltotriosy, stachyosy 

a isomaltotriosy na základní linii. Z porovnání separací v kapilárách pokrytých PVA, PDMA 

a v nepokryté kapiláře  vyplývá, že doba analýzy se zvyšuje v pořadí nepokrytá, PVA a 

PDMA kapilára. Nejvyšší účinnosti separace bylo dosaženo s nepokrytou kapilárou, poté 

s kapilárou pokrytou PVA a nejnižší účinnost byla pozorována u kapiláry pokryté PDMA. Na 

základě těchto experimentů jsme dále pokračovali s nepokrytou kapilárou.  
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Obrázek 3.15: Separace směsi ANDS derivátů oligosacharidů. BGE: 50 mM fosfátový pufr, pH 2,50. 
Nepokrytá křemenná kapilára 50 (42) cm, vnitřní průměr 50 µm, vložené napětí -20 kV, teplota 25 °C. 
1 – D-(+)-melezitosa, 2 – D-(+)-rafinosa, 3 – maltotriosa, 4 – stachyosa, 5 – isomaltotriosa, 6 – 
maltotetrosa, 7 – maltopentosa, 8 -  maltohexosa, 9 – maltoheptosa. 

 

Dále byly testovány různé druhy elektrolytů za účelem získat co nejkratší dobu 

analýzy s co nejvyšší účinností. Byly vybrány takové elektrolyty, které jsou kompatibilní 

s hmotnostní spektrometrií (kyselina mravenčí, mravenčan amonný a pro porovnání také 

netěkavý fosforečnanový pufr). Aby bylo dosaženo co nejkratší doby analýzy, byl k separaci 

využit kratší konec nepokryté křemenné kapiláry (efektivní délka kapiláry byla 8 cm). 

Analyzovaný vzorek byl dávkován na výstup kapiláry a byla změněna polarita zdroje napětí, 

aby byla zajištěna migrace vzorku k detekčnímu okénku. Na obrázku 3.16 jsou porovnány 

separace v 50 mM mravenčanu amonném o pH 3,00 (3.16A, pH upraveno pomocí kyseliny 

mravenčí), 50 mM kyselině mravenčí (3.16B) a 50 mM fosforečnanovém pufru (3.16C, 

NaH2PO4 + H3PO4, pH 2,50). Napětí vložené na kapiláru bylo +25 kV, kazeta s kapilárou 

byla temperována na 25 °C. Při použití kyseliny mravenčí jako elektrolytu byla doba analýzy 

1,2 min. V případě, že byl použit mravenčan amonný nebo dihydrogenfosforečnan sodný 

s kyselinou fosforečnou, byla doba potřebná k rozdělení dané směsi kratší než jedna minuta. 

Tento fakt, že lze ANTS deriváty maltosy až maltoheptosy rozdělit v kapiláře o délce 8 cm lze 

využít při spojení kapilární elektroforézy s hmotnostním spektrometrem za účelem získání 

kratší doby analýzy. 
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Obrázek 3.16: Porovnání rychlých separací ANTS derivátů maltosy až maltoheptosy.  
A – BGE: 50 mM HCOONH4 + HCOOH, pH 3,00; B – BGE: 50 mM HCOOH; C – BGE: 50 mM 
NaH2PO4 + H3PO4, pH 2,50. Nepokrytá křemenná kapilára o vnitřním průměru 50 µm a efektivní 
délce 8 cm. Vložené napětí 25 kV, teplota 25 °C. 1 – maltosa, 2 – maltotriosa, 3 – maltotetrosa, 4 – 
maltopentosa, 5 – maltohexosa, 6 – maltoheptosa. 

 

V rámci optimalizace spojení kapilární elektroforézy s hmotnostním spektrometrem 

realizovaného pomocí rozhraní s přídavnou kapalinou (sheath-flow) byl studován vliv 

vloženého napětí na iontový zdroj (ESI), pozice a geometrie konce separační kapiláry, složení 

a průtoku přídavné kapaliny, průtoku sušícího plynu, délky separační kapiláry a vloženého 

napětí na separační kapiláru.  

Nepokrytá křemenná separační kapilára z CE ústila přímo do iontového zdroje 

hmotnostního spektrometru. Byly testovány tři profily konce separační kapiláry – rovný a dva 

kónické (vrcholový úhel 95° a 50°). Separační kapilára s rovným koncem byla uříznuta 

diamantovým nožem, kónického profilu konce kapiláry bylo dosaženo jejím přesným 

zbroušením. Na obrázku 3.17 jsou ukázány fotografie pořízené přímo v iontovém zdroji 

hmotnostního spektrometru a detail konce separační kapiláry.  
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Obrázek 3.17: Geometrie konce separační kapiláry. A – vyznačení jednotlivých vzdáleností 
charakterizujících separační kapiláru v iontovém zdroji. B – detail separační kapiláry s rovným 
koncem, C – detail separační kapiláry sbroušené s vrcholovým úhlem 50°, D – detail separační 
kapiláry sbroušené s vrcholovým úhlem 95°. a – vzdálenost konce vnitřní kapiláry od těla sprejovací 
špičky, b – vysunutí separační CE kapiláry. 

 

  

A 

B C D 
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Byla sledována intenzita signálu v závislosti na typu použité kapiláry a na vzdálenosti 

konce kapiláry od sprejovací špičky (obr. 3.18).  

 

 
Obrázek 3.18: Intenzita signálu v závislosti na geometrii a pozici separační kapiláry v iontovém 
zdroji. 

 
 Nejlepších výsledků bylo dosaženo s použitím separační kapiláry s kónicky 

zbroušeným koncem, kdy vzdálenost konce kapiláry od sprejovací špičky byla menší než 

vnější průměr kapiláry. Použitím kónického konce separační kapiláry došlo ke zvýšení 

poměru signál/šum oproti použití kapiláry s rovným koncem. Následovala optimalizace 

složení a průtoku přídavné kapaliny. Byl sledován vliv poměru H2O/CH3OH/HCOOH na 

intenzitu signálu maltoheptosy (obr. 3.19A). Na základě těchto dat byla pro následující 

měření použita přídavná kapalina o složení  H2O/CH3OH/HCOOH (5 ml : 5 ml : 30 µl). Na 

obrázku 3.19B je graf závislosti intenzity signálu maltoheptosy na průtoku vzorku separační 

kapilárou vytvořeném kombinací elektroosmózy a přídavného tlaku a průtoku přídavné 

kapaliny. Jak je patrné z tohoto grafu, nejvyšší intenzity signálu vzorku bylo dosaženo při 

průtoku přídavné kapaliny 2 µl/min. 
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Obrázek 3.19: Vliv složení a průtoku přídavné kapaliny (SL) na intenzitu signálu maltoheptosy. 
A- vliv poměru H2O/CH3OH/HCOOH na intenzitu signálu maltoheptosy.  
B- závislosti intenzity signálu maltoheptosy na průtoku vzorku separační kapilárou a průtoku přídavné 
kapaliny 

 

Výsledkem tohoto procesu bylo optimalizované spojení kapilární elektroforézy 

s hmotnostní detekcí pomocí přídavné kapaliny, kdy bylo dosaženo separace homologické 

řady maltosy až maltoheptosy během 7 minut, přičemž při počátečních optimalizačních 

experimentech se čas potřebný k rozdělení této směsi pohyboval okolo 21 minut. Na obrázku 

3.20 je záznam separace směsi oligosacharidů. Základní elektrolyt byl tvořen 400 mM 

HCOOH, separační kapilára byla 80 cm dlouhá s vnitřním průměrem 50 µm s kónicky 
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sbroušeným koncem v úhlu 50°. Konec separační kapiláry v iontovém zdroji byl umístěn 

0,4 mm od sprejovací špičky (vzdálenost a = 0,205 mm). Po nadávkování vzorku byl obsah 

kapiláry tlačen směrem k detektoru tlakem 950 mbar po dobu 1 min, poté bylo na kapiláru 

vloženo napětí -25 kV a tlak byl snížen na 25 mbar. Průtok přídavné kapaliny 

H2O/CH3OH/HCOOH (5 ml : 5 ml : 30 µl) byl 2 µl/min. Vstupní potenciál byl -10 V, kolizní 

energie byla také -10 V, napětí na iontovém zdroji bylo -4500 V a použitý deklasterační 

potenciál měl hodnotu -100 V. Skenovací rychlost byla 1000 Da/s. 

 

Obrázek 3.20: CE/MS separace oligosacharidů. BGE: 400 mM HCOOH, separační kapilára 80 cm 

s vnitřním průměrem 50 µm s kónicky sbroušeným koncem v úhlu 50°. Konec separační kapiláry 

v iontovém zdroji byl umístěn 0,4 mm od sprejovací špičky (vzdálenost a = 0,205 mm). 0 min tlak 950 

mbar, 1 min napětí -25 kV a tlak 25 mbar. Průtok SL H2O/CH3OH/HCOOH (5 ml : 5 ml : 30 µl) byl 2 

µl/min. Vstupní potenciál -10 V, kolizní energie byla -10 V, napětí na iontovém zdroji -4500 V, 

deklasterační potenciál -100 V, skenovací rychlost 1000 Da/s. 
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3.5 Shrnutí 

Tato kapitola byla věnována optimalizaci a následnému využití micelární  

elektrokinetické chromatografie a kapilární zónové elektroforézy s UV/Vis nebo hmotnostní 

detekcí pro analýzu přírodních antioxidantů a oligosacharidů. V první části práce byly 

optimalizovány podmínky pro využití micelární elektrokinetické chromatografie při stanovení 

fenolických kyselin, glykosidovaných a neglykosidovaných flavonoidů v černém bezu. 

Optimalizace zahrnovala vliv použité povrchově aktivní látky jako pseudostacionární fáze, 

vliv β-cyklodextrinu přítomného v základním elektrolytu a možnost využití směsných micel. 

Byly změřeny kalibrační závislosti, stanoven limit detekce a kvantifikace a byly získány 

hodnoty koncentrace jednotlivých antioxidantů ve výluzích ze vzorků květů černého bezu a 

tyto byly dále přepočteny na obsah jednotlivých antioxidantů v původních vzorcích sušených 

květů. Nejvyšší obsah antioxidantů byl ve vzorcích získaných smísením dvaceti čajových 

sáčků běžně dostupného čaje černého bezu, nejméně antioxidantů bylo stanoveno ve vzorcích 

nasbíraného a sušeného černého bezu z Veltrub. Je pravděpodobné, že obsah antioxidantů 

silně závisí na podmínkách prostředí, ve kterém rostou (klima, typ půdy, vlhkost, srážky) a 

také na době sběru a způsobu sušení.  

Druhá část práce se zabývala optimalizací podmínek pro separaci homologické řady 

oligosacharidů – maltosy až maltoheptosy pomocí kapilární zónové elektroforézy a CE/MS.  

S využitím kapilární zónové elektroforézy s UV/Vis detekcí bylo dosaženo sub-minutových 

separací ANTS a ANDS derivátů maltosy až maltoheptosy.  Spojení CE/MS bylo realizováno 

pomocí přídavné kapaliny, tzv. sheath-flow spojení. Byly studovány vlivy složení a průtoku 

přídavné kapaliny a geometrie a pozice separační kapiláry v iontovém zdroji na velikost 

odezvy detektoru. Bylo dosaženo rozdělení a detekce analyzovaných derivátů oligosacharidů 

pomocí CE/MS během sedmi minut. 
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4 Vícerozměrné separace 

Vícerozměrné separace jsou založeny na kombinaci dvou a více nezávislých separačních 

technik a spočívají v separaci vzorku pomocí jedné metody a následně získané frakce jsou 

v další dimenzi separovány on-line nebo off-line minimálně ještě jednou další metodou [1]. 

V této práci byla použita kapalinová chromatografie s gradientovou elucí v první dimenzi a 

micelární elektrokinetická chromatografie v dimenzi druhé, proto je teoretická část této práce 

zaměřena zejména na tyto dvě techniky a možnosti jejich spojení.  

