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Anotace

Cilem diplomové prace bylo ovéfit moznosti pouziti online prekoncentracnich technik pro
snizeni mezi detekce analyzovanych latek, kterymi byly pfirodni antioxidanty. Prace byla
zam¢eiena na proméfeni migraéniho chovani vybranych fenolickych kyselin v kyselych
a alkalickych elektrolytech. V alkalickém boritanovém elektrolytu byly testovany podminky

zakoncentrovani pomoci zesileni elektrického pole v zén€ vzorku.
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Annotation

The aim of this thesis was to verify the possibility of using online preconcentration techniques
to reduce the limits of detection of analyzed substances, which were natural antioxidants. The
work was focused on the measurement of migration behavior of selected phenolic acids in
acidic and alkaline electrolytes. Preconcentration conditions were tested in the alkaline boric

electrolyte by amplifying the electric field in the sample zone.
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UvVOD

Kapilarni elektroforézu fadime mezi moderni separacni analytické metody. Tato analyticka
metoda je zalozena, jako jiné druhy elektroforéz, na rozdilné migracni rychlosti jednotlivych
analyt v elektrickém poli. Cela analyza probihd nejcasté]i v kiemenné kapilafe. Oba konce
kiemenné kapilary jsou ponoieny do zéasobniki se zakladnim elektrolytem spolecné
s elektrodami, na které je vkladano vysoké napéti. Na jednom konci kapilary je davkovan
vzorek a na druhém konci kapilary je umistén detektor. Signal z detektoru je vyhodnocen
pocitacem s vhodnym programem. Vysledkem analyzy je elektroforeogram, ktery vyobrazuje
zavislost signalu na Case [1]. Diplomova prace je zaméfena na online prekoncentraéni techniky
v kapilarni elektroforéze. V této praci byla ovéfena moznost pouZiti prekoncentrac¢nich technik

pro snizeni mezi detekce analyzovanych latek. VSechny analyty byly detekovany UV detekei.

19



1 TEORETICKA CAST

1.1 Historie

Elektroforéza vyuziva k separaci rozdilné migrace nabitych ¢astic analytu v elektrickém poli.
Elektroforézu jako separac¢ni techniku predstavil Tiselius v roce 1937. Ve svych experimentech
umistil smés proteind mezi pufrované roztoky, kde bylo aplikovano elektrické pole. Zjistil, ze
komponenty vzorku migrovaly rychlosti, ktera byla ur¢ena velikosti a ndbojem sledovaného

proteinu. Za svou praci ohledn¢ separaci latek ziskal Tiselius Nobelovu cenu [2].

Utinnost separace ve volném roztoku, tak jak ji provedl Tiselius, byla omezena tepelnou diftizi
a konvekci. Z tohoto divodu je elektroforéza tradi¢né provadéna v antikonvekénim roztoku,
jako je polyakrylamid nebo agarézovy gel. Gely v plosném uspofadani nebo v trubici byly
pouzivany piedevSim pro biologické makromolekuly, jako jsou nukleové kyseliny nebo
proteiny. I kdyz je to jedna z nejpouzivanéjsich separacnich technik ma své nevyhody a to
dlouhou dobu trvani analyzy, nizkou u¢innost, potize s detekci a automatizaci. Alternativou
k separaci Vv plosném uspoiadani je provedeni elektroforetické separace v uzkych otvorech
nebo v kapilarach. Protoze elektrolyty v uzkych kapilarach maji nizkou vodivost, vytvareji jen
malé mnozstvi tepla a jsou v zasadé¢ antikonvekéni. Gel lze tedy nahradit kapalnym

elektrolytem [2].

Pocatecni prace v elektroforéze popsal Hjertén v roce 1967. V té dobé, jelikoz byly k dispozici
pouze kapilary sprimérem o velikost 1 mm, je Hjertén otacel podél jejich osy, aby
minimalizoval UCinky konvekce. Pozdé&ji Virtanen a poté Mikkers a Everaerts provedli
elektroforézu v kapilarach o vnitinim primeéru ptiblizn€ 200 pm vyrobené ze skla nebo teflonu.
V roce 1980 Jorgenson and Lukacs zmodernizovali techniku pouzitim kapilar z taveného oxidu
ktemicitého o priméru 75 um. Jorgenson objasnil teorii a vztahy mezi provoznimi parametry
a kvalitou separace. Zaroven demonstroval potencidl vyuziti kapilarni elektroforézy jako

analytické metody [3].
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1.2 Kapilarni elektroforéza

Jedna se o elektromigracni separacni metodu, kterd ma Siroké vyuziti. Kapilarni elektroforézu
1ze vSeobecné popsat jako vysokoucinnou separaci iontll v izké kapilafe o vnitinim priméru
25— 150 pm, ktera je obvykle naplnéna pouze pufrem. Pouziti kapilar ma fadu vyhod, zejména
pokud jde o negativni vliv Jouleho tepla na separaci (teplo, které se tvoii, kdyz protéka
elektricky proud vodi¢em, jako je kapilara naplnéna pufrem) [4,5].

Hlavnimi komponenty celé separa¢ni aparatury jsou zdroj vysokého napéti a kapilara,
prochazejici optickym stfedem detekéniho systému. Instrumentace miize byt obohacena o dalsi
komponenty, napt. kapalinové rozhrani mezi CE a detektorem, zmlzovac nebo jina zafizeni,
kterd umozni detekci hmotnostni spektrometrii. Vysoky elektricky odpor kapilary umoziuje
aplikaci velmi vysokych poli (100 az 500 V/cm) s minimem vygenerovaného tepla. Navic velky
pomér povrchu k objemu kapilary ti¢inné€ rozptyluje teplo, které je vygenerovano. Diky aplikaci
elektrického pole, o vysoké intenzité probihaji analyzy v kratkém c¢ase a ucinnost analyzy je
vysoka [4,5].

Jednou z nejvétsich vyhod CE je jeji rozmanitost vyuziti. Pivodné byla zvazovana predev§im
pro analyzu biologickych makromolekul, ale CE se ukézala byt uzite¢na pro separaci dalSich
sloucenin, vitamint, aminokyselin, pesticidd, barviv ¢i antioxidantd apod. V poslednim
desetileti se CE zacala aplikovat prakticky v mnoha oblastech, jako jsou (bio)farmaceutické,
forenzni, klinické, potravinarské, environmentélni, chemické a biochemické analyzy. CE dale
muze nabidnout oproti jinym separacnim metoddm minimalni pozadavky na objem vzorku
a malo organického odpadu, coz jsou velmi vyznamna pozitiva, vzhledem k dnesnimu pohledu
na ekologii [6]. Trend v CE je propojeni s hmotnostni spektrometrii (CE — MS), dale
miniaturizace (mikrofluidni systémy na cipu), které jsou siln¢ zavislé na soucasnych

a budoucich pokrocich v analytické metodologii a instrumentaci [6].

1.2.1 Elektroosmoticky tok
Elektroosmoticky tok (EOF) je v kapilarni elektroforéze velmi vyznamny elektrokineticky jev.
Tento jev spociva v pohybu nabité kapaliny podél opacné nabitého povrchu v elektrickém poli.
Kiemenné stény kapilar jsou v zavislosti na pH vétSinou zaporné nabité. Zaporny naboj je

zpusoben deprotonaci silanolovych skupin (pKa ~ 5,3) [7].
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Kapalina uvniti kapilary je v blizkosti stény tvofena prevazné z kationti. Tyto kationty
vyvazuji negativni naboj na povrchu kapilary. Podle Sternova modelu elektrické dvojvrstvy,
ktery je vyobrazen na obr. 1, mizeme vidét, Ze vrstva roztoku, ktera obsahuje kationty je
rozdélena do dvou oblasti. Prvni oblast se nazyva Sternova vrstva a druha oblast je difizni
vrstva. Sternova vrstva pifimo sousedi se sténou kapilary. Kationty, které se nachazi v této
vrstve, jsou z velké ¢asti imobilizovany diky silné elektrostatické interakci se sténou kapilary.
Difuzni vrstva, ktera je vzdalenéjsi od stény kapilary obsahuje kationty, které jsou jiz mobilni.
Hydratované kationty za¢nou po vlozeni vysokého napéti prechazet ke katod¢ spolecné s okolni
kapalinou (vodou). Diky soudrzné povaze kapaliny (vody) se za¢ne cely objem tekutiny uvnitt

kapilary pohybovat sou¢asné [8].

Kapilarnni sténa s disociovanymi silanolovymi skup.
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Obrazek 1: Vznik elektroosmotického toku, pfevzato a upraveno z [9].
Elektroosmoticky tok zpusobuje, Zze pohyb kapaliny uvnité kapilary ma pistovy charakter

nikoliv parabolicky profil toku, viz obr. 2. Diky tomu dosahuje analyza v CE vysoké separa¢ni

uéinnosti.
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Obrazek 2: A) pistovy profil toku (CE), B) parabolicky profil toku (LC), pievzato a upraveno
z [10].

V pfitomnosti EOF neni mobilita iontu dana pouze jeho vlastni mobilitou, ale je dana
vektorovym souctem jeho mobility a mobility EOF. Mobility anionti nabyvaji zapornych
hodnot a mobility kationt nabyvaji kladnych hodnot.

Hzp = Mgr T Ugor )

Kde pzp je zdanliva pohyblivost, pgrje efektivni pohyblivost a pgor je pohyblivost
elektroosmotického toku.

U kiemennych kapilar je moZzné eliminovat EOF pomoci tzv. pokryvéani. Pokryté kapilary
(coated capillaries) maji na vnitfnim povrchu napi. kovalentné navazany polymer, ktery
eliminuje zédporny naboj stény a tim padem 1 elektroosmoticky tok. Poté je piispévek EOF
nulovy a nema vliv na vyslednou mobilitu jednotlivych ionti. Nepokryté kapilary (uncoated
capillaries) nemaji modifikovany vnitini povrch kapilary a uplatituje se zde efekt silanolovych

skupin [7].
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1.2.2 Zakladni vztahy v kapilarni elektroforéze

V nasledujicich podkapitolach budou definovany vybrané zakladni vztahy, které souvisi
s kapilarni elektroforézou.
Elektroforeticka mobilita
Elektroforeticka mobilita (pohyblivost) mer nabité castice vyjadiuje jeji rychlost pohybu

Vv elektrickém poli, které ma urcitou intenzitu:

'Uef

Mef = 7~ (2)
Ver je rychlost pohybu cCastice a E je intenzita elektrického pole. Elektroforetickd mobilita je
tedy konstanta, jejiz velikost zavisi na vlastnostech elektrolytu, ¢astice a viskozité prostredi.

Elektroforetickou pohyblivost Ize také vyjadtit vztahem:

Her = (3)

6*1'[*17*1‘

g znaci naboj Castice, & je matematicka konstanta, # je viskozita roztoku a r je polomér ¢astice.

Pohyblivost elektroosmotického toku

Tuto pohyblivost popisuje rovnice:

Heor = i (4)

4XTTH1) T

Wgor Znaci pohyblivost EOF, € vyjadiuje permitivitu zadkladniho roztoku, # oznacuje viskozitu,
¢ je zeta potencial — potencialovy rozdil difuzni vrstvy, r je polomér kapilary. Z tohoto vztahu
vyplyva, Zze EOF je ovlivnén vlastnostmi zakladniho elektrolytu (BGE), ale také polomérem

kapilary.

Rychlost elektroosmotického toku:

U
Veor = Meo * E = Hgor * 7 ®)
E znaci intenzitu elektrického pole, pgor je pohyblivost EOF, U je vkladané stejnosmérné

napétl, | je délka kapilary k detektoru.
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Celkova pohyblivost
Nabité ¢astice maji v pritomnosti EOF celkovou pohyblivost pgor, jenz vyjadiuje rychlost toku
iontl:

Heor = Mgr + Wgor (6)
Celkova rychlost pohybu castice je souctem linearni rychlosti elektroosmotického toku
a elektroforetické rychlosti ¢astice:

Vzp = Vgr + Vgor (7
Kladné ionty se pohybuji rychleji v porovnani s elektroosmotickym tokem, zaporné ionty
pomaleji v zavislosti na jejich elektroforetické pohyblivosti, Castice bez naboje se pohybuji

rychlosti elektroosmotického toku [11].

Migracni ¢as
To je Cas, ktery Castice potfebuje ke své migraci k detektoru ve vzdalenosti | od zacatku
kapilary:

l

= ——— 8)

VEFtVEOF

Tato veliCina slouzi ke zjisténi -elektroforetické pohyblivosti nebo elektroosmotické

pohyblivosti, ktera nelze zjistit pomoci experimentalnich pokusi [12].

1.3 Instrumentace

Piistrojova technika pro CE je celkem jednoduchd. Schéma obecného systému kapilarni

elektroforézy je na obr. 3.
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zdroj napéti

, kapilara

/

detektor

elektroda elektrolyt elektroda

Obrazek 3: Obecné schéma elektroforézy, pievzato z [13].

Konce kiemenné kapilary jsou ponofeny do dvou zasobnikii s elektrolytem, totoznym
elektrolytem je naplnéna i kapilara. V zasobnicich na elektrolyt jsou také umistény elektrody,
elektrické spojeni je pfenaseno pomoci BGE na kapilaru. [14].

Pfed nadavkovanim vzorku do kapilary je zasobnik s elektrolytem vyménén za zasobnik se
vzorkem pomoci oto¢ného karuselu. Vzorek je davkovan do kapilary nej¢astéji pomoci tlaku.
Nasledné je konec kapildry opét ponotfen do zésobniku s elektrolytem a je aplikovano vysoké
napéti a provadi se separace. Detekce mize byt provedena na opacném konci kapilary pfimo

ptes kapilarni sténu [14].

1.3.1 Kapilary

V dnesni dobé¢ se kapilary vyrabéji nejéastéji z taveného kiemene ¢i teflonu. Vnitini primeér
byva cca od 10 do 100 pm. Délky kapilar se pohybuji v rozmezi 50 az 100 cm. Diky malému
vnitinimu priméru kapilar témét nedochazi k promiseni separovanych ¢astic podélnou difuzi.
Dalsi z vyhod malého vnitiniho priméru kapilar je, ze umoziuji odvadét Jouleho teplo, coz
dovoluje pouziti vysokych intenzit elektrického pole. Kfemenné kapilary vynikaji v tom, ze
neabsorbuji v UV oblasti, coz umoziuje pouziti UV detektoru. Samotné kiemenné kapilary
jsou velmi kiehké, proto jsou potazeny polyimidovym obalem, ktery zajistuje zlepSeni

mechanickych vlastnosti kapilar (ohebnost) [15].
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1.3.2 Davkovani vzorku

Piipraveny vzorek je davkovan do konce kapilary, ktery je vzdalenéj$i od detektoru. Bézné
davkované objemy jsou 10 az 100 nl a zoéna vzorku tvoii asi 1-2 % celkové délky kapilary.
Vzorek by mél byt ddvkovan o co nejmensim objemu, pokud neni omezujicim vlivem citlivost
detekce. V ptipade, ze je kapilara ptetizena, dochazi k rozsiteni piku nebo ke zkresleni tvaru

piku. Davkovani pfipravenych analytt 1ze provadét vice zptisoby [16,17,18].

1) Davkovani tlakem vyuziva se nejéastéji, konec kapilary je ponotfen do nadobky se vzorkem
a je pouzit zvyseny tlak.

2) Davkovani rozdilem hladin (hydrodynamické) tato metoda je zalozena na principu
spojitych nadob.

3) Elektrokinetické davkovani je pouzivano nejméné. Konec kapilary je ponofen do nadobky

se vzorkem, do které je ptivedeno napéti [16,17,18].
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1.3.3 Detekce

I kdyz CE vyzaduje objemy vzorka v nanolitrech (nl), nejedna se o stopovou analyzu.

Analyzované roztoky jsou pomérné koncentrované, a pokud nejsou, I1ze vyuzit pre-koncentra¢ni

metody. Piehled nejbéznéjsich detekénich metod (z nichz se neékteré pouzivaji i pro HPLC) je

uveden v tabulce 1 [19].

Tabulka 1: Pfehled detekénich metod, pievzato a upraveno z [19].

Metoda Detek¢ni limit Koncentra¢ni Vyhody / Nevyhody
[mol] detekéni limit
[mol/l]
UV - VIS 1012 - 1071° 10° - 107 Univerzalni,
absorbance spektralni informace
Fluorescence 10 - 10" 107 - 107 Citliva, obvykle
vyzaduje derivatizaci
vzorku.
Laserem indukovana 10— 10 10° - 1012 Extrémné citliva,
fluorescence obvykle vyzaduje
derivatizaci,
nakladna
Amperometrie 108 - 101° 100 - 101! Citliva, selektivni,
ale uzite¢na pro
elektroaktivni latky,
nerobustni
Vodivostni 10" - 101° 10°-107 Univerzalni
Hmotnostni 1016 — 107 10— 107 Citliva, strukturalni
spektrometrie informace, rozhrani
mezi CE a MS
slozity
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1.3.3.1 Detekce pomoci UV — VIS

UV — VIS detektor je nejpouzivanejSim detektorem, ktery je komercné dostupny diky jeho
globalni pouzitelnosti. Ve spojeni s CE je hlavni nevyhodou kratka délka optické drahy.
Opticky paprsek by mél byt pevné zaostien ptimo do sttedu kapilary, aby se dosahlo maxima
propustnosti v optické stérbin¢ a minimalniho rozptyleni svétla, které dorazi k detektoru. Tyto
aspekty jsou dulezité pro celkovou analyzu, uréuji citlivost a jeji detekéni rozsah [20].
Zvyseni citlivosti detekce, je mozno dosdhnout zvétSsenim optické drahy pouzitim vhodné

méfici cely. Muize to byt bublinkova cela ¢i také Z — cela (obr. 4).

[El:l paprsek {b]

kapilira

L

Y i

kapilira -

v paprsek

Obrazek 4: Moznosti zvySeni citlivosti detekce A) bublinkova cela, B) Z - cela, pievzato
a upraveno z [21].

Tato detekéni metoda je vhodna pro CE, protoZze mnoho organickych latek mize byt
detekovano pti 195 — 210 nm. V podstaté vSechny organické molekuly maji znacnou absorpci
V nizké oblasti UV spektra (160 — 180 nm), nicméné¢ pfistup k této oblasti vinovych délek je
obzvlastné problematicky diky absorbanci optikou a vzduchem. Kromé toho u sloucenin,
jejichz struktura nezahrnuje m vazby (ionty, uhlovodiky apod.) absorp¢ni detekce pii vinové

délce > 190 nm poskytuje relativné slabé pomeéry signal/sum [22].
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Citlivost detekce je definovana jako sklon kalibra¢ni kiivky (odezva detektoru / koncentraci
vzorku). Strmé&jsi sklon znamena vyssi citlivost. U absorpcnich detektorti zavisi absorbance
rozpu$téné latky na délce optické drahy (b), koncentraci (C) a na molarnim absorpénim
koeficientu (¢) jak definuje Lambert — Beertv zakon [23].

A=bxcxe 9)
Ackoliv UV-VIS spektra nejsou tak informativni jako NMR, MS nebo spektra ziskana pomoci
infraervené spektrometrie, mohou i tak slouzit k pfedb&éznému potvrzeni identity analytu
a validaci ¢istoty piku. Podobnost spektralnich profilti miiZze byt vyuzita pro oznaceni strukturné

ptibuznych slouéenin (enantiomery) a jejich odliseni od sebe diky neéistoté v piku analytu [24].

1.3.3.2 Detekce pomoci laserem indukovanou fluorescenci

Laserem indukovana fluorescence (LIF) je zalozend na fluorescen¢nim signalu
vyprodukovaném molekulou po ozateni laserovym paprskem. Tato metoda je nejcitlivejsi,
extrémné selektivni, detekuje maly objem vzorku a je vhodné pro on-line uspotfaddani v CE. Je
to také jedna z nejoblibenéjsich detekénich technik v mikrofluidni kapilarni elektroforéze [25].
Citlivost a selektivita LIF detekce je dana pouzitim riznych typt laserd, napf. béZzny argonovy
laser (458 a 488 nm), modry diodovy laser (420 nm), frekvenéné zdvojeny Ar — ion laser
(257 nm), frekvenéni dvojnasobny Kr — ion laser (284 nm). Nevyhodou této detekce je, Ze

vzorek musi byt vétSinou derivatizovan fluorogennimi znackami [22].

