UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

KATEDRA FARMACEUTICKE CHEMIE A KONTROLY LECIV

MODIFIKACE KAPILARNI STENY PRO
SEPARACNI UCELY I

DIPLOMOVA PRACE

Andrea Opavska

Vedouci diplomové prace: doc. PharmDr. Radim Kugera, Ph.D.

Hradec Kralové, 2017



»Prohlasuji, Ze tato prace je mym ptivodnim autorskych dilem. VeSkera literatura a dalsi
zdroje, z nichz jsem pfi zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury
avpraci jsou fadné citovany. Prace nebyla pouzita k ziskani jiného nebo stejné¢ho

titulu.*

V Hradci Kralové Podpis:



Podékovani

Chtela bych podekovat doc. PharmDr. Radimovi Kucerovi PhD. za teoretické
1 praktické pozndmky k mé diplomové praci. DEkuji predev§im za jeho ochotu,

trpélivost a ¢as mi kdykoli poradit. Déle dékuji Mgr. Klivickému za ptipravu grafenu.

Diplomova prace byla vypracovéana za podpory grantu SVV 260 401.



OBSAH

SEZNAM ZKRATEK ...t eeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt ettt ettt et et et et ee et et e e et et e e et e e e e et aeaeeeaeeeaeeeeeeeaeeeeeeeeeeeaeeeenes 8
LY ] N 9
1. TEORETICKA CAST ...ttt 10
1.1 Kapildrni zOnova elektroforéza.........ccccovieiiciei i 10
1.2 Princip kapilarni @lektroforézy ..o iiii i 11
1.2.1 Elektroforetickd pohyblivost .........ccccuiiiiiiiiiieece e 11
1.2.2 ElektroosSmOoticky tOK......ccuiiiiiiiiiecee e 12
123 Lo TU] L= 1Yo I8 =Y o] [ N RPN 14
1.2.4 Y == Yol oY I o 1T 15

1.3 Parametry optimaliZace ......occuveee i e 16
1.4 INSTFUMENTACE ..ot e 17
14.1 SeParatni Kapilara .....occueei i 17
1.4.2 Nanaseni vzorku, zdroj NAPE&ti.....ccccccveiieiiiiiecce e 18
1.4.3 D LT =] g o] oY USRS 18

1.5 Dalsi elektromigraCni MEtOAY ......cceeeiieiiiee et 20
1.51 1ZOTACOTAZA ... e 20
1.5.2 Kapilarni gelovd elektroforéza........ccoeeeecieee i 20
1.5.3 Micelarni elektrokineticka chromatografie (MECK) .......c.ccccoveevvievcieeeciieennn, 20
1.5.4 Kapilarni izoelektrickd fokUSACe ......cuveviviiiiiiieieee e, 21

1.6 Kapildrni elektrochromatografie ......ccccocveiiiciee i 22
1.7 Grafen-priprava @ VIastNOSti........eeiecciiie e 24
1.7.1 Syntéza grafenu podle HUMMEISE .........coooeiiieeicciiiie et 24
1.7.2 VIaStNOSEi SrafeNU ....oooceiiiei e et 25

1.8 Modifikace Kapilarni SEENY ......eeei i 27
1.8.1 Chemickd MOdIfIKACE ..c..eevuiiiiiiiieee e 27
1.8.2 Nekovalentni Modifikace. ........ccvevieriiriiiice e 28
1.8.3 Vrstveni (Layer-by-layer) ... 28
1.8.3.1 Vyutziti grafenu pfi potahovani stény kapilary metodou LbL.............cc........... 28

2. CILE PRACE ... cuieciitreicitiesie ittt ettt b bbb 32
3. EXPERIMENTALNT CAST ..ottt ettt sttt 33
3.1 PFIStrOJOVE VYDAVENI .eccciiiei ittt ettt e e e ebae e e e earae e e eareeas 33
3.2 POUZité ChemiKAlE. . .cocueieiiiie et 34



3.3 Ptiprava pufrll @ mE&renych VZOrKU.........cocvieiiieiiiieeciee ettt ettt 35

3.4 Modifikace vnitfni StENY Kapilar.........oooieciiii i 37
35 Pribéh méreni na kapilarni elektroforéze ........cccoveveeeceieciecceecee e 39

A, VYSLEDKY A DISKUSE ....ovvveeteecteeeeeeseceeecsss s esese ettt st et sessssssasasassasesesssassssssessns 40
4.1 Chemickda modifikace Kapilary.....ccueeiiiiiice e 40
4.2 Kapildra potazena jednou vrstvou grafenu a PDDA...........coeieciiieieciiee e 41
4.3 Kapildra potazend metodou LBL ........ooioiiiiiicieee e 42
43.1 Separace sMESi PAB @ PHB ........cooociiiiiiiiie ettt e e 42
4.3.2 Separace sMEsi PArabeNnl ......c.ccccueiiiiiiiiie et 44
43.3 Separace dalSich SMEsi VZOIrKU .......ccccueeecuieiiiieciee et 47

4.4 Optimalizace podminek separace smési parabenl .........cccccceeecieivcieccie e, 48
44.1 VIV PH @leKtrolytU.....eveeeeeeeeee e e 48
4.4.2 Vliv koncentrace elektrolytu .......ccooouveeeeiiiiee e 49
4.4.3 VIiv VKIAdaného Napeti........cooecuiiiieiiiiieciiee e 50
44.4 RV LY =T o] o 1Y APPSR 52
4.4.5 Pridavek organického rozpousStédla........ccceeiiiiieiiiiiiee e, 52

5. ZAVER oo e 55
6. POUZITA LITERATURA......coiuteitniitieie ittt 56
SEZNAM OBRAZKU ......ovreenirireicieie ettt 59
SEZNAM TABULEK ....ccceiiiiiiiitititttttttittttettettteteeteterereeeeerereeeeereseeesereseseeeseseeereaeaeseseseseseseseresesesesesenens 60



ABSTRAKT

Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv
Andrea Opavska
doc. PharmDr. Radim Kucera, Ph.D.

Modifikace kapilarni stény pro separacni ucely I

Obecné lze fici, ze kapilarni elektroforéza je separacni metoda vhodna pro
analyzu nabitych molekul popt. latek neutralnich. Zajem o tuto metodu v poslednich
letech roste arozviji se 1 jeji dals$i modifikace metody, napiiklad kapilérni
elektrochromatografie. V ptipadé kapilarni elektrochromatografie se vyvoj zamétuje
zejména na modifikaci vnitini stény kapilary. Ugelem této modifikace je zejména
zavedeni stacionarni faze, kterd by zlepSovala selektivitu, a také modifikace

elektroosmotického toku.

Diplomova prace se zabyva modifikaci vnitini kapilarni stény a naslednym
testovanim pfipravené kapilary. Jednou z moznosti je potahovéani chemickou cestou.
Druh4 zkouSend metoda ma nazev Layer-by-layer a piedstavuje vrstveni riizn€ nabitych
latek ve vrstvach, které vzajemné interaguji prostiednictvim elektrostatickych sil. V nasi
praci jsme vyuzili polykation poly(diallyldimethylammoniumchlorid) a disperzi
grafenu. Volba grafenu je velmi vyhodna, protoze mé vyborné adsorpéni vlastnosti diky
svému morfologickému uspotfadani. Jako modelové latky pro analyzu byly vybrany
kyseliny 4-aminobenzoova a 4-hydroxybenzoova, jejich estery, polohové izomery

nitrofenolu a dal$ich latek.

Byly testovany rizné parametry, napiiklad pH a koncentrace elektrolytu a vliv
teploty na pribéh separace a rychlost analyzy. Béhem meéfeni dochazelo ke ztratdm
ucinnosti, zejména u kapilary potazené chemickou cestou. Tento jev byl pfisuzovan
postupnému vymyvani grafenu. Metoda potahovani kapilary metodou Layer-by-layer se

ukézala byt pro modifikaci vnitini stény vhodnéjsim postupem.