4.1.1 Píková kapacita  

Dvourozměrné separace přinášejí v porovnání s jednorozměrnou separací vyšší rozlišení 

a vyšší píkovou kapacitu. V jednorozměrné analýze realizované pomocí kapalinové 

chromatografie s gradientovou elucí je píková kapacita, nLC,g, definována jako maximální 

počet píků, které mohou být umístěny jeden vedle druhého (s rozlišením R = 1) v prostoru 

vymezeném dobou analýzy [2] a je dána vztahem [3]: 

 

:\�,� 	 1 � √�
4 �.�,�.�,� � 1� 

kde N je počet teoretických pater, tR,1 je retenční čas prvního píku a tR,z je retenční čas 

posledního eluujícího píku. V případě elektrokinetické chromatografie lze píkovou kapacitu, 

nEKC, vypočítat dle rovnice: 

 

:��� 	 1 � √�
4 �: 5.�.�6 

kde t1 je retenční čas prvního píku a t2 je retenční (migrační) čas posledního píku. V tomto 

případě je t1 roven času markeru elektroosmotického toku (t0) a t2 je roven migračnímu času 

pseudostacionární fáze (tmc) [4].  

V ideálním případě je celková píková kapacita dvourozměrného separačního systému 

přibližně rovna násobku píkových kapacit obou dimenzí [5]:  
 :�U ≅ :� ∙ :� 

kde nz a ny jsou píkové kapacity v jednotlivých dimenzích, n2D je píková kapacita 

dvourozměrného systému. 

(4.1) 

(4.2) 

(4.3) 



 Kapitola 4 

[100] 
 

4.1.2 Rozlišení 

Giddings stanovil dvě základní pravidla charakterizující ideální vícerozměrnou separaci 

[5,6]. První z nich říká, že principy separace technik spojených v rámci vícerozměrných 

separací by měly být ortogonální a tedy by analyty měly být separovány na základě 

rozdílných fyzikálních či chemických principů. Druhé kritérium uvádí, že by nemělo v další 

dimenzi separace dojít ke ztrátě rozlišení získaného v první dimenzi. Proto jsou, v případě on-

line spojení, kladeny vysoké nároky na rychlost separace v druhé dimenzi v porovnání 

s dimenzí první. Ideálně lze využít gradientovou eluci v první dimenzi, aby šířka píků získaná 

v první dimenzi byla víceméně konstantní a každý pík by tak mohl být v druhé dimenzi 

nadávkován třikrát až čtyřikrát [7]. 

Giddings dále ve své práci uvádí, že výsledné rozlišení, Rs, pro daný pár látek 

separovaných v dvoudimenzionálním systému je roven: 
 �! ≅ ��!U� � �!U�#� �⁄  

kde RsD1 a RsD2 jsou hodnoty rozlišení daného páru látek, získaných v první, resp. v druhé 

dimenzi.  

V kapalinové chromatografii je rozlišení definováno vztahem: 
 

�! 	 √�
4 ∙ � − 1

� ∙ ��́
1 + ��́ 

kde N je počet teoretických pater, α je separační faktor a ��́ je retenční faktor. 

V micelární elektrokinetické chromatografii lze rozlišení neutrálních látek vypočítat 

pomocí obdobné rovnice [8]: 

 

�! = √�
4 ∙ 5� − 1

� 6 ∙ � ��
�� + 1� ∙ �

1 + .H .��⁄
1 − �.H .��⁄ #��� 

kde Rs je rozlišení, N je počet teoretických pater, α je separační faktor, který je dán poměrem 

retenčních faktorů ��/��, t0 je migrační čas markeru elektroosmotického toku a tmc je 

migrančí čas micel.  Retenční faktor je definován jako poměr počtu molů analytu v micele k 

poměru počtu molů analytu ve vodné fázi a může být vypočítán dle vztahu: 

 

� = ./ − .H.H�1 − .//.��# 

kde tr je retenční čas analytu, t0 je migrační čas markeru elektroosmotického toku a tmc je 

migrační čas micel. 

(4.4) 

(4.5) 

(4.6) 

(4.7) 
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4.1.3 Spojení separačních technik 

Spojení mezi jednotlivými dimenzemi může být provedeno buď off-line nebo on-line. 

Obě možnosti mají své výhody i nevýhody. Mezi výhody off-line spojení patří možnost 

vložení dalšího kroku mezi separace, kterým může být např. úprava vzorku – ředění, 

zakoncentrování nebo derivatizace. Off-line uspořádání lze také s výhodou použít pro spojení 

mezi metodami, které se liší chemickými nebo fyzikálními podmínkami (přídavek aditiv, typ 

rozpouštědel, objem vzorku, průtok mobilní fáze nebo základního elektrolytu, tlak na koloně 

nebo v kapiláře během analýzy, teplota) a je tedy možné využít komerční přístroje. Dále je 

možné díky tomuto typu spojení odebrat neomezený počet frakcí, které lze analyzovat i 

opakovaně. Nevýhodou off-line spojení je časová náročnost, kdy je potřeba věnovat 

pozornost sběru frakcí, přičemž každá frakce je následně samostatně dávkována a 

analyzována ve druhé dimenzi, což sebou mimo jiné přináší nebezpečí kontaminace vzorku. 

On-line spojení naproti tomu nabízí automatizovaný převod mezi dimenzemi, přičemž ale 

musí být brány v úvahu rozdílné podmínky, za kterých probíhají analýzy v jednotlivých 

dimenzích. Další výhodou on-line spojení je možnost volby mezi komprehenzivním (analýza 

všech frakcí z první dimenze) nebo heart-cutting módem (analýza vybraných frakcí z první 

dimenze). Limitujícím prvkem dvoudimenzionální separace je rychlost analýzy v druhé 

dimenzi a kompatibilita použitých mobilních fází, resp. mobilní fáze a základního elektrolytu 

a dimenzí separační kolony a kapiláry [9]. On-line spojení může být realizováno ve třech 

základních provedeních – v případě elektromigračních metod může docházet k 2D separaci 

v jedné kapiláře, dále při spojení dvou různých technik lze využít pro převod frakce z jedné 

dimenze do druhé rozhraní (interface) nebo vícecestný ventil [10].  

4.1.4 Spojení kapalinové chromatografie s elektromigračními metodami 

Spojení kapalinové chromatografie a elektromigračních metod je nejčastěji realizováno 

v uspořádání, kdy je kapalinová chromatografie v první dimenzi a elektromigrační metoda 

v dimenzi druhé. V kapalinové chromatografii bývá používán vyšší průtok než je tomu 

u elektromigračních metod a je tedy možné nasbírat větší objem frakcí v porovnání 

s elektromigračními metodami. Toto uspořádání je výhodnější i z pohledu doby potřebné 

k provedení analýzy, jelikož obecně je čas potřebný pro analýzu pomocí CE kratší než 

pomocí LC.  

Spojení kapalinové chromatografie s kapilární elektroforézou může být provedeno 

několika způsoby. Zde jsou uvedeny ty nejznámější (nejpoužívanější). Podle Ranjbara a kol. 
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[11] byl jako první pro on-line spojení LC s CE použit šesticestný dvoupolohový dávkovací 

ventil. Eluát z první dimenze (LC) byl sbírán v dávkovací smyčce a smyčka byla každou 

minutu promyta směrem ke kapilární elektroforéze, kde byl eluát z první dimenze 

elektrokineticky nadávkován do kapiláry (obr. 4.1) [12].  

 

 

Obrázek 4.1: Šesticestný dávkovací ventil jako interface pro přechod eluentu z kapalinové 
chromatografie do kapilární zónové elektroforézy.  
A – plnění smyčky  
B – dávkování; upraveno dle [14]. 

 

Šesticestný ventil využil i Česla a kol. ve své práci [13] pro spojení kapalinové 

chromatografie v první dimenzi a micelární elektrokinetické chromatografie v dimenzi druhé. 

V tomto případě se jednalo o off-line spojení a ventil sloužil k automatizovanému sběru frakcí 

z HPLC kolony do elektroforetických nádobek (se 100 µl skleněnými inserty) uložených 

v autosampleru CE. Autosampler se otočil každých 15 s a objem frakce byl 100 µl. Nákres 

tohoto uspořádání je uveden na obrázku 4.2 [13]. 

   

Obrázek 4.2: Off-line uspořádání pro automatický sběr frakcí mezi LC (první dimenze) a MEKC 
(druhá dimenze).  
A – převod eluentu z první dimenze do elektroforetických nádobek s insertem.  
B – Dávkování vzorku ve druhé dimenzi (MEKC). 

A B 

A B 
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Další možností pro on-line spojení kapalinové chromatografie a rychlou analýzou 

pomocí kapilární elektroforézy je použití T-spoje, viz obr. 4.3 [14].  

 

 

Obrázek 4.3: A - Diagram dvoudimenzionálního uspořádání RPLC/CZE.  
B – detail T-rozhraní mezi RPLC a CZE. Upraveno dle [1]. 

 

LC kapilární kolona je spojena pomocí T-spoje s kapilárou z kapilární elektroforézy a 

část eluentu z první dimenze neustále proudí do kapiláry CE pomocí elektromigrace. Pro 

fluorescenčně značené analyty je použit pro detekci intenzivní laserový paprsek, který je 

soustředěn na kapiláru za T-spojem, tento paprsek fotodegraduje fluorescenčně značené látky 

procházející kapilárou. Vzápětí je laserový paprsek zacloněn a kapilárou projde malé 

množství nezměněného vzorku, který je rozdělen a detekován. Tato metoda je limitována 

použitím pro fluorescenčně značené látky a také vyžaduje velmi rychlou analýzu v druhé 

dimenzi (CE), ale nabízí nejrychlejší přechod a dávkování mezi LC a CE.  

Modifikace rozhraní pomocí T-spoje je uvedena na obrázku 4.4, kde je znázorněno 

rozhraní využívající průtoku elektrolytu v kolmém směru k LC eluentu. V tomto uspořádání 

je konec kapilární kolony z LC umístěn přímo proti kapiláře z CE a je oddělen úzkým 

kanálkem. Během analýzy je kanálek kontinuálně promýván základním elektrolytem 

použitým pro kapilární elektroforézu, který „odvádí“ eluent z LC do odpadu. K nadávkování 

eluentu z první dimenze do druhé dochází při přerušení proudění pufru a eluent je dávkován 

pomocí elektromigrace do kapiláry pro CE. Rychlé a opakovatelné nadávkování je umožněno 

A 

B 
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použitím přepínacího ventilu s pneumatickým ovládáním, který kontroluje průtok 

promývacího pufru [1,15,16].  

 

  

 

 

 

Na obrázku 4.6 je znázorněn přechod mezi LC-CE-ESI-MS, který ve své práci použili  

 

Bergström a kol. [16] vyvinuli polymethylmetakrylátový interface s kanálky o 

velikosti 50 resp. 180 µm (obr. 4.5). Černé šipky na obrázku reprezentují tok z LC kolony 

(vnitřní průměr kolony byl 0,2 mm a průtok mobilní fáze byl přibližně 1,5 µl/min) a šedé 

šipky reprezentují elektroosmotický tok a tlakem řízený tok elektrolytu. Během dávkování 

z LC do CE je pozastaven tlakem řízený tok elektrolytu a eluent z LC kolony je nadávkován 

do separační kapiláry CE.  

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 4.4: A – Uspořádání dvoudimenzionálního systému LC/CZE s „flow-gate“ rozhraním.  
B – Detail rozhraní. Upraveno dle [1,16]. 

B 

A 
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Česla a kol. představili další možnost spojení kapalinové chromatografie a kapilární 

elektroforézy kromě již výše zmíněného přístupu. Výsledky studie byly prezentovány na 

zahraniční konferenci, konkrétně na konferenci 30th International Symposium on 

Chromatography v Salzburgu v roce 2014 (název prezentace Development on Microfluidic 

Interface for On-line Two dimensional Liquid Chromatography-Capillary Electrophoresis). 

Na obrázku 4.6A je znázorněno schéma pro 2D LC-CE spojení s využitím flow gating 

rozhraní.  Na obr. 4.6B jsou fotografie flow gating rozhraní (I), rozhraní ukotveného v držáku 

umožňujícím spojení se separačním systémem (II) a použití flow gating rozhraní pro separaci 

(III). Na rozdíl od rozhraní znázorněného na obr. 4.5, kde jsou kanálky různě široké a kapiláry 

a kolona jsou připevněny na jeho okraji, na obr. 4.6C je patrné, že kanálky jsou stejně široké a 

separační kapilára pro CE je umístěna v místě křížení kanálků.  