1.3.3.3 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnosti spektrometrie (MS) ptedstavuje vysoce vykonnou detekéni metodu pro kapilarni
elektroforézu. Tato metoda je velmi citliva, univerzalni a selektivni. Problém ve spojeni
CE - MS predstavuji velmi nizké pritoky (nl/min) a nutnost vytvofit uzavieny elektricky obvod
pro udrZeni vysokého napéti pies separacni kapilaru. Vyznamny pokrok ve vyvoji nastal v roce
1987, kdy byla pouzita ionizace elektrosprejem (ESI). Nyni se k ionizaci pouziva laserova
desorpce za tcasti matrice (MALDI) [26].

Spojeni CE — ESI lze provést témito zptisoby a) s piidavnym tokem kapaliny (,,sheath-flow*),
b) bez piidavného toku kapaliny (,sheathless®). Cast&ji je vyuZivano rozhrani vytvofené
ptidavnou kapalinou, které bylo poprvé popsano v roce 1988. Vyhodou tohoto rozhrani je
jednoduchost a reprodukovatelnost. Konec kapilary je omyvan proudem kapaliny (Sheath
liquid), coz zajist'uje stabilni a vyssi pratok kapaliny do spektrometru. Nevyhoda vsak spociva

ve zfedéni analyzovaného vzorku a ve zvyseni signalu pozadi.
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Stejné jako u jakékoliv CE metody, také i u CE — MS by pokryti vnitini stény kapilary mélo
byt v idealnim piipad¢ takové, aby byla minimalizovana adsorpce analytu. Aby nedochazelo ke
ztraté analytu a uchovala se tak vysoka G¢innost.

Vsechny typy pokryti kapilar pouzité v CE — MS by nem¢ly interferovat s detek¢nim systémem
MS. Slouceniny pouzivané k pokryvani kapilar, které by vstoupily do hmotnostniho
analyzatoru, mohou zpusobit velky Sum pozadi, potladeni signalu analytu, ¢i zneciSténi

iontového zdroje a MS optiky [27,28].

1.3.3.4 Elektrochemicka detekce

Elektrochemicka detekce je zalozena na oxidaci nebo redukci analyzované latky na povrchu
elektrody. Tento druh detekce se vyznacuje vysokou selektivitou a citlivosti.

Elektrochemicka detekce pro CE mulze byt rozdélena do tii hlavnich kategorii:

potenciometricka, konduktometricka a amperometricka [29].

Potenciometricka detekce

Potenciometricka detekce je zaloZzena na principu iontové selektivnich mikroelektrod, maji
schopnost detekovat extrémné malé mnozstvi anorganickych a organickych iontl. Signal je
produkovan, kdyz je pozadovany iont pfenesen z proudu vzorku skrz lipofilni membranu do
detektoru. Piitomnost analytu generuje zménu v rozdilu potencialu mezi roztokem vzorku
aroztokem detektoru. Potencidlovy rozdil je méfitkem iontové aktivity dané Nernstovou
rovnici a je pfimo umérna koncentraci iontt [22].

Amperometricka detekce

Pii amperometrické detekei jsou analyty oxidovany nebo redukovany na povrchu elektrody. Na
elektrodu je aplikovano stejnosmérné elektrické napéti. Diky pfenosu elektronii vznika redoxni
reakce na elektrodg, ktera generuje proud. Vygenerovany proud je ptimo umérny koncentraci
analytu. Selektivita amperometrické detekce je fizena elektrodovym potencidlem potfebnym
pro vybrané analyty. KdyZ je pro vybrany analyt pozadovana vysoka citlivost detekce,
univerzalnost metody tim klesa [30].

Hlavni nevyhodou amperometrické detekce je silna adsorpce meziproduktli na povrchu
elektrody (uhlikova elektroda). Adsorpce na elektrodé vede k snizovani jeji pouzitelnosti
v detekci. Zpusob jak omezit adsorpci meziproduktt na elektrodé je jeji chemicka modifikace.
[22].
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Vodivostni detekce

Vodivostni detekce je univerzalni zpisob detekce v CE. Tato metoda mé vSak nevyhodu v tom,
ze neni dostate¢né selektivni.

Vodivostni detekce je zalozend na méteni elektrické vodivosti roztoku mezi dvéma kovovymi
elektrodami v detekéni cele. Kovové elektrody jsou umisténé na konci separacni kapilary. Toto
usporadani vSak v praxi nedosahuje Sirokého uplatnéni [31,32,33]. Existuje zde dvoji

uspofadani a to bud’ kontaktni, nebo bezkontaktni vodivostni detekce viz obr. 5.

(A)
LAl 7R O—

(B)

Obrazek 5: Typy vodivostni detekce A) kontaktni vodivostni detekce, B) bezkontaktni
vodivostni detekce, prevzato z [34].

1.4 Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

Z6nova elektroforéza se fadi mezi nejjednodussi elektromigracni techniku, pfi niz se jednotlivé
ionty, které se 1isi svymi elektroforetickymi pohyblivostmi, oddéluji v homogennim prostiedi
zékladniho elektrolytu (background electrolyte — BGE). Analyza probihd za konstantniho,
stejnosmérného napéti, které je vkladano mezi elektrody, které jsou umistény v oddélenych
nadobkéch s elektrolytem. Po vloZeni napéti na elektrody, dochéazi k tomu, ze jednotlivé latky,
které jsou ve vzorku obsazeny, se zaénou pohybovat riznymi rychlostmi v zavislosti na jejich
naboji a velikosti. Zacne tedy dochazet k jejich rozdé€lovani do zon viz obr. 6. Jako detektor se
zde nejcastéji vyuziva UV-VIS detektoru, v poslednich letech se pouziva i spojeni s MS

detektorem. Pomoci CZE lze detekovat kladné, zaporné i neutralni ¢astice. Céstice, které maji
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kladny naboj (kationty) se pohybuji smérem k negativné nabité elektrodé (katod). Castice,
které maji negativni ndboj (anionty) se soucasné pohybuji opaénym smeérem, protoze jsou
pritahovany anodou, coz je kladné nabita elektroda. Neutralni ¢astice tedy nejsou pritahované
ani odpuzované ani jednou z elektrod a pohybuji se kapilarou diky EOF.

Kapilarni zoénova elektroforéza je v analytické chemii hojné vyuzivanou metodou pro
experimenty pro svou rychlost a jednoduchost, sniz lze nastavit nebo zménit podminky

experimentu, ale také pro moznost pouziti v oblasti chiralni separace [35,36].

W %

Obrazek 6: Rozdé€leni latek A a B do svych zon, ptevzato a upraveno z [37].

1.5 Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC)

Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC — micellar electrokinetic chromatography),
je elektromigracni separa¢ni metoda, kterd je kombinaci elektroforézy a chromatografie. Tato
separac¢ni metoda byla vyvinuta zejména pro analyzu neutralnich molekul. Neutralni molekuly
interaguji s micelami a na zakladé jejich odlisného rozdélovaciho koeficientu mezi micelami
a vodnou fazi dochazi k jejich separaci. Micely (obr. 7) vznikaji v roztoku elektrolytu po
pfidani vhodného tenzidu o koncentraci, ktera je vyssi nez je jejich kritickd micelarni
koncentrace (CMC) daného tenzidu. Tenzidy jsou povrchové aktivni latky, 1ze je délit podle
jejich struktury na iontové (kationtové a aniontove€), neiontové, makromolekuldrni, chiralni
a dalsi. Povrchové aktivni latka se sklada z hydrofobni (nepolarni) a hydrofilni (polarni) ¢asti.
V MEKC se jako povrchové aktivni latka nejhojnéji pouziva aniontovy tenzid dodecylsiran
sodny (SDS), jeho micely maji negativni ndboj a proto putuji smérem k anod€ rychlosti vmic.
| pfesto, Ze aniontové micely SDS migruji v kapildfe smérem kanodé, diky

elektroosmotickému toku (EOF), ktery zptisobuje pohyb veskeré kapaliny v kapiladfe smérem
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ke katodé¢, dochazi za ptredpokladu veor > vmic K vyslednému pohybu micel smérem k detektoru
(katod¢; obr. 8). Z kationtovych tenzidu lze pouzit napi. dodecyltrimethylamoniumbromid
(DTAB) [38,39,40].

CH3(CH2)11DSO'3
=03 je detergent

ulﬂﬂcat}.r niahita
fetézec dupina

&@%

O
D@W
tnicela nnu::ela
shydrofobnd ofilnd
dutition uttnnu

Obrazek 7: Micely, pievzato z [41].

O~r _E:llgflzsu;eslim'rchuve ] : > = elektroosmoticky tok (EOQF)

. Analyt h = elektroforeticka mobilita

Obrazek 8: Schéma principu separace v micelarni elektrokinetické chromatografii (MEKC),
pfevzato a upraveno z [42].
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1.5.1 Kiriticka micelarni koncentrace (CMC)

Pokud jsou povrchové aktivni latky pfitomné v rozpoustédle v nizké koncentraci, existuji
Vv roztoku odd¢len¢ a maji velikost ¢astic pod hranici koloidnich soustav. Vytvareji se tzv. pravé
roztoky. Se zvySujici se koncentraci tenzidu dochazi v roztoku k postupnému obsazovani
fazového rozhrani, zvysuje se absorpce a snizuje se povrchové napéti. Po prekroceni kritické
micelarni koncentrace se molekuly tenzidu za¢nou shlukovat do micel. Pti dalSim zvySovani
koncentrace nedochazi ke snizovani povrchového napéti, protoze dalsi tenzid, ktery se ptidava
je spotfebovan na tvorbu micel, které povrchovou aktivitu nemaji.

Hodnoty CMC jsou zavislé na typu tenzidu, jeho struktufe a vlastnostech hydrofilni
a hydrofobni skupiny na vlastnostech rozpoustédla a teploté [43,44,45].

povrchove
rd napéti

—» vlastnost
&"'
| — N
=
% %

Moldrp;
Vodivosy

—» koncentrace

Obrazek 9: Zména fyzikalnich vlastnosti roztoku tenzidu pti dosazeni CMC, pievzato z [46].

Rozpusténim tenzidu ve vodé pod hodnotou kritické micelarni koncentrace se snizuje bod
tuhnuti vody, tlak par a povrchové napéti. Naopak dochazi ke zvySeni teploty varu. V ptipadé,
ze je tenzid ionogenni zvysuje se i vodivost roztoku.

S tvorbou micel dochazi v oblasti CMC skokoveé ke zméné fyzikalnich i chemickych vlastnosti
roztoku (obr. 9). Zvysuje se viskozita i hustota roztoku a mirn¢ osmoticky tlak. Naopak dochazi
ke snizeni moldrni vodivosti a povrchového napéti. PfiCina téchto zmén je ptechod
z homogenni soustavy na soustavu heterogenni.

Velmi hojné vyuZivanou metodou, jak stanovit kritickou micelarni koncentraci, je
konduktometrie, kdy se sleduje zména vodivosti roztoku v zavislosti na koncentraci povrchové

aktivni latky [43,44,45].
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1.6 Metody pouzivané k zakoncentrovani vzorku

Kapilarni elektroforéza ma oproti HPLC tu nevyhodu, Ze ma nizsi koncentracni citlivost. Nizsi
koncentrac¢ni citlivost je zptisobena davkovanim velmi malych objemt vzorkl (v jednotkach
nl). Je zde i kratké optickd draha paprsku z detektoru, kterd odpovida vnitinimu priméru pouzité
kapilary. V minulosti bylo vyvinuto mnoho technik, které vedly ke zvyseni citlivosti detekce
pies slozité konstrukcni feSeni detektorti a s tim souvisejici ekonomicka naro¢nost, az po zménu
chemického a elektrického pole pifimo uvnitt kapilary. Tyto metody vedou ke zvySeni
koncentrace analytu v kapilate jesté pied vlastni detekci.

Prekoncentra¢ni techniky probihaji pfimo uvnitt kapilary a vyuzivaji déji, které jsou
doprovodnymi jevy pii elektromigraci. Prekoncentrace vzorkl uvniti kapilary béhem
nadavkovani a separace vzorki se Casto oznacuje jako zakoncentrovani — stacking. Stacking
muze byt vyuzivén jak pfi hydrodynamickém, tak i elektrokinetickém néstiiku. Béhem tohoto
jevu velmi vyznamné roste koncentrace vzorku a zvySuje se pomér signalu k Sumu.

Kromé¢ metod, které se pouzivaji pro zakoncentrovani vzorku ptimo v kapiléfe se daji vyuzit
i tzv. offline spojené systémy. Mezi tyto metody patii napi. L - L extrakce (liquid — liquid
extraction), membranova extrakce nebo nejCastéji pouzivand extrakce na pevnou fazi

[47,48,49,50].

1.6.1 Online prekoncentrace ionizovatelnych analyti

Kapilarni elektroforéza se hojné vyuzivd pro separace latek, které podléhaji ioniza¢nim
rovnovaham (asociace, disociace, komplexace apod.). Rychlost migrace iontu 1ze poté ovlivnit
zménou nékterych vlastnosti pracovniho elektrolytu (pH, vodivost, teplota atd.). | drobna
zména téchto vlastnosti mize vést k vytvofeni prekoncentraéniho mechanismu. K online
prekoncentraci ionizovatelnych latek lze vyuZit nasledujici principy: zakoncentrovani vzorku
zesilenim pole — field amplified sample stacking (FASS), pfechodna izotachoforéza — transient
1sotachophoresis (tITP), zakoncentrovani pomoci organického rozpoustédla napt. acetonitrilu
— acetonitrilovy stacking, pfechodné pH rozhrani — dynamic pH junction, apod. Pfedchozi
principy umozni hadavkovani vétsiho objemu vzorku do kapilary a nasledné zakoncentrovani

nadavkovaného analytu do velmi uzké zony [47].

1.6.1.1 Zakoncentrovani vzorku zesilenim pole
Tato metoda funguje na principu interakce elektrického pole, které je indukovéano vloZzenym
napétim na konce kapilar, a pole koncentra¢niho, které vznika vlivem rtizné vodivosti zony

BGE a vzorku. Analyzovany vzorek musi byt rozpustén v 10x zfedéném pracovnim elektrolytu
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nebo ve vode¢, respektive v roztoku, ktery ma nizkou vodivost. V zoné, kde se nachazi vzorek
je vodivost nizsi, s tim souvisi vys$si intenzita elektrického pole ve vzorku a tim i vyssi rychlost
migrace Vv této zon&. Poté aplikujeme stejnosmérné elektrické pole, tim dojde
k zakoncentrovani dané zony vzorku na zakladé rozdilnych pohyblivosti v zoné elektrolytu
a zoné€ vzorku. Uvnitf kapilary dojde ke vzniku rozhrani, na kterém dochazi k zakoncentrovani
analyti vlivem zpomalené migrace. Touto metodou zakoncentrovani Ize dosdhnout 10-1000x
zesileni signalu analytu, ktery je ve sledovaném vzorku pfitomen ve velmi nizké koncentraci
(napt. 107 mol/l). Je zde i omezeni v podobé pozadavku na iontovou silu analytu, ktery musi
byt citeln¢ niz8i nez iontova sila elektrolytu.

Metodu zakoncentrovani vzorku pomoci zesileného pole 1ze provést prostfednictvim zmény pH
a vodivosti vzorku a pracovniho elektrolytu. Hodnota pH silné ovliviiuje mobilitu analytd.
Timto zplsobem lze vytvofit podminky pro rtiznou rychlost migrace analytu v dané¢ z6né
vzorku a pracovniho elektrolytu.

Tento zplsob zakoncentrovani naléza praktické vyuziti pti analyze 1é¢iv, ndvykovych latek ¢i

pfi analyze fragmentl DNA [47,51].

1.6.2 Zakoncentrovani vzorku z velkého objemu — LVSS

Pii aplikaci LVSS (large volume sample stacking, obr. 10 a 11) dojde nejprve
k hydrodynamickému nastiiku dlouhé zony vzorku do kapilary. Tato zona vzorku zaujima
30 — 50 % z celkového objemu kapilary. Poté dojde k vlozeni napéti s opacnou polaritou, nez
jakd bude pouzita pifi méfeni. Toto ma za nasledek vytlaceni matrice ven z kapiléry
a zakoncentrovani analytu do Gzké zony na zacatku kapilary. K vytla¢eni matrice z konce
kapilary dochéazi pomoci elektroosmotického toku nebo pomoci externiho tlaku, pfitom
stanovované analyty musi migrovat opa¢nym smérem neZ je smér toku matrice a navic musi
mit vEétsi rychlost, nez méa v dany okamzik EOF. Z toho vyplyva, Ze polarita pro odstranéni
matrice ze vzorku pii zakoncentrovani se voli podle znaménka néboje separovanych analytii.
Do elektrolytu, se kterym se pracuje, je obvykle ptidavano aditivum, které obraci smér
elektroosmotického toku (napft. kationtovy tenzid). Ve chvili, kdy hodnota protékajiciho proudu
vzroste na 90 — 99 % hodnoty, ktera je béZna pro zékladni elektrolyt bez ptidaného aditiva, je
polarita zménéna tak, aby elektroosmoticky tok protékal smérem k detektoru.

Nekteré komer¢ni pfistroje neumozituji meénit polaritu, ale i pfes to je mozné LVSS uskutecnit
bez ptepinani polarity. Tento postup je vSak malo pouzivany pro nizkou opakovatelnost
a obtizné technické provedeni. Urc¢ité omezeni ma i tato technika, podminka pro jeji pouziti je

analyza bud’ jen kladnych ¢i zapornych analytt. Déle tato metoda nenabizi moznost separace
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kationtl a aniontdi, které maji nizkou mobilitu. Touto metodou zakoncentrovani vzorku
z velkého objemu Ize dosdhnout 2 — 100 ndsobného zesileni detekce. Tento princip méteni 1ze

aplikovat pii analyze chelatt, kovl ve vlasech, 1é¢iv apod. [47,51].

Obrazek 10: LVSS s piepnutou polaritou, A) davkovani vzorku pfipraveného v matrici s nizkou
vodivosti a aplikace napéti s opacnou polaritou, nez je pouzitd pro separaci zon a odstranéni
matrice vzorku, B) anionty jsou zaostieny do uzké zony a je odstranéno CO nejvice matrice
vzorku, hodnota vkladaného napéti = 0 V, C) aplikace napéti s kladnou polaritou pro separaci

a detekci zaostienych zon, pievzato a upraveno z [52].
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Obrazek 11: LVSS bez prepinani polarity, A) davkovani vzorku pfipraveného v matrici
S nizkou vodivosti a vloZeni napéti se zapornou polaritou pro zaostieni zon a odstranéni matrice
vzorku B) anionty jsou zaostieny do uzké zony a vétSina matrice je ze vzorku odstranéna, napéti
je zachovano, protoze rychlost EOF je vzdy pomalejsi nez elektroforeticka rychlost anionti C)

separace a nasledna detekce zaostifenych zon, pievzato a upraveno z [52].