Klicova slova: kapilarni elektrochromatografie, modifikovana kapilara, grafen



ABSTRACT

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Analysis
Andrea Opavska
doc. PharmDr. Radim Kucera, Ph.D.
Modification of the capillary wall for the separation purpose I

In general, capillary electrophoresis is a separation method suitable for the
analysis of charged molecules, eventually neutral substances. The interest in this
method and its further modification (e.g. capillary electrochromatography) has been
increasing in recent years, 1is developing. In the case of -capillary
electrochromatography, the development focuses mainly on the modification of the
inner wall of the capillary. The purpose of this modification is in particular to introduce
a stationary phase that would improve selectivity, as well as the modification of the

electroosmotic flow.

The thesis deals with the modification of the internal capillary wall and the
subsequent testing of the prepared capillary. One possibility is chemical coating. The
second tested method is called Layer-by-Layer and represents the layering of variously
charged substances in layers interacting with each other through electrostatic forces. In
our work we used polycation poly(diallyldimethylammonium chloride) and graphene
dispersion. The choice of graphene is very advantageous because it has excellent
adsorption properties due to its morphological arrangement. 4-Aminobenzoic acid and
4-hydroxybenzoic acid, their esters, positional isomers of nitrophenols, and other

substances were selected as model compounds for analysis.

Different parameters, such as pH and electrolyte concentration, and temperature
effects on the separation course and the rate of analysis were tested. Measurements were
lost during the measurement, especially in chemically coated capillaries. This
phenomenon was attributed to the gradual elution of graphene. The method of coating
the capillary by the Layer-by-Layer method proved to be a more appropriate way to

modify the inner wall.

Keywords: capillary electrochromatography, capillary modification, graphene
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UvVOD

Kapilérni elektroforéza (CE- z anglictiny capillary electrophoresis) se fadi mezi
elektromigracni separacni metody. Na poli analytické chemie si elektroforéza nasla své
misto v minulém stoleti v analyze DNA a metoda gelova elektroforéza se poji
s analyzou proteini a nukleovych kyselin dodnes. Kapilarni elektroforéza a dalsi
elektromigracni metody (kapilarni elektrochromatografie, izoelektricka fokusace,
izotachoforéza) predstavuji vhodny dopln€k k neméné vyznamné separacni metod¢,
kapalinové chromatografii. Pro své experimentdlni uspofddani maji obecné
elektromigracni metody velmi Siroké uplatnéni v analyze nabitych molekul i neutralnich
latek. V oboru farmaceutické analyzy se jednd o dominantni postaveni v chiralnich

separacich. [1,2,3]

Kapilarni elektroforéza vynika zejména svou vybornou separacni ucinnosti a dale
niz8i spotiebou chemikalii oproti jiz zminéné kapalinové chromatografii. Tento fakt je
v souvislosti dneSnich pozadavkil na ochranu Zivotniho prostfedi jednim z divodu, pro¢
si praveé kapilarni elektroforéza buduje ve vyse zminénych oblastech chemické analyzy

svou cestu k jejimu preferenénimu vyuziti. [2]

Diplomova priace se zabyvd novymi moZznostmi modifikace kapilarni stény
grafenem, jako vhodné stacionarni faze, kterd by se uplatnila pfi separacich v kapilarni
elektrochromatografii. Testovani kapilar probihalo na kapilarni elektroforéze
s detektorem diodového pole. Pro modifikaci kapilary byly testovany dva postupy

- chemicka modifikace kapildrni st€ény a metoda Layer by Layer, tzv. vrstveni.



1. TEORETICKA CAST

1.1 Kapilarni zonova elektroforéza

Kapilarni zonova elektroforéza patifi mezi elektromigracni metody, jejichz
podstatou je rozdilna pohyblivost nabitych castic v elektrickém poli. Vysledkem tohoto
déje je déleni smési do tzv. migracnich zon. Separace probihd ve volném roztoku
v kapilafe o malych rozmérech nebo na mikro¢ipu. U&innost separace se charakterizuje
prostiednictvim poctu teoretickych pater, fadové se pohybuje v hodnotach 10° az 10°.

[3,4]

Jako separacni technika byla kapilarni elektroforéza zavedena roku 1937, kdy
Tiselius vlozil do smési proteint s tlumivymi roztoky umisténymi v trubicce elektricky
proud. Nasledkem tohoto pocinu zacaly ¢astice migrovat ve sméru k opacné nabitému
polu rychlosti zavisejici na jejich mobilité. Za tento objev mu byla udélena Nobelova

cena. [3]

Kapilarni zénova elektroforéza nachézi uplatnéni v celé fad¢ aplikaci, napiiklad
v analyze malych molekul, jako jsou anorganické ionty, aminokyseliny, nukleové
kyseliny, vitaminy, 1éCiva, ale 1 celé bunky. Z toho vyplyvaji oblasti vyuziti, které
zahrnuji forenzni analyzu, environmentalni studie a analyzu potravin. Ve farmacii
nachdzi CE uplatnéni vedle klinického hodnoceni 1éCiv také v analyze sekundarnich
metabolitd rostlin [2,3,5,6]. Ve studiu farmakokinetiky a farmakodynamiky,
s ptihlédnutim k thalidomidové aféfe v minulém stoleti, se klicovou oblasti staly

chiralni separace. [1]
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1.2 Princip kapilarni elektroforézy

1.2.1 Elektroforeticka pohyblivost

Jelikoz podstata déje spo¢iva v pohybu nabitych ¢astic v elektrickém poli, tak
zékladni veli¢inou je elektroforeticka pohyblivost y, kterd definuje vztah mezi rychlosti

iontu v a intenzitou elektrického pole (£)
v
He = E (D). [3]
Na ion v elektrickém poli ptisobi sila (Fg), kterd zavisi na jeho néboji
(¢) a intenzité elektrického pole
Fg = qE (2). [3]

Proti pohybu ¢astice pisobi tzv. tieci sila FFr, kterou vyjadiuje Stokestv zdkon

nasledujicim matematickym vztahem
Fr = —6mmrv (3), [3]

kde
1 je viskozita roztoku
r je polomér iontu.

Pti rovnovéze obou piisobicich sil plati nasledujici vztah

qE = 6mmrv (4), [3]
a proto lze elektroforetickou mobilitu popsat nasledujicim vztahem

__ 4
6TV

He (3. [3]

Z vySe uvedeného vyplyva, Ze malé vicenasobné nabité Castice budou mit vyssi
mobilitu v porovnani s velkymi ionty s jednim nabojem. Elektroforetickou pohyblivost
je mozné najit v tabulkéach jako definovanou fyzikalni konstantu uréenou maximalnim
nabojem latky v nekonecné zfedénych roztocich. Tzv. efektivni mobilita se stanovuje

experimentalné v zévislosti na prostiedi (typ elektrolytu, pH, iontova sila, viskozita). [3]
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Pomér nabitych a nenabitych ¢astic vyjadiuje stupent disociace. V zavislosti na
zvoleném pH se Castice disociuji, ¢imz je ovlivnéna jejich efektivni elektroforeticka
pohyblivost. Souc¢inem hodnoty stupné disociace «; a elektroforetické pohyblivosti L,

ziskame vztah pro efektivni elektroforetickou pohyblivost, resp. mobilitu [3,7]

Uerr = @ilde (6). [3]

1.2.2 Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok (EOF; zangl. electroosmotic flow) je spontanni tok
kapaliny v kapilafe v disledku piitomnosti elektrického pole. Kfemenna kapilara mé na
svém povrchu silanolové skupiny. Pfi vyS$$im pH elektrolytu dochazi k ionizaci
hydroxylovych skupin a na vnitfnim povrchu kapilary vznikd negativni naboj.
V kapilafe umisténé v elektrickém poli kationty, které predstavuji tzv. protiionty, tvori
na povrchu elektrickou dvojvrstvu. Po vloZeni napéti dochazi k jejich pohybu smérem
ke katodg, a jelikoz jsou solvatované, zpusobi pohyb kapaliny v kapilafe. Timto dochazi
v kapilate k celkovému toku ve sméru od anody ke katodé. Neutrdlni latky maji
elektroforetickou pohyblivost shodnou s elektroosmotickym tokem. Kationty EOF
urychluje a anionty migruji ve sméru EOF. Diky této skute¢nosti 1ze pomoci CE od sebe
souCasn¢ separovat anionty a kationty vjednom vzorku. Pokud je ndboj na sténé
kapilary opacny, bude se i elektroosmoticky tok uskuteciiovat v opacném sméru.