  

Obrázek 4.5: Polymethylmetakrylátové rozhraní pro spojení LC-CE-ESI-MS. Upraveno dle [16]. 
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Obrázek 4.6: A - Schéma 2D LC-CE separace s flow gating rozhraním.  
B – I: flow gating rozhraní; II: rozhraní v držáku umožňujícím spojení se systémem; III: ukázka flow 
gating rozhraní v praxi 
C – Schéma on-line přechodu frakce z LC do CE, IV: flow gating rozhraní; V: příčný tok elektrolytu 
pro CE během separace v LC; VI: separace v druhé CE dimenzi.   
Eluent z kapalinové chromatografie je reprezentován roztokem methylenové modři. Fotografie poskytl 
doc. Ing. Petr Česla, Ph.D. 

 A 

B 

C 

I II III 

IV  V VI 
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4.1.5 Spojení  LC v první dimenzi a MEKC v dimenzi druhé s programovanou změnou 

složení pseudostacionární fáze 

V této práci je používán dvoudimenzionální separační systém s kapalinovou 

chromatografií v první dimenzi. V LC je aktuální koncentrace organického rozpouštědla 

dvousložkové mobilní fáze, φ, tvořené vodou a organickým rozpouštědlem, jehož koncentrace 

roste společně s časem, dána vztahem:  
 

� 	 ^ � _ ∙ �� ∙ . 
kde A je počáteční koncentrace organického rozpouštědla v mobilní fázi na počátku gradientu, 

B je strmost gradientu (směrnice změny gradientu organického rozpouštědla od počáteční 

koncentrace po jeho koncentraci na konci gradientu), Fm je průtok mobilní fáze a t je aktuální 

čas od začátku gradientu (2D analýzy).  

Eluční čas analytu v kapalinové chromatografii v systému s obrácenými fázemi může 

být v případě lineárního gradientu spočítán pomocí rovnice [17,18]: 

 

.� ∙ �� = 1
� ∙ _ log 	�2,31 ∙ � ∙ _ ∙ �)� ∙ 10�*Q�∙[# − )U� + 1� + )� + )U 

kde a a m jsou parametry lineární rovnice log k = a – mφ charakterizující závislost retence 

látky (retenčního faktoru) na koncentraci organického rozpouštědla v mobilní fázi, Vm je 

mrtvý objem kolony a VD je zpoždění gradientu. 

Během off-line dvoudimenzionální separace, kombinující kapalinovou chromatografii 

v systému s obrácenými fázemi v první dimenzi a micelární elektrokinetickou chromatografií 

v druhé dimenzi, je eluent z první dimenze sbírán v malých frakcích o předem definovaném 

objemu, Vf, jenž je dán dobou sběru frakce, tf, a rychlosti průtoku mobilní fáze kolonou, Fm 

[13]. Koncentrace organického rozpouštědla v n-té frakci z LC, φf,n, může být vypočítána jako 

průměr z počáteční a koncové koncentrace organického rozpouštědla na začátku, tf,n, a na 

konci frakce, tf,n+1: 

 

�2,L = 1
2 ∙ �^ + _ ∙ �� ∙ ;.2,L�� + .2,L<� 

Podobně jako v RPLC může být efekt koncentrace organického rozpouštědla na 

retenční faktor v MEKC v základním elektrolytu složeného z micel a organické složky popsán 

rovnicí: 
 log ����� = D´ − �´ ∙ � 

(4.8) 

(4.9) 

(4.10) 

(4.11) 
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kde a´ a m  ́ jsou konstanty závislé na povaze analytu a typu organického rozpouštědla. 

Retenční faktor v MEKC je také závislý na koncentraci micel v základním elektrolytu [19]: 

 log ����� = 
 +  ∙ ��� ���� 
kde p a q jsou konstanty závislé na typu analytu a použitého tenzidu, cmic je koncentrace 

micel, která je dána rozdílen aktuální koncentrace tenzidu v roztoku a kritickou micelární 

koncentrací daného tenzidu (cmic = cs – cmc). Na základě těchto rovnic lze odvodit vztah pro 

retenci látek v MEKC se základním elektrolytem obsahujícím organickou složku: 

 log ����� = 
´ +  ∙ log ���� −�´ ∙ � 

Průměrná koncentrace organického rozpouštědla ve frakcích skokově vzrůstá v průběhu 

gradientu v LC. Díky tomu dochází k posunu migračního času analytu v druhé dimenzi 

(MEKC) směrem k nižším hodnotám vzhledem ke zvyšující se hodnotě kritické micelární 

koncentrace tenzidu v roztoku dané rostoucím obsahem organického rozpouštědla 

v základním elektrolytu [20]. Tento posun, který je přímo úměrný dávkovanému objemu 

frakce do druhé dimenze a strmosti gradientu způsobuje deformace 2D grafů a znesnadňuje 

možnost identifikace a kvantifikace jednotlivých složek vzorku. V této práci byly ověřovány 

možnosti kompenzace negativního efektu rostoucí koncentrace organického rozpouštědla 

v přiváděných frakcích pomocí změny složení základního elektrolytu ve druhé MEKC 

dimenzi. 

Se stoupající koncentrací organického rozpouštědla ve frakcích sbíraných z LC, a tedy i 

ve  vzorcích dávkovaných do kapiláry MEKC, klesá retenční faktor analytu 

v pseudostacionární fázi [21] a to vede k prodloužení zakoncentrované zóny v porovnání se 

základním elektrolytem bez přídavku organického rozpouštědla. Vzhledem k posunu 

distribuční rovnováhy analytu mezi negativně nabitými micelami a vodnou mobilní fází ve 

prospěch vodné fáze, která se pohybuje rychlostí elektroosmotického toku, dochází ke 

zkracování doby analýzy během druhé dimenze (MEKC). Aby byl zachován konstantní 

retenční faktor analytu během analýzy v MEKC s ohledem na zvyšující se koncentraci 

organického rozpouštědla v dávkované frakci z LC je třeba vykompenzovat klesající retenční 

faktor zvýšením koncentrace micel v základním elektrolytu MEKC, aby došlo k zachování 

délky zakoncentrované zóny analytu. Změnu koncentrace micel v základním elektrolytu, 

∆cmic, potřebnou pro kompenzaci přítomného organického rozpouštědla ve vzorku pomocí 

rovnice: 

 ∆���� = ∆�! − ∆��� = 10�∙�´/+ 

(4.12) 

(4.13) 

(4.14) 
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Posun migračního času v druhé dimenzi (MEKC) a změna koncentrace 

pseudostacionární fáze potřebná pro kompenzaci je tedy exponenciálně úměrná poměru 

parametrů m´ a q, které jsou závislé na retenci analytu v micelách.  
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4.2 Experimentální část 

4.2.1 Seznam použitých chemikálií 

Standardy fenolických kyselin a flavonoidů byly získány od firmy Fluka (Buchs, 

Švýcarsko) a od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Homologická řady 

alkylbenzenů (toluen, etyl-, propyl-, butyl- a pentylbenzen) použitá pro charakterizaci retence 

v MEKC byla zakoupena u firmy Sigma-Aldrich. Kyselina boritá, tetraboritan sodný, 

decylsulfát sodný, dodecylsulfát sodný a tetradecylsulfát sodný byly zakoupeny od firmy 

Fluka, acetonitril od firmy Sigma-Aldrich, metanol od firmy Merck (Darmstadt, Německo) a 

kyselina mravenčí od firmy Lachema (Brno, Česká republika). Deionizovaná voda (vodivost 

0,055 µS/cm) byla připravena pomocí přístroje Ultra CLEAR UV (SG, Hamburg, Německo). 

Základní elektrolyt a mobilní fáze byly před použitím filtrovány přes membránový filtr 

s velikostí pórů 0,45 µm (Millipore Bedfort, MA, USA) a odvzdušněny v ultrazvukové lázni. 

pH bylo měřeno pomocí pH metru Metrohm 827 s  elektrodou Unitrode (Metrohm, Herisau, 

Švýcarsko), ke kalibraci byly použity kalibrační roztoky o pH 7,00 a 9,00. 

4.2.2 Přístrojové vybavení, pracovní postup 

Experimenty v rámci kapalinové chromatografie byly provedeny na přístroji Shimadzu 

XR, sestaveného ze dvou LC-20ADXR čerpadel, autosampleru SIL-20ADXR (vše od firmy 

Shimadzu, Kyoto, Japonsko) a termostatu LCO 102 (ECOM, Praha, Česká republika) 

se silikagelovou kolonou s chemicky vázaným polyethylenglykolem Discovery HSPEG, 50 x 

2,1 mm s 5µm částicemi. Průtok mobilní fáze kolonou byl 0,4 ml/min a kolona byla 

temperována na 40 °C. Mobilní fáze použitá v první dimenzi (LC systém) obsahovala vodu 

s přídavkem kyseliny mravenčí (v/v, mobilní fáze A) a acetonitrilu (mobilní fáze B). Byl 

použit lineární gradient: 0 min – 1% B, 15 min – 30% B. Zpoždění gradientu bylo 0,52 ml. 

Konec LC kolony použité v první dimenzi byl spojen přes šesti-portový přepínací ventil 

s autosamplerem kapilární elektroforézy Agilent 3DCE (Agilent, Palo Alto, CA, USA). 

Autosampler byl použit pro automatický sběr frakcí z LC do MEKC separačního systému 

[13]. Pro separace v MEKC systému byla použita nepokrytá křemenná kapilára s vnitřním 

průměrem 50 µm, celková délka byla 48 cm a délka k detektoru byla 40 cm (Agilent). Při 

spojení LC-MEKC byla v druhé dimenzi použita nepokrytá křemenná kapilára s vnitřním 

průměrem 50 µm a průměrem v místě detekce 150 µm, celková délka kapiláry byla 48 cm a 

délka k detektoru 40 cm (Agilent). Před prvním použitím byla nová kapilára promyta 10 min 
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0,5 M hydroxidem sodným, 10 min vodou a 10 min základním elektrolytem. Kapilára byla 

temperována na teplotu 25 °C a vložené napětí bylo +20 kV. Vzorek byl dávkován 

hydrodynamicky tlakem 50 mbar, vzorkem bylo naplněno přibližně 1% objemu kapiláry. 

Mezi jednotlivými analýzami byla kapilára promývána 2 min základním elektrolytem.  
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4.3 Výsledky a diskuze  

Změna obsahu acetonitrilu v mobilní fázi během separace v první dimenzi (LC), z níž 

byly odebrané frakce dávkovány do druhé dimenze (MEKC), byla kompenzována změnou 

typu a koncentrace pseudostacionární fáze. Alkylsírany sodné s délkou uhlíkového řetězce 

C8 – C14 byly testovány jako pseudostacionární fáze pro separaci fenolických kyselin a 

flavonoidů ve druhé dimenzi (viz Kapitola 3). V prvním kroku byla stanovena kritická 

micelární koncentrace vybraných aniontových tenzidů v závislosti na přídavku organického 

rozpouštědla (acetonitrilu) v roztoku (viz Kapitola 1).  Pro stanovení kritické micelární 

koncentrace alkylsíranů sodných byla použita metoda založená na měření proudu 

procházejícího kapilárou v závislosti na koncentraci tenzidu v roztoku [22]. Na obrázku 4.7 je 

znázorněna závislost ln cmc na počtu uhlíků v alkylovém řetězci tenzidu, n, ve třech různých 

rozpouštědlech – ve vodě, v základním elektrolytu (25 mM boritanový pufr o pH 9,00) a 

v základním elektrolytu s přídavkem 10 % acetonitrilu (v/v). Z grafu je patrné, že se 

vzrůstajícím počtem uhlíků v alkylovém řetězci klesá hodnota kritické micelární koncentrace. 

Dále z naměřených dat vyplývá, že kritická micelární koncentrace je vyšší v základním 

elektrolytu s přídavkem acetonitrilu než v základním elektrolytu bez přídavku organického 

modifikátoru.  