1.6.3 Zakoncentrovani piechodnym pH rozhranim

Tato metoda zakoncentrovani vyuziva skute¢nosti, ze mobilita slabé zasaditych a slabé
kyselych analyti velmi zavisi na pH zékladniho elektrolytu. V kapilafe je mozné utvofit
elektrolytovy systém o rozdilnych hodnotach pH, ktery se podobd amfolytovému systému pfi
izoelektrické fokusaci. Nejjednodussi zplisob spociva ve vyuziti riznych hodnot pH zakladniho
elektrolytu a davkované zony analytu. Mizeme vyuzit elektrolytt, které maji rozdilnou hodnotu
pH ale se stejné sloZeni; pufr pro rozpusSténi analytil a zékladni elektrolyt obsahuji stejné slozky
— napf. boritanovy puftr. Dale 1ze vyuzit dvou elektrolyt, které maji jak rozdilné sloZeni, tak
rozdilné pH. Pokud vSak nadavkujeme velky objem vzorku, miize dojit k vysokému poklesu
efektivity. Tato metoda zakoncentrovani nachazi své uplatnéni v mnoha smérech napf.
sekvenovani DNA, analyza 1é¢iv ¢i antioxidantl apod. Tento typ zakoncentrovani nabizi az 300

x zesileni odezvy detektoru [47,51].
V experimentalni ¢asti diplomové prace jsou méfeny migracni charakteristiky fenolickych
kyselin a tyto latky jsou pouzity pro studium zakoncentrovani v kapilate, proto jsou vénovany

nasledujici odstavce popisu a charakteristice vybranych fenolickych kyselin.
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1.7 Antioxidanty

Antioxidanty jsou obecné slouceniny, které odstraiiuji nebo potlacuji aktivitu kyslikovych
radikali. Kyslikové radikdly se vyskytuji v lidském téle nejcastéji a jsou i nejreaktivnéjsi.
Antioxidanty mohou jednak snizovat Sance vzniku kyslikovych radikalt, a také jsou schopny
prevadet radikaly na méné reaktivni €i uplné nereaktivni formy. Kromé kyslikovych radikalt
mohou vznikat i dusikové radikaly. VSechny volné radikaly maji vliv na biologicky vyznamné
slouceniny, jako jsou bilkoviny, lipidy ¢i nukleové kyseliny. Volné radikaly jsou schopny ménit
strukturu téchto latek a tim padem i jejich funkci. Antioxidanty tedy chrani lidsky organismus
pted oxidac¢nim stresem, ktery je zptisoben vyskytem mnoha volnych radikalii v organismu.
Antioxidanty lze d¢lit dle pivodu na pfirodni a syntetické. Pfirodni antioxidanty se volné
vyskytuji v ptirod¢, napf. v ovoci €i zeleniné, ofesich, ¢i ve vyrobcich s vice nez 70 % kakaa
apod. Syntetické antioxidanty byly vytvofeny uméle. Vyskytuji se tedy hlavné v potravinovych
doplncich [53,54,55].

1.7.1 Fenolické kyseliny

Fenolické latky patii mezi latky, které maji antioxidacni vlastnosti. Diky témto vlastnostem
jsou schopny chranit pfed mnoha onemocnéni, jako jsou kardiovaskuldrni onemocnéni,
rakovina, nachlazeni, snizuji hladinu cholesterolu v krvi apod. Fenolické kyseliny se ve velkém
mnoZstvi vyskytuji hlavng v rostlinach. Clovék musi fenolické kyseliny pfijimat ve formé jidla,
protoZze je neni schopen syntetizovat. Fenolické kyseliny obsahuji jedno nebo vice benzenovych
jader, ktera jsou substituovand hydroxylovymi skupinami.

Fenolické kyseliny se déli do dvou zakladnich skupin. Prvni skupina je tvofena derivaty
kyseliny benzoové. Do této skupiny fadime napft. kyselinu salicylovou, gentisovou,

4 — hydroxybenzoovou, gallovou, vanilovou, syringovou a dal§i. Druha skupina je tvofena
derivaty kyseliny skoficové. Do této skupiny fadime napt. kyselinu p-kumarovou, kavovou,

ferulovou ¢i sinapovou a dalsi [56,57].

1.8 Charakteristika jednotlivych fenolickych kyselin

V jednotlivych podkapitoldch budou popsany vybrané fenolické kyseliny, které jsou pouzivany

pfi experimentalnim méfeni.
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Syringova kyselina

Kyselina syringova (obr. 12) je fenolicka sloucenina, ktera se vyskytuje v ovoci a zelening. Je
syntetizovana cestou kyseliny shikimové v rostlinach. M4 Sirokou Skalu terapeutickych aplikaci
Vv prevenci diabetu, rakoviny, cerebralni ischémie funguje také jako antioxidant. Terapeuticka
vlastnost kyseliny syringové je pficitana piitomnosti methoxyskupiny na aromatickém kruhu

Vv pozicich tii a pét [58].
COOH

HsCO OCH,
OH

Obrazek 12: Kyselina syringova, pievzato z [59].

Salicylova kyselina

Kyselina salicylova (obr. 13) tvofi zakladni chemickou strukturu vSech salicylatl. Nazev této
kyseliny je odvozen z latinského slova salix, coz v predkladu znamena vrba. V kuite vrby byl
totiz poprvé glykosid salicylan objeven. Tato kyselina l1ze aplikovat lokalné na kazi pro své
keratolytické (koncentrace u¢inné latky > 2 %), keratoplastické (koncentrace u¢inné latky
<2 %) a dezinfekéni ucinky. Peroralni podavani je velice $patné snaSeno, protoze kyselina
salicylova drazdi zalude¢ni sliznici a vyvolava krvaceni [60].

O OH

OH

Obrazek 13: Kyselina salicylova, pievzato z [61].

Kavova kyselina

Kyselina kavova (obr. 14) nebo také 3-(3,4 —dihydroxyfenyl)-2-propénova kyselina je derivat
od kyseliny skoficové. Tato kyselina vznika jako meziprodukt pfi biosyntéze ligninu a ma
antioxidacni G¢inky. Pohlcuje radikaly hydroxylové, peroxidové, superoxidové apod. Chrani

pted rakovinou, slouZzi jako prevence pfed kardiovaskularnim onemocnénim, maé antibakterialni
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ucinky a chrani DNA pifed poskozenim. Kyselina kdvova se hojné¢ vyskytuje v rostlinach,
hlavné v kave, obilovinach, jablkach, vinné révé apod. [62].
O

HO
X OH

HO

Obrazek 14: Kyselina kavova, pievzato z [63].

4 — hydroxybenzoova kyselina

Tato kyselina se vyskytuje ve forme bilého krystalického prasku, ktery je rozpustny v polarnich
rozpoustédlech. 4 — hydroxybenzoova kyselina (obr. 15) je derivatem kyseliny benzoové. Tato
substance se pfirozen¢ vyskytuje napi. ve ving, kokosech a jablkach. Zvlasté pouzivané estery
této kyseliny jsou velmi znamé jako parabeny. Parabeny se v dnesni dob¢ hojné vyuzivaji jako
konzerva¢ni latky ve farmaceutickém, kosmetickém ¢i potravinaiském pramyslu apod.

Hlavnim divodem, pro¢ se parabeny pouzivaji je, ze maji antimikrobialni vlastnosti [64].

Q
OH
HO

Obrazek 15: Kyselina 4 - hydroxybenzoova, pievzato z [65].
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Ferulova kyselina

Kyselina ferulova (obr. 16) je nejvice se vyskytujici derivat hydoxyskoficové kyseliny
Vv rostlinach, zejména v ananasu, cerealiich, mrkvi apod. Dale dokaze inaktivovat rostlinné viry
a jeji toxicita je uc¢inna v boji proti napadeni hmyzem. Kyselina ferulova ma silné antioxida¢ni

uinky [66].
O

N OH

HO
OCHs

Obrazek 16: Kyselina ferulova, ptevzato z [67].

Gallova kyselina

Kyselina gallova (obr. 17) je derivatem kyselina benzoové. Tato kyselina je velmi znamy
prirodni antioxidant, ktery je V podstaté¢ sekundarni polyfenolovy metabolit. Muze se
vyskytovat volné nebo vazana do tanint, ze kterych se ziskava kyselou hydrolyzou. Kyselina
gallova je znama jako ayurvédska bylina. Krom¢ antioxida¢ni tlohy se kyselina gallova dfive
pouzivala jako zaklad neviditelnych inkoustli a své vyuZiti nasla i v pocatcich fotografie.
Vyskytuje se vétsinou v ¢ervenych plodech, fedkvickéach, ofesich nebo cibuli [68].

HO COOH

HO
OH

Obrazek 17: Kyselina gallova, pfevzato z [69].

Vanilova kyselina

Kyselina vanilova (obr. 18) je derivat kyseliny benzoové, pouzivany jako ochucovaci latka.
Jedna se o oxidovanou formu vanilinu vyrobenou béhem konverze vanilinu na kyselinu
ferulovou. Nejvyssi mnozstvi kyseliny vanilové v rostlinach bylo nalezeno v kofenech
Angelica sinensis (Oliv.) Diels (Dehel ¢insky), kterd se pouziva v tradi¢éni &inské medicing.

Ruzné studie prokazaly G¢innost kyseliny vanilové pii 1é¢bé zanétlivych procest [70].
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OCH
HO

Obrazek 18: Kyselina vanilova, pievzato z [71].

p-kumarova kyselina
Kyselinu p-kumarovou (obr. 19) 1ze nalézt zejména v ovoci a ovocnych vyrobcich. Velmi hojné
se vyskytuje v jablkach, a to ptedev§im ve formé esterti. Nejvyznamnéjsi vlastni této kyseliny
je, jeji antimikrobialni G¢inek, a tudiz je schopna inhibovat rist patogennich bakterii [72,73].
O
™
OH

HO

Obrazek 19: Kyselina p-kumarova, ptevzato z [74].

Chlorogenova kyselina

Tato kyselina je nejb&znéjSim esterem kyseliny kavové a chinové, ktery slouzi k syntéze
ligninu. Kyselinu chlorogenovou (obr. 20) fadime mezi derivaty kyseliny hydroxyskoticové.
Tento polyfenol ma mnoho vlastnosti podporujicich zdravi, z nichz vétSina se tyka lécby
Tato kyselina je jednim z hlavnich polyfenolt v lidské stravé. Vyskytuje se v potravinach

a bylinkach, jako jsou jablka, lopuch, mrkev, hrozny, broskve, brambory apod. [75].
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Obrazek 20: Kyselina chlorogenova, pievzato z [76].

Fyzikalné-chemické vlastnosti vybranych fenolickych kyselin jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Vybrané charakteristiky fenolickych kyselin, pfevzato z [77,78,79].

Molekulova Maximum
Nazev analytu hmotnost pKa vinové délky
[g/mol] [nm]
S 19817  4,33+0,1 276
syringova
Kyselina 13812  3,01+0,1 276
salicylova
Kyselina kavova 180,16 458+0,1 324 (max), 296
Kyselinad- = 44819 457101 256
hydroxybenzoova
Kyselina ferulova 194,19 458+0,1 324 (nm), 296
Kyselina gallova 170,12 4,33+0,1 272
Kyselina vanilova 168,15 445+0,1 260 (max), 294
Kyselina p- 16416  4,65+0.1 310
kumarova
Kyselina 35432  391+01 326 (max), 300
chlorogenova
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Chemikalie a pomitcky

Acetonitril Sigma — Aldrich, Némecko
Deionizovana voda - pfipravena na piistroji Milli-Q® Reference Water Purification System

(Merck, Billerica, MA, USA)

Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p. a. Sigma — Aldrich, Némecko
Dodecylsiran sodny — SDS Sigma — Aldrich, Némecko
Fenolické kyseliny Sigma — Aldrich, Némecko
Hydrogenfosforecnan disodny dihydrat p. a. Sigma — Aldrich, Némecko
Kyselina borita p. a. Sigma — Aldrich, Némecko
Kyselina fosfore¢na 85% Sigma — Aldrich, Némecko
Kyselina chlorovodikova 35% Sigma — Aldrich, Némecko
Tetraboritan sodny dekahydrat p. a. Sigma — Aldrich, Némecko
Thiomocovina Sigma — Aldrich, Némecko

2.2 Pouzité pristroje a vybaveni

pH metr — Orion star A111, Indonésie

Kapilarni elektroforeticky systém Capel - 205 (Kanada)

Kiemenna separa¢ni kapilara (Kanada) o vnitinim priméru 75 pm a délce 60 cm. Efektivni
délka kapilary je 53 cm.

Analytické vahy — Mettler Toledo, AB204, Svycarsko

Pipety (o0 objemu do 10 pl, 100 pl a 1000 pul) — Thermo Scientific, Finsko

2.3 Priprava zakladnich elektrolytii

Pro ptipravu 20, 25, 100 a 150 mmol/l boritanového pufru byly navazeny nasledujici latky. Pro
ptipravu boritanového pufru o koncentraci 20 mmol/l byla navazena Kyselina borita
a rozpusténa v deionizované vode€ na roztok o dané koncentraci. Dale byl navazen tetraboritan
sodny a rozpu$tén na roztok 0 koncentraci 20 mmol/l. Pomoci pH metru byly nasledné
ptipraveny roztoky pufrti o pozadovaném pH (8 a 8,5). U vyssich koncentraci bylo postupovano

stejnym zptisobem, pouze se liSily navazky danych chemikalii.
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Pro ptipravu 10 mmol/l fosfore¢nanového pufru byly navazeny nasledujici chemikalie. Pro
ptipravu fosfore¢nanového pufru o koncentraci 10 mmol/l byl navazen dihydrogenfosforec¢nan
sodny a piipraven roztok o dané koncentraci. Dale byl navazen hydrogenfosforecnan disodny
dihydrat a rozpu$tén na roztok o koncentraci 10 mmol/l. Pomoci pH metru byly nasledné
ptipraveny pufry o pozadovaném pH (6 a 6,5). Pro dosazeni pH 2 musela byt k t¢émto dvou
chemikaliim pfidana kyselina fosfore¢na.

Pro piipravu roztoku SDS o koncentraci 25 mmol/l bylo navazeno a rozpusténo SDS. Poté byl
roztok doplnén 25 mmol/l boritanovym pufrem o pH 8.5 po rysku na 100 ml, dalsi pufr byl
doplnén 10 mmol/l fosfore¢nanovym pufrem o pH 2 po rysku na 100 ml. Pro pfipravu

50 mmol/l pufru s SDS bylo postupovano stejné, pouze s vyssi koncentraci daného analytu.

2.4 Priprava vzorki

Analyzované¢ vzorky byly pfipraveny jako zasobni roztoky pro nasledujici analyzy
0 koncentraci 1000 mg/l dané latky. Fenolické kyseliny byly navazeny a poté rozpustény

v metanolu. Z takto pfipravenych zasobnich roztokl byly dale fedéné roztoky k analyzam.

2.5 Postup analyzy

Analyzy byly provadény pomoci 20 mmol/l, 25 mmol/l, 100 mmol/l a 150 mmol/l boritanového
pufru nebo v 10 mmol/l fosforecnanovém pufru. Dale byl experiment méfen v 25 mmol/Il
a 50 mmol/l roztoku SDS. Ptipravené elektrolyty byly smichané na uréité hodnoty pH a to jak
kyselé (2, 6 a 6,5), tak 1 alkalické (8 a 8,5). VSechny analyzy probihaly pii 20 °C a davkovani
tlakem 50 mBar (~5,1 kPa). Doba davkovani vzorku a elektrolytu byla rtizna napt. (5, 10, 30
a 60 s). Vlnova délka pro detekci byla zvolena 254 nm nebo 220 nm. M¢éteni probihalo pfi
napéti o hodnoté -30 kV, -20 kV ¢i 30 kV, 20 kV. Néktera méfeni byla provadéna s kombinaci
jak kladného, tak zaporného vkladan¢ho napéti. Kazdy den byla kapilara promyta pred
zahajenim analyz deionizovanou vodou a pied kazdou analyzou danym elektrolytem. Dvakrat
béhem tydne byla kapilara promyta 0,1 M NaOH po dobu 5 minut a poté jesté deionizovanou

vodou.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Pfi zpracovani experimentalni ¢asti diplomové prace byly nejprve testovany moznosti separace
fenolickych kyselin. Béhem vsech méieni byly sledovany vlivy vloZzeného napéti, slozeni
zékladniho elektrolytu, jeho koncentrace ¢i pH. VSechny analyzy probihaly pti 20 °C.

Jako prvni experimenty byly méteny jednotlivé fenolické kyseliny v zakladnich elektrolytech
s davkovanim bez zakoncentrovani, aby se zjistilo, zda je dany elektrolyt pro separaci tohoto

druhu latek vhodny ¢i nikoliv.

3.1 Migracéni charakteristiky v zakladnich elektrolytech

Jako prvni byly méfeny migracni charakteristiky vybranych fenolickych kyselin v zakladnich
elektrolytech, konkrétné v boritanovém pufru o pH 8 a 8,5 a ve fosfore¢nanovém pufru o pH 6
a 6,5. Vzorky byly rozpustény v deionizované vodé.

Analyzy ve fosfore¢nanovém pufru o pH 6 a 6,5 nebyly Gspésné. Doba davkovani vzorki byla
50 mBar (~5,1 kPa) /5 s, viz podminky méfeni v tabulce &. 5 a 6; ptiloha 1. Zadna z fenolickych
kyselin v nastavené dob¢ analyzy nedomigrovala k detektoru, pravdépodobné vlivem nizkého
elektroosmotického toku pii tomto pH. Naopak vysledky analyz fenolickych kyselin
V boritanovém pufru o pH 8 a 8,5 jsou velmi pfiznivé a pii obou pH srovnatelné, takze separace
v daném elektrolytu je vhodna. Doba davkovani vzorkt byla 50 mBar (~5,1 kPa) /5 s, viz
podminky méfeni v tabulce ¢. 7 a 9 a migracni charakteristiky shrnuje tabulka ¢. 8 a 10; ptiloha
1. Pro tyto elektrolyty nebyl v ¢ase analyzy 40 min zaznamenan pouze pik kyseliny kavové a
gallové. Pti téchto experimentech byla pouzita vysoka koncentrace kyselin (50 mg/l) a napéti
+20 kV. Z namé&fenych migra¢nich ¢ast byly vypocteny zdanlivé pohyblivosti zon danych latek

s pomoci rovnice (9):

4= lelel Ut [M2IN*s] 9)

kde lq je efektivni délka kapilary, |t je celkova délka kapilary, U je napéti, t je migracni Cas.

U boritanového pufru o pH 8 a 8,5 bylo dale zkouseno davkovani po dobu 10 s (50 mBar
(~5,1 kPa)) v kombinaci se zvySenim napéti na 30 kV. Pro tyto podminky bylo také dosazeno
uspésné separace, Viz podminky méteni v tabulce ¢. 11 a 13 a migracni charakteristiky tabulka
¢. 12 a 14; ptiloha 1.

Dale byly provedeny analyzy fenolickych kyselin v boritanovém pufru o pH 8, odzkousSeno

bylo davkovani vzorku po dobu 5 s (50 mBar (~5,1 kPa)) a na kapilaru bylo vloZeno napéti
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30 kV. Zde se podafilo zméfit vSechny fenolické kyseliny kromé kyseliny kavové, viz

podminky méfeni Vv tabulce €. 15 a migracni charakteristiky tabulka ¢. 16; pfiloha 1.

3.2 Meéreni naplnéni kapilary pri davkovani

Pro urcenti, jak velky podil kapilary je naplnén vzorkem pfti davkovani byla proméfena doba, za
kterou doputuje k detekénimu okénku zona thiomocoviny pfi aplikaci tlaku na zacatek kapilary.
Thiomoc¢ovina byla méfena jak ve vodg¢, tak i v boritanovém pufru (100 mmol/l, pH 8), pii tlaku

50 mBar (~5,1 kPa) a napéti 0 kV. Analyt byl méten pii davkovani po dobu5sa 10 s. Vysledky
jsou uvedeny v tabulce 3 a 4.