[2,3,7.8]

Velikost elektroosmotického toku je mozné vyjadrit na zaklad¢ elektroosmotické

pohyblivosti pomoci néasledujiciho vzorce

&¢
ooy = (5) (0).131
kde
€ je relativni permitivita

¢ je zeta potencial.
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Z uvedeného vztahu je ziejmé, ze velikost EOF do znacné miry ovliviiuji
vlastnosti roztoku zakladniho elektrolytu (BGE). Zeta potencial je urCen povrchovym
nabojem na kapilarni sténé a tento je zavisly na hodnoté pH elektrolytu. Z tohoto faktu
vyplyva, ze se zménou pH elektrolytu lze ovlivnit EOF. Pti vysokych hodnotach pH
jsou silanolové skupiny pievazné deprotonované, a tedy EOF je podstatné vyssi, nez pii
nizkych hodnotach pH. Dalsi dulezitou vlastnosti elektrolytu je jeho iontova sila, pokud

se iontova sila zvySuje, EOF klesa. [2,3]

Ovlivnit EOF je dale mozné velikosti aplikovaného elektrického pole. Snizenim
intenzity elektrického pole dochéazi ke zpomaleni EOF, ¢imz se znateln¢ prodlouzi Cas
potfebny pro analyzu. Soucasn¢ dojde k vyznamnému rozSifeni zon a tim se snizi

ucinnost a rozliseni. [3]

Prakticky se intenzita elektroosmotického toku, kterd je vztazen na konkrétni

kapiléru a dalsi experimentalni podminky, vyjadiuje pomoci nésledujiciho vzorce:

Lg-L¢
L (8), 19)

Heor =
kde
L4 je vzdélenost od nasttiku po detektor
L, je celkova délka kapilary

V je vkladané napéti

to je migrani Cas markeru elektroosmotického toku s nulovou elektroforetickou

pohyblivosti. Castym ukazatelem EOF je thiomo&ovina. [9]

Jedine¢nou vlastnosti EOF je jeho plochy rychlostni profil v kapilafe. Diky
tomuto efektu je pratok rovnomérné rozdelen podél stén kapilary, a tak nedochdzi
k roz§ifeni migracnich zon. [3] Obrazek 1 znazorfiuje rozdil mezi laminarnim
rychlostnim profilem v kapalinové chromatografii (HPLC) a plochym rychlostnim
profilem v CE.

13



EOF Laminar flow

A Flow B

Obrdzek 1 Rychlostni profil CE vs. kapilarni chromatografie (ptevzato z [3]).

1.2.3 Jouleovo teplo

Jouleovo teplo je jednim zjevii v kapilafe, ktery muize negativné ovlivnit
separaci. Vznik tepla v kapilafe je disledkem ptisobeni elektrické¢ho proudu. V kapilare
vznikd teplotni gradient mezi sténou kapildry a vnitinim sloupcem. Rozdil teplot mize
byt velmi znatelny a vede k vzniku nehomogenniho prostfedi. Nejcastéji vzniklé teplo
ovlivituje efektivni pohyblivost separovanych latek a viskozitu BGE. DalSim

nezadoucim efektem muze byt rozpad termolabilnich latek. [2,3]

Tomuto d&ji je mozné zabranit volbou vhodnych experimentdlnich podminek.
Jednou z moznosti je pouziti pufrti o nizké koncentraci a obecné pracovat ve ziedénych
roztocich, jelikoz se zvySujici se koncentraci BGE roste vodivost. Dale je mozné
zabranit vzniku tepla vhodnou konstrukéni tpravou, kterd umozni efektivni odvod tepla.

[2.3]

VétSina piistroje, kudy kapilara prochazi, je systematicky chlazena bud’ chladici
smési uzavienou uvnitt stroje, nebo ventilaci vzduchu. Pfestoze je chlazeni kapalinou
mnohem UCinngjSi, beézn&jsi je chlazeni vzduchem zddvodu méné narocné
instrumentace [2,3]. Existuji vSak mista, kde chlazeni neni moZné, jsou jimi detekéni
okénko a inlet a outlet, tedy mista kudy ptichdzi vzorek a kudy opousti kapilaru. Rozdil
teplot mezi témito regiony by nemél pievysit 15°C a tato hodnota je pro efektivni

analyzu stézejni. [10]
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1.2.4 Migracni cas

Migracni Cas je doba, za kterou urazi ion vzdalenost od pocatku kapilary
k detektoru. Je experimentdlnim parametrem pro jednotlivou kapilaru a zvolené
separa¢ni podminky. Jeho hodnota slouzi k vypoctu celkové pohyblivosti iontu . [2,3]

Celkova pohyblivost je dana souctem elektroforetické a elektroosmotické mobility. [11]

l IL

Mo = % =1y OB

kde

V je aplikované napéti

[ je efektivni délka kapilary (k detektoru)
L je celkova délka kapilary

t, je migracni ¢as analyzovaného iontu

E je intenzita elektrického pole.
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1.3 Parametry optimalizace

Jiz bylo naznaceno, Ze prubéh separace ovliviiuje n¢kolik zasadnich parametri,

které se vyuzivaji k optimalizaci separace.

Vkladané napéti

Se zvySuyjicim se vkladdanym napétim v dasledku zvySujici se intenzity
elektrického pole klesd ¢as analyzy. Nevyhodou aplikace vyssiho napéti je produkce
tepla v systému, coz ma vliv na viskozitu elektrolytu. Soucasné vznika teplotni gradient,

jehoz disledkem je nereprodukovatelnost migracnich cast. [3,12]

Teplota

Jednim z dalSich optimaliza¢nich parametrti je teplota. Kontrola teploty
v systému je dilezitd pro opakovatelnost analyzy a dale také miize mit vliv na stabilitu
vzorkl 1 pouzivanych pufri. Obecné Ize fici, ze pii zvySeni teploty dochdzi ke zrychleni
analyzy, jelikoZ soucasné dochdzi ke zvySeni EOF a také klesd viskozita prostredi.
Hodnota proudu roste pouze mirné. [3,7,13] Dalsi ovlivnénou veli¢inou je vodivost,

ktera s rostouci teplotou stoupd, coz mize ovlivnit celou podstatu separace. [12]

Rozméry kapilary

Tento parametr ma vliv na celkovou uc€innost separace. Prodlouzeni kapilary
vede ke snizeni intenzity elektrického pole. Je potom zfejmé, ze se prodlouzi Cas

analyzy. Intenzita elektrického pole je zavisla také na Sitce kapilary. [12]
Volba BGE

Jednim s pozadavkll na tlumivé roztoky pouzivané v CE je nizkd vodivost, aby
zvysuje s rostouci hodnotou pH, naopak klesa s rostouci iontovou silou elektrolytu. Pii
vybéru BGE pro danou latku ¢i smés latek je nutné brat ohled na to, aby pohyblivost
separovanych iontli byla podobna pohyblivosti iontl v elektrolytu, a tak nedochéazelo

k deformaci zon. [12]

Pridavek organického rozpoustédla

Organické rozpoustédlo (nejCastéji methanol nebo acetonitril) se zpravidla
pfidava k BGE za ucelem zvySeni rozpustnosti vzorku. Soucasné¢ dochéazi ke sniZeni

EOF a muze byt ovlivnéna selektivita. [12]
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1.4 Instrumentace

Klicovymi prvky zafizeni, jak zndzornuje Obrazek 2, jsou separacni kapildra,
vialky, ve kterych jsou ponofeny platinové elektrody zajist'ujici ptivod vysokého napéti,

a detektor, jehoz odezva je odesilana do pocitace.