 

Obrázek 4.7: Závislost ln cmc na počtu uhlíků v alkylovém řetězci alkylsíranů sodných, n. 
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Pro další experimenty nebyl použit oktyl- a tetradecylsíran sodný. Kritická micelární 

koncentrace oktylsíranu sodného je poměrně vysoká (143 mM ve vodě; 88 mM v základním 

elektrolytu) a jeho micely nejsou stabilní v roztoku s přídavkem acetonitrilu. Kraftova teplota 

pro tetradecylsíran sodný je 36 °C [23] a jelikož teplota během experimentu byla nastavena na 

25 °C, docházelo během analýz k vysrážení tetradecylsíranu sodného z roztoku. Pro další 

měření byly tedy použity pouze decyl- a dodecylsíran sodný. 

Parametry  m´ a q rovnice (4.13) byly stanoveny pomocí homologické řady n-

alkylbenzenů. Byly naměřeny retenční faktory pro metyl- až pentylbenzen v základním 

elektrolytu s 0 – 20 % (v/v) acetonitrilu a s tenzidy, jejichž koncentrace odpovídala jeden a 

půl až trojnásobku hodnoty kritické micelární koncentrace. Koncentrace decylsíranu sodného 

se tedy pohybovala v rozmezí 30 – 80 mM a dodecylsíranu sodného od 5 do 30 mM. Byly 

vyhodnoceny závislosti retenčního faktoru na koncentraci acetonitrilu a na logaritmu 

koncentrace micel v základním elektrolytu za využití rovnice (4.13). Získané parametry 

rovnic regrese pro jednotlivé alkylbenzeny v elektrolytu s decylsíranem sodným jsou uvedeny 

v tabulce 4.1, s dodecylsíranem sodným v tabulce 4.2. 

 

Tabulka 4.1: Získané parametry rovnice regrese závislosti retenčního faktoru analytu na koncentraci 
decylsíranu sodného a obsahu acetonitrilu v základním elektrolytu. 

Sloučenina p´ ± sp´ q ± sq m´ ± sm  ́ R2 

Metylbenzen -1,512 ± 0,122  1,122 ± 0,090 1,688 ± 0,352 0,9380 

Etylbenzen -0,937 ± 0,048 0,987 ± 0,037 2,434 ± 0,143 0,9886 

Propylbenzen -0,576 ± 0,053 1,023 ± 0,039 3,277 ± 0,154 0,9898 

Butylbenzen -0,218 ± 0,075 1,068 ± 0,055 3,994 ± 0,217 0,9839 

Pentylbenzen 0,250 ± 0,095 1,019 ± 0,070 4,769 ± 0,275 0,9777 

 

Tabulka 4.2: Získané parametry rovnice regrese závislosti retenčního faktoru analytu na koncentraci 
dodecylsíranu sodného a obsahu acetonitrilu v základním elektrolytu. 

Sloučenina p´ ± sp´ q ± sq m´ ± sm  ́ R2 

Metylbenzen -1,105 ± 0,122 0,797 ± 0,156 0,372 ± 0,605 0,7277 

Etylbenzen -0,636 ± 0,048 0,801 ± 0,061 1,396 ± 0,237 0,9397 

Propylbenzen -0,185 ± 0,052 0,843 ± 0,067 2,280 ± 0,260 0,9398 

Butylbenzen 0,224 ± 0,057 0,855 ± 0,072 2,845 ± 0,281 0,9393 

Pentylbenzen 0,672 ± 0,065 0,907 ± 0,084 3,932 ± 0,325 0,9437 
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Na obrázku 4.8 je uvedena závislost naměřeného retenčního faktoru pro pentylbenzen 

v základním elektrolytu s přídavkem dodecylsíranu sodného na obsahu acetonitrilu a 

koncentrace micel v roztoku. Výsledky naznačují, že parametry p  ́a m  ́  rovnice (4.13) silně 

závisí jak na délce alkylového řetězce v molekule alkylbenzenu tak na typu pseudostacionární 

fáze. Oba parametry rostou s rostoucí délkou alkylového řetězce a tím se zvyšující se 

hydrofobicitou molekuly. Parametr q závisí silněji na typu tenzidu a je téměř nezávislý na 

testovaném analytu. Nízká směrodatná odchylka pro všechny parametry (s výjimkou 

metylbenzen/SDS/acetonitril) indikuje, že rovnice (4.13) může adekvátně popsat retenci 

analytu v micelách decyl- a dodecylsíranu sodného za přítomnosti acetonitrilu v roztoku. 

 

Obrázek 4.8: Závislost retenčního faktoru pentylbenzenu na koncentraci micel v BGE a obsahu 
acetonitrilu (v/v). 

 

Pro optimalizaci gradientu pseudostacionární fáze byl vybrán nejvíce se zadržující 

alkylbenzen – pentylbenzen. Poměr parametru m  ́a q z rovnice (4.14) pro pentylbenzen byl 

4,68 pro decylsíran sodný a 4,34 pro dodecylsíran sodný. Z toho vyplývá, pro kompenzaci 

rostoucí koncentrace acetonitrilu v po sobě jdoucích frakcích odebíraných v první dimenzi při 

gradientové LC separaci je potřeba menší změna koncentrace micel tenzidu s delším 

alkylovým řetězcem. To je také v souladu s vyšší závislostí retence pentylbenzenu v 



 Kapitola 4 

[115] 
 

elektrolytu s SDS než v elektrolytu s SDeS (SDeS < SDS). Získané parametry m´ a q byly 

dále použity pro navržení gradientu pseudostacionární fáze. 

V první dimenzi LC separace byla použita silikagelová kolona s chemicky vázaným 

polyethylenglykolem, čímž bylo dosaženo separace s rozdílnou selektivitou v porovnání 

s MEKC ve druhé dimenzi a nižší retence látek v porovnání s tradičně používanou kolonou 

s oktadecylsilikagelovou stacionární fází [13]. Během LC separace byl použit lineární 

gradient se vzrůstající koncentrací acetonitrilu ve vodě s přídavkem 0,2 % (v/v) kyseliny 

mravenčí. Počáteční koncentrace acetonitrilu ve vodě během 15 minutové analýzy byla 1 % a 

konečná 30 % (v/v). Všechny testované sloučeniny eluovaly do 12 min a byly odebírány 

frakce po 15 s, což bylo ve výsledku 48 frakcí o objemu každé z nich Vf  = 100 µl. 

Koncentrace acetonitrilu ve frakcích vzrůstala přibližně o 0,5 % (v/v). Vypočítaná 

koncentrace acetonitrilu v poslední frakci byla přibližně 20 % (v/v), do výpočtu bylo 

započítáno zpoždění gradientu a mrtvý objem kolony. Změna koncentrace acetonitrilu ve 

sbíraných frakcích z LC byla kompenzována ve druhé dimenzi složením základního 

elektrolytu, kdy byla připravena série základních elektrolytů se vzrůstající koncentrací 

alkylsíranu sodného. MEKC separace první frakce byla provedena v základním elektrolytu 

s koncentrací micel 10 mM, celková koncentrace decylsíranu sodného v elektrolytu byla 

36 mM. Změna koncentrace decylsíranu sodného potřebná ke kompenzaci změny obsahu 

koncentrace acetonitrilu v roztoku byla vypočítána dle rovnice (4.14), získané výsledky pro 

decylsíran sodný jsou uvedeny na obr. 4.9. Z tohoto obrázku je patrné že v roztoku s 20 % 

acetonitrilu (v/v), je koncentrace decylsíranu potřebná pro kompenzaci jeho vlivu na separaci 

86 mM micel SDeS (skutečná koncentrace SDeS by odpovídala 120 mM).  

 

Obrázek 4.9: Závislost koncentrace decylsíranu sodného na obsahu ACN v BGE (%, v/v). 



 Kapitola 4 

[116] 
 

Vzrůstající koncentrace tenzidu vede ke zvyšování velikosti proudu procházejícího 

kapilárou, který může významně přispět k rozšíření migračních zón analytů a tím snížit 

separační účinnost. Proto byla využita změna tenzidu použitého v základním elektrolytu při 

koncentraci 10 % acetonitrilu v odebrané frakci. Do této koncentrace používaný decylsíran 

sodný, jehož koncentrace za těchto podmínek byla 56 mM (29 mM micel), byl nahrazen 

31 mM dodecylsíranem sodným (koncentrace micel 29 mM). Závislost kritické micelární 

koncentrace dodecylsíranu sodného a koncentrace jeho micel na obsahu acetonitrilu v roztoku 

je uvedena na obrázku 4.10.   

 

Obrázek 4.10: Závislost koncentrace SDS na obsahu ACN v BGE (% v/v). 

 

Směs standardů flavonoidů a fenolických kyselin byla analyzovaná jak za konstantních 

podmínek ve druhé dimenzi (koncentrace decylsíranu sodného v základním elektrolytu 

tvořeném 25 mM boritanovým pufrem o pH 9,00 byla 36 mM) tak za použití gradientu 

koncentrace tenzidu ve druhé dimenzi (obrázek 4.11). Z tohoto záznamu je patrné, že došlo 

k rozdělení všech standardů fenolických kyselin a flavonoidů ve směsi. Během separace za 

konstantních podmínek ve druhé dimenzi došlo k posunu migračního času pro některé 

sloučeniny (katechin, hesperetin, rutin a naringenin).  
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Obrázek 4.11: 2D LC-MEKC analýza standardů fenolických kyselin a flavonoidů s konstantním 
složením pseudostacionární fáze ve druhé MEKC dimenzi. BGE: 25 mM boritanový pufr o pH 9,00 
s 36 mM decylsíranem sodným (10 mM micel SDeS). Nepokrytá křemenná kapilára 48 (40) cm, 50 
µm I.D., detekční okénko 150 µm I.D. Napětí 20 kV, teplota 25 °C, detekce 214 a 254 nm. V první 
dimenzi byla použita silikagelová kolona s chemicky vázaným polyethylenglykolem, mobilní fáze 
byla tvořena vodou s přídavkem kyseliny mravenčí (0,2 % v/v, A) a acetonitrilem (B). Lineární 
gradient: 0 min – 1% B, 15 min – 30% B. Teplota 40 °C. Sběr frakcí po 15 s.  1 – (-)-epikatechin, 2 – 
(+)-katechin, 3 – flavon, 4 – 7-hydroxyflavon, 5 – hesperetin, 6 – hesperidin, 7 – kvercetin, 8 – rutin, 9 
– naringenin, 10 – galová kyselina, 11 – kávová kyselina, 12 – 4-hydroxyfenyloctová kyselina, 13 – 
chlorogenová kyselina, 14 – salicylová kyselina, 15 – 4-hydroxybenzoová kyselina. 

 

Díky použití gradientu koncentrací tenzidů v druhé dimenzi bylo dosaženo téměř 

stejných migračních časů pro dané sloučeniny v po sobě jdoucích frakcích. Záznam separace 

s použitím rostoucí koncentrace tenzidu v BGE v druhé dimenzi je uveden na obrázku 4.12. 

Další výhodou použití gradientu koncentrací tenzidu v MEKC módu bylo dosažení užších 

píků, což může být dáno zvyšující se separační účinností v základním elektrolytu se zvyšující 

se koncentrací pseudostacionární fáze.  
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Obrázek 4.12: 2D LC-MEKC analýza standardů fenolických kyselin a flavonoidů s konstantním 
složením pseudostacionární fáze ve druhé MEKC dimenzi. BGE: 25 mM boritanový pufr o pH 9,00 
s koncentrací PAL volenou dle obr. 3 a 4. Nepokrytá křemenná kapilára 48 (40) cm, 50 µm I.D., 
detekční okénko 150 µm I.D. Napětí 20 kV, teplota 25 °C, detekce 214 a 254 nm. V první dimenzi 
byla použita silikagelová kolona s chemicky vázaným polyethylenglykolem, mobilní fáze byla tvořena 
vodou s přídavkem kyseliny mravenčí (0,2 % v/v, A) a acetonitrilem (B). Lineární gradient: 0 min – 
1% B, 15 min – 30% B. Teplota 40 °C. Sběr frakcí po 15s.  1 – (-)-epikatechin, 2 – (+)-katechin, 3 – 
flavon, 4 – 7-hydroxyflavon, 5 – hesperetin, 6 – hesperidin, 7 – kvercetin, 8 – rutin, 9 – naringenin, 10 
– galová kyselina, 11 – kávová kyselina, 12 – 4-hydroxyfenyloctová kyselina, 13 – chlorogenová 
kyselina, 14 – salicylová kyselina, 15 – 4-hydroxybenzoová kyselina. 