Tabulka 3: Thiomocovina ve vodé, BGE: boritanovy pufr o pH 8 (100 mmol/l)

Davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/5 s
Cas pruchodu detektorem | Vyska Plocha
[min] [*107] [*10°35]
5,36 55,74 6081
5,41 34,66 3743
o 5,39 45,20 4912
Davkovani S0 mBar (~5,1 kPa)/10 s
Cas pruchodu detektorem | Vyska Plocha
[min] [*107] [*10°35]
5,30 82,98 11110
5,31 90,70 12210
(%) 5,31 86,84 11660

Tabulka 4: Thiomo¢ovina v BGE, BGE

- boritanovy pufr o pH 8 (100 mmol/l)

Davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/5 s
Cas prichodu detektorem | Vyska Plocha
[min] [*107] [*10739]
5,33 37,37 4035
5,32 31,00 3330
9 5,33 34,18 3682
Davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/10 s
Cas prichodu detektorem | Vyska Plocha
[min] [*107] [*10739]
5,28 24,00 3032
5,29 41,25 5332
%) 5,29 36,63 4182
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Z naméfenych Casti prichodu thiomocoviny detekénim okénkem vyplyva, Ze na tyto vysledky
nema vliv pouzity elektrolyt. Z ¢asii thiomocoviny byl vypocitdn podil kapilary naplnéné

vzorkem dle nasledujici rovnice:

% davkovani = 100 - lg- tinj/ (It tTm) (10)

Vypocet pro davkovani 5 s, vzorek v deionizované vodé
% davkovani = 100 - 0,53 - (5/60)/(0,60 - 5,39) = 1,37 %
Vypocet pro davkovani 10 s, vzorek v deionizované vodé
% davkovani =100 - 0,53 -(10/60)/(0,60 - 5,31) =2,77 %

Vypocet pro davkovani 5 s, vzorek v boratovém elektrolytu
% davkovani = 100 - 0,53 - (5/60)/(0,60 -5,33) =1,38 %
Vypocet pro davkovani 10 s, vzorek v boratovém elektrolytu
% davkovani = 100 - 0,53 - (10/60)/(0,60 - 5,29) = 2,78 %

kde lq je efektivni délka kapilary, | je celkova délka kapilary, tinj je Cas davkovani zony vzorku
a trm je cCas prichodu zény thiomocoviny detekénim okénkem pomoci tlaku 50 mBar
(~5,1 kPa). Z vypoétenych hodnot % plnéni kapilar je tedy ziejmé, ze pro naplnéni bézné
pouzivaného objemu kapilary okolo 1 % je dostateény ¢as 5 s pii aplikaci tlaku 50 mBar

(~5,1 kPa). Pro vyssi Casy plnéni by pak mélo dochazet k zakoncentrovani vzorku.

3.3 Metoda zakoncentrovani prechodnym pH rozhranim

Tato metoda byla testovana pomoci kombinace fosfore¢nanového pufru o pH 2 a 6,
fosfore¢nanovy pufr o pH 2 spole¢né s boritanovym pufrem o pH 8 a 8,5. VVzorky zde byly
rozpustény jak ve fosfore¢nanovém pufru, boritanovém pufru tak i ve vodé. Byla zde zkousena
I kombinace rizné doby davkovani fosfore¢nanového pufru o pH 2. Dale zde byl ovéfovan

I vliv zmény v poradi davkovani vzorku a elektrolyti na zakoncentrovani fenolickych kyselin.

V prvni ¢asti méteni se davkovalo v poradi elektrolyt, vzorek a fosfore¢nanovy pufr o pH 2.

A) Jako rozpoustédlo vzorkt byla pouzita deionizovana voda, jako elektrolyt byl pouzity
fosforecnanovy pufr o pH 6 a 2, doba davkovani vzorku i fosfore¢nanového pufru o pH 2 byla
50 mBar (~5,1 kPa)/ 10 s. Nulova linie elektroforeogramu byla v driftu a obsahovala velmi
vysoky Sum. Nepovedlo se zakoncentrovat zadnou z pouzitych fenolickych kyselin, viz

podminky méfeni v tabulce ¢. 17; piiloha 1.
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B) Jako rozpoustédlo vzorki byl pouzit fosfore¢nanovy pufr o pH 6, jako elektrolyt byl pouzit
fosfore¢nanovy pufr o pH 6 a 2, doba davkovani vzorku i fosfore¢nanového pufru o pH 2 byla
50 mBar (~5,1 kPa) /10 s. Nulova linie elektroforeogramu byla u nékterych analyz zna¢né
zasuména. Casteéné zakoncentrovani se povedlo pouze u kyselin ferulové a p-kumarové pii
davkovani jednotlivych standard. Pii davkovani smési nedoslo k uplnému rozdé€leni. Viz
podminky méfeni v tabulce ¢. 18 a migra¢ni charakteristiky tabulka ¢. 19; ptiloha 1.

C) Jako rozpoustédlo vzorkd byl pouzit boritanovy pufr o pH 8, jako elektrolyt byl pouzit
boritanovy pufr o pH 8 a fosforecnanovy pufr o pH 2, doba déavkovani vzorku
| fosforecnanového pufru o pH 2 byla 50 mBar (~5,1 kPa) /10s. Pii téchto analyzach se
nepovedlo zakoncentrovat zadnou z vybranych fenolickych kyselin. V elektroforeogramu byl
viditelny velky pik, ktery byl blizko -elektroosmotického toku, nejednalo se vSak
0 zakoncentrovanou zoénu analyzovanych kyselin. Viz podminky méfeni Vv tabulce ¢. 20;
ptiloha 1.

D) Jako rozpoustédlo vzorki byla dale pouzita deionizovana voda, jako elektrolyt byl pouzit
boritanovy pufr o pH 8 a fosfore¢nanovy pufr o pH 2, doba davkovani vzorku byla 50 mBar
(~5,1 kPa) /10 s. Fosfore¢nanovy pufr o pH 2 byl davkovan tlakem 50 mBar (~5,1 kPa) po dobu
5 nebo 15 s. Pii nadavkovani kratsi zony fosforecnanového pufru (50 mBar (~5,1 kPa)/ 5 s) byl
na zaznamu viditelny velky pik, ktery byl blizko elektroosmotického toku, opét se vSak
nejednalo o zakoncentrovanou zénu analyttl.

Pfi davkovani fosfore¢nanového pufru tlakem 50 mBar (~5,1 kPa) po dobu 15 s byla nulova
linie elektroforeogramu velmi nestabilni. Ze ziskanych zaznaml nebylo mozné odecist zadna
data, takZe ani jedna z moZnosti davkovani nebyla uspéSna pro zakoncentrovani métenych
fenolickych kyselin. Viz podminky méfeni v tabulce €. 21 a 22; pfiloha 1.

E) Jako rozpoustédlo vzorkd byl pouzit boritanovy pufr o pH 8,5. Jako elektrolyt byl pouzit
boritanovy pufr o pH 8,5 a fosfore¢nanovy pufr o pH 2, doba davkovani vzorku byla 50 mBar
(~5,1 kPa) /10 s. Pro fosfore¢nanovy pufr o pH 2 byl testovan vliv davkované zony na vysledky
analyzy, hodnoty davkovani byly 50 mBar (~5,1 kPa) /5 sa 50 mBar (~5,1 kPa)/10 s.
U 50 mBar (~5,1 kPa)/ 5 s i 10 s byl viditelny velky pik, ktery byl blizko elektroosmotického
toku. Viz podminky méfeni v tabulce ¢. 23 a 24; ptiloha 1.

F) Jako rozpoustédlo vzorkti byl pouzit fosfore¢nanovy pufr o pH 2, jako elektrolyt byl pouzity
boritanovy pufr o pH 8 a fosfore¢nanovy pufr o pH 2, doba davkovani vzorku byla 50 mBar
(~5,1 kPa)/ 10 s. U fosfore¢nanového pufru o pH 2 byla testovano davkovani tlakem 50 mBar
(~5,1 kPa) po dobu 55, 10 sa 15 s. U vSech testovanych podminek méfeni byl v kazdém
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elektroforeogramu viditelny velky pik, ktery byl blizko elektroosmotického toku, nejednalo se

vsak o zakoncentrovanou zénu. Viz podminky méfeni v tabulce ¢. 25, 26 a 27; piiloha 1.

V druhé ¢asti bylo davkovano v pofadi elektrolyt, fosfore¢nanovy pufr o pH 2 a vzorek.

A) Jako rozpoustédlo vzorki byl pouzit boritanovy pufr o pH 8,5, jako elektrolyt byl pouzit
boritanovy pufr o pH 8,5 a fosforecnanovy pufr o pH 2. Doba davkovéani vzorku
ve fosfore¢nanovém pufru o pH 2 byla 50 mBar (~5,1 kPa)/ 10 s. Na elektroforeogramu byl
viditelny pik, ktery byl blizko elektroosmotického toku, nejednalo se vSak o signal patiici

zkoumanym fenolickym kyselindm, viz podminky méfeni v tabulce ¢. 28; ptiloha 1.

B) Jako rozpoustédlo vzorki byl pouzit fosfore¢nanovy pufr o pH 2, jako elektrolyt byl pouzit
boritanovy pufr o pH 8 a fosfore¢nanovy pufr o pH 2. Doba davkovani vzorku byla 50 mBar
(~5,1 kPa)/ 10 s pro vSechna méteni v této sekci. Ménila se doba davkovani fosfore¢nanového
pufru o pH 2, pii pouzitém tlaku davkovani 50 mBar (~5,1 kPa) byla doba davkovani 5 s,
10 s a 15 s. U v8ech vyse uvedenych kombinaci davkovani vzorku a elektrolytu, byl v kazdém
elektroforeogramu viditelny velky pik, ktery byl blizko elektroosmotického toku, nejednalo se

vsak o signal zkoumanych latek, viz podminky méfeni v tabulce ¢. 29,30 a 31; ptiloha 1.

Z vyse uvedenych pokust o zakoncentrovani se nepovedlo prokazat, ze by byla néktera z metod
optimalni pro detekci vSech, nebo alespont vétSiny fenolickych kyselin. U téméf vSech
testovanych systémi nebylo pomoci zmény pH separa¢niho elektrolytu dosazeno zaostieni
separovanych zon fenolickych kyselin. Proto byly pfi dalSich experimentech ovéfovany dalsi

moznosti prekoncentrace pted samotnou elektroforetickou separaci.
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3.4 Zakoncentrovani vzorku z velkého objemu zesilenim elektrického pole

Pii testovani této metody byl prvotné pouzit hydrodynamicky nastiik dlouhé zony vzorku do
kapilary, zona zaujima 30 — 50 % z celkového objemu kapilary. Poté doslo k pfepdlovani
polarity na opa¢nou, nez ktera bude pouzita pii méteni. Prakticky ma tato metodika fungovat
tak, ze dojde k vytlaCeni matrice ven z kapilary a analyty se zakoncentruji a formuji do uzké
zOny na pocatku kapilary pomoci vlastni pohyblivosti. Poté je polarita opét obracena a az do
konce analyzy migruji analyty souhlasnym smérem s elektroosmotickym tokem k detektoru.

Také byly testovany podminky zakoncentrovani bez piepinani polarity. Témét vSechny
experimenty v této ¢asti (s pfepinanim i bez prepinani polarity) méfeni probihaly s davkovanim
50 mBar (~5,1 kPa) a vzorky byly davkovany po dobu 30 s pfi teploté 20 °C. Vkladané napé&ti
mélo hodnotu bud’ 30 kV ¢i -30 kV, nebo zde byla kombinace obou napéti. Byla zde pouzita
také kombinace rozpoustédel, ve kterych byly vzorky rozpoustény, a to v boritanovém pufru

0 pH 8 a 8,5 nebo v deionizované vodg¢.

A) V prvni fadé byly pozorovany migra¢ni charakteristiky vzorka a jejich smési, které byly
rozpustény v boritanovém pufru o pH 8,5, tento pufr byl pouzit i jako zakladni elektrolyt.
Podminky analyzy byly nasledujici: davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/30 s, teplota 20 °C, napéti
30 kV, pipetovany objem vzorku 50 pl, ktery byl doplnén danym rozpoustédlem na objem
1000 pl (koncentrace vzorku 50 mg/l), kromé kyseliny kavové a gallové kde bylo pipetovano
25 ul vzorku (koncentrace vzorku 25 mg/l). Za téchto podminek doslo k detekci danych
analytd, ale piky byly Siroké a zkosené. Smés nebyla zcela rozseparovana, viz podminky méteni
v tabulce ¢. 32 a migracni charakteristiky tabulka ¢. 33; ptiloha 1.

B) Nasledné¢ byly sledovany migraéni charakteristiky vzorkd a jejich smési za téméf
identickych podminek. Rozdil byl pouze v hodnoté vkladaného napéti. Po dobu 10 s bylo
vkladano -30 kV, nasledné byla polarita pfepnuta na 30 kV az do konce analyzy. Za téchto
podminek opét doslo k detekci danych analytd, piky byly opét Siroké a zkosené, piicemz
u separace smesi se nepovedlo dosdhnout uplného rozdéleni (obrazek 21). Nutno vsak
poznamenat, ze analyza za danych podminek poskytovala vétsi plochy a vysky pikd nez
Vv ptedchozim pfipadé A). Viz podminky méfeni v tabulce ¢. 34 a migra¢ni charakteristiky
tabulka ¢. 35; pfiloha 1.
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Obrazek 21: Smés fenolickych kyselin, elektrolyt boritanovy pufr o pH 8,5, prvnich 10 s
—30 kV, poté az do konce analyzy napéti 30 kV, davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/30 s.

C) Vzhledem k tomu, Ze v ptedchozich analyzach byly piky $iroké a zkosené, tak vzorky byly
davkovany o niz§i koncentraci. Nov¢ tedy bylo pipetovano 15 ul vzorku (koncentrace vzorku
15 mg/l), ktery byl doplnén danym rozpoustédlem na objem 1000 pl. Takto pfipravena
koncentrace vzorkd 15 mg/l byla pouzivana i u dalSich méfeni, viz nize. Vzorky byly opét
rozpustény v boritanovém pufru o pH 8,5, ktery byl pouzit i jako zakladni elektrolyt. Bylo zde
aplikovano kladné napéti 30 kV. Podminky davkovani byly nasledujici 50 mBar
(~5,1 kPa)/30 s. U pika doslo k lehkému zlepSeni, nicméng¢ stale byly relativné $iroké a nékteré
stale zkosené. Smés byla rozdélena Iépe oproti predchozimu méfeni, nicméné zde nelze zcela
urcité identifikovat jednotlivé latky ve smési (obrazek 22). Viz podminky méfeni v tabulce ¢. 36

a migracni charakteristiky tabulka ¢. 37; ptiloha 1.
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Obrazek 22: Smés fenolickych kyselin, elektrolyt boritanovy pufr o pH 8,5, napéti 30 kV,
davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/30 s.

D) Podminky méfeni byly stejné jako v piipadé C). Jedind zména byla v hodnoté vkladaného
napéti. Po dobu 10 s bylo vkladano napéti o hodnoté -30 kV, nasledné byla polarita prepnuta
na 30 kV az do konce analyzy. Vysledky byly téméft identické jako v ptipadé C). Viz podminky

méfeni v tabulce ¢. 38 a migracni charakteristiky tabulka ¢. 39; pfiloha 1.

E) Byly pozorovany migracni charakteristiky vzorkt fenolickych kyselin a jejich smési, které
byly rozpustény v boritanovém pufru o pH 8, tento pufr byl pouZit i jako zékladni elektrolyt.
Podminky analyzy byly nasledujici: davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/30 s, teplota 20 °C, napé&ti
30 kV, pipetovany objem vzorku 15 pl, ktery byl doplnén danym rozpoustédlem na objem
1000 ul a poskytl tak roztok o koncentraci 15 mg/l dané latky. Za téchto podminek doslo
k detekci danych analytd, ale vétSina pikt byla zkosena. Smés nebyla rozseparovana. Viz

podminky méfteni v tabulce ¢. 40 a migracni charakteristiky tabulka ¢. 41; pfiloha 1.

F) Podminky méfeni byly stejné jako v ptipadé E). Jedina zména probéhla ve vkladaném napéti.
Po dobu 10 s bylo vkladano -30 kV, nasledné byla polarita ptepnuta na 30 kV az do konce
analyzy. Vysledky byly téméf identické jako v ptipadé€ E). Viz podminky méteni v tabulce ¢. 42

a migracni charakteristiky tabulka €. 43; pfiloha 1.

G) Byly pozorovany migracni charakteristiky vzorkii a smési, které byly rozpusStény

v deionizované vodg, jako zakladni elektrolyt byl pouzit boritanovy pufr o pH 8. Podminky
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analyzy byly nasledujici: davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/30 s, teplota 20 °C, napéti 30 kV,
pipetovany objem zasobniho roztoku vzorku 15 ul, ktery byl doplnén danym rozpoustédlem na
objem 1000 pl (koncentrace latek 15 mg/l). Za téchto podminek doslo k zakoncentrovani
u vsech fenolickych kyselin krom¢ kyseliny kavové a gallové. U smési se zakoncentrovani
s Gisp&$nou separaci nepodafilo. Viz podminky méfeni v tabulce ¢. 44 a migra¢ni charakteristiky

tabulka ¢. 45; pfiloha 1.

H) Podminky méfeni byly stejné jako v piipadé G). Jedina zména probéhla ve vkladaném
napéti. Po dobu 10 s bylo vkladano napéti -30 kV, nasledné byla polarita prepnuta na 30 kV az
do konce analyzy. Vysledky byly témét identické jako v pfipadé G), kromé zanedbatelného
rozdilu migra¢nich charakteristik; kK zakoncentrovani doslo u stejnych fenolickych kyselin, tedy
krom¢ kyseliny kavové a gallové. Viz podminky méfeni v tabulce ¢. 46 a migracni

charakteristiky tabulka ¢. 47; ptiloha 1.

CH) Byly pozorovany migrac¢ni charakteristiky vzorku fenolickych kyselin a jejich smési, které
byly rozpustény v boritanovém pufru o pH 8, tento pufr byl pouzit 1 jako zakladni elektrolyt.
Podminky analyzy byly nasledujici: davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/20 s, teplota 20 °C, napéti
30 kV, pipetovany objem zasobniho roztoku vzorku 15 pl, ktery byl doplnén danym
rozpoustédlem na objem 1000 pl (koncentrace latek 15 mg/l). Za téchto podminek doslo
Kk detekci danych analytd, ale vétSina pikt byla Siroka a zkosena. U smési doslo k ¢astecné
separaci, ale stale nebylo mozné s jistotou identifikovat dany analyt. Viz obrazek 23, podminky

meéfeni v tabulce ¢. 48 a migracni charakteristiky tabulka ¢. 49; ptiloha 1.
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Obrazek 23: Smés fenolickych kyselin, elektrolyt boritanovém pufr o pH 8, napéti 30 kV,
davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/20 s.

I) Podminky méfeni byly stejné jako v piipadé CH). Uprava separaénich podminek probéhla ve
velikosti vkladaného napéti. Po dobu 10 s bylo vkladano napéti -30 kV, nasledné byla hodnota
vlozeného napéti zménéna na 30 kV az do konce analyzy. Za téchto podminek doslo k detekci
danych analytt, ale vétSina pikt byla Sirokych a zkosenych. U smési doslo k ¢aste¢né separaci,
ale stale neni mozné s jistotou identifikovat jednotlivé analyty. Viz podminky méteni v tabulce

¢. 50 a migrac¢ni charakteristiky tabulka ¢. 51; pfiloha 1.

J) Byly pozorovany migracni charakteristiky vzorki fenolickych kyselin a jejich smési, které
byly rozpustény v boritanovém pufru o pH 8, tento pufr byl pouZit i jako zékladni elektrolyt.
Podminky analyza byly nasledujici: davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/30 s, teplota 20 °C, napéti
30 kV, koncentrace sledovanych latek byla 0,05 mg/l. Za téchto podminek nedoslo

k zakoncetrovani ani detekci danych analytl. Viz podminky méfeni v tabulce ¢. 52; ptiloha 1.

K) Byly pozorovany migraéni charakteristiky jednotlivych analyta a jejich smési, které byly
rozpustény v deionizované vodé. Jako zakladni elektrolyt byl pouzit boritanovy pufr o pH 8.
V tomto experimentu byl do analyzy navic zatazen krok davkovani zdkladniho elektrolytu za
zonu vzorku. Poradi v kapilafe tedy bylo, pufr — vzorek — pufr, ktery byl davkovan tlakem
50 mBar (~5,1 kPa) po dobu 30 s. Podminky analyzy byly nasledujici: davkovani 50 mBar
(~5,1 kPa)/60 s, teplota 20 °C. Po dobu 10 s bylo vkladano napéti -30 kV, nasledné byla polarita
pfepnuta na 30 kV aZz do konce analyzy. Koncentrace sledovanych latek byla 0,05 mg/l.
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Za téchto podminek nedoslo k zakoncetrovani ani detekci danych analytt. Viz podminky

méfeni Vv tabulce ¢. 53; priloha 1.