Detector

Electrode

Obrdzek 2 Schéma kapilarni elektroforézy

(ptevzato z [3]).

1.4.1 Separacni kapilara

Kapilara miize byt vyrobena ze skla, teflonu, taveného kiemene nebo je plnéna
gelem. ProtoZe kiemik je vyborny vodi¢ tepla, je s oblibou casto pouzivana praveé
kfemenna kapilara. Vné je pokryta polyimidovym plastém, ktery ma ochrannou funkci
pro usnadnéni manipulace, jelikoz samotna kiemenna kapilara je velmi kiehka. Vnitini
pramér kapilary je nejcastéji 25 az 75 um a délka se pohybuje od 25 cm do 1 metru.
Pouziti kapilary pro separaci je vyhodné z hlediska minimalizovani ohfevu povrchu
kapilary vlivem prichodu elektrického proudu. Kapildra je svymi konci soucasné
sdvéma platinovymi elektrodami ponofena do zasobnikii s roztokem zakladniho
elektrolytu (BGE) s pufrovaci kapacitou. [2,3,4,7] Kapilara se obvykle vkladd do

kazety, ktera je ulozena uvnitt ptistroje.
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1.4.2 Nanaseni vzorku, zdroj napéti

Vzorek, ktery je ve vialce ulozené v karuselu autosampleru, se nastiikuje do
kapilary obvykle na anodovy konec. Nejbézngjsi zptusob davkovani je tlakem, tzv.
hydrodynamické davkovani. Aplikaci tlaku do vialky se vzorkem dochazi k jeho
nadavkovani do kapilary. Tento zplsob davkovani je nezavisly na slozeni vzorku.
Objem nastiikovaného vzorku je funkci rozméri kapilary, viskozity BGE, aplikovaného
tlaku acasu aplikovaného tlaku. Bézné¢ se objem nanaseného vzorku pohybuje
v rozmezi 1 - 50 nanolitri. Méné Castou moznosti je elektrokinetické davkovani, kdy je
kapilara ponotfena do vialky se vzorkem a nasledn¢ je aplikovano napéti. Pfi tomto typu

nasttiku jsou preferovany mobilnéjsi ionty a dochazi tak k diskriminaci méné¢ mobilnich

¢i neutralnich latek. [2,3,7]

Pti nastiiku se vklada mezi platinové elektrody vysoké napéti, které obvykle
dosahuje hodnot az +/-30 kV. Prochazejici proud je omezen vétSinou na 300 pA.

DosaZeni téchto hodnot umoziuje pfitomny vysoky odpor na kapilare. [2,3,4]

1.4.3 Detektory

Po aplikaci elektrického napéti je vzorek unasen smérem k detektoru, kde jsou
detekovany jednotlivé separované zony. V piipadé optické detekce vzorek v kapiléie
prochazi tzv. detektorovym okénkem. Je to misto na kapilare asi 1 cm dlouhé, kde je
kapilara prihledna a soucasné velmi kiehka, jelikoz se odstraiiuje polyimidova vrstva.
BéZné se vyuziva tzv. on-line detekéniho uspofadani, coZ znamend detekci v realném
case. Kapilarni elektroforéza klade vysoké pozadavky na detektory z hlediska jejich

citlivosti méteni z divodu malého objemu vzorku, ktery je detekovan. [2,3]

Detektor diodového pole (DAD) je Castym typem pro kapilarni elektroforézu.
Pracuje na principu absorpce ultrafialového zéafeni. Obsahuje na cipu nékolik set
fotodiod, na které dopadd paprsek rozdéleny disperznim prvkem. Tento detektor
umoziuje sledovat n€kolik vinovych délek v jeden okamzik. Zateni vychazi ze zdroje,
kterym muZe byt naptiklad deuteriova lampa. Vzorek prochéazi holografickou mtiZzkou,
kde dochazi k ohybu zafeni a jednotlivé vinové délky jsou pifimo proméfeny

detektorem. [7,11]

Ptednost bezkontaktni vodivostni detekce spocivad v univerzalnosti a tedy

schopnosti detekovat jinak obtizn€ zjistitelné slouceniny (anorganické ionty).
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Bezkontaktnost znamena ulozeni elektrod mimo elektrolyt, ¢imZz dochazi
k minimalizaci interakci mezi elektrodami a roztokem. Instrumentace zahrnuje dvé
elektrody umisténé ve vodivostni detekéni cele, kdy na jednu je privadén sttidavy proud
o dané frekvenci a amplitud¢, ktery je snimén druhou elektrodou, a po usmérnéni
a zesileni je signal zaregistrovan. Velikost stfidavého proudu je pfimo imérna vodivosti

roztoku. [3,14]

Dalsi moznosti je laserem indukovana fluorescence, ktera je velmi citliva, ale
také drahd. Trendem v poslednich letech je propojeni s hmotnostni detekci, stejné jako
je tomu u HPLC. Hmotnostni spektrometr umoziiuje ziskat informace jak o identité

vzorku, tak o mnozstvi jednotlivych latek obsazenych v délené smési. [7]

Vystupem z detektoru je graficky zaznam zvany elektroforeogram, ktery

znazoriuje zavislost odezvy detektoru na case. [7]
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1.5 Dalsi elektromigracni metody

1.5.1 lzotachoféza

Pti izotachoforéze hraji dilezitou roli dva druhy elektrolytu-vedouci a koncovy,
mezi néz se aplikuje vzorek. Charakteristickym rysem separacniho d¢je je uspoiadani
jednotlivych zon podle mobility a jejich nésledny pohyb smérem k detektoru.
Koncentrace analytu se adaptuje podle koncentrace vedouciho elektrolytu. Oproti
elektroforéze je podstatnym rozdilem nemoznost separovat soucasné kationty a anionty,
protoze dochézi k eliminaci EOF. Izotachoforeochram je specificky schodovity zaznam.
Jednotlivé fyzikalni veli¢iny se mezi zénami skokovité meéni. Vyska zony je kvalitativni

udaj, délka zony je kvantitativni ukazatel. [2]

1.5.2 Kapilarni gelova elektroforéza

Primérni pouziti gelové elektroforézy je v analyze makromolekul. Kapilara neni
naplnéna kapalinou, ale gelem, ktery je tvofen napiiklad zesitovanym
polykarylamidem. Princip zlstavd stejny, tedy molekuly se pohybuji dle svych
rozdilnych elektroforetickych pohyblivosti. JelikozZ makromolekuly se velikosti ndboje
prilis nelisi, vyuziva se tzv. molekulovée sitového efektu gelu. Molekuly, které jsou vétsi
nez pory v gel, nejsou zadrzovany a jejich ¢as analyzy je v disledku tohoto kratsi, nez
molekuly mensi, které jsou pory v gelu zachycovany. Metoda je opét urCena pro
analyzu kationtu nebo aniontd v jednom méteni, jelikoz ptitomnost gelu brani vzniku