 

Uvedený postup byl aplikován na analýzu vodného výluhu z květů černého bezu, který 

je uveden na obrázku 4.13. V tomto vzorku bylo identifikováno pět studovaných sloučenin 

(rutin, naringenin, galová kyselina, kávová kyselina, chlorogenová kyselina) na základě jejich 

migračních časů a porovnáním jejich UV spekter se spektry standardů. 
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Obrázek 4.13: 2D LC-MEKC analýza výluhu květů černého bezu s konstantním složením 
pseudostacionární fáze ve druhé MEKC dimenzi. BGE: 25 mM boritanový pufr o pH 9,00 
s koncentrací PAL volenou dle obr. 3 a 4. Nepokrytá křemenná kapilára 48 (40) cm, 50 µm I.D., 
detekční okénko 150 µm I.D. Napětí 20 kV, teplota 25 °C, detekce 214 a 254 nm. V první dimenzi 
byla použita silikagelová kolona s chemicky vázaným polyethylenglykolem, mobilní fáze byla tvořena 
vodou s přídavkem kyseliny mravenčí (0,2 % v/v, A) a acetonitrilem (B). Lineární gradient: 0 min – 
1% B, 15 min – 30% B. Teplota 40 °C. Sběr frakcí po 15s.  8 – rutin, 9 – naringenin, 10 – galová 
kyselina, 11 – kávová kyselina, 13 – chlorogenová kyselina. 
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4.4 Shrnutí 

Tato část práce je věnována off-line spojení kapalinové chromatografie pracující 

v módu s obrácenými fázemi v první dimenzi a micelární elektrokinetické chromatografie 

v dimenzi druhé. V kapalinové chromatografii byl použit lineární gradient se vzrůstající 

koncentrací acetonitrilu v mobilní fázi. Jednotlivé frakce odebrané z první dimenze s různou 

koncentrací acetonitrilu byly dávkovány do druhé dimenze a analyzovány pomocí micelární 

elektrokinetické chromatografie. Vzrůstající koncentrace acetonitrilu ve vzorku dávkovaném 

do druhé dimenze způsobovala posun migračních časů analyzovaných látek a rozšiřování 

píků, jelikož kritická micelární koncentrace tenzidů je závislá na obsahu organického 

modifikátoru v roztoku a tedy při stejné koncentraci tenzidu v roztoku a měnící se hodnotě 

kritické micelární koncentrace dochází ke změně koncentrace micel v roztoku a tím se mění 

podmínky analýzy. Aby tento efekt byl potlačen, byl vliv změny obsahu acetonitrilu ve 

frakcích z první dimenze eliminován změnou složení základního elektrolytu ve druhé MEKC 

dimenzi (koncentrace a typ tenzidu) tak, aby bylo migrační okno v MEKC téměř konstantní. 

Koncentrace decylsíranu sodného použitého pro kompenzaci vlivu acetonitrilu ve vzorku 

z první dimenze (1 - 20 %, v/v) se pohybovala v rozmezí 36 – 123 mM a koncentrace 

dodecylsíranu sodného byla v rozmezí hodnot 37 - 97 mM.  Získané poznatky byly využity i 

při separaci reálného vzorku reprezentovaného vodným výluhem květů černého bezu. 
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Determination of distribution constants of 
antioxidants by electrokinetic chromatography
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Abstract: Liposome electrokinetic chromatography and micellar electrokinetic 
chromatography were used for studying the lipophilic properties of natural antioxi-
dants, specifically phenolic acids and flavonoids. The employed negatively charged 
liposomes were composed of mixtures of 1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycerophosphati-
dylcholine and 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-phosphatidylserine or 1-palmitoyl-2-oleoyl-
sn-glycero-3-phosphatidylglycerol. In micellar electrokinetic chromatography, 
sodium dodecyl sulphate micelles were used as the pseudostationary phase. The 
retention factors of the studied compounds were determined at pH 7.4. The cor-
responding distribution constants were calculated from the experimentally de-
termined retention factors and the phase ratios of the liposome dispersions and 
the micellar system. The distribution constants between the aqueous phase and 
the liposomes or micelles were compared with octanol/water partition or distribu-
tion constants of the studied compounds, which were predicted using the ACD/
Labs Percepta Platform—PhysChem Module. Our results indicate that the correla-
tions between the distribution constants of the two tested liposome systems were 
much stronger than those between the liposome/micellar systems. The correla-
tions between the n-octanol phase and the liposome phases were similar to that 
between n-octanol and the micellar phase. Our data shows that electrokinetic 
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chromatography is an e/cient method for determining partition coe/cients of 

compounds, but the type of pseudostationary phase has a clear impact on the 

values.

Subjects: Analysis & Pharmaceutical Quality; Analytical Chemistry; Natural Products; 

Physical Chemistry

Keywords: antioxidants; distribution constants; electrokinetic chromatography; liposome; 

retention factors

1. Introduction

Antioxidants are secondary metabolites of plants, which can protect organisms from the e;ect of 

free radicals. Antioxidants are able to inhibit oxidative damages and to improve the immune func-

tion of organisms (1). In vivo e;ects of these compounds are dependent on their lipophilicity and 

hydrophilicity, which govern membrane and protein interactions. In general, the hydrophobicity or 

lipophilicity of compounds can be expressed by the distribution constant between a polar and a non-

polar phase (2). The octanol/water partition coe/cient and its logarithm, log P
o/w

, are commonly 

used for the description of the hydrophobicity or lipophilicity of compounds. These values are also 

good descriptors for the characterisation of the relationship between the structure and biological, 

pharmacological and ecological e;ects of the compounds (3). However, for charged (ionised) com-

pounds, it is important to consider the distribution constant between n-octanol and a bu;er with the 

target pH value (4). To get a better understanding of the distribution of compounds between lipo-

philic and hydrophilic phases, micelle or liposome/aqueous partition coe/cients, which are depend-

ent on van der Waals and hydrogen donor/acceptor interactions between the compounds and the 

lipophilic membrane, can be determined (5).

In this work, we used micellar electrokinetic chromatography (MEKC) and liposome electrokinetic 

chromatography (LEKC) for the separation of some antioxidants commonly present in plant mate-

rial. MEKC has been widely employed for the separation of synthetic and natural drugs (6, 7), pro-

teins and peptides (8, 9), oligonucleotides (10), carbohydrates (11, 12) and for the separation of 

natural antioxidants (13–16). The advances in developing fundamental aspects and applications of 

MEKC have been summarised, e.g. in “Silva 2011 (17)”. LEKC has been known since the mid-90s, 

when it was used for characterisation of interactions between lipid bilayers and peptides, or drugs 

(18). Later on, Roberts et al. (19) studied the behaviour of liposomes in capillary electrophoresis. 

Since then, several papers on LEKC have been published (20–22). Even though liposomes are rather 

crude biomimetic models of biological cell membranes, data has shown that LEKC can be used for 

predicting the behaviour of compounds in living systems (5, 23, 24).

The anti-atherosclerotic, anti-inflammatory, antitumor, antibacterial, antiviral and antitrombo-

genic e;ects of natural antioxidants are described in the literature (25–27). Polyphenols, including 

flavonoids, are the most common natural antioxidants in the human diet. Flavonoids are divided 

into six groups—flavones, flavonoles, flavanoles, flavanones, isoflavones and anthocyanines. The 

di;erences between the groups are given by the varied degree of hydroxylation, methoxylation or 

glycosylation. Coumarins and phenolic acids represent the simple phenols. The phenolic acids can 

further be divided into two groups based on the structure of cinnamic acid or benzoic acid. In vivo 

e;ects of these compounds are highly dependent on their lipophilicity and hydrophilicity, and there-

fore, in this study, micelle/aqueous phase and liposome/aqueous phase distribution constants of 

antioxidants were determined by MEKC and LEKC, respectively. Both the sodium dodecyl sulphate 

(SDS) micelles and the employed liposomes were negatively charged. The liposomes comprised of 

1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-phosphocholine (POPC) and 1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-

3-phospho-L-serine (POPS) or 1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-phospho-(1′-rac-glycerol) (POPG). All 

lipids chosen have transition temperatures well below room temperature, meaning that the li-

posomes used were in the disordered liquid crystalline phase throughout the study. To our 
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knowledge, this is the first time a direct EKC comparison of LEKC and MEKC, using the same volume 

of the pseudostationary phase (similar phase ratio), has been done.

2. Materials and methods

2.1. Materials and reagents

1-Palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-phosphocholine (POPC), 1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-fosfo-L-

serine (POPS) and 1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol (POPG) were purchased from 

Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA). The purity of all phospholipids were >99% according to 

Avanti Polar Lipids home page (https://avantilipids.com/). The phase transition temperatures of 

POPC, POPS and POPG are −2, 14 and −2°C, respectively. The structures of the phospholipids are 

shown in the supporting information (SI), Figure S2. SDS, the alkylbenzoates and the standards of the 

antioxidants (Figure S3) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Sodium hydrogen 

phosphate and thiourea were from Sigma (Darmstadt, Germany) and sodium dihydrogen phosphate 

monohydrate and HPLC-grade methanol were purchased from Mallinckrodt Baker (Deventer, The 

Netherlands). Methanol was purchased from VWR International (Espoo, Finland) and sodium hy-

droxide from FF-Chemicals (Yli-Ii, Finland). All compounds were used as received.

2.2. Capillary electrophoresis

An Agilent 7100 (Agilent, Palo Alto, CA, USA) capillary electrophoresis instrument equipped with a 

diode array detector was used for the LEKC and for the MEKC studies. Uncoated fused-silica capillar-

ies with 50 µm I.D. (360 µm O.D.) and a total length of 36.5 cm (efective length of 28 cm) were used 

throughout the study. When a new capillary was taken into use, it was preconditioned by rinsing 

(pressure of 940 mbar) for 15 min with NaOH (0.1 M), for 15 min with Milli-Q water and for 15 min 

(MEKC conditions) or 5 min (LEKC conditions) with the background electrolyte (BGE) solution before 

the first run. The sample was injected hydrodynamically by applying 50 mbar pressure for 5 s on the 

inlet sample vial. The applied voltage was 20 kV, the temperature was 25°C and the detection wave-

length was set at 214 and 254 nm. All capillary zone electrophoresis (CZE) and MEKC experiments 

were repeated five times. For LEKC experiments, the total volume of the BGE was only 225 µL (due 

to the high cost of phospholipids), and therefore, the LEKC experiments were repeated only three 

times.

2.3. Preparation of bu:er, liposomes, micelles and antioxidant samples

Phosphate bufer (pH 7.4; ionic strength of 20 mM) was prepared by mixing appropriate amounts of 

solutions of sodium hydrogen phosphate and sodium dihydrogen phosphate. The total concentra-

tion of phosphate anion formed was 8.2 mM, and the concentration of sodium cations was 14.1 mM. 

The phosphate bufer was filtered through a 0.45 µm membrane filter before use. The BGE for MEKC 

contained SDS (5.2 mM) in phosphate bufer (pH 7.4; ionic strength of 20 mM). The BGE for LEKC was 

prepared from stock solutions of POPC (20 mM), POPS (12.7 mM) and POPG (10 mM) in chloroform 

(stored in a freezer) and phosphate bufer (pH 7.4; ionic strength of 20 mM). Appropriate amounts of 

the stock solutions of the phospholipids were mixed and evaporated to dryness under a gentle 

stream of air. Traces of chloroform were removed by evacuation under 8-100 mbar pressure for 

20 h. The lipid film was hydrated with phosphate bufer and shaken at 1,000 rpm for 60 min at 60°C. 

The liposome dispersion was extruded 19 times through a Nucleopore Track-Etch membrane 

(Whatman, Maidstone, UK) with a pore size of 100 nm. The total concentrations of the liposome 

dispersions, i.e. POPC/POPS (80:20, mol%) and POPC/POPG (80:20, mol%), were 4 mM, which were 

further diluted to 0.5 mM with phosphate bufer for LEKC analyses.