L) Byly pozorovany migracni charakteristiky jednotlivych analyti a jejich smési, které byly
rozpus$tény v boritanovém pufru o pH 8, tento pufr byl pouzit i jako zakladni elektrolyt. VV tomto
experimentu byl do analyzy navic zafazen krok davkovani zdkladniho elektrolytu. Potadi
v kapilafe tedy bylo pufr — vzorek — pufr, ktery byl davkovan tlakem 50 mBar (~5,1 kPa) po
dobu 30 s. Podminky analyzy byly nasledujici: davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/30 s, teplota
20 °C. Po dobu 10 s bylo vkladano napéti -30 kV, nasledné byla polarita ptepnuta na 30 kV az
do konce analyzy. Koncentrace sledovanych latek byla 0,05 mg/l. Za téchto podminek nedoslo

k zakoncetrovani ani detekci danych analyti. Viz podminky méfeni v tabulce ¢. 54; ptiloha 1.

M) Byly pozorovany migraéni charakteristiky vybranych fenolickych kyselin a jejich smési,
které byly rozpustény v deionizované vod¢. Jako zékladni elektrolyt byl pouzit boritanovy pufr
0 pH 8. Vtomto experimentu byl do analyzy navic zafazen krok davkovani zdkladniho
elektrolytu. Potadi v kapilafe tedy bylo pufr — vzorek — pufr, ktery byl davkovan pti 50 mBar
(~5,1 kPa)/30 s. Podminky analyzy byly nasledujici: davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/30 s,
teplota 20 °C, napéti 30 kV. Koncentrace sledovanych latek byla 0,05 mg/I. Za téchto podminek
nedoslo k zakoncetrovani ani detekci danych analyti. Viz podminky méfeni v tabulce ¢. 55;
pfiloha 1.

Z vySe uvedenych podminek se jako nejlepSi osvédCila metoda G) a H), kde doslo
k zakoncentrovani témét vSech analytd, kromé vyse zminéné kyseliny kavové a gallové.
Zakoncentrovat a spé$né rozdélit celou smés se nepovedlo v zadném z vySe uvedenych

experimentt v této kapitole.

3.4.1 Zakoncentrovani v boritanovém elektrolytu o vysoké koncentraci

Vzhledem ktomu, ze v experimentech prezentovanych v pfedchozi kapitole nedoslo
K uspokojivému zakoncentrovani a separaci studovanych latek, byl nasledné testovan jako
zakladni elektrolyt boritanovy pufr s vyssi koncentraci, aby byl zajistén vétsi rozdil ve vodivosti
separacniho prosttedi a vzorku.

A) Byly studovany migra¢ni charakteristiky vybranych fenolickych kyselin a jejich smési, které
byly rozpustény v deionizované vode¢. Jako zékladni elektrolyt byl pouZit boritanovy pufr o pH
8 0 koncentraci 100 mmol/l. V tomto experimentu byl do analyzy navic zatazen krok davkovani

zakladniho elektrolytu za zonu vzorku. Potadi v kapilafe tedy bylo pufr — vzorek — pufr, ktery
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byl davkovan pti 50 mBar (~5,1 kPa)/30s. Podminky analyzy vzorku byly nasledujici:
davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/30 s, teplota 20 °C, napéti 30 kV. Podminky davkovani
zakladniho elektrolytu 50 mBar (~5,1 kPa)/30 s. Koncentrace sledovanych latek byla 0,1 mg/I.
Za téchto podminek nedosSlo k vyraznému zakoncetrovani danych analyti. Viz podminky

méfeni Vv tabulce ¢. 56; priloha 1.

B) Byly zde pozorovany migracni charakteristiky vzorkd a smési, které byly rozpusStény
Vv deionizované vodé. Jako zakladni elektrolyt byl pouzit boritanovy pufr o pH 8 o koncentraci
100 mmol/l. Potadi v kapilafe bylo pufr - vzorek. Podminky analyzy vzorku byly nasledujici:
davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/10 s, teplota 20 °C, napéti 30 kV. Pipetovany objem zasobniho
roztoku vzorku byl 50 pl, ktery byl doplnén danym rozpoustédlem na objem 1000 pl a vysledna
koncentrace tak ¢inila 50 mg/l. Analyty se povedlo detekovat, nicméné tyto separacni
podminky poskytly horsi rozliSeni latek, nez pii separaci fenolickych kyselin v boritanovém
pufru o pH 8 a koncentraci 20 mmol/l, kde za identickych podminek dochazelo rovnéz K vyssi
odezvé. U smési nedoslo k uplné separaci. Viz podminky méfeni v tabulce ¢. 57 a migracni
charakteristiky tabulka ¢. 58; pfiloha 1.

C) Byly pozorovany migracni charakteristiky vzorkd jednotlivych fenolickych kyselin a jejich
smési, které byly rozpustény v deionizované vod€. Jako zékladni elektrolyt byl pouzit
boritanovy pufr o pH 8. V tomto experimentu byl do analyz navic zafazen krok davkovani
zakladniho elektrolytu za zonu vzorku. Potadi v kapilafe tedy bylo pufr — vzorek — pufr.
Podminky analyzy vzorku byly nasledujici: davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/30 s, teplota 20 °C.
Podminky davkovani zakladniho elektrolytu za zénu vzorku 50 mBar (~5,1 kPa)/30 s. Po dobu
10 s bylo vkladano napéti -30 kV, nasledné byla polarita pfepnuta na 30 kV az do konce
analyzy. Koncentrace sledovanych latek byla 0,1 mg/l. Za téchto podminek doslo k vyraznému
zvyseni plochy piku pouze u kyseliny salicylové. U vétSiny analyz byla nestabilni nulova linie
elektroforeogramu a pomérné vysoky Sum. Viz podminky méfeni v tabulce ¢. 59 a migracni
charakteristiky tabulka ¢. 60; pfiloha 1.

D) Podminky méteni byly témé&f stejné jako u metody C), pouze s rozdilnou dobou davkovani
pro vzorek: 50 mBar (~5,1 kPa)/60 a 90 s, teplota 20 °C. Podminky davkovani zakladniho
elektrolytu 50 mBar (~5,1 kPa)/30 s. Po dobu 10 s bylo vkladano napéti -30 kV, nasledné byla
polarita pfepnuta na 30 kV az do konce analyzy. Koncentrace sledovanych latek byla 0,1 mg/l.

Za téchto podminek nedoslo k vyraznému zakoncetrovani zadné z fenolickych kyselin.
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U vétsiny analyz byla pozorovana nestabilni nulova linie elektroforeogramu a vysoky sum. Viz

podminky méfeni v tabulce ¢. 61 a 62; priloha 1.

E) U nasledujicich analyz, viz nize, bylo opusténo od davkovani zony pufru po nadavkovani
vzorku. Byly pozorovany migracni charakteristiky vzorkll vybranych fenolickych kyselin
a jejich smési, které byly rozpustény v deionizované vodé. Jako zakladni elektrolyt byl pouzit
boritanovy pufr o pH 8. Podminky analyzy vzorku byly nésledujici: davkovani 50 mBar
(~5,1 kPa)/5 s, teplota 20 °C, napéti 30 kV. Koncentrace sledovanych latek byla 10 mg/l. Za
nasledujicich podminek doslo k zakoncentrovani jak jednotlivych analyti, tak i kK téméf uplné
separaci smési. Smés obsahovala devét fenolickych kyselin, které se rozdé€lily do osmi pika,
pravdépodobné doslo ke spojeni piku kyseliny salicylové a chlorogenové (obrazek 24). Viz

podminky méfeni v tabulce ¢. 63 a migra¢ni charakteristiky tabulka ¢. 64; ptiloha 1.

Obrazek 24: Smés fenolickych kyselin, elektrolyt boritanovy pufr o pH 8, napéti 30 kV,
davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/5 s. 1 — kys. ferulova, 2 — kys. syringova, 3 — kys. p-kumarova,
4 — kys. vanilova, 5— Kkys. 4 -hydroxybenzoova, 6 — Kkys. salicylova a chlorogenova,
7 —kys. kavova, 8 — kys. gallova.

F) Podminky meéfeni byly vtomto pfipadé stejné jako u piipadu E). Jediny rozdil je
Vv koncentraci latek, ktera zde je 0,1 mg/l. Za nasledujicich podminek doslo k zakoncentrovani
jak jednotlivych analytt, tak 1 smési. Smés byla rozdélena podobné jako v predchozim piipadé.
Nicméné piky v téchto koncentracich neposkytuji ptili§ velky odstup signalu od Sumu, takze se
pohybuji tésn¢€ nad mezi detekce (obrazek 25). Viz podminky méteni v tabulce ¢. 65 a migracéni

charakteristiky tabulka ¢. 66; ptiloha 1.

60



Obrazek 25: Smés fenolickych kyselin, elektrolyt boritanovy pufr o pH 8, napéti 30 kV,
davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/5 s. 1 — kys. ferulova, 2 — kys. syringova, 3 — kys. p-kumarova,
4 —Kys. vanilova, 5—Kkys. 4 — hydroxybenzoova, 6 — kys. salicylova a chlorogenova,
7 —kys. kavova, 8 — kys. gallova.

G) Podminky méfeni jsou identické vEetné pouzité koncentrace jako u piipadu E). Je zde pouze
zména v davkovani analytu a to 50 mBar (~5,1 kPa)/10 s. Za nasledujicich podminek doslo
k zakoncentrovani jak jednotlivych analytt, tak i ve smési. Celkova doba analyzy byla mirné
krat$i, ovSem separace je z hlediska rozliSeni jednotlivych latek podobna ptipadu E), takze
podminky byly stejné ptiznivé jako u této metody (obrazek 26). Viz podminky méfeni v tabulce
¢. 67 a migracni charakteristiky tabulka ¢. 68; ptiloha 1.
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Obrazek 26: Smés fenolickych kyselin, elektrolyt boritanovy pufr o pH 8, napéti 30 kV,
davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/10 s. 1 — kys. ferulova, 2 — kys. syringova, 3 —Kys. p-kumarova,
4 —Kkys. vanilova, 5—Kkys. 4 — hydroxybenzoova, 6 — Kys. salicylova a chlorogenova,
7 —kys. kavova, 8 — kys. gallova.

H) Podminky méfeni jsou identické véetné pouzité koncentrace jako u piipadu E). Je zde pouze
zména v davkovani analytu a to 50 mBar (~5,1 kPa)/20 s. Za néasledujicich podminek doslo
k zakoncentrovani jak jednotlivych analytd, tak i ve smési, ale ne vSech latek. Smés se rozdélila
do péti pikd a zejména prvni dvé dvojice latek nejsou rozdélené (obrazek 27). Ptiznivéjsi
podminky byly u davkovani do 10 s pii 50 mBar (~5,1 kPa), zde je zfejmé kapilara jiz ptetizena
a neni zde moznost fadné identifikace slozek smési. Viz podminky méfeni v tabulce ¢. 69

a migracni charakteristiky tabulka €. 70; pfiloha 1.
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Obrazek 27: Smés fenolickych kyselin, elektrolyt boritanovy pufr o pH 8, napéti 30 kV,
davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/20 s. Jednotlivé slozky smési se nepodaftilo identifikovat

CH) Podminky méfeni jsou identické véetné pouzité koncentrace jako u pripadu E). Je zde
pouze zména v davkovani analytu a to 50 mBar (~5,1 kPa)/30 s. Za nasledujicich podminek
doslo k zakoncentrovani jak jednotlivych analytl, tak i ve smési, ale ne U vSech latek. Smés se
rozdélila do péti pikd, analyzovanych latek bylo devét. Pfi porovnani smési pfi davkovani
20 s a 30 s miizeme vidét, Ze se piky postupné k sobé pfiblizuji a maji tendenci vytvofit jednu
velkou zonu. Pii aplikaci jest¢ delsi doby davkovani danych analyti by s velkou
pravdépodobnosti nedoslo k separaci viibec. Vice piiznivé podminky byly u davkovani do 10 s
pti 50 mBar (~5,1 kPa). Zde je ziejmé kapilara jiz pfetizena a neni moznost fadné separace
a identifikace latek (obrazek 28). Viz podminky méfeni v tabulce ¢.71 a migracni

charakteristiky tabulka ¢. 72; ptiloha 1.
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Obrazek 28: Smés fenolickych kyselin, elektrolyt boritanovy pufr o pH 8, napéti 30 kV,
davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/30 s. U této smési jiz nelze identifikovat, o jaky analyt se jedna.
Piky maji tendenci se spojovat do jednoho velkého piku.

3.4.2 Vzorky rozpusténé v deionizované vodé nebo ¢istém acetonitrilu

Pti této metod¢ zakoncentrovani vyuzivajici rozdilné vodivosti v zoné vzorku a elektrolytu je
zakoncentrovani tim G¢inngj8i, ¢im vyssi jsou rozdily ve vodivostech a tedy ¢im vy$si je rozdil
Vv intenzit¢ elektrického pole v dan¢ zdén€. Vzhledem k experimentim s vysSi koncentraci
elektrolytu v ptedchozi kapitole byly také testovany podminky piipravy vzorku v rozpoustédle
s niZ§i vodivosti, tedy v deionizované vode¢ a aprotickém rozpoustédle acetonitrilu s hypotézou,
Ze tyto podminky povedou k dostate¢nému rozdilu intenzity elektrického pole.

A) Byly zde pozorovany migra¢ni charakteristiky vzorku smési fenolickych kyselin, které byly
rozpustény bud’ v deionizované vodé, nebo Cistém acetonitrilu. Jako zdkladni elektrolyt byl
pouzit boritanovy pufr o pH 8 a koncentraci 100 mmol/l. Potadi v kapilafe bylo pufr - vzorek.
Podminky analyzy vzorku byly nasledujici: davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/10 s, teplota 20 °C,
napéti 30 kV. Koncentrace sledovanych latek byla 0,1 mg/l. Smés se podaiilo zakoncentrovat
jak ve vodé, tak v acetonitrilu. Odezvy byly téméf stejné, takze tyto metody Ize povazovat za
srovnatelné. Opét je rozdéleno pouze osm latek namisto deviti, takZe ziejmé doslo ke spojeni
dvou migrujicich zén kyselin do jediné (obrazek 29 a 30). V této sekci (A-C, méfeni s vodou ¢i
acetonitrilem) nebyly méfeny migracni charakteristiky jednotlivych fenolickych kyselin, takze
nelze urcit, o jakou latku se ptesné jednd. Tento experiment byl métfen, aby bylo otestovano,

zda je mozné separovat smés za téchto podminek. Viz podminky méfeni v tabulce ¢. 73;

ptiloha 1.
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Obrazek 29: Smés fenolickych kyselin ve vodé, elektrolyt boritanovy pufr o pH 8, napéti 30 kV,
davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/10 s.
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Obrazek 30: Smés fenolickych kyselin v acetonitrilu, elektrolyt boritanovy pufr o pH 8, napé&ti
30 kV, davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/10 s.

B) Podminky méfeni stejné jako v piipadé A). Je zde pouze zména v délce davkované zony
50 mBar (~5,1 kPa)/20 s. Koncentrace sledovanych latek byla 0,1 mg/l. Smés se podafilo
zakoncentrovat pti tomto davkovani pouze v deionizované vodé (obrazek 31). Jak mizeme

vidét na elektroforeogramu, tak pikt oproti pfedchozimu davkovani ubylo, doslo zde ziejmé ke
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koeluci n¢kterych fenolickych kyselin. V acetonitrilu se vzorek zakoncentrovat nepodatilo. Viz

podminky méfeni v tabulce ¢. 74; piiloha 1.

Obrazek 31: Smés fenolickych kyselin ve vodg, elektrolyt boritanovy pufr o pH 8, napéti 30 kV,
davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/20 s.

C) Podminky méteni stejné jako v ptipadé A). Je zde pouze zména v délce davkované zony
vzorku 50 mBar (~5,1 kPa)/30 s, koncentrace latek 0,1 mg/l. Za téchto podminek méfeni se
zakoncetrovani nepodafilo ani v deionizované¢ vod¢ ani v Cistém acetonitrilu. Nulova linie
elektroforeogramu zde byla vyrazné nestabilni a rovnéz proud u analyzy nebyl stabilni. Viz

podminky méteni €. 75; ptiloha 1.

3.4.3 Vliv rozpoustédla vzorki na zakoncentrovani a separaci

A) Byly zde pozorovany migraéni charakteristiky vzorku smési, které byly rozpustény bud’
Vv deionizované vod¢, nebo V Cistém acetonitrilu. Jako zékladni elektrolyt byl pouzit boritanovy
pufr o pH 8 o koncentraci 150 mmol/l. Podminky analyzy vzorku byly nasledujici: davkovani
50 mBar (~5,1 kPa)/5 s, teplota 20 °C, napéti 30 kV. Koncentrace analytti 0,1 mg/l. Smés se
podaftilo zakoncentrovat jak ve vod¢, tak v acetonitrilu. Odezvy byly téméft stejné, takze tyto
metody Vv rozdilu rozpoustédla lze povazovat za srovnatelné. Opét je vyobrazeno pouze osm
pikl namisto deviti, takze zfejmé doslo ke smiseni dvou zon do jedné (obrazek 32 a 33). Viz

podminky méfeni Vv tabulce ¢. 76; priloha 1.
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Obrazek 32: Smés fenolickych kyselin ve vodé, elektrolyt boritanovy pufr o pH 8, napéti 30 kV,
davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/5 s.
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Obrazek 33: Smés fenolickych kyselin v acetonitrilu, elektrolyt boritanovy pufr o pH 8, napéti
30 kV, davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/5 s.

B) Podminky méfeni stejné jako v pfipadé A). Je zde pouze zména v délce davkované zony
50 mBar (~5,1 kPa)/10 s, koncentrace latek 0,1 mg/l. Smés se podafilo zakoncentrovat jak ve
vodé, tak v acetonitrilu. Odezvy byly témét stejné, takze tyto metody lze povazovat za
srovnatelné. Opét je na zaznamu vyobrazeno pouze osm pikl namisto deviti, takze ziejmé doslo

ke koeluci dvou kyselin (obrazek 34 a 35). Viz podminky méfeni Vv tabulce ¢. 77; ptiloha 1.
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Obrazek 34: Smés fenolickych kyselin ve vodé, elektrolyt boritanovy pufr o pH 8, napé&ti
30 kV, davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/10 s.
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Obrazek 35: Smés fenolickych kyselin v acetonitrilu, elektrolyt boritanovy pufr o pH 8, napé&ti
30 kV, davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/10 s.

C) Podminky méfeni stejné jako v ptipadé A). Je zde pouze zména v délce davkované zony
50 mBar (~5,1 kPa)/20 s, koncentrace latek 0,1 mg/l. Smés se podaftilo zakoncentrovat pouze
ve vodé€. V porovnani s pfedchozimi analyzami opét ubylo pikt, které maji tendenci spojit se
Vv jeden velky pik. Smés v acetonitrilu se nepodafilo rozseparovat (obrazek 36). Viz podminky

meéfeni v tabulce ¢. 78; ptiloha 1.
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Obrazek 36: Smés fenolickych kyselin ve vodé, elektrolyt boritanovy pufr o pH 8, napéti 30 kV,
davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/20 s.

D) Podminky méfeni stejné jako v pfipad¢ A). Je zde pouze zména v délce davkované zony
50 mBar (~5,1 kPa)/30 s, koncentrace latek 0,1 mg/l. Za téchto méfticich podminek se
zakoncetrovani nepodafilo ani v ¢isté vod¢€ ani v Cistém acetonitrilu. Nulova linie
elektroforeogramu zde byla nelinearni a proud u analyzy nebyl stabilni. Viz podminky méteni

Vv tabulce ¢. 79; ptiloha 1.