EOF. [2,7]

1.5.3 Miceldrni elektrokineticka chromatografie (MECK)

Pro MECK je typické ptfidani povrchové aktivnich latek do elektrolytu.
Nejbézngjsi takovou latkou je dodecylsiran sodny, jehoz koncentrace musi byt vyssi nez
je tzv. kritickd micelarni koncentrace. Nad touto koncentraci za¢nou molekuly
surfaktantu vytvaret disledkem agregace micely. Micela se sklad4 z hydrofilniho obalu
a hydrofobniho jadra, které vytvoii tzv. pseudostaciondrni fazi. Vzorek se d€li na
zakladé¢ své afinity mezi tuto pseudostaciondrni fazi a roztok elektrolytu, ktery

predstavuje mobilni fazi. Cim silngj§i je interakce latky s micelou, tim del3i je jeji

migracni ¢as. [2,7]
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1.5.4 Kapilarni izoelektricka fokusace

Analyza touto metodou se vyuziva pro separaci molekul, které se lisi hodnotou
izoelektrického bodu. Kapilara se plni amfolyty, které vytvoti pH gradient. Po aplikaci
elektrického proudu putuje analyt kapilarou az do mista, kde dosahne stavu rovnosti pH

s jeho pl. V tomto misté se vzorek zastavi. [2]
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1.6 Kapilarni elektrochromatografie

Kapilarni elektrochromatografie (CEC) kombinuje vlastnosti kapalinové
chromatografie (vysoka selektivita) a CE (vysokd separacni tc¢innost, mald spotfeba
vzorku 1 rozpoustédel). Vlastni separace probiha v kiemenné kapilafe o vnitinim
praméru 50-200 pm. Kapilara je naplnéna stacionarni fazi, kterou ptedstavuji napf.
castice oxidu kiemicitého o velikosti 1-5 pm. Plnéni kiehkych kapilér je slozity proces,
pouzivaji se techniky jako tlakové suspenze mikrocastic v organickém rozpoustédle
nebo polymerace in situ pfimo v kapilafe. Stacionarni fazi je mozné modifikovat
navazanim chemickych latek na silikagelové Castice. Jedna se o oktadecylsilan, ktery je
predstavitelem reverzniho moédu separace, nebo je mozno modifikovat silikagelovy
povrch B-cyklodextriny umoznujici chiralni separace. Jednou z dalSich mozZnosti je
navazani kationového iontomeénice. [2,3,7] Stacionarni fazi je také mozné modifikovat
vnitini sténu  kapilary, vtomto piipadé mluvime o tzv. open tubular capillary

electrophoresis (OT-CE). [15]

Jako mobilni faze se pouziva smés organického rozpoustédla a vodného pufru.
K posunu mobilni faze se nepouziva Cerpadlo jako u HPLC, nybrz se aplikuje
stejnosmérny proud, analogicky CE. Elektrickd sila piisobi na solvatované kationty
rovnomérné po celé délce kapilary. Aplikovany proud zpiisobi vznik EOF, ktery se
generuje na casticich napln¢ stacionarni faze spise, nez na samotném vnitinim povrchu
kapilary. Rychlostni profil EOF pistového charakteru minimalizuje rozmyvani
migracnich zén. Dalsi nespornou vyhodou oproti samotné HPLC je nezévislost rychlosti

proudéni na velikosti ¢astic, kdy neni generovan zZadny protitlak. [2,3,7]

Po aplikaci elektrického proudu se nenabité latky diferencidlné rozdéluji mezi
stacionarni a mobilni fazi, a tak je umoZnéno chemickou selektivitou ovlivnit jejich ¢as
migrace. Nabité latky se separuji navic podle svych elektroforetickych mobilit. Praveé
vysoka selektivita, kterou zprostiedkovava rozdélovani mezi stacionarni a mobilni fazi,
se stala vhodnym voditkem k vyuziti CEC. Kapilarni elektrochromatografie dosahuje

vysoké separacni u€innosti i pro neutralni a slabé kyselé ¢i bazické latky. [2,3]

Nejvétsi vyuziti nalezla CEC stejné jako kapilarni elektroforéza v chirdlnich
separacich. Jako chirdlni selektory se vyuzivaji polysacharidy (derivaty celulosy),
makrocyklickd antibiotika, B-cyklodextriny a proteiny (bovinni sérovy albumin).

Trendem v piedchozich letech bylo navazani selektoru na ¢astice stacionarni faze. Dnes
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se vyuziva preferencné monolitickych kolon. Analyza na Cipu nebo molekularné

imprintované polymery jsou prozatim mén¢ Casté. [15]

Inovaci pro zlepSeni podminek chirdlni separace je pouziti grafenu, ktery se
prezentuje vybornymi adsorpénimi vlastnostmi, které se uplatituji pfi interakci
s chiralnim selektorem. Princip modifikace spo¢iva v navazani grafenu, ktery je
imobilizovéan speciadlnim typem polymeru (tzv. tentacle polymer). Chiralni selektor je
soucast elektrolytu. Porovnanim nemodifikované kapilary s kapildrou potazenou
grafenem bylo zjiSténo, Ze pravé nekovalentni interakce mezi grafenem

a B-cyklodextrinem jsou zodpovédné za efektivnéjsi pribeh enantioseparace. [1]
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1.7 Grafen-pfiprava a viastnosti

Grafen je jednou z n¢kolika alotropii uhliku. Mezi dvé nejznamé;jsi formy patii
diamant a grafit jakozto predchiidce grafenu. DalSimi modifikacemi uhliku jsou
fullereny nebo uhlikové nanotrubicky, které vSak na rozdil od grafenu maji mensi
adsorp¢ni kapacitu a jejich syntéza je spojena s fadou hufe odstranitelnych necistot.
Vroce 2010 byla dvéma védcim Andre Geimu a Konstantinu Novoselovi udélena

Nobelova cena praveé za vyzkum vlastnosti grafenu. [16,17]

1.7.1 Syntéza grafenu podle Hummerse

Oproti vySe zminénym alotropiim uhliku (uhlikové nanotrubicky) je mozné
grafen syntetizovat pomérné jednoduchou chemickou metodou bez specialnich

pozadavkl na vybaveni laboratote. [18]

Pocatky ptipravy grafenu sahaji az do roku 1859. Pivodni prib¢h syntézy byl
vSak pomérné casové narocny a predevSim nebezpeény. Syntéza grafenu podle
Hummerse, kterd se mimo jiné pouzivd dodnes, byla provedena v polovin¢ minulého

stoleti. [19]

Ptiprava vychazi ze 100 g grafitu v prachové podobé, ke kterému se ptida
50 g dusi¢nanu sodného. Smés se vsype do 2,3 litrl kyseliny sirové. Smés se promicha
a v patnactilitrové nadobé se ochladi vledové lazni na 0°C. Nakonec se piida

300 g manganistanu draselného. [19]

Za stalé kontroly teploty se teplota zvysi na 35°C a je udrzovana po dobu 30
minut. Konzistence se méni pies suspenzni na pastovitou. K vzniklé pasté se ptida 4,6
litrd ¢isténé vody, kdy tento d&j je doprovazeny mohutnym pénénim, a teplota se zvysi
na 98 °C po dobu 15 minut. V této fazi je suspenze zbarvend do hnéda. Poté se piida
dalsich 14 litrt cisténé vody ve smési s tfiprocentnim peroxidem vodiku, nasleduje
redukce manganistanu na oxid manganaty a na bezbarvy siran manganaty. Suspenze
nasledkem tohoto déje ziskéd jasné Zluté zbarveni. Zbarveni vysledného produktu je
zasadni kritérium pro posouzeni Cistoty. Nakonec se suspenze zfiltruje, filtrat se
promyva nekolikrdt vodou. Centrifugaci a dehydrataci pomoci vakua je ziskan

oxidovany grafen (GO, z angl. graphene oxide). [19]
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1.7.2 Vlastnosti grafenu

O redukovaném GO mluvime jako o dvoudimenzionalnim uspotfadani atomu
vsp® hybridizaci. Hraniéni molekulové orbitaly mohou komunikovat pomoci
n-elektrontl. Jedine¢né vlastnosti grafenu jsou spojeny s jeho monovrstevnou strukturou.
[20] Obvykle se grafen vyskytuje jako polydisperze s riznou velikosti a tloustkou
vrstev, z c¢ehoz vyplyva schopnost snadno agregovat diky m-m interakcim mezi
Casticemi. Je nezbytné béhem piipravy disperzi Castic kontrolovat a agregaci zabranit.