The concentration of the stock solution of each antioxidant compound was 1 g/L in methanol. The 

concentration of the antioxidants injected for analyses was 25 mg/L in Milli-Q water, except for mor-

in, biochanin A, esculin, isoquercitrin, luteolin and myricetin, which were of 50 mg/L in water/metha-

nol 3:1 (v/v). Thiourea (0.5 mM solution in phosphate bufer) was used as a marker of the 

electroosmotic flow (EOF).
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2.3.1. Calculation of retention factors and determination of distribution constants

A description of the determination of the retention factors is given in the supporting information (SI). 

The e9ective mobilities of the micelles and the liposomes were determined using an iterative proce-

dure, utilising a series of alkylbenzoate homologues (methylbenzoate to hexylbenzoate) (28, 29). 

The scheme of the iterative procedure is shown in the supporting information (Figure S1). The distri-

bution constants of the compounds were calculated from the retention factors. The equations and 

details about the calculations are given in the supporting information.

3. Results and discussion

3.1. Determination of the electrophoretic mobility of liposomes and micelles

Determination of the electrophoretic mobilities of the liposomes and micelles is necessary for calcu-

lating the retention factors of the compounds in LEKC and MEKC. The iterative procedure using a 

homologous series of alkylbenzoates (C1–C6) was used for the determination of the electrophoretic 

mobility of the liposomes comprising POPC/POPS or POPC/POPG and for the SDS micelles. The mobil-

ity of 80:20 mol% POPC/POPS liposomes with a concentration of 0.5 mM in phosphate bu9er (pH 7.4, 

20 mM ionic strength) was −4.18 × 10−8 m2 V−1 s−1. The electrophoretic mobility of 80:20 mol% POPC/

POPG liposomes was −4.33 × 10−8 m2 V−1 s−1. These values are rather similar to the values previously 

obtained for liposomes and lipid emulsions, i.e. Intralipid® and ClinOleic® (24, 30–32).

The electrophoretic mobility of the SDS micelles was −4.57 × 10−8 m2 V−1 s−1, which is in good agree-

ment with previously published values (33, 34). Both liposomes and SDS micelles have an overall 

negative surface charge, but the smaller size of SDS micelles in comparison with the liposomes ex-

plains the higher mobility of the SDS micelles.

3.2. Determination of the distribution constants of natural antioxidants

The distribution constants between the phosphate bu9er (pH 7.4, ionic strength of 20 mM) and the 

liposomes, i.e. 80:20 mol% POPC/POPS or 80:20 mol% POPS/POPG, or the SDS micelles were deter-

mined from the e9ective electrophoretic mobilities of the flavonoids and phenolic acids measured 

under CZE, LEKC and MEKC conditions. Typical electropherograms under CE (CZE) and LEKC condi-

tions are shown in Figure S4. The obtained values were compared with the values of octanol/aque-

ous distribution constants. The values of log D
pH 7.4

 were used for ionised compounds and log P
o/w

 

values for neutral compounds (flavone, (+)-catechin). Log D
pH 7.4

 and log P
o/w

 values were predicted 

using the ACD/Labs Percepta Platform—PhysChem Module and the pK
a
 values were predicted using 

Advanced Chemistry Development (ACD/Labs) Software V11.02 (©1994–2015 ACD/Labs). The values 

are listed in Table 1.

3.3. Comparison of the distribution constants with log D
pH 7.4

 or log P
o/w
 values

The degree of ion dissociation and the experimentally determined distribution constants for the 

phenolic acids and flavonoids using MEKC and LEKC are also listed in Table 1. The correlation be-

tween the obtained log K
D
 (POPC/POPS) values and the predicted log D

pH 7.4
/log P

o/w
 values is shown in 

Figure 1(A). There are two groups of studied compounds presented in the graph; group I represents 

the phenolic acids, the flavonoid glycosides (esculin, rutin and isoquercitrin) and 4-hydroxycou-

marin; group II represents the rest of the compounds, except for hesperidin, naringin and 4-hydroxy-

benzoic acid. Hesperidin and naringin belong to the group of flavonoid glycosides (flavanones), and 

they did not interact with the POPC/POPS liposomes under the selected experimental conditions (the 

retention factors were equal to zero). The reason for this could be due to the very low hydrophobicity 

of the compounds, indicated by their log D
pH 7.4

 values of −0.26 for hesperidin and −0.05 for naringin. 

This polar character in combination with their very bulky structures can at least partly explain the 

lack of interactions with the POPC/POPS liposomes.

In the following step, the interactions between the compounds and 80:20 mol% POPC/POPG li-

posomes were studied. The obtained log K
D
 (POPC/POPG) values were compared with the predicted 

octanol/aqueous distribution constants. The correlation between the liposome (POPC/POPG)/
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Table 1. Values of pKa, log D
pH 7.4

, log P
o/w
 and experimentally determined distribution constants 

(log K
D
) of phenolic acids and flavonoids

1Non-ionisable groups.

2log P
o/w
 values are shown for uncharged compounds.

3A very small charge was observed, because the compound could be separated under CZE conditions (see 
supplementary information).

4The compounds do not interact with the micelles or liposomes.

Group Compound No. pKa α (%) log D
pH 7.4

 

or log P
o/w

log K
D
 

(POPC/

POPS)

log K
D
 

(POPC/

POPG)

log K
D
 

(SDS)

Benzoic 
acid

Gallic acid 1 4.33 ± 0.10 99.92 ± 0.02 −2.30 1.19 1.37 2.30

4-Hydroxy-
benzoic acid

2 4.57 ± 0.10 99.86 ± 0.03 −1.15 –4 2.13 2.21

Protocat-
echuic acid

3 4.45 ± 0.10 99.90 ± 0.02 −1.86 2.07 1.14 1.97

Salicylic acid 4 3.01 ± 0.10 100.0 ± 0.0 −0.77 2.20 2.54 2.68

Syringic acid 5 4.33 ± 0.10 99.92 ± 0.02 −1.63 1.76 1.85 2.32

Vanillic acid 6 4.45 ± 0.10 99.90 ± 0.02 −1.46 2.20 1.69 2.34

Cinnamic 
acid

CaPeic acid 7 4.58 ± 0.10 99.86 ± 0.03 −1.74 0.65 –4 2.18

Chlorogenic 
acid

8 3.91 ± 0.50 99.95 ± 0.04 −3.91 2.48 2.49 1.98

Ferulic acid 9 4.58 ± 0.10 99.86 ± 0.03 −1.38 1.29 0.79 2.33

p-Coumaric 
acid

10 4.65 ± 0.10 99.83 ± 0.04 −1.32 1.05 1.74 2.22

Sinapic acid 11 4.53 ± 0.10 99.87 ± 0.03 −2.02 1.39 1.86 2.42

Flavanol (+)-Catechin 12 9.54 ± 0.10 0.8 ± 0.2 0.492 2.43 2.22 –4

(−)-Epicat-
echin

13 9.54 ± 0.10 0.8 ± 0.2 0.563 2.57 2.50 –4

Flavone 7-Hydroxyfla-
von

14 7.02 ± 0.40 69.0 ± 17.9 2.76 3.15 3.42 3.10

Biochanin A 15 6.50 ± 0.20 88.9 ± 4.3 1.97 4.12 4.62 3.25

Flavone 16 –1 –1 3.562 3.40 3.47 –4

Isoquercitrin 17 6.17 ± 0.40 93.0 ± 4.9 −1.19 2.46 2.20 2.45

Luteolin 18 6.50 ± 0.40 86.6 ± 9.0 1.12 3.96 3.72 3.00

Rutin 19 6.17 ± 0.40 93.0 ± 4.9 −1.75 1.88 0.71 2.59

Flavonol Kaempferol 20 6.34 ± 0.40 90.2 ± 6.8 0.81 3.97 3.20 3.11

Morin 21 6.30 ± 0.40 90.9 ± 6.3 0.34 2.88 1.81 2.41

Myricetin 22 6.30 ± 0.40 90.9 ± 6.3 0.26 3.45 3.61 2.65

Quercetin 23 6.31 ± 0.40 90.7 ± 6.4 0.58 4.19 4.30 –4

Flavanone Hesperetin 24 7.49 ± 0.40 47.7 ± 21.5 2.25 3.39 3.65 2.60

Hesperidin 25 7.15 ± 0.40 63.4 ± 19.7 −0.26 –4 –4 –4

Naringenin 26 7.52 ± 0.40 46.3 ± 12.4 2.22 3.79 3.77 2.60

Naringin 27 7.17 ± 0.40 62.5 ± 19.9 −0.05 –4 –4 –4

Coumarin 4-Hydroxy-
coumarin

28 4.50 ± 1.00 99.4 ± 0.6 −1.72 1.78 1.46 2.29

6,7-Dihy-
droxycouma-
rin

29 8.60 ± 1.00 20.8 ± 20.1 1.30 3.40 2.41 2.23

Esculin 30 7.00 ± 0.20 72.4 ± 8.9 −1.92 2.47 1.55 2.09
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aqueous and octanol/aqueous distribution constants is shown in Figure 1(B). Similarly, to the POPC/

POPS liposomes, the compounds are divided into two groups. Phenolic acids (excepted for caDeic 

acid), glycosylated flavonoids and 4-hydroxycoumarin are clustered in group III, whereas the agly-

cones of flavonoids (except for hesperidin and naringin) are clustered in group IV. The groups III and 

IV generally correspond to groups I and II presented in Figure 1(A). Due to negligible interactions 

with the liposomes, the retention factors of caDeic acid, hesperidin and naringin were equal to zero.

The positive slope of the regression line in Figure 1 indicates that the antioxidants prefer to inter-

act with the hydrophobic phospholipid membrane. The polar compounds (group I in Figure 1(A) and 

group III in Figure 1(B)) are only weakly retained in both liposome systems, with the slope of the 

correlation line being higher for the POPC/POPG liposomes. According to the data presented in Table 

1, higher log K
D
 values were observed for some phenolic acids (i.e. gallic acid, 4-hydroxybenzoic acid, 

p-coumaric acid and sinapic acid) when comparing POPC/POPG liposomes with POPC/POPS li-

posomes. This clearly indicates selective interactions between some of the compounds and the po-

lar head groups of the lipids. Even though both phospholipids, i.e. POPG and POPS, have an overall 

Figure 1. (A) Correlation 

between log K
D
 (POPC/

POPS) values and log D
pH 

7.4
/log Po

/w
 and (B) correlation 

between log K
D
 (POPC/POPG) 

values and log D
pH 7.4

/log P
o/w

. 

Compounds: (1) gallic acid; 

(3) protocatechuic acid; (4) 

salicylic acid; (5) syringic acid; 

(6) vanillic acid; (7) caOeic acid; 

(8) chlorogenic acid; (9) ferulic 

acid; (10) p-coumaric acid; (11) 

sinapic acid; (12) (+)-catechin; 

(13) (−)-epicatechin; (14) 

7-hydroxyflavon; (15) 

biochanin A; (16) flavone; 

(17) isoquercitrin; (18) 

luteolin; (19) rutin; (20) 

kaempferol; (21) morin; (22) 

myricetin; (23) quercetin; (24) 

hesperetin; (26) naringenin; 

(28) 4-hydroxycoumarin; (29) 

6,7-dihydroxycoumarin; (30) 

esculin. Data was evaluated 

using program Statistica 12 

and graphical program Origin 9. 

Running conditions: uncoated 

fused-silica capillary (50 µm 

I.D./360 µm O.D, l
tot

 = 36.5 cm, 

l
det

 = 28.0 cm); BGE: 0.5 mM 

80/20 mol% POPC/POPS (A) 

or 0.5 mM 80/20 mol% POPC/

POPG (B) in phosphate buOer at 

pH 7.4 (I = 20 mM); separation 

voltage + 20 kV; capillary 

cassette temperature 25°C; 

sample injection 50 mbar/5 s; 

UV detection at 214 and 

254 nm; 0.5 mM thiourea was 

used as an EOF mobility marker.
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negative surface charge, the polar parts of the molecules are dissimilar. POPS has two negatively 

charged functional groups and one neutralising positively charged group, whereas POPG only con-

tains one negatively charged phosphate group. The 1,2-diol presented in POPG can also specifically 

interact with the aforementioned compounds.