3.4.4 Smés vody a acetonitrilu jako rozpoustédla vzorki

A) Byly zde pozorovany migracni charakteristiky fenolickych kyselin ve smési, ktera byla
rozpusténa bud’ v deionizované vod¢, nebo ve smési deionizované vody a acetonitrilu a to
s vyslednou koncentraci 20 %, 40 % ¢&i 60 %, v/v, acetonitrilu ve vodé¢. Jako zakladni elektrolyt
byl pouzit boritanovy pufr 0 pH 8 a koncentraci 150 mmol/l. Podminky analyzy vzorku byly
nasledujici: davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/5 s, teplota 20 °C, napéti 30 kV. Smés se podatilo
zakoncentrovat jak ve vodé, tak ve 20, 40 a 60 %, Vv/v, acetonitrilu. Odezvy byly téméf stejné,
takze tyto metody lze povazovat za srovnatelné. Opét je na zaznamu vyobrazeno pouze osm
pikt namisto deviti (U 0 %, v/v, tedy cCisté deionizované vody a 60 %, v/v, acetonitrilu), takze
ziejmé doslo ke koeluci dvou pikt do jednoho. U 20 a 40 %, v/v, acetonitrilu je vyobrazeno

sedm piku (obrazek 37 az 40). Viz podminky méteni v tabulce ¢. 80; ptiloha 1.
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Obrazek 37: Smés fenolickych kyselin ve vodée (0 % acetonitrilu), elektrolyt boritanovy pufr
0 pH 8, napéti 30 kV, davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/5 s.
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Obrazek 38: Smés fenolickych kyselin ve 20 % acetonitril, elektrolyt boritanovy pufr o pH 8,
napéti 30 kV, davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/5 s.
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Obrazek 39: Smés fenolickych kyselin ve 40 % acetonitrilu, elektrolyt boritanovy pufr o
pH 8, napéti 30 kV, davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/5 s.
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Obrazek 40: Smés fenolickych kyselin v 60 % acetonitrilu, elektrolyt boritanovy pufr o pH 8,
napéti 30 kV, davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/5 s.

B) Podminky méfeni stejné jako v pfipadé A). Je zde pouze zména v délce davkované zony
50 mBar (~5,1 kPa)/30 s, koncentrace latek 0,1 mg/l. Pfedchozi metoda se osvédcila vice. Zde
nedochazi k separaci jednotlivych latek, latky maji tendenci spojovat se do jednoho piku
(obrazek 41 az 44). Z téchto experimentl tedy vyplyva, Ze pro uspéSnou separaci smesi kyselin

je nutné plnit mensi podil kapilary vzorkem. Viz podminky méfeni v tabulce ¢. 81; priloha 1.
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Obrazek 41: : Smés fenolickych kyselin ve vodé (0 % acetonitrilu), elektrolyt boritanovy pufr

0 pH 8, napéti 30 kV, davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/30 s.
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Obrazek 42: Smés fenolickych kyselin v 20 % acetonitrilu, elektrolyt boritanovy pufr o pH 8,
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napéti 30 kV, davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/30 s.
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Obrazek 43: Smés fenolickych kyselin ve 40 % acetonitrilu, elektrolyt boritanovy pufr o pH 8,
napéti 30 kV, davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/30 s.
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Obrazek 44: Smés fenolickych kyselin v 60 % acetonitrilu, elektrolyt boritanovy pufr o pH 8,
napéti 30 kV, davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/30 s.

73



3.5 Metoda zakoncentrovani pomoci micel

Tato metoda byla méfena v 25 mmol/l a 50 mmol/l roztoku SDS s rozdilnou hodnotou pH.
Roztok o koncentraci 25 mmol/l a 50 mmol/l byl doplnén 25 mmol/l boritanovym pufrem o pH
8,5. Tyto analyzy probihaly pti 30 kV a 20 °C, davkovani tlakem 50 mBar (~5,1 kPa).

Dale byl ptipraven 25 mmol/l roztok SDS, ktery byl doplnén 10 mmol/l fosfore¢nanovym
pufrem o pH 2. Tyto analyzy probihaly pti -20 kV a 20 °C, davkovani tlakem 50 mBar
(~5,1 kPa). Pivodni vkladané napéti bylo 30 kV, ale analyzy byly vZdy automaticky pferuseny,
protoze diky vysoké hodnoté proudu prochazejici kapilarou nezvladl elektroforeticky systém

uchladit kapilaru v prubéhu analyzy na pozadovanych 20 °C, narust teploty byl velmi strmy.

A) Experimenty probihaly v 25 mmol/l SDS, ktery byl doplnén boritanovym pufrem o pH 8,5
0 koncentraci 25 mmol/l. Vzorky byly rozpustény v 0,01 M HCI (o koncentraci 10 mg/l), aby
nedochazelo k disociaci fenolickych kyselin. Vzorek byl davkovan tlakem 50 mBar (~5,1 kPa)
po dobu 5 s. Viz podminky méfeni v tabulce ¢.82 a migraéni charakteristiky tabulka ¢.83;
piiloha 1.

Meéfeni za téchto podminek bylo uspésné, doslo k zakoncentrovani u téméf vSe méfenych
vzorkd kromé Kyseliny p-kumarové a chlorogenové. U smési doslo také k zakoncentrovani, ale
na elektroforeogramu je viditelnyh pouze pét piku, ale analyzovanych latek bylo devét. Ziejmé
doSlo k tomu, Ze nékteré kyseliny migrovaly stejnou rychlosti, nebo analyt nestihl dojit
k detekénimu okénku Vv nastaveném Case analyz (obrazek 45). Pii porovnani téchto separaci se
separacemi pomoci zoénové elektroforézy (bez ptitomnosti SDS) je také patrna vyrazné nizsi

separacni uc¢innost, kterd vede k $ir§im pikim.
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Obrazek 45: Smés fenolickych kyselin, 25 mmol/l SDS v 25 mmol/l boritanovém pufru,
davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/5 s. Jednotlivé piky se nepodatilo identifikovat.

B) a C) Davkovani vzorka o koncentraci 0,1 mg/l bylo 50 mBar (~5,1 kPa)/30 s a 50 mBar
(~5,1 kPa)/60 s. Analyzy probihaly ve stejném pufru jako v prvni ¢asti tohoto experimentu
pomoci SDS. Vzorky byly rozpustény v 0,01 M HCI. Méfeni za téchto podminek nebylo
uspésné, nedoslo k zakoncentrovani sledovanych analytii a to ani jako jednotlivych latek ani
jako ve smési. Pravdépodobné doSlo k pietiZzeni kapilary davkovanym vzorkem, ktery byl
davkovan v zon¢ 30 s a 60 s. Viz podminky méfeni v tabulce ¢. 84 a 85; ptiloha 1.

D) Méieni probihalo v 50 mmol/l SDS, ktery byl doplnén 25 mmol/l boritanovym pufrem o pH
8,5. Vzorky byly rozpustény v 0,01 M HCI, aby nedochazelo k disociaci fenolickych kyselin.
Vzorky o koncentraci 10 mg/l byly davkovany tlakem50 mBar (~5,1 kPa) po dobu 5 s. Za téchto
podminek nedoslo k zakoncentrovani zadné z analyzovanych latek. Viz podminky méfeni
Vv tabulce €. 86; ptiloha 1.

E) Méfeni zde probihalo v 25 mmol/l SDS, ktery byl doplnén 10 mmol/l fosfore¢nanovym
pufrem o pH 2. Vzorky byly rozpustény ve fosfore¢nanovém pufru o pH 2, bez ptidavku SDS,
aby nedochazelo k disociaci fenolickych kyselin. Vzorky o koncentraci 10 mg/l byly
davkovany tlakem 50 mBar (~5,1 kPa) po dobu 5 s. Viz podminky méfeni v tabulce ¢. 87
a migracni charakteristiky tabulka ¢. 88; pfiloha 1.

Me¢feni za téchto podminek bylo uspésné, doslo k zakoncentrovani u vétSiny mefenych vzorkl
kromé kyseliny syringové, 4-hydroxybenzoové, gallové a vanilové. U smési doslo také
k zakoncentrovani, ale na elektroforeogramu je viditelnych pouze Sest piku a analyzovanych

latek bylo devét. Ztejmée doslo k tomu, ze se vice latek nachdzi v jednom piku, nebo analyt
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nestihl dojit k detekénimu okénku. V porovnani s nasledujici metodou kde byla pouzita
koncentrace vzorku 0,1 mg/l a davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/30 s je tato metoda ucinngjsi
(obrazek 46). V porovnani se separacemi zonovou elektroforézou (obrazky 37-40) je analyza

vyrazné delsi.

Obrazek 46: Smés fenolickych kyselin, 25 mmol/l SDS v 10 mmol/l fosfore¢nanovém pufru,
napéti -20 kV, davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/5 s. 1 —kys. ferulova, 2 —kys.salicylova, 3 — kys.
p-kumarova, 4 — kys. chlorogenova, 5 — kys. kavova, 6 — neidentifikovano.

F) Dale bylo testovano davkovani pro vzorky o koncentraci 0,1 mg/l, 50 mBar (~5,1 kPa)/30 s.
Zde doslo k ¢astecnému zakoncentrovani smési, ale piky jsou Siroké a v Sumu, takze s velkou

jistotou nelze identifikovat dané analyty (obrazek 47). Viz podminky méfeni v tabulce ¢. 89;

pfiloha 1.
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Obrazek 47: Smes fenolickych kyselin, 25 mmol/l
napéti -20 kV, davkovani 50 mBar (~5,1 kPa)/30 s.

SDS v 10 mmol/l fosfore¢nanovém pufru,

V zakoncentrovani pomoci micel nejlépe vySla metoda, kde bylo pouzito 25 mmol/l SDS

v 25 mmol/l boritanovém pufru o pH 8,5. Zde se povedlo zakoncetrovat a rozdé€lit sedm analytt

z deviti. Déle relativné uspéSna metoda byla s

pouzitim 25 mmol/l SDS v 10 mmol/l

fosfore¢nanovém pufru o pH 2, zde se podatilo zakoncentrovat pét analytt z celkovych deviti.
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4 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo ovéfeni moznosti pouziti Online prekoncentrac¢nich technik
v kapilarni elektroforéze pro zakoncentrovani z velkého objemu vzorku. V diplomové praci
byly teoreticky popsany rizné prekoncentraéni techniky pouzivané v kapilarni zdénové
elektroforéze, detekce pouzivand v kapilarni elektroforéze a charakteristika fenolickych
kyselin.

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly analyzované fenolické kyseliny, které se fadi mezi
antioxidanty. Analyzy probihaly nejcastéji v boritanovém pufru o ruzné koncentraci a pH, dale
byl pouzit i fosfore¢nanovy pufr, ktery mél vzdy koncentraci 10 mmol/l a rizné pH. Dale bylo
pracovano i s micelami a to konkrétné s SDS. V§echny analyzy probihaly pti 20 °C, vzorek byl
davkovan tlakem50 mBar (~5,1 kPa) a vkladané napéti bylo bud 20 kV, -20 kV, 30 kV,
-30 kV, ¢i kombinace kladného a zaporného napéti.

V metod¢ zakoncentrovani pomoci ptechodného pH bylo nejlepSich vysledkii dosazeno v
podminkéach, ve kterych byl jako rozpoustédlo vzorka pouzit fosfore¢nanovy pufr o pH 6, jako
elektrolyt byl pouzit fosforecnanovy pufr o pH 6 a 2, doba davkovani vzorku
i fosforeénanového pufru o pH 2 byla 10 s. Céste¢né zakoncentrovani se povedlo pouze
u kyselin ferulové, p-kumarové a smési. Pii LVSS a zesilenim elektrického pole bylo dosazeno
nejlepSich vysledkli pro separaci smési za podminek, kde vzorky byly rozpustény
Vv deionizované vode¢ a jako elektrolyt byl pouzit boritanovy pufr o pH 8 (doba davkovani 30 s,
napéti 30 kV). Podatilo se zakoncentrovat vSechny fenolické kyseliny kromé kyseliny kavové
a gallové. Témét identické vysledky byly dosazeny pfi prepinani polarity napéti na nastiiku pro
prvnich 10 s na hodnotu -30 kV. Zakoncentrovani bylo testovano i S boritanovym pufrem
o koncentraci 100 mmol/l, kde nejlépe vySla metoda, kde bylo davkovani analyth
Vv deionizované¢ vod¢ po dobu 5 s a napéti 30kV. Za nésledujicich podminek doslo
k zakoncentrovani jak jednotlivych analyti, tak i ve smési. Ve smési bylo rozdéleno osm latek,
pravdépodobné doslo ke spojeni piku kyseliny salicylové a chlorogenové. Srovnatelnych
vysledkt bylo dosazeno pro koncentrace 10 mg/l a 0,1 mg/l. V boritanovém pufru o koncentraci
100 a 150 mmol/l byly testovany vlivy pfitomnosti acetonitrilu ve vzorku na ucinnost
zakoncentrovani a naslednou separaci. Pfitomnost acetonitrilu nevedla k vyraznému zvyseni
citlivosti pouzité metody.

V posledni ¢asti experimentu bylo zkouSeno zakoncentrovani pomoci micel. Jako nejlepsi
postup se ukazal, kde byl pouzit 25 mmol/l SDS, ktery byl dopInén boritanovym pufrem o pH
8,5 (25 mmol/l). Vzorky byly rozpustény v 0,01 M HCI. Doba davkovani pro koncentraci
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vzorkd 10 mg/l byla 5 s. Doslo k zakoncentrovani u téméf vse métenych kyselin krome
kyseliny p-kumarové a chlorogenové. U smési doslo také k zakoncentrovani, ale

v elektroforeogramu je pouze pét piku a analyzovanych latek bylo devét.
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6 PRILOHA .1

Tabulka 5: Podminky méfeni ¢. 1 — 20 mmol/l fosfore¢nanovy pufr, koncentrace latek 50 mg/1.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 20

VInova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 5

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)

Elektrolyt fosfore¢nanovy pufr pH 6
Rozpoustédlo pro vzorek voda

Tabulka 6: Podminky méteni ¢. 2 - 20 mmol/l fosfore¢nanovy pufr, koncentrace latek
50 mgl/l.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 20

Vinova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 5

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)

Elektrolyt fosfore¢nanovy pufr pH 6,5
Rozpoustédlo pro vzorek voda

Tabulka 7: Podminky méteni ¢. 3 - 20 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 50 mg/1.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 20

Vinova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 5

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt boritanovy pufr pH 8
Rozpoustédlo pro vzorek voda
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Tabulka 8: Migra¢ni charakteristiky pro podminky méfeni ¢. 3.

Vi Cas Primér Vyska | Plocha |Zd. pohyblivost
[min] [min] [*10%] | [*103s] [m?/V*s]
. . i 13,69 14,01 3,55 960,3 1,891E-08
Kyselina syringova
14,33 3,42 930,8
. . i 21,89 21,80 1,30 537,4 1,215E-08
Kyselina salicylova
21,72 1,31 513,9
Kyselina kavova X X X X X
.| 18,36 18,51 5,92 2403 1,431E-08
Kys. 4-hydroxybenzoova
18,67 5,83 2460
. i 14,62 14,49 3,63 1225 1,828E-08
Kyselina ferulova
14,37 3,72 1216
Kyselina gallova X X X X X
. . 18,46 18,26 3,54 1600 1,451E-08
Kyselina vanilova
18,06 3,64 1568
. i 18,35 18,20 3,25 1584 1,456E-08
Kyselina p-kumarova
18,05 3,29 1545
. i 29,31 28,95 2,35 1340 9,154E-09
Kyselina chlorogenova
28,59 2,40 1300

Tabulka 9: Podminky méfteni ¢. 4 - 20 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 50 mg/1.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 20

Vlnova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 5

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt boritanovy pufr pH 8,5
Rozpoustédlo pro vzorek voda
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Tabulka 10: Migra¢ni charakteristiky pro podminky méteni ¢.4.

Vzorek Cas | Pramér | Vyska Plocha | Zd. pohyblivost
[min] | [min] [*103] | [*103s] [m2/V*s]
. . , 15,49 15,78 9,69 2489 1,680E-08
Kyselina syringova
16,06 9,45 2429
i . , 22,55 22,70 3,19 1310 1,167E-08
Kyselina salicylova
22,86 3,07 1166
Kyselina kavova X X X X X
, | 19,26 19,36 21,12 5878 1,369E-08
Kys. 4-hydroxybenzoova
19,46 20,31 5526
. , 14,62 14,60 9,76 2471 1,816E-08
Kyselina ferulova
14,58 9,90 2471
Kyselina gallova X X X X X
X o, 16,58 16,60 9,43 2479 1,596E-08
Kyselina vanilova
16,63 9,51 2485
X , 15,90 15,92 8,70 2495 1,665E-08
Kyselina p-kumarova
15,94 8,80 2473
i , | 21,17 21,15 5,07 1929 1,253E-08
Kyselina chlorogenova
21,14 5,03 1891

Tabulka 11: Podminky méfeni ¢. 5 - 20 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 50 mg/1.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30

VInova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 10

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt boritanovy pufr pH 8
Rozpoustédlo pro vzorek voda
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Tabulka 12: Migra¢ni charakteristiky pro podminky méteni €. 5.

Vzorek Cas | Prumér | Vyska Plocha | Zd. pohyblivost
[min] | [min] [*103] | [*103s] [m2/V*s]
. . X 6,94 6,97 7,28 1347 2,534E-08
Kyselina syringova
7,01 7,15 1379
. . . 9,31 9,34 2,69 575,6 1,891E-08
Kyselina salicylova
9,38 2,71 587,1
Kyselina kavova X X X X X
8,12 8,14 12,09 2494 2,170E-08
Kys. 4-hydroxybenzoova
8,16 12,11 2523
. X 6,82 6,83 7,08 1274 2,588E-08
Kyselina ferulova
6,83 7,24 1294
Kyselina gallova X X X X X
. o 7,36 7,36 7,14 1251 2,400E-08
Kyselina vanilova
7,36 7,17 1265
. X 7,27 7,26 6,93 1296 2,432E-08
Kyselina p-kumarova
7,26 6,98 1316
. . | 8,58 8,58 5,61 805,2 2,058E-08
Kyselina chlorogenova
8,59 5,58 793,4

Tabulka 13: Podminky méfeni ¢. 6 - 20 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 50 mg/1.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30

VInova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 10

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt boritanovy pufr pH 8,5
Rozpoustedlo pro vzorek boritanovy pufr pH 8,5
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Tabulka 14: Migra¢ni charakteristiky pro podminky méteni €. 6.

Vzorek Cas Pramér | Vyska Plocha |Zd. pohyblivost
[min] | [min] [*10%] | [*103s] [m?/V*s]
. . i 8,08 8,19 10,19 1206,0 2,156E-08
Kyselina syringova
8,31 9,45 1220,0
. . i 10,38 10,45 3,17 541,8 1,690E-08
Kyselina salicylova
10,53 3,07 538,5
Kyselina kavova X X X X X
.| 9,35 9,38 18,99 2395,0 1,884E-08
Kys. 4-hydroxybenzoova
9,41 18,49 2415,0
. i 7,61 7,63 12,05 1244,0 2,317E-08
Kyselina ferulova
7,64 12,00 1242,0
Kyselina gallova X X X X X
8,31 8,32 12,43 1317,0 2,123E-08
Kyselina vanilova
8,33 12,46 1334,0
. i 8,07 8,08 11,24 1186,0 2,187E-08
Kyselina p-kumarova
8,09 11,31 1196,0
. i 9,53 9,53 5,23 813,6 1,853E-08
Kyselina chlorogenova
9,54 5,28 822,0

Tabulka 15: Podminky méfeni ¢. 7 - 20 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 50 mg/1.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30

VInova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 5

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt boritanovy pufr pH 8
Rozpoustédlo pro vzorek voda
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Tabulka 16: Migra¢ni charakteristiky pro podminky méteni €. 7.

Vzorek Cas Primér | Vyska Plocha |Zd. pohyblivost
[min] [min] [*103] | [*103s] [m2/V*s]
. . , 7,02 6,92 4,31 499,6 2,553E-08
Kyselina syringova
6,83 4,34 474,5
. . . 9,70 9,65 1,43 206,5 1,832E-08
Kyselina salicylova
9,60 1,43 204,7
Kyselina kavova X X X X X
8,68 8,67 7,01 931,7 2,038E-08
Kys. 4-hydroxybenzoova
8,66 7,09 954,2
. , 7,24 7,23 4,10 498,2 2,444E-08
Kyselina ferulova
7,22 4,19 503,2
. P 19,24 19,66 0,26 132,8 8,988E-09
Kyselina gallova
20,08 0,36 272
. o 7,88 7,89 3,95 476 2,239E-08
Kyselina vanilova
7,90 4,07 500,1
. i 9,40 8,55 1,38 210,4 2,065E-08
Kyselina p-kumarova
7,71 3,67 470,2
. ., 9,38 9,39 0,94 145,9 1,881E-08
Kyselina chlorogenova
9,40 1,38 210,4

Tabulka 17: Podminky méfeni ¢. 8 - 20 mmol/l boritanovy pufr a 10 mmol/l fosforecnanovy
pufr, koncentrace latek 50 mg/I.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30

Vlnova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 10

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)

Elektrolyt fosfore¢nanovy pufr pH 6 a 2
Rozpoustédlo pro vzorek voda

Doba davkovani kyselého pufru [s] 10

Tabulka 18: Podminky méfeni ¢. 9 - 20 mmol/l boritanovy pufr a 10 mmol/l fosfore¢nanovy
pufr, koncentrace latek 50 mg/I.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30

VInova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 10

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)

Elektrolyt fosfore¢nanovy pufr pH 6 a 2
Rozpoustédlo pro vzorek fosfore¢nanovy pufr pH 6
Doba davkovani kyselého pufru [s] 10
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Tabulka 19: Migra¢ni charakteristiky pro podminky méteni €. 9.