[21]

Z oxidovaného grafenu je mozné pomoci redukc¢nich Cinidel, jako je naptiklad
hydrazin, pfipravit redukovany oxidovany grafen (RGO, reduced graphene oxide).
Zvolena redukéni metoda odrazi vysledné vlastnosti RGO. Diulezitymi kritérii jsou
rozpustnost v raznych rozpoustédlech a dale stupen redukce, kterého bylo dosazeno. To
je mozné ovéfit pomoci UV-VIS absorpéni spektrofotometrie (monovrstva GO
absorbuje pfi maximu 230 nm [20]), podrobnéjsi informace o GO a RGO poskytu;ji
Ramanova spektra. [21,22] Ramanova spektra GO obsahuji 3 hlavni pasy. D-pas je
lokalizovan v 1300 cm™!, je to defektni pas. G-pas je lokalizovan v 1580 cm™, je to diky
vibracim atomii uhliku v sp? hybridizaci. 2D-pés se pohybuje v hodnot& 2700 cm!. Jak

je psano vySe, grafen a jeho vyhodné vlastnosti jsou spojovany s monovrstevnym

usporadanim, ale studie popisuji uziti i dvou- nebo vicevrstevného grafenu. [23]

GO je charakteristicky svym velkym specifickym povrchem stejné jako
typickym morfologickym uspotfadanim [18]. U grafenu se jednd o uspotfadani uhlikt
atomu do seskupeni Sesti¢lennych kruht s n-elektronovym delokalizovanym systémem,

ktery ve vzajemném kontaktu s dal§imi molekulami hraje dominantni roli. [17]

GO na svém povrchu umoznuje dal§i mozZnosti modifikace prostfednictvim
pfitomnych funkénich skupin [18]. Tyto skupiny jsou hydrofilniho charakteru a jedna se
o hydroxylové, karbonylové, karboxylové nebo epoxidové funkéni skupiny, které maji
volny elektronovy par na atomu kysliku. Prostfednictvim tohoto volného elektronového
paru mohou tvofit komplexy s kovy. Diky tomuto faktu je mozné konstatovat
(v zavislosti na analytu), ze RGO ma podstatné mensi adsorpcni kapacitu nez GO.
[17,24] Povrchovéa modifikace GO je branou do svéta moznosti aplikace grafenu a jeho
forem v nejriizn&jsich védecko-technickych odvétvich. Sit atomti uhliku v sp?

hybridizaci a n-t elektronovy systém nabizi pfipojeni konjugovanych polymert nebo
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aromatickych sloucenin. [25] Povrchovéa uprava je spojena s rehybridizaci jednoho nebo

vice sp? atomil uhliku do konfigurace sp°. [20]

Pro své magnetické, elektrické, potazmo elektrochemické, mechanické (zejména
jeho pevnost a soucasné elasticita) a optické (fotoluminiscence) vlastnosti zaznamenal
grafen a zejména oxidovany grafen, vzrustajici zdjem v nejriznéjSich oborech.
Elektrickych vlastnosti grafenu se vyuziva pii vyvoji vysokokapacitnich baterii
(superkapacitory) a jsou spojeny s jeho monovrstevnou strukturou. [17,23,25] GO je
mozné vyuzit jako pH-senzor po vytvofeni kompozitniho hydrogelu s vhodnym
polymerem (napi. polyvinylalkohol). Takto vytvofenym pH-senzorem je mozné

pozorovat uvoliiovani 1éCivé latky z 1é¢ivého piipravku v zavislosti na pH. [21,26]

Pro svou vybornou vodivost mize byt grafen v kompozici s polymery soucasti
elektrod. V této podobé se snim muzeme setkat u amperometrickych nebo
elektrochemickych detektort a déle u specialné potazenych elektrod kombinaci Fe3O4
v kompozici s GO a poly(diallyldimethylammoniumchlorid)em (PDDA). Pravé PDDA
se jako linearni pozitivné nabity polyelektrolyt ukézal jako jeden z vhodnych

adsorbentll na kapilarni sténu ve spojeni s grafenem. [27,28]
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1.8 Modifikace kapilarni stény

Vyuzitelnost modifikované kapilary v CEC a OT-CE o velikosti vnitiniho
priméru 20-100 um vyzaduje, aby dochdzelo k efektivnimu déleni vzorku mezi
stacionarni fazi a elektrolytem (mobilni faze). Usp&$nost modifikace kapilarni stény se
posuzuje dle nasledujicich parametrii - stabilita pouzit¢tho materidlu, U¢innost pfi
danych separacnich podminkach a dale moznost opakovaného uziti dané stacionarni
faze. Utinnost separace Uzce souvisi se zptsobem modifikace kapilarni stény

a pouzitym materialem. [29]

Ze soucasnych studii vyplyva rozd€leni moznosti modifikace do tfech skupin.
Jsou jimi chemické, nekovalentni potahovani a tzv. vrstveni (v anglitiné existuje

termin Layer-by-layer). [29]

1.8.1 Chemicka modifikace

Pro chemické modifikace se s vyhodou pouzivd oxidovany grafen. Pfiprava
kapilary zac¢ina proplachnutim kapilary hydroxidem sodnym, kterym se aktivuji
silanolové skupiny. Poté se oba konce uzaviou pryzovou zatkou a kapilara se zahtiva
v peci 2 hodiny. Po tomto kroku se kapilara proplachne kyselinou chlorovodikovou
a ¢iSténou vodou a nakonec dusikem. VSechny tyto kroky pftipravi povrch kapilary pro
3-aminopropyl-trimethoxysilanem (APTES), kdy ucelem tohoto kroku je zavedeni
aminoskupin pomoci chemické reakce silanoli s APTES. Kapilara se opét promyva
a susi proudem dusiku. Prostfednictvim aminoskupin se nasledné navaze chemickou
vazbou GO otevienim epoxidovych mistkl, které jsou na jeho povrchu pfitomny.
Nakonec se kapildra opét zahtiva v peci po dobu 4 hodin a promyva ¢isténou vodou.

[30]

Dalsimi modifikatory navazanymi kovalentni vazbou jsou monolity vznikajici
v kapildfe in situ polymerizatnimi reakcemi. Jinym typem jsou postpolymerizacni
reakce, kdy jednotlivé latky jsou postupné nanaSeny na sténu kapilary. Vhodnymi
materidly jsou blokové kopolymery, derivatizovany chitosan, proteiny nebo

glykoproteiny. [29,31]

V poslednich letech ptfichdzi do tvahy také pouZiti nanocastic, které si nasly
oblibu pfedev§im diky jejich v mnoha ohledech vyhodnému velkému specifickému

povrchu. Diky této vlastnosti dochdzi k vyznamnému zvySeni rozliSeni pifi separaci
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v disledku zvyseni retence analytu. Samotné nanocastice je mozné opét modifikovat.