3.4. Correlation of experimental and predicted distribution constants

For detailed characterisation of the correlation between the log K
D
 data, the Pearson’s correlation 

coeCcient, r, was used. Pearson’s correlation coeCcient is one of the most important and most 

commonly used parameters for measuring the strength of a correlation between two continuous 

random variables. Pearson’s correlation coeCcient is expected from N pairs of values—the correla-

tion pairs of the measured N individuals randomly selected from the population. Pearson’s correla-

tion coeCcient determined for the POPC/POPS liposomes vs log P
o/w
/log D

pH7.4
 was 0.714 (R2 = 0.491) 

and for the POPC/POPG liposomes vs log P
o/w
/log D

pH7.4
 the positive correlation was 0.740 (R2 = 0.530). 

The values of the Pearson’s correlation coeCcients are in the range of 0.7–0.8, which is typical for 

strong correlation between studied variables. The Pearson’s correlation coeCcient was even higher 

(r = 0.874, N = 25, p < 0.05) for the correlation between log K
D
 (POPC/POPS) and log K

D 
(POPC/POPG), 

shown in Figure 2. This demonstrates that the positive correlation between the two liposome sys-

tems is stronger than between the log K
D
 values obtained using the liposome systems and the pre-

dicted log P
o/w
/log D

pH 7.4
 values.

The pseudostationary phase in MEKC comprised 5.2 mM of SDS. The cmc of SDS was determined 

using a CE instrument for measuring the current as a function of increasing SDS concentration in a 

capillary filled with a BGE containing SDS (35). The cmc value of SDS in phosphate buZer (pH 7.4, 

I = 20 mM) was 4.1 ± 0.2 mM. This means that the BGE employed in this work (comprising 5.2 mM 

SDS), contained both SDS micelles (with the micelle concentration 1.1 mM) and free SDS unimers. 

The concentration of the pseudostationary phase was selected to provide the same phase ratio in 

the LEKC and MEKC analyses. Interactions between (+)-catechin, (−)-epicatechin, flavone, quercitrin, 

hesperidin or naringin and SDS micelles were not observed in the MEKC analyses. The correlation 

between the logarithms of micelle/aqueous phase distribution constants and the log P
o/w
/log D

pH 7.4
 

values is shown in Figure 3. The corresponding data is presented in Table 1. Group V is formed by the 

Figure 2. Correlation between 

log K
D
 (POPC/POPG) values and 

log K
D
 (POPC/POPS) values. The 

numbering of the compounds 

and the running conditions are 

the same as in Figure 1.
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phenolic acids and flavonoid glycosides, and group VI represents the flavonoids. In comparison with 

the LEKC systems, the positive slope of the correlation line is lower, indicating that the less polar 

compounds interact more strongly with the phospholipid membrane than with the SDS micelles. The 

correlation between log K
D
 (SDS) and log P

o/w
/log D

pH 7.4
, represented by Pearson’s correlation coeI-

cient (r = 0.739, N = 24, p < 0.05), is however similar to the values obtained for POPC/POPS and POPC/

POPG liposome dispersions.

3.5. Comparison of the distribution constants in LEKC and MEKC

In order to compare the LEKC and MEKC separation systems and for characterisation of the distribu-

tion equilibria, the correlations between the constants determined for the SDS micelles and for the 

liposomes were constructed. The correlation between log K
D
 (SDS) and log K

D
 (POPC/POPS) is pre-

sented in Figure 4(A), and the correlation between log K
D
 (SDS) and log K

D
 (POPC/POPG) is shown in 

Figure 4(B). Both systems provided similar positive slopes of regression lines with slightly better cor-

relation of SDS with POPC/POPG, indicated by a slightly higher Pearson’s correlation coeNcient (0.716 

for SDS-POPC/POPG compared to 0.661 for SDS-POPC/POPS). Micelles of SDS are negatively charged 

as well as the liposomes of POPC/POPG and POPC/POPS. However, at this stage, we are not able to 

comment on the reason why the Pearson’s correlation coeNcient between SDS-POPC/POPG is higher 

than between SDS-POPC/POPS. The primary amino group presented in POPS could make a diUerence. 

The significant correlation of distribution constants by MEKC and LEKC suggests that the partition 

equilibria in SDS micelles can be used as a rough model for characterising the interaction of com-

pounds with phospholipid membranes.

Figure 3. Correlations between 

log K
D
 (SDS) values and log 

P
o/w
/log D

pH 7.4
 values. The 

numbering of the compounds 

is the same as in Figure 1. 

Running conditions: uncoated 

fused-silica capillary (50 µm 

I.D./360 µm O.D., l
tot

 = 36.5 cm, 

l
det

 = 28.0 cm); BGE: 5.2 mM SDS 

in phosphate buWer at pH 7.4 

(I = 20 mM); separation voltage 

+20 kV; capillary cassette 

temperature 25°C; sample 

injection 50 mbar/5 s; UV 

detection at 214 and 254 nm; 

0.5 mM thiourea was used as 

an EOF mobility marker.
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4. Conclusions

In this work, liposome/aqueous and micellar/aqueous phase distribution constants of natural anti-

oxidants were determined using LEKC and MEKC. Liposomes comprising 80:20 mol% POPC/POPS or 

80:20 mol% POPC/POPG were used as the pseudostationary phase in LEKC, and SDS micelles were 

used in MEKC. In order to compare the distribution constants obtained by LEKC and MEKC, pseu-

dostationary phases of similar phase ratios were utilised. The distribution constants were calculated 

from the phase ratio and the retention factors, and the K
D
 values were compared with predicted 

values of octanol/aqueous phase distribution constants of the selected antioxidants. The results 

show that the distribution constants of phenolic acids and flavonoid glycosides are, in general, lower 

than the distribution constants of the flavonoids. Obviously, the type of polar head groups in the 

phospholipids or surfactants has a considerable eOect on the distribution constants of the phenolic 

acids and flavonoids. The data indicated a stronger positive correlation between the two studied li-

posome systems than between the liposome/SDS systems.

Figure 4. Correlations between 

(A) log K
D
 (SDS) values and 

log K
D
 (POPC/POPS); and (B) 

log K
D
 (SDS) and log K

D
 (POPC/

POPG). The numbering of the 

compounds is the same as in 

Figure 1. Running conditions 

were as in Figures 1 and 3.
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Summary 

 

Micellar electrokinetic chromatography was used in 

this work for separation of selected antioxidants. The 

critical micellar concentration of homologous series of 

sodium alkyl sulfates and migration time of their micelles 

were determined. The effects of pH of background 

electrolyte, concentration of surfactants and organic 

modifier on the separation selectivity of flavonoids and 

phenolic acids were studied. 

 

 

1. Introduction 
 

Micellar electrokinetic capillary chromatography 

(MEKC) is a mode of capillary electrophoresis, which 

combines principles of liquid chromatography and 

capillary zone electrophoresis. Neutral molecules as well 

as charged ions can be separated by this technique, 

including pharmaceuticals, environmental pollutants, cell 

cultures, biological fluids and substances in food1�3. 

For the process of MEKC, the presence of surfactant 

micelles in background electrolyte is essential. The 

micelles are formed if the concentration of surfactant in 

solution is higher than the critical micelle concentration4. 

The critical micelle concentrations (cmc) of the sodium 

alkyl sulfate surfactants were determined in water, borate 

buffer (25 mmol L�1, pH 9.30) and buffer with addition of 

acetonitrile (5�20 %; v/v). Besides of the effect of length 

of alkyl chain and of the surfactant concentration in 

background electrolyte on the separation selectivity of 

natural antioxidants, the effect of organic modifier 

acetonitrile was investigated, too. In this work, sodium 

decyl sulfate and sodium dodecyl sulfate were used for the 

separation of selected flavonoids and phenolic acids. The 

MEKC separation of antioxidants was compared to the 

CZE separation in the same buffer without surfactants. 

 

 

2. Experimental 
 

Sodium decyl sulfate and sodium dodecyl sulfate, 

selected antioxidants ((�)-epicatechin, (+)-catechin, 

4-hydroxyphenylacetic acid, 7-hydroxyflavone, caffeic 

acid, flavone, gallic acid, hesperetin, hesperidin, 

chlorogenic acid, naringenin, p-hydroxybenzoic acid, 

quercetin, rutin, salicylic acid) and alkylbenzenes 

(methylbenzene, ethylbenzene, propylbenzene, 

butylbenzene, pentylbenzene) were obtained from Sigma-

Aldrich (Steinheim, Germany). Sodium tetraborate and 

boric acid were purchased from Fluka (Buchs, 

Switzerland), thiourea from LachNer (Brno, Czech 

Republic) and methanol from J. T. BAKER (Deventer, 

Netherlands). 

All experiments were carried out using capillary 

electrophoresis Agilent 3DCE (Palo Alto, CA, USA) in 

fused-silica capillary (non-coated, 48 cm total length, 

40 cm effective length, 50 m i.d.) and voltage 20 kV was 

applied. Detection wavelength was set at 254 nm. 

Separation capillary was preconditioned by flushing with 

electrolyte for 2 min before the analysis. The samples were 

injected by applying 50 mBar pressure on the inlet sample 

vial for 5 s. 

The stock solutions of antioxidants were prepared in 

methanol (0.5 g L�1) and for separation the samples were 

diluted by water to the final concentration of 10 mg L�1. 

The critical micelle concentration was determined by 

the method based on the measurement of the background 

electrolyte current5 and by the computational method using 

the retention model6, where the migration time of the 

micelles was obtained using iterative process of migration 

times of homological series of alkylbenzenes7. 

CZE AND MEKC SEPARATION OF PHENOLIC COMPOUNDS 

Fig. 1. The values of critical micelle concentration of sodium 
decyl-, dodecyl- and tetradecyl sulfate in electrolyte with con-
centration of acetonitrile 5�20 % (v/v) 
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Fig. 2. Separation of the mixture of antioxidants in 25 mmol L�1 borate background electrolyte pH 7.19; 8.10 and 9.30 

Fig. 3. Separation of mixture of antioxidants in 25 mmol L�1 borate background electrolyte pH 9.30. Non-coated 48 (40) cm fused 

silica capillary, 50 m i.d., applied voltage 20 kV, temperature 25 °C. 1: (�)-epicatechin, 2: (+)-catechin, 3: rutin, 4: hesperetin, 5: 

naringenin, 6: 4 hydroxyphenylacetic acid, 7: chlorogenic acid, 8: 7-hydroxyflavone, 9: salicylic acid, 10: quercetin, 11: 

p-hydroxybenzoic acid, 12: caffeic acid, 13: gallic acid, 14: flavone, 15: salicylic acid 
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Separations of the mixture of phenolic acids and 

flavonoids were carried out in BGE with pH in the range 

6.89�9.30 and with different type and concentration of 

sodium alkyl sulfates and concentration of acetonitrile. 

Separation time, retention factors of analytes and width of 

the migration window can be manipulated by using sodium 

alkyl sulfates with different length of the alkyl chains in 

their molecules and by varying of the concentration of 

acetonitrile. 
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3. Results and discussion 
 

The values of critical micelle concentrations of 

sodium alkyl sulfate surfactants were determined by the 

two methods. The measured values are presented in the 

Fig. 1.  The critical micelle concentration decreases with 

increasing length of the alkyl chain in the surfactant 

molecules and increases with increasing concentration of 

acetonitrile in the background electrolyte. 

First, the separation of selected antioxidants was 

carried out in background electrolyte without the 

surfactants. The pH of electrolyte was changed in the 

range of 6.89�9.30. 

Separation of the selected antioxidants using different 

pH of BGE is presented in the Fig. 2. As can be seen from 

this figure, the increasing value of pH improves the 

separation selectivity and at pH 9.30, the best separation of 

flavonoids and phenolic acids was obtained. 

The MEKC separation of the mixture of antioxidants 

in background electrolyte with addition of 0�20 % (v/v) 

acetonitrile is presented in Fig. 3. The separation time 

increases both with increasing concentration of sodium 

alkyl sulfate and with increased concentration of 

acetonitrile in background electrolyte. 

 

 
4. Conclusions 

 

Influence of working conditions on the separation of 

selected antioxidants was studied. The critical micelle 

concentrations of homologous series of sodium alkyl 

sulfates were determined by the methods (i) based on the 

measurement of BGE current and (ii) based on the 

retention model. The critical micelle concentration 

decreases with increasing number of carbons in the alkyl 

chain and increases with increasing concentration of 

acetonitrile in BGE. 
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Abstract 
 

A method for determination of 18 flavonoid 

aglycones, glycosides and phenolic acids using micellar 

electrokinetic chromatography has been developed. 