Vzorek Cas Primér | Vyska Plocha |Zd. pohyblivost
[min] | [min] | [*103] | [*103s] [m2/V*s]
. X 30,67 | 30,21 15,84 4921 5,847E-09
Kyselina ferulova
29,75 13,91 4869
. X 35,45 | 35,16 12,80 4071 5,024E-09
Kyselina p-kumarova
34,88 11,93 4077

Tabulka 20: Podminky méfeni ¢. 10 — 20 mmol/l boritanovy pufr a 10 mmol/l fosfore¢nanovy

pufr, koncentrace latek 50 mg/l u kyseliny kdvové a gallové 25 mg/I.

Tabulka 21: Podminky méfeni ¢. 11 — 20 mmol/l boritanovy pufr a 10 mmol/l fosfore¢nanovy

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30

Vlnova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 10

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)

Elektrolyt bor. pufr pH 8 a fosf. pufr pH 2

Rozpoustédlo pro vzorek

boritanovy pufr pH 8

Doba davkovani kyselého pufru [s]

10

puftr, koncentrace latek 50 mg/1 u kyseliny kavové a gallové 25 mg/l.

Tabulka 22: Podminky méfeni ¢. 12 —20 mmol/l boritanovy pufr a 10 mmol/l fosfore¢nanovy

pufr,

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30

Vlnova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 10

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)

Elektrolyt bor. pufr pH 8 a fosf. pufr pH 2
Rozpoustédlo pro vzorek voda

Doba davkovani kyselého pufru [s] 5

koncentrace latek 50 mg/l u kyseliny kavové a gallové 25 mg/I.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30

VInova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 10

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)

Elektrolyt bor. pufr pH 8 a fosf. pufr pH 2
Rozpoustédlo pro vzorek voda

Doba davkovani kyselého pufru [s] 15
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Tabulka 23: Podminky méfeni ¢. 13 — 20 mmol/l boritanovy pufr a 10 mmol/l fosfore¢nanovy
puft, koncentrace latek 50 mg/l u kyseliny kavové a gallové 25 mg/I.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30

Vinova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 10

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)

Elektrolyt bor. pufr pH 8,5 a fosf. pufr pH 2
Rozpoustédlo pro vzorek voda

Doba davkovani kyselého pufru [s] 5

Tabulka 24: Podminky méfeni ¢. 14 — 20 mmol/l boritanovy pufr a 10 mmol/l fosfore¢nanovy
pufr, koncentrace latek 50 mg/1 u kyseliny kavové a gallové 25 mg/1.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30

Vinova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 10

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)

Elektrolyt bor. pufr pH 8,5 a fosf. pufr pH 2
Rozpoustédlo pro vzorek voda

Doba davkovani kyselého pufru [s] 10

Tabulka 25: Podminky méfeni ¢. 15 — 20 mmol/l boritanovy pufr a 10 mmol/l fosfore¢nanovy
pufr, prvni vzorek poté kyselé pH, koncentrace latek 50 mg/1 u kyseliny kavové a gallové
25 mg/l.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30

Vlnova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 10

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)

Elektrolyt bor. pufr pH 8 a fosf. pufr pH 2
Rozpoustédlo pro vzorek fosfore€nanovy pufr pH 2
Doba davkovani kyselého pufru [s] 10
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Tabulka 26: Podminky méfeni ¢. 16 - 20 mmol/l boritanovy pufr a 10 mmol/l fosfore¢nanovy
puft, prvni vzorek poté kyselé pH, koncentrace latek 50 mg/l u kyseliny kdvové a gallové
25 mg/l.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30

VInova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 10

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)

Elektrolyt bor. pufr pH 8 a fosf. pufr pH 2
Rozpoustédlo pro vzorek fosfore¢nanovy pufr pH 2
Doba davkovani kyselého pufru [S] 5

Tabulka 27: Podminky méfeni ¢. 17 - 20 mmol/l boritanovy pufr a 10 mmol/l fosfore¢nanovy

pufr, prvni vzorek poté kyselé pH, koncentrace latek 50 mg/1 u kyseliny kavové a gallové
25 mg/l.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30

VInova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 10

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)

Elektrolyt bor. pufr pH 8 a fosf. pufr pH 2
Rozpoustédlo pro vzorek fosfore¢nanovy pufr pH 2
Doba davkovani kyselého pufru [s] 15

Tabulka 28: Podminky méfeni ¢. 18 — 20 mmol/l boritanovy pufr a 10 mmol/l fosfore¢nanovy
pufr, prvni kysely pH 2 poté vzorek, koncentrace latek 50 mg/1 u kyseliny kavové a gallové
25 mg/l.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30

VlInova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 10

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)

Elektrolyt bor. pufr pH 8,5 a fosf. pufr pH 2
Rozpoustédlo pro vzorek boritanovy pufr pH 8,5

Doba davkovani kyselého pufru [s] 10
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Tabulka 29: Podminky méfeni ¢. 19 - 20 mmol/l boritanovy pufr a 10 mmol/l fosfore¢nanovy
puft, prvni kysely pH 2 poté vzorek, koncentrace latek 50 mg/l u kyseliny kdvové a gallové

25 mg/l.
Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30
VInova délka [nm] 254
Doba davkovani [s] 10
Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8 a fosf. pufr pH 2

Rozpoustédlo pro vzorek

fosfore¢nanovy pufr pH 2

Doba davkovani kyselého pufru [S]

5

Tabulka 30: Podminky méfeni ¢. 20 - 20 mmol/l boritanovy pufr a 10 mmol/l fosfore¢nanovy
pufr, prvni kysely pH 2 poté vzorek, koncentrace latek 50 mg/1 u kyseliny kavové a gallové

25 mg/l.
Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30
VInova délka [nm] 254
Doba davkovani [s] 10
Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8 a fosf. pufr pH 2

Rozpoustédlo pro vzorek

fosfore¢nanovy pufr pH 2

Doba davkovani kyselého pufru [s]

10

Tabulka 31: Podminky méfeni ¢. 21 - 20 mmol/l boritanovy pufr a 10 mmol/l fosfore¢nanovy
pufr, prvni kysely pH 2 poté vzorek, koncentrace latek 50 mg/l u kyseliny kavové a gallové

25 mg/l.
Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30
VInova délka [nm] 254
Doba davkovani [s] 10
Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8 a fosf. pufr pH 2

Rozpoustédlo pro vzorek

fosfore¢nanovy pufr pH 2

Doba davkovani kyselého pufru [s]

15
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Tabulka 32: Podminky méfeni ¢. 22 - 20 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 50 mg/1
u kyseliny kavové a gallové 25 mg/I.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30

Vinova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 30

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8,5
Rozpoustédlo pro vzorek boritanovy pufr pH 8,5

Tabulka 33: Migra¢ni charakteristiky pro podminky méfeni ¢. 22.

Vzorek Cas Primér | Vyska Plocha | Zd. pohyblivost
[min] [min] [*103] | [*103s] [m2/V*s]
. . X 3,85 3,88 7,83 1694 4,550E-08
Kyselina syringova
3,92 8,02 1572
. . , 4,32 4,33 2,84 695,3 4,081E-08
Kyselina salicylova
4,34 2,92 709,7
. .. 5,35 5,34 4,64 1425 3,310E-08
Kyselina kavova
5,33 4,07 1357
4,17 4,14 12,62 3132 4,266E-08
Kys. 4-hydroxybenzoova
4,11 12,56 3050
. X 3,78 3,80 8,30 1892 4,646E-08
Kyselina ferulova
3,83 8,38 1889
. X 5,80 5,78 2,62 902,4 3,057E-08
Kyselina gallova
5,76 2,40 835,9
. o 3,91 3,92 6,98 1703 4,504E-08
Kyselina vanilova
3,94 7,04 1429
. X 3,88 3,89 6,51 1654 4,542E-08
Kyselina p-kumarova
3,90 6,60 1655
. X 4,33 4,31 3,92 1155 4,097E-08
Kyselina chlorogenova
4,30 4,00 1154

Tabulka 34: Podminky méfeni ¢. 23 — 20 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 50 mg/I
u kyseliny kavové a gallové 25 mg/I.

Teplota [°C], napéti [kV]

20, -30(10 s), +30

VInova délka [nm]

254

Doba davkovani [s] 30
Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8,5

Rozpoustédlo pro vzorek

boritanovy pufr pH 8,5
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Tabulka 35: Migra¢ni charakteristiky pro podminky méfteni ¢. 23.

Vzorek Cas Primér | Vyska Plocha |Zd. pohyblivost
[min] [min] [¥*10%] | [*103s] [m?/V*s]
. . X 3,87 3,91 7,81 1791 4,524E-08
Kyselina syringova
3,94 7,93 1720
. . X 4,38 4,38 2,94 772,3 4,037E-08
Kyselina salicylova
4,38 3,02 810,2
. L, 5,25 5,26 5,28 1847 3,361E-08
Kyselina kavova
5,26 5,33 1835
.| 4,10 4,15 13,40 3481 4,261E-08
Kys. 4-hydroxybenzoova
4,19 13,44 3469
. X 3,75 3,74 8,88 2055 4,729E-08
Kyselina ferulova
3,73 8,96 2058
. X 5,49 5,54 2,11 760,1 3,191E-08
Kyselina gallova
5,58 2,19 754,5
. v 4,02 3,99 8,00 1874 4,433E-08
Kyselina vanilova
3,95 8,06 1879
. , 3,88 3,90 7,37 1756 4,530E-08
Kyselina p-kumarova
3,92 7,42 1749
. , 4,31 4,26 4,66 1254 4,145E-08
Kyselina chlorogenova
4,22 4,56 1237

Tabulka 36: Podminky méfeni ¢. 24 - 20 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 15 mg/l.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30

VInova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 30

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8,5
Rozpoustédlo pro vzorek boritanovy pufr pH 8,5

98



Tabulka 37: Migra¢ni charakteristiky pro podminky méteni ¢. 24.

Vzorek Cas Primér | Vyska Plocha |Zd. pohyblivost
[min] [min] [*103%] | [*103s] [m2/V*s]
. . X 3,57 3,60 2,05 423,9 4,914E-08
Kyselina syringova
3,62 2,07 432,1
. . X 4,15 4,11 0,86 185,4 4,303E-08
Kyselina salicylova
4,06 0,78 185,2
. .. 4,98 4,97 3,04 895 3,554E-08
Kyselina kavova
4,96 2,99 884,4
.| 3,87 3,89 3,58 812,9 4,544E-08
Kys. 4-hydroxybenzoova
3,91 3,64 818,9
. X 3,49 3,54 2,63 535 4,991E-08
Kyselina ferulova
3,59 2,60 530
. X 5,25 5,26 1,50 469,5 3,359E-08
Kyselina gallova
5,28 1,48 473,3
. v 3,72 3,68 2,45 537,8 4,797E-08
Kyselina vanilova
3,64 2,46 537,9
. , 3,67 3,69 2,55 556,9 4,784E-08
Kyselina p-kumarova
3,72 2,56 558,3
. X 3,99 3,98 1,40 333,9 4,439E-08
Kyselina chlorogenova
3,98 1,37 331,5

Tabulka 38: Podminky méfeni ¢. 25 - 20 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 15 mg/l.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, -30(10 s), +30
VInova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 30

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8,5
Rozpoustédlo pro vzorek boritanovy pufr pH 8,5
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Tabulka 39: Migra¢ni charakteristiky pro podminky méteni ¢. 25.

Vzorek Cas Pramér Vyska Plocha |Zd. pohyblivost
[min] [min] [*103] | [*103s] [m2/V*s]
. . X 3,48 3,48 1,90 355,4 5,079E-08
Kyselina syringova
3,48 1,91 349
. . . 3,97 3,97 0,73 163,9 4,453E-08
Kyselina salicylova
3,97 0,71 156,7
. .. 4,98 4,99 2,87 628,7 3,538E-08
Kyselina kavova
5,01 2,90 767,1
.| 3,86 3,87 3,32 693 4,571E-08
Kys. 4-hydroxybenzoova
3,87 3,31 683,2
. X 3,51 3,49 2,40 435,5 5,068E-08
Kyselina ferulova
3,47 2,35 434,7
. X 5,28 5,26 1,59 376,9 3,357E-08
Kyselina gallova
5,25 1,60 378,7
. v 3,67 3,67 2,22 436,1 4,816E-08
Kyselina vanilova
3,67 2,32 463,8
. , 3,64 3,65 2,38 457,6 4,835E-08
Kyselina p-kumarova
3,67 2,41 464,7
. X 3,96 3,96 1,21 275,8 4,465E-08
Kyselina chlorogenova
3,95 1,25 278,3

Tabulka 40: Podminky méfeni ¢. 26 - 20 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 15 mg/I.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30

Vinova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 30

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8
Rozpoustédlo pro vzorek boritanovy pufr pH 8
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Tabulka 41: Migra¢ni charakteristiky pro podminky méteni ¢. 26.

Vzorek Cas Primér Vyska Plocha |Zd. pohyblivost
[min] [min] [*103] | [*103s] [m2/V*s]
. . X 2,82 2,82 2,24 364,7 6,265E-08
Kyselina syringova
2,82 2,32 362,8
. . . 3,14 3,15 0,82 152,4 5,611E-08
Kyselina salicylova
3,16 0,81 150,5
. L, 3,51 3,51 2,87 663,6 5,037E-08
Kyselina kavova
3,51 2,84 663,5
.| 2,98 2,98 4,02 691,9 5,921E-08
Kys. 4-hydroxybenzoova
2,99 4,03 685,8
. X 2,77 2,87 2,49 395,6 6,153E-08
Kyselina ferulova
2,98 4,02 691,9
. X 3,72 3,70 1,29 385,1 4,779E-08
Kyselina gallova
3,67 1,09 247,1
. v 2,87 2,87 2,79 457,3 6,158E-08
Kyselina vanilova
2,87 2,82 465,7
. X 2,83 2,84 2,82 464,5 6,218E-08
Kyselina p-kumarova
2,85 2,89 469,7
. X 3,04 3,08 1,63 264,2 5,737E-08
Kyselina chlorogenova
3,12 1,62 266,1

Tabulka 42: Podminky méfeni ¢. 27 - 20 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 15 mg/I.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, -30(10 s), +30
VInova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 30

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8
Rozpoustédlo pro vzorek boritanovy pufr pH 8
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Tabulka 43: Migra¢ni charakteristiky pro podminky méteni ¢. 27.

Vzorek Cas Primér Vyska Plocha |Zd. pohyblivost
[min] [min] [*¥103] | [*1073s] [m?/V*s]
. X , 5,26 5,31 2,11 593,6 3,326E-08
Kyselina syringova
5,37 2,19 621,8
. . P 6,58 6,59 0,73 278,7 2,679E-08
Kyselina salicylova
6,61 0,70 271,8
Kyselina kavova X X X X X
, | 5,577 336,27 3,902 1139 3,152E-08
Kys. 4-hydroxybenzoova
5,632 3,914 1186
. , 4,863 290,64 2,59 654,4 3,647E-08
Kyselina ferulova
4,825 2,62 642
Kyselina gallova X X X X X
. o 4,992 300,96 2,69 680,8 3,522E-08
Kyselina vanilova
5,04 2,709 694,1
. , 4,923 294,09 2,957 725,9 3,604E-08
Kyselina p-kumarova
4,88 2,918 750
. , 5,613 336,03 1,716 448,7 3,154E-08
Kyselina chlorogenova
5,588 1,693 453,3

Tabulka 44: Podminky méfeni ¢. 28 - 20 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 15 mg/I.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30
VInova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 30

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8
Rozpoustédlo pro vzorek voda
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Tabulka 45: Migra¢ni charakteristiky pro podminky méteni ¢. 28.

Vzorek Cas Pramér Vyska Plocha |Zd. pohyblivost
[min] [min] [*103] | [*103s] [m2/V*s]
Kyselina syringova 3,75 3,82 6,55 671,8 4,625E-08
3,89 6,25 591
Kyselina salicylova 4,41 4,37 2,29 282,9 4,043E-08
4,33 2,29 290,6
Kyselina kavova X X X X X
Kys. 4-hydroxybenzoova | 3,98 4,02 10,96 1254 4,395E-08
4,06 10,80 1265
Kyselina ferulova 3,58 3,60 7,32 684,8 4,911E-08
3,61 7,28 697,4
Kyselina gallova X X X X X
Kyselina vanilova 3,79 3,76 7,41 707,2 4,702E-08
3,73 7,15 773,9
Kyselina p-kumarova 3,77 3,77 7,95 825 4,688E-08
3,77 7,97 836,6
Kyselina chlorogenova 3,97 3,98 6,69 479,6 4,438E-08
3,99 6,51 484,2

Tabulka 46: Podminky méfeni ¢. 29 - 20 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 15 mg/I.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, -30(10 s), +30
Vinova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 30

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8
Rozpoustédlo pro vzorek voda
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Tabulka 47: Migra¢ni charakteristiky pro podminky méteni ¢. 29.

Vzorek Cas Primér Vyska Plocha |Zd. pohyblivost
[min] [min] [*103] | [*103s] [m2/V*s]
. . , 3,80 3,80 6,88 676,9 4,649E-08
Kyselina syringova
3,80 6,69 674,8
i . , 4,31 4,30 2,57 297 4,109E-08
Kyselina salicylova
4,29 2,51 263,4
Kyselina kavova X X X X X
4,05 4,05 11,32 1237 4,363E-08
Kys. 4-hydroxybenzoova
4,05 11,31 1234
. , 3,65 3,65 7,44 689,9 4,841E-08
Kyselina ferulova
3,65 7,39 698,3
Kyselina gallova X X X X X
X o, 3,81 3,81 7,49 659,7 4,632E-08
Kyselina vanilova
3,82 7,46 672,2
X , 3,76 3,77 8,01 775 4,691E-08
Kyselina p-kumarova
3,78 7,98 761,9
. , 3,95 3,93 9,14 437,9 4,491E-08
Kyselina chlorogenova
3,92 9,19 435

Tabulka 48: Podminky méfeni ¢. 30 - 20 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 15 mg/I.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30
VInova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 20

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8
Rozpoustédlo pro vzorek bor. pufr pH 8
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Tabulka 49: Migra¢ni charakteristiky pro podminky méteni ¢. 30.

Vzorek Cas Primér Vyska Plocha | Zd. pohyblivost

[min] [min] [*10%] | [*103s] [m2/V*s]

. . i 3,82 3,81 2,34 336,1 4,637E-08
Kyselina syringova 3.81 2,33 330,6

Kyselina salicylova 4,31 4,33 0,78 — et
4,34 0,78 125,4

Kyselina kavova 2,21 225 2,59 I e
5,24 2,65 664,2

| a,05 4,04 3,63 573,8 4,372E-08
Kys. 4-hydroxybenzoova 2,03 3,69 576,6

. . 3,69 3,67 2,47 357 4,811E-08
Kyselina ferulova 3,66 2,50 357,5

. , 5,67 5,66 1,19 385 3,119E-08
Kyselina gallova 5,66 118 380,6

. L 3,84 3,83 2,45 371,4 4,618E-08
Kyselina vanilova 3.81 2,46 3721

Kyselina p-kumarova 3,83 3,82 2,67 TR YR
3,81 2,65 403,2

Kyselina chlorogenova 4,22 4,23 1,31 2291 4,175605
4,25 1,33 232,6

Tabulka 50: Podminky méfeni ¢. 31 - 20 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 15 mg/I.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, -30(10 s), +30
VInova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 20

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8
Rozpoustédlo pro vzorek bor. pufr pH 8
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Tabulka 51: Migra¢ni charakteristiky pro podminky méteni ¢. 31.