Ptikladem je kovalentni vazba cyklodextrinu a nanocastic zlata s vyuzitim v chiralnich

separacich. [29,31,32]

Dal$im typem nanocastic jsou uhlikové nanotrubicky, kde atomy uhliku
zprostiedkovavaji m-m interakce. Retenci analytu a tedy jeho elektroforetickou
pohyblivost néasledné ovlivituji n-n interakce, vodikové mitistky a hydrofobni interakce

v zavislosti na fyzikélné-chemickych vlastnostech délené smési. [31]

1.8.2 Nekovalentni modifikace

Nekovaletni moznosti povrchové upravy kapilary nabizi celkem dva zptisoby.
Jedna se o statické a dynamické potahovéni. Prvni pfipad spociva ve fyzikalni adsorpci
stacionarni  faze skrze elektrostatické a hydrofilni interakce. Vrstva je
semipermanentniho charakteru v zavislosti na sile zminénych interakci. V ptipadé erozi
této vrstvy dochazi ke znatelnému ovlivnéni stability EOF. Dynamickd moZnost
modifikace spociva v rozpusténi komponent v BGE a nésledné aplikaci této smési do

kapilary béhem separa¢niho procesu. [29]

1.8.3 Vrstveni (Layer-by-layer)

Layer-by-layer (LbL) je inkorporace molekul navzajem se dopliujicich vlastnosti.
Typicky vyuZiva elektrostatickych interakci nebo vzniku chemickych vazeb. Pro
vysokou uc€innost, vSestrannost vyuziti a robustnost se 1 v této metod€ s vyhodou
vyuziva modifikatord v podob¢ nanocastic. Své uplatnéni v tomto zptisobu potahovani

zde pro své fyzikalné-chemické vlastnosti naSel grafen a jeho formy. [29]

1.8.3.1 VyulZiti grafenu pri potahovani stény kapilary metodou LbL

Vzhledem k mnoZstvi ptitomnych hydrofilnich funkénich skupin na povrchu GO
je zteymé, ze ve vodném prostiedi ziskd tento povrch negativni naboj. Na upraveny
povrch kapilary je mozné inkorporovat molekulu s pozitivnim nabojem, kterou muze
pfedstavovat polyelektrolyt, ktery GO pfitahuje prostiednictvim elektrostatickych
interakci. Takovym pozitivn€ nabitym polyelektrolytem je napiiklad PDDA, kdy
dochazi k interakci s negativnim nédbojem na GO. Tento postup se nékolikrat opakuje,

az dojde k vytvoreni vrstev. [33]
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Obrazek €. 3 znazoriiuje zménu sméru EOF pii potazeni jednotlivymi vrstvami.
Pro shrnuti, na nepotazené kapilare je pozorovan EOF od anody ke katod¢, mluvime
o pozitivnim EOF. Po potazeni vrstvou kladné nabitou vrstvou PDDA se EOF otaci
smérem k anod€. A po potazeni vrstvou grafenu je elektroosmoticky tok opét katodicky,
vzhledem k negativné nabitému povrchu grafenu. Kapilara potazena vrstvou grafenu
vykazuje mén¢ vyrazné ovlivnéni elektroosmotického toku zménou pH a tedy nésledné

mensi vliv EOF na pribéh separace. [24]

Obradzek 3 Grafickeé zndzornéni sméru EOF

Na obrazku je schematicky zndzornéna modifikace povrchu metodou LbL (pfevzato
a upraveno [24]).

Touto cestou se vydali Qu a kol., kdy cyklus potahovéani zopakovali tfikrat.
Grafen zde byl pouzit ve form¢ tzv. , listi* grafenu a méteni probihalo na OT-CE. Lze
konstatovat, Ze diky silnym interakcim mezi GO a PDDA byl povrch stabilni a zajistil
dostatecnou opakovatelnost béhem 200 cykli méfeni. Efektivni separace dosahli
usmesi polycyklickych aromatickych uhlovodiki (naftalen, fenanthren, anthracen)
adale u délené smesi proteini (lysozym, avidin, ovotransferin, ovoalbumin). Jako
elektrolyt byl zvolen fosfatovy pufr o koncentraci 5 mM a pH=7. Aplikovany tlak byl
20 kV. Daéle za stejnych podminek separace testovali ptidavek metanolu (20-50%)
usmési thiourea, naftalen, bifenyl. Uplna separace probéhla pouze za piidavku 20%
metanolu a uz zde bylo patrné tzv. chvostovani pika. U bazickych molekul (smés anilin,
pyridin, N,N-dimethylanilin) za stejného piidavku organického rozpoustédla k uplné
separaci na zakladni linii nedoSlo. U kyselin (benzoova kyselina, 4-nitrobenzoova
kyselina) déleni az k zakladni linii probéhlo. Pfidavek organického rozpoustédla zde byl

jests o 10% vyssi. [33]
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Liu a kol. pouzivali grafen v podob¢ disperze. Testovani kapilary probihalo
OT-CE, béhem 2 tydnt se konalo 200 cykli meéfeni. Proces dostate¢ného potazeni
vnitiniho povrchu byl ovéfen pomoci SEM spektroskopie, kde je mozné pozorovat
rozdil mezi povrchem nepotazené kapilary, ktery je hladky oproti povrchu
s modifikatorem, ktery je zdrsnény. Separovanou smeési byly polohové izomery
nitroanilinu. Méfeni probihalo v20 mM fosfatovém pufru o pH=7. Nejrychlejsi
migraéni ¢as mél 3-nitroanilin, druhy je 4-nitroanilin a az posledni byl detekovan
2-nitroanilin. Ve studii dale vypozorovali, ze se zvySujici se hodnotou pH prostiedi

klesa vliv elektroosmotického toku na prabéh separace. [34]

Vjiné studii se Liu a kol. zaméfili na porovnani GO a redukovaného
oxidovaného grafenu (RGO) jako stacionarni fdze OT-CE pfi separaci polohovych
izomeru nitroanilinu (jako ptedstavitele bazickych molekul) a nitrofenolu (zastupuji
kyselé molekuly) a polycyklické aromatické uhlovodiky (neutralni molekuly). Grafen
byl pouzit ve formé , listi*. V ramci jednoho tydne prob&hlo 100 cykll méfeni. RGO
ma na svém povrchu vice negativné nabity nez GO, v jeho pfitomnosti je pozorovana
vétsi mobilita EOF. Experimenty probihaly v 20 mM fosfatovém pufru. Pro smés
nitrofenoll byl testovan rozsah pH 5-8, optimélni hodnota byla pH=7. Z porovnani
migra¢nich cast 1ze konstatovat, ze rychlejsi analyzy smési nitrofenold bylo dosazeno
na kapilafe potazené RGO v porovnani s kapilarou s GO. U dalsich pouzitych vzorkd,
které zastupovaly bazické molekuly (smés nitroanilinll), probihala analyza s vyznamné
niz8i separacni Uc€innosti, piky na elektroforeogramech byly nesymetrické. Neutralni
molekuly reprezentovaly polycyklické aromatické uhlovodiky naftalen, bifenyl, fluoren
a anthracen. Méfeni probihalo ve fosfatovém pufru pfi pH=7. Po pfidavku organického
rozpoustédla (acetonitril) v koncentraci 30% se jevily migracni ¢asy opét rychlejsi na
kapilafe modifikované RGO. Zdivodnénim tohoto faktu je, Ze GO-kapildra
zprostfedkovala ¢etnéjsi interakce mezi stacionarni fazi a polycyklickymi aromatickymi

uhlovodiky nez RGO, a tudiz byly latky déle zadrzovany. [24]

V poslednich letech zkousi védci adsorbovat polymery, které by mohly 1épe
zadrZet vrstvu grafenu, tedy zpomalit postupné vymyvani vrstev. Touto cestou se vydal
Gao a jeho pracovni skupina. Vyuzili ,tentacle typ polymeru (glycidyl methakrylat).
Jedna se o roubovany typ polymeru, ktery ma vyssi kapacitu vazby nez naptiklad
PDDA. Polymer je schopen navdzat GO ve vice vrstvach najednou, nasledkem ¢ehoz se

prodlouzi Zivotnost kapilaru ve smyslu sniZeného vymyvani vrstev. Vysledkem béhem

30



méfeni bylo vyrazné zlepSeni rozliSovaci schopnosti. Pro porovnani mezi kapilarou
potazenou polymerem 1 grafenem a pouze polymerem byly pouzity 3 aminokyseliny.
Vyss$i  separa¢ni Uc¢innost byla jednoznaén€ prokazana kombinaci polymeru
snavazanym GO. Déle byla pozorovana stabilni elektroosmotickd pohyblivost
v rozsahu pH=4-9. Piky separovanych latek mély vybornou symetrii a vSechny byly

separovany az na zakladni linii. [29,35]

Ve studii Zhanga a jeho skupiny byly pouzity dva polymery. Polydopamin
kovalentné navazal GO a dale polyanilin, ktery vytvofil subvrstvu. Na tuto prvni vrstvu
je opét mozné na principu Layer-by-layer polydopamin s GO vrstvit a proces nékolikrat
opakovat. Je to tedy propojeni vice typti potahovani a opét vede k cili udrzet povrch
kapilary stabilni s pomalej§im vymyvanim vrstev. Béhem méfeni bylo prokazano, ze
mobilita EOF u modifikované kapilary je nizsi nez u kapildry nepotazené. Pfi porovnani
separa¢ni U€innosti u kapilary potazené pouze jednim z polymeri a kapilary potazené
kombinaci obou je z elektroforeogramii zobrazenych ve studii zfejmé, ze k vyraznému
zlepseni dochazi u druhého typu kapilary. Latky (benzen, methylbenzen, etylbenzen,
n-propylbenzen, n-butylbenzen) jsou separovany na zakladni linii, stejné tak je vyborna

symetrie v porovnani s vySe uvedenymi ttemi studiemi. [29,36]

Na zakladé¢ vySe citovanych studii [24,33-36] lze konstatovat, ze vliv
elektroosmotického toku na separaci potazenim kapilary GO klesa. Studie dokazuji, ze
kapilara potazend koneCnou vrstvou GO vykazuje stabilni elektroosmotickou
pohyblivost v rozsahu pH 4 - 9. Jako marker elektroosmotického toku byla pouzivéna

thiomocovina.

Experimenty probihaly v ramci tydne az dvou v poctu 100-200 cykll méfenti.
Pufr byl zvolen fosfatovy, standardné¢ o pH 7. Pfidavek organického rozpoustédla do
30 % zvySoval rozliSeni, vy$S§i koncentrace naopak rozliSeni sniZzovaly a navic
prodluZovaly migracni €asy. Studie prokazuji dobrou stabilitu kapilér, zejména posledni
dvé zminéné, [35,36] opakovatelnost v ramci vice dni 1 mezi kapildrami navzijem

a dale vybornou separacni u¢innost. [29,33-36]
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2. CILE PRACE

Cilem diplomové prace je testovat vyuziti grafenu pro modifikaci kapilarni stény
v separacnich metodach. Pozornost byla soustfedéna na modifikaci chemickou cestou
ametodu vrstveni. Na takto pfipravenych kapilardch byly zkoumdny separacni

schopnosti pomoci modelové smeési analyti.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristrojové vybaveni

Kapilérni elektroforéza Agilent 7100 s UV-DAD detekci a softwarem ChemStation
Stolni pocitac

Ultrazvukova lazen (Ecoson, Praha, Ceska republika)

Analytické vahy (Kern, Unipro-Alpha, Praha, Ceska republika)

Acidimetr (Acidimetr 333, Druopta Praha, Laboratorni piistroje Praha, Ceska republika)
Koncentrator vzork

Zdroj N2 (Nitrogen Generator, Némecko)

Suséarna (Chirana HS 61A)

Dalsi pomucky:

Injekeni stiikacky Luer Lock

Filtry (0,45 um, znacka Iso-Disc 25mm * 0,45 mikrometrii, Supelco, N-25-4 Nylon)
Jehly injekéni Medoject

Vialky Snap Ring

Mikropipety (Eppendorf, Merci s.r.0, Brno, Ceské republika)

Capillary, Fused Silica, Untreated, 75 um ID by 25 meters (MicroSolv, Leland, USA)

Chemické sklo (kadinky, odmérné baiky, zkumavky)

pH papirky
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3.2 PouiZité chemikalie
Sigma Aldrich-St. Luis, USA:

Kyselina 4-hydroxybenzoova, ethylester kyseliny 4-hydroxybenzoové (ethylparaben),
thiomocovina, 2-, 4-hydroxyacetofenon, 4-aminofenol, 2-, 3-, 4-nitrofenol, methylester
kyseliny 4-aminobenzoové, ethylester kyseliny 4-aminobenzoové, butylester kyseliny
4-aminobenzoové, hydroxid sodny, acetonitril, methanol, PDDA (Mr = 200 000
-350 000), tris(hydroxy-methyl)-aminometan, methylester kyseliny 4-hydroxybenzoové
(methylparaben), kyselina octovd, hydrazin-hydrat, 3-aminopropyltriethoxysilan

(APTES).

Lachema Brno-Neratovice:

Kyselina 4-aminobenzoovd, 2-aminofenol, 3-aminofenol, propylester kyseliny
4-hydroxybenzoové (propylparaben), hydrogenfosforecnan diamonny, mravencan

sodny, octan sodny, tetraboritan sodny.

Farmaceutickad fakulta (Katedra farmaceutické chemie a kontroly léciv, Katedra

biochemickych véd)

Aqua purificata, grafen.
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3.3 Priprava pufri a mérenych vzorki
Fosfatovy pufr 20 mM

0,132 g hydrogenfosfore¢nanu diamonného se navazi na analytickych véhach do
odmérné banky a rozpusti v Cisténé vode za plisobeni ultrazvukové 1azné. Nasledné se
upravi na pozadované pH kyselinou fosforecnou; pouzivané hodnoty pH byly 6,63;

7,05; 7,5. Odmérna banka se doplni ¢isténou vodou po rysku na 50 ml.
Octanovy pufr 20 mM (50 mM, 100 mM)

0,082 g octanu sodného bezvodého se navazi do odmémé banky a rozpusti v Cisténé
vodé. Upravi se na pozadované pH pomoci kyseliny octové; pouzivané hodnoty pH

byly 6,5; 7,0; 8,5. Odmérna barnka se doplni ¢isténou vodou po rysku na 50 ml.
TRIS 20 mM

0,121 g tris(hydroxy-metyl)-aminometanu se navazi do odmérné banky a rozpusti
v ¢isténé vod€. Upravi se na pozadované pH pomoci kyseliny chlorovodikové;
pouzivané hodnoty pH byly 7,0; 8,5. Odmérna banka se doplni ¢isténou vodou po rysku

na 50 ml.
Boratovy pufr 20 mM

0,381 g tetraboritanu sodného se navazi do odmérné banky a rozpusti v ¢isténé vode¢.
Upravi se na pozadované pH pomoci kyseliny chlorovodikové; pouzivand hodnota pH

byla 7,0. Odmérna banka se doplni ¢isténou vodou po rysku na 50 ml.
Mravencanovy pufr 20 mM

0,068 g mravencanu sodné¢ho se navazi do odmérné baniky a rozpusti v ¢isténé vode.
Upravi se na pozadované pH pomoci kyseliny mravenci; pouzivana hodnota pH byla

6,5. Odmérna barka se doplni ¢iSténou vodou