Sodium decyl sulphate was used as pseudostationary phase 

at the concentration of 36 mmol L�1 and addition of 

cyclodextrins up to the 5 mmol L�1 was tested for 

improvement of the separation of isomeric compounds. In 

the electrolyte containing heptakis(2,6-di-O-methyl)- -

cyclodextrin, three isomers of chlorogenic acid 

(chlorogenic, neo- and cryptochlorogenic acid) were 

successfully baseline separated. The quantitative 

parameters of the method were determined including limits of 

quantification, which were in the range of 0.15�1.4 g mL�1, 

together with the linearity of calibration curves. The 

method was successfully applied for the analyses of water 

infusions of elderflower samples and the statistically 

significant differences were found between the 

concentrations of polyphenols depending on the sample 

harvest location. 

 

 
Introduction 

 

Micellar electrokinetic chromatography is a powerful 

tool for separation of mixtures of charged and neutral 

molecules. Separation of neutral molecules is possible due 

to their different distribution coefficients between micelles 

and a running buffer1. Micelles of a surfactant (at higher 

concentration than the critical micelle concentration) used 

in micellar electrokinetic chromatography form 

pseudostationary phase. Micellar electrokinetic 

chromatography is usually carried out in non-coated fused 

silica capillaries with sodium decyl-, dodecyl- and 

tetradecyl sulphate as a micellar agent. In this work, 

micellar electrokinetic chromatography with sodium decyl 

sulphate was used for the quantification of antioxidants in 

elderflower infusions. 

Elder (Sambucus nigra L.) is a shrub growing in 

almost all Europe. Elder is rich source of flavonols, 

phenolic acids, anthocyanins, carotenoids, vitamins and 

minerals2. Bioactive compounds from berries and flowers 

of elder have potent antioxidant, anticancer, antimicrobial 

and anti-inflammatory properties3. Flowers and fruits of 

elderberry are used in many ways such as food and as 

a medicine. Extracts of elderflowers are used for treatment 

of cold, fever and sinusitis4. They are used for their 

diuretic and perspiratory properties. Compounds in 

elderflowers and berries can play an important role in the 

prevention of oxidation and cellular inhibition or delaying 

the oxidative processes5. Polyphenols are secondary 

products of plant metabolism and contain multiple phenol 

structural units6. The group of 18 polyphenols including 

aglycones and glycosides flavonoids and phenolic acids 

was used as the standards and the method for their 

determination in elderflower infusions has been developed 

in the present work. 

 

 

Experimental 
 

Chemicals 

 

Standards of flavonoids aglycones (hesperetin, 

kaempferol, naringenin, quercetin), flavonoids glycosides 

(hesperidin, isoquercitrin, kaempferol-3-O-rutinoside, 

rutin), phenolic acids (caffeic acid, chlorogenic acid, 

cryptochlorogenic acid, ferulic acid, gallic acid, 

neohlorogenic acid, p-hydroxybenzoic acid, p-coumaric 

acid), electrolyte components (boric acid, sodium 

tetraborate, sodium decyl sulphate, sodium dodecyl 

sulphate, -cyclodextrin, heptakis(6-O-sulfo)- -cyclo-

dextrin and heptakis(2,6-di-O-methyl)- -cyclodextrin) 

were purchased from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, 

USA). Standards of isorhamnetin-3-O-rutinoside and 

isorhamnetin-3-O-glucoside were obtained from 

Extrasynthese (Genay, France). Sodium hydroxide and 

thiourea were purchase from LachNer (Neratovice, Czech 

Republic). Deionized ultra-pure water was prepared by 

Ultra CLEAR UV apparatus (SG, Hamburg, Germany). 

 

Micellar electrokinetic chromatography 

 

Micellar electrokinetic chromatography was carried 

out using Agilent CE 7100 capillary electrophoresis 

instrument (Agilent, Palo Alto, CA, USA) in bare fused 

silica capillary (50 m i.d., 48 cm total length, 40 cm 

length to the detector, 150 m extended light path cell, 

Agilent). The new capillary was rinsed with 0.5 mol L�1 

sodium hydroxide and with ultra-pure water (both for 

15 minutes) before the first use. Background electrolyte 
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contained 25 mmol L�1 borate buffer (pH 9.30) with 

addition of 36 mmol L�1 sodium decyl sulphate. The value 

of pH was measured using Metrohm 827 laboratory pH 

meter equipped with Unitrode electrode (Metrohm, 

Herisau, Switzerland). pH meter was calibrated by 

standard buffer solutions with pH 7.00 and 9.00. 

Separation was carried out at applied voltage 20 kV and 

the temperature 20 °C. The samples were injected 

hydrodynamically by applying pressure of 100 mbar for 

10 s at the vial with the sample. The detection wavelengths 

were set to 214, 254 and 280 nm.  

 

Calibration 

 

Seven calibration solutions used for the 

quantitative analysis were prepared in the concentration 

range of 0.5�200 g mL�1 for each compound. All 

calibration solutions were analyzed in triplicate. The 

calibration solutions with concentrations of standards 0.5, 

10 and 100 mg mL�1 were measured five times. The 

calibration curves were evaluated by Statistica 10 software 

(StatSoft, Inc., 2011). The limit of quantification was 

calculated using the equation: 

where h is standard deviation of noise signal and s is slope 

of the calibration curves of the dependencies of zone 

height on the concentration of the standards.  

 

Elderflower infusions analysis 

 

Three series of elderflower infusions were analyzed. 

At first series of samples, five infusions were prepared 

from five elderflower tea bags from MEGAFYT Pharma. 

The second series was prepared by homogenization of 

twenty tea bags from MEGAFYT Pharma, too. The third 

series was prepared from air-dried wild growing 

elder collected in Veltruby, Czech Republic (location 

50° 4.3219" N, 15° 10.8356" E) on June 2013. 

The infusions were prepared by keeping the bags or 

dried elderflowers in 200 mL of 90 °C hot water for 

15 minutes and cooling to the laboratory temperature. 

Before injection the infusions were filtered using syringe 

0.45 m polytetrafluoroethylene filter (Millipore, Bedford, 

MA, USA). 

 

 

Results and discussion 
 

First, the conditions of analysis of phenolic acids and 

flavonoids using micellar electrokinetic chromatography 

were optimized. Based on our previous results, application 

of sodium decyl sulphate in MEKC yielded better 

resolution than sodium dodecyl sulphate for the analysis of 

polyphenols7. The value of critical micelle concentration of 

sodium decyl sulphate in borate buffer (pH 9.30) is 25.4 ± 

0.9 mmol L�1 (ref.8,9). For the separation of selected 

antioxidants, the concentration of 36 mmol L�1 was 

selected, which represents concentration of micelles 

approximately 10 mmol L�1. Some pairs of compounds 

(isorhamnetin-3-O-rutinoside and kaempferol-3-O-rutino-

   (1) 10 h
LOQ

s

Fig. 1. MEKC separation of polyphenols standards; BGE: 36 mmol L�1 sodium decyl sulphate, 25 mmol L�1 borate buffer pH 9.30, for 

other experimental conditions see Experimental. Compounds: 1 � caffeic acid, 2 � chlorogenic acid, 3 � cryptochlorogenic acid, 4 � feru-

lic acid, 5 � gallic acid, 6 � hesperetin, 7 � hesperidin, 8 � isoquercitrin, 9 � isorhamnetin-3-O-glucoside, 10 � isorhamnetin-3-O-

rutinoside, 11 � kaempferol, 12 � kaempferol-3-O-rutinoside, 13 � naringenin, 14 � neochlorogenic acid, 15 � p-coumaric acid, 16 � 

p-hydroxybenzoic acid, 17 � quercetin, 18 � rutin 
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side, neochlorogenic acid and cryptochlorogenic acid) 

were not resolved and pair of compounds isoquercitrin/

naringenin was partially separated under these conditions 

(Fig. 1). 

To improve the separation selectivity, addition of 

cyclodextrins to the background electrolyte was tested. 

Cyclodextrins can selectively form inclusion complexes 

with hydrophobic part of analyte molecules, while the 

Fig. 2. MEKC separation of polyphenols standards in electrolyte with heptakis(2,6-di-O-methyl)- -cyclodextrine; BGE: 36 mmol L�1 

sodium decyl sulphate, 25 mmol L�1 borate buffer pH 9.30, 5 mmol L�1 heptakis(2,6-di-O-methyl)- -cyclodextrine, for other experimental 

conditions see Experimental. Compounds: 1 � caffeic acid, 2 � chlorogenic acid, 3 � cryptochlorogenic acid, 4 � ferulic acid, 5 � gallic 

acid, 6 � hesperetin, 7 � hesperidin, 8 � isoquercitrin, 9 � isorhamnetin-3-O-glucoside, 10 � isorhamnetin-3-O-rutinoside, 11 � 

kaempferol, 12 � kaempferol-3-O-rutinoside, 13 � naringenin, 14 � neochlorogenic acid, 15 � p-coumaric acid, 16 � p-hydroxybenzoic 

acid, 17 � quercetin, 18 � rutin 

Fig. 3. The values of the limits of quantification 
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inclusion equilibrium competes with partitioning in 

micellar phase. Thus -cyclodextrin, heptakis(2,6-di-O-

methyl)- -cyclodextrin and heptakis(6-O-sulfo)- -cyclo-

dextrin were tested as the additives to the background 

electrolyte. In background electrolyte with addition of 

heptakis(2,6-di-O-methyl)- -cyclodextrin, the resolution of 

cryptochlorogenic and neochlorogenic acids significantly 

improved, however the resolution of ferulic acid and 

kaempferol, p-coumaric acid and quercetin decreased 

(Fig. 2). The similar results were observed for other tested 

cyclodextrins. According to the obtained results, the 

electrolyte containing 5 mmol L�1 heptakis(2,6-di-O-

Fig. 4. Results of the quantitative analysis of elderflower infusions; N � the concentration of compounds is below the limit of 

quantification 
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methyl)- -cyclodextrin is suitable for analyses of isomers 

of chlorogenic acid, but for the complex quantitative 

analyses of polyphenols in elderflower infusions,  the 

electrolyte without cyclodextrins was used.  

For the quantitative analyses of polyphenols, the 

calibration curves were constructed. The coefficients of 

determination, slopes, intercepts and limits of 

quantification (Fig. 3) were evaluated from the calibration 

curves. The coefficients of determination were higher than 

0.995 for all analyzed compounds except quercetin. The 

coefficient of determination for quercetin was 0.9155. The 

developed method is suitable for quantification of 

polyphenolic compounds ranging from 0.15 g mL�1 to 

100 g mL�1. 

  Results of quantitative analysis of three series of 

elderflower infusions are presented in the Fig. 4. Five 

infusions from each series of samples were analyzed, each 

infusion was measured three times. The values of 

concentration of some substances are not show because the 

concentration of hesperidin, p-coumaric acid in the 

samples and gallic acid in the third series of samples 

represented by air-dried wild-growing Sambucus nigra L. 

is below the limits of quantification. The sum of the 

concentration of neochlorogenic acid and 

cryptochlorogenic acid was determined and the sum of the 

concentration of isorhamnetin-3-O-rutinoside and 

kaempferol-3-O-rutinoside was determined.  

The polyphenolic profile of all samples of elderflower 

infusions is similar with the highest concentration of rutin 

and chlorogenic acid isomers presented in the samples. 

There are significant differences in the concentrations of 

lower abundant compounds between the samples. The 

highest content of polyphenols was observed in mixed tea 

bags of commercial sample of elder tea, wild-growing 

elder possess the lowest concentration of polyphenols.  

 
 

Conclusion 
 

In the present work, the method for determination of 

18 polyphenols including aglycones and glycosides of 

flavonoids and phenolic acids in elderflower infusions 

using micellar electrokinetic chromatography with UV 

detection was developed. The conditions of separation 

were optimized and the limits of quantification were 

calculated. The highest concentrations of polyphenols were 

found in the mixed tea bags, the lowest concentrations of 

polyphenols were determined in the air-dried wild-growing 

elderflower infusion. The content of polyphenols strongly 

depends on the conditions of growing such as climate, soil 

type, and moisture. 
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