Vzorek Cas Primér Vyska Plocha |Zd. pohyblivost
[min] [min] [*103] | [*103s] [m2/V*s]
. . X 3,73 3,72 2,19 226 4,746E-08
Kyselina syringova
3,72 2,20 249,6
. . X 4,28 4,29 0,73 107,5 4,115E-08
Kyselina salicylova
4,30 0,74 101,8
. . 5,16 5,16 1,87 585,4 3,426E-08
Kyselina kavova
5,15 1,86 569,6
.| 4,09 4,05 3,40 445,8 4,361E-08
Kys. 4-hydroxybenzoova
4,01 3,41 444,1
. X 3,67 3,66 2,27 277,1 4,831E-08
Kyselina ferulova
3,64 2,33 267
. X 5,54 5,54 0,99 311 3,190E-08
Kyselina gallova
5,54 0,98 314,7
. v 3,76 3,79 2,05 294,6 4,667E-08
Kyselina vanilova
3,81 2,30 295,5
. , 3,81 3,80 2,48 321 4,655E-08
Kyselina p-kumarova
3,78 2,47 326,6
. .| 421 4,24 1,20 184,1 4,167E-08
Kyselina chlorogenova
4,27 1,27 191,6

Tabulka 52: Podminky méfeni ¢. 32 — 20 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek

0,05 mg/l.
Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30
VInova délka [nm] 254
Doba davkovani [s] 30
Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8

Rozpoustédlo pro vzorek

bor. pufr pH 8

Tabulka 53: Podminky méfeni ¢. 33 - 20 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 0,05 mg/I.

Teplota [°C], napéti [kV]

20, -30(10 s), +30

VInova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 60

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8
Rozpoustédlo pro vzorek voda

Doba davkovani zasaditého pufru [S] 30
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Tabulka 54: Podminky méfeni ¢. 34 - 20 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 0,05 mg/I.

Teplota [°C], napéti [kV]

20, -30(10 5), +30

VInova délka [nm] 254
Doba davkovani [s] 30
Tlak [mBar (~5,1 kPa)] 50 (~5,1 kPa)

Elektrolyt

bor. pufr pH 8

Rozpoustédlo pro vzorek

bor. pufr pH 8

Doba davkovani zasaditého pufru [S]

30

Tabulka 55: Podminky méfeni ¢. 35 - 20 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 0,05 mg/I.

Tabulka

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30
Vinova délka [nm] 220

Doba davkovani [s] 30

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8
Rozpoustédlo pro vzorek voda

Doba davkovani zasaditého pufru [S] 30

56: Podminky méfeni ¢. 36 - 100 mmol/l boritanovy pufr, koncentrac latek 0,

05 mg/l.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30
VInova délka [nm] 220

Doba davkovani [s] 30

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8
Rozpoustédlo pro vzorek voda

Doba davkovani zasaditého pufru [s] 30

Tabulka 57: Podminky méfeni ¢. 37 — 100 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 50 mg/I.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30
Vlnova délka [nm] 254

Doba davkovani [s] 10

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8

Rozpoustédlo pro vzorek

voda
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Tabulka 58: Migra¢ni charakteristiky pro podminky méteni ¢. 37.

Vzorek Cas Primér Vyska Plocha |Zd. pohyblivost
[min] [min] [*¥10%] | [*103s] [m?/V*s]
. . X 3,77 3,77 17,18 549,3 4,685E-08
Kyselina syringova
3,77 17,16 538,6
. . , 4,19 4,19 7,76 237,6 4,213E-08
Kyselina salicylova
4,20 7,76 238
. a . 5,11 5,11 11,51 1049 3,454E-08
Kyselina kavova
5,12 11,79 1068
.| 4,08 4,08 33,12 994,3 4,333E-08
Kys. 4-hydroxybenzoova
4,08 33,80 993,2
. X 3,71 3,71 16,66 612,3 4,757E-08
Kyselina ferulova
3,72 17,10 613,8
. X 5,32 5,33 3,95 557,2 3,318E-08
Kyselina gallova
5,33 4,07 573,6
. v 3,88 3,88 15,08 614 4,553E-08
Kyselina vanilova
3,88 16,29 618,3
. , 3,83 3,84 13,17 656,8 4,604E-08
Kyselina p-kumarova
3,84 13,93 639
. .| 4,22 4,22 5,47 378,8 4,191E-08
Kyselina chlorogenova
4,22 6,00 395,2

Tabulka 59: Podminky méfeni ¢. 38 — 100 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek
0,1 mg/l.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, -30(10 s), +30
VInova délka [nm] 220

Doba davkovani [s] 30

Tlak [mBar] 50(~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8
Rozpoustédlo pro vzorek voda

Doba davkovani zasaditého pufru [S] 30

Tabulka 60: Migrac¢ni charakteristiky pro podminky méteni ¢. 38.

Cas Primér Vyska Plocha |Zd. pohyblivost

Vzorek [min] | [min] | [*10%] | [*10%s] | [m?/v*s]
. . X 2,06 2,06 5,67 263,1 8,555E-08
Kyselina salicylova
X X X X X
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Tabulka 61: Podminky méfeni ¢. 39 — 100 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek

0,1 mg/l.

Teplota [°C], napéti [kV]

20, -30(10 5), +30

Vinova délka [nm]

220

Doba davkovani [s] 60

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8
Rozpoustédlo pro vzorek voda

Doba davkovani zasaditého pufru [S] 30

Tabulka 62: Podminky méfeni ¢. 40 — 100 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek

0,1 mg/l.

Teplota [°C], napéti [kV]

20, -30(10's), +30

Vinova délka [nm]

220

Doba davkovani [s] 90

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8
Rozpoustédlo pro vzorek voda

Doba davkovani zasaditého pufru [S] 30

Tabulka 63: Podminky méfeni ¢. 41 — 100 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 10 mg/I1.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30
VInova délka [nm] 220

Doba davkovani [s] 5

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8

Rozpoustédlo pro vzorek

voda
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Tabulka 64: Migra¢ni charakteristiky pro podminky méteni ¢. 41.

Vzorek Cas Pramér Vyska Plocha | Zd. pohyblivost
[min] [min] [*103] | [*103s] [m2/V*s]
. . X 3,84 3,84 9,83 145,0 4,598E-08
Kyselina syringova
3,85 9,69 141,9
. . X 4,31 4,31 5,67 131,5 4,099E-08
Kyselina salicylova
4,31 5,67 130,2
. L 5,53 5,53 4,88 191,7 3,195E-08
Kyselina kavova
5,53 4,91 192,4
.| 4,19 4,19 6,27 91,5 4,219E-08
Kys. 4-hydroxybenzoova
4,19 6,36 91,8
. X 3,79 3,79 6,08 82,4 4,661E-08
Kyselina ferulova
3,79 6,14 82,4
. X 5,81 5,81 4,17 246,3 3,041E-08
Kyselina gallova
5,81 4,23 246,5
. S 3,99 3,99 6,79 105,0 4,433E-08
Kyselina vanilova
3,99 6,95 105,3
. , 3,94 3,95 6,12 97,8 4,478E-08
Kyselina p-kumarova
3,95 6,25 98,6
. X 4,35 4,35 2,46 56,4 4,063E-08
Kyselina chlorogenova
4,34 2,51 56,2

Tabulka 65: Podminky méfeni ¢. 42 — 100 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek

0,1 mg/l.
Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30
Vlnova délka [nm] 220
Doba davkovani [s] 5
Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8

Rozpoustédlo pro vzorek

voda
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Tabulka 66: Migrac¢ni charakteristiky pro podminky méfteni ¢. 42.

Vzorek Cas Primér | Vyska Plocha |Zd. pohyblivost
[min] [min] [*¥103] | [*1073s] [m?/V*s]
. . X 3,82 3,82 0,09 1,43 4,631E-08
Kyselina syringova
3,81 0,07 1,16
. . X 4,28 4,29 0,07 1,42 4,116E-08
Kyselina salicylova
4,30 0,06 1,20
. L, 5,57 5,57 0,08 2,14 3,172E-08
Kyselina kavova
5,57 0,07 1,71
X 4,16 4,16 0,06 1,09 4,251E-08
Kys. 4-hydroxybenzoova
4,15 0,07 1,16
. X 3,77 3,76 0,07 1,31 4,697E-08
Kyselina ferulova
3,76 0,07 1,14
. X 5,89 5,90 0,10 2,78 2,997E-08
Kyselina gallova
5,90 0,11 2,78
. v 3,97 3,97 0,08 1,34 4,456E-08
Kyselina vanilova
X X X X
. , 3,93 3,93 0,07 1,21 4,498E-08
Kyselina p-kumarova
3,92 0,08 1,37
. X 4,22 4,22 0,10 0,38 4,183E-08
Kyselina chlorogenova
X X X X

Tabulka 67: Podminky méfeni ¢. 43 — 100 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 10 mg/1.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30
VInova délka [nm] 220

Doba davkovani [s] 10

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8
Rozpoustédlo pro vzorek voda
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Tabulka 68: Migra¢ni charakteristiky pro podminky méteni ¢. 43.

Vzorek Cas Pramér | Vyska Plocha |Zd. pohyblivost
[min] [min] [*10%] | [*103s] [m?/V*s]
. . X 3,66 3,66 14,95 269,4 4,824E-08
Kyselina syringova
3,66 14,90 268,8
. . , 4,09 4,10 11,14 271,1 4,308E-08
Kyselina salicylova
4,11 11,36 291,6
. L 5,11 5,11 7,77 390,2 3,461E-08
Kyselina kavova
5,10 7,85 392,1
3,98 3,98 11,22 190,4 4,444E-08
Kys. 4-hydroxybenzoova
3,97 11,14 189,8
. X 3,63 3,63 13,15 256,5 4,867E-08
Kyselina ferulova
3,63 13,10 255,2
. X 5,39 5,39 6,14 483,6 3,279E-08
Kyselina gallova
5,39 6,16 484,3
. N 3,82 3,82 14,20 246,9 4,628E-08
Kyselina vanilova
3,82 14,18 245,9
. X 3,79 3,79 11,79 196,8 4,664E-08
Kyselina p-kumarova
3,79 11,71 195,9
. ) 4,14 4,14 5,58 117,7 4,264E-08
Kyselina chlorogenova
4,14 5,60 118,0

Tabulka 69: Podminky méfeni ¢. 44 —100 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 10 mg/1.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30
VInova délka [nm] 220

Doba davkovani [s] 20

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8
Rozpoustédlo pro vzorek voda
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Tabulka 70: Migra¢ni charakteristiky pro podminky méteni ¢. 44.

Vzorek Cas Primér | Vyska Plocha | Zd. pohyblivost
[min] [min] [*103] | [*103s] [m2/V*s]
. . X 3,51 3,52 16,28 569,5 5,021E-08
Kyselina syringova
3,53 16,05 562,2
. . . 3,80 3,85 15,46 630,9 4,586E-08
Kyselina salicylova
3,90 15,53 582,8
. . 4,63 4,63 11,79 892,8 3,815E-08
Kyselina kavova
4,63 11,65 917,9
X 3,68 3,68 11,87 420,6 4,803E-08
Kys. 4-hydroxybenzoova
3,68 11,64 418,3
. X 3,37 3,37 14,87 546,6 5,241E-08
Kyselina ferulova
3,37 14,88 553
. X 4,79 4,79 9,20 1092 3,688E-08
Kyselina gallova
4,79 9,18 1078
. N 3,51 3,51 16,30 532,6 5,039E-08
Kyselina vanilova
3,51 16,03 532
. X 3,47 3,47 13,74 496,7 5,088E-08
Kyselina p-kumarova
3,47 13,58 490,9
. X 3,75 3,75 5,80 268,9 4,713E-08
Kyselina chlorogenova
3,75 5,68 262,9

Tabulka 71: Podminky méfeni ¢. 45 — 100 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 10 mg/I1.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30
Vinova délka [nm] 220

Doba davkovani [s] 30

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8
Rozpoustédlo pro vzorek voda
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Tabulka 72: Migra¢ni charakteristiky pro podminky méteni ¢. 45.

Vzorek Cas Primér | Vyska Plocha |Zd. pohyblivost
[min] [min] [*103] | [*103s] [m2/V*s]
. . X 2,90 2,91 14,58 869,2 6,081E-08
Kyselina syringova
2,91 14,60 866,3
. . . 3,16 3,16 15,63 959,3 5,598E-08
Kyselina salicylova
3,16 15,22 938,7
. L 3,72 3,72 12,83 1309 4,754E-08
Kyselina kavova
3,72 12,82 1305
3,09 3,09 10,80 622,6 5,725E-08
Kys. 4-hydroxybenzoova
3,08 10,70 625,4
. X 2,89 2,88 14,30 807,7 6,129E-08
Kyselina ferulova
2,88 14,20 807,9
. X 3,87 3,87 11,50 1544 4,565E-08
Kyselina gallova
3,87 11,54 1561
. N 2,99 2,99 14,47 790,4 5,908E-08
Kyselina vanilova
2,99 14,36 790,8
. X 3,00 2,99 13,34 738,6 5,902E-08
Kyselina p-kumarova
2,99 13,24 737,5
. X 3,19 3,18 5,27 390,6 5,549E-08
Kyselina chlorogenova
3,18 5,25 391,2

Tabulka 73: Podminky méfeni ¢. 46 — 100 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 0,1 mg/1
— pouze sme¢s.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30

Vlnova délka [nm] 220

Doba davkovani [s] 10

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8
Rozpoustédlo pro vzorek voda ¢i acetonitril

Tabulka 74: Podminky méfeni ¢. 47 — 100 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 0,1 mg/1
— pouze smgs.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30

VInova délka [nm] 220

Doba davkovani [s] 20

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8
Rozpoustédlo pro vzorek voda ¢i acetonitril
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Tabulka 75: Podminky méfeni ¢. 48 — 100 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 0,1 mg/1
— pouze smgs.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30
Vinova délka [nm] 220

Doba davkovani [s] 30

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8

Rozpoustédlo pro vzorek

voda ¢i acetonitril

Tabulka 76: Podminky méfeni ¢. 49 — 150 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek
0,1 mg/l, pouze sm¢s.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30
Vinova délka [nm] 220

Doba davkovani [s] 5

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8

Rozpoustédlo pro vzorek

voda ¢i1 acetonitril

Tabulka 77: Podminky méfeni ¢. 50 — 150 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 0,1 mg/1
— pouze smé¢s.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30
VInova délka [nm] 220

Doba davkovani [s] 10

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8

Rozpoustédlo pro vzorek

voda ¢i acetonitril

Tabulka 78: Podminky méfeni ¢. 51 —150 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 0,1 mg/l
— pouze sme¢s.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30
Vlnova délka [nm] 220

Doba davkovani [S] 20

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8

Rozpoustédlo pro vzorek

voda ¢i acetonitril
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Tabulka 79: Podminky méfeni ¢. 52 — 150 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 0,1 mg/1

— pouze smés.
Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30
Vinova délka [nm] 220
Doba davkovani [s] 30
Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8

Rozpoustédlo pro vzorek

voda ¢i acetonitril

Tabulka 80: Podminky méfeni ¢. 53 — 150 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 0,1 mg/1

— pouze smés, rozpoustédla % smési H2O + ACN (0 - 60%).

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30
Vinova délka [nm] 220

Doba davkovani [s] 5

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8

Rozpoustédlo pro vzorek

voda + acetonitril

Tabulka 81: Podminky méfeni ¢. 54 — 150 mmol/l boritanovy pufr, koncentrace latek 0,1 mg/1

— pouze smés, rozpoustédla % smési H2O + ACN (0 - 60%).

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30
VInova délka [nm] 220

Doba davkovani [s] 30

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8

Rozpoustédlo pro vzorek

voda + acetonitril

Tabulka 82: Podminky méfeni ¢. 55 — 25 mmol/l SDS a boritanovy pufr, koncentrace latek

10 mg/l — méfeni s micelami.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30

Vlnova délka [nm] 220

Doba davkovani [s] 5

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8,5 + SDS

Rozpoustédlo pro vzorek

0,01 M HCI
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Tabulka 83: Migra¢ni charakteristiky pro podminky méfeni ¢. 55.

Vrrore Cas Primér | Vyska | Plocha |Zd. pohyblivost
[min] [min] [*¥10%] | [*103s] [m?/V*s]
. . X 3,68 3,79 6,29 107,2 4,660E-08
Kyselina syringova
3,91 7,16 127,2
. . X 4,07 4,06 3,90 105 4,357E-08
Kyselina salicylova
4,05 3,87 101,6
. X X 4,39 4,33 2,15 159,4 4,078E-08
Kyselina kavova
4,27 2,19 157,8
4,42 4,27 2,60 110,2 4,140E-08
Kys. 4-hydroxybenzoova
4,12 3,26 90,58
. X 9,93 8,07 1,32 210,9 2,189E-08
Kyselina ferulova
6,21 1,25 176
. : 4,97 4,84 2,69 210 3,648E-08
Kyselina gallova
4,72 2,76 201,9
. o 7,39 7,14 2,13 240,6 2,474E-08
Kyselina vanilova
6,89 2,28 235,1
Kyselina p-kumarova X X X X
Kyselina chlorogenova X X X X

Tabulka 84: Podminky méfeni ¢. 56 — 25 mmol/l SDS a boritanovy pufr, koncentrace latek
0,1 mg/l — méfeni s micelami.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30

Vinova délka [nm] 220

Doba davkovani [s] 30

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8,5 + SDS
Rozpoustédlo pro vzorek 0,01 M HCI

Tabulka 85: Podminky méfeni ¢. 57 — 25 mmol/l SDS a boritanovy pufr, koncentrace latek
0,1 mg/l — méfeni s micelami.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30

Vlnova délka [nm] 220

Doba davkovani [s] 60

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8,5 + SDS
Rozpoustédlo pro vzorek 0,01 M HCI
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Tabulka 86: Podminky méfeni ¢. 58 — 50 mmol/l SDS a 25 mmol/l boritanovy pufr,

koncentrace latek 10 mg/l — métfeni s micelami.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, 30

Vinova délka [nm] 220

Doba davkovani [s] 5

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt bor. pufr pH 8,5 + SDS

Rozpoustédlo pro vzorek

0,01 M HCI

Tabulka 87: Podminky méfeni ¢. 59 — 25 mmol/l SDS a 10 mmol/l fosfore¢nanovy pufr,

koncentrace latek 10 mg/l — méteni s micelami.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, -20

Vinova délka [nm] 220

Doba davkovani [s] 5

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)
Elektrolyt fosf. pufr pH 2 + SDS

Rozpoustédlo pro vzorek

fosfore¢nanovy pufr pH 2

Tabulka 88: Migra¢ni charakteristiky pro podminky méteni ¢. 59.

Vzorek Cas Primér | Vyska | Plocha |Zd. pohyblivost
[min] [min] | [*10%] | [*103s] [m2/V*s]
. . , 14,68 14,73 3,52 501 -1,799E-08
Kyselina salicylova
14,78 3,46 494,6
. . 22,34 22,42 2,88 763,5 -1,182E-08
Kyselina kavova
22,50 2,90 820
. , 12,49 12,51 3,13 376,2 -2,118E-08
Kyselina ferulova
12,53 3,01 375,1
] , 15,18 15,20 2,96 457,9 -1,744E-08
Kyselina p-kumarova
15,22 2,95 454,3
. , 17,34 17,36 1,44 298,6 -1,527E-08
Kyselina chlorogenova
17,37 1,37 272,7
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Tabulka 89: Podminky méfeni ¢. 60 — 25 mmol/l SDS a 10 mmol/l fosfore¢nanovy pufr,
koncentrace latek 0,1 mg/l — méfeni s micelami.

Teplota [°C], napéti [kV] 20, -20

Vinova délka [nm] 220

Doba davkovani [s] 30

Tlak [mBar] 50 (~5,1 kPa)

Elektrolyt fosf. pufr pH 2 + SDS
Rozpoustédlo pro vzorek fosfore¢nanovy pufr pH 2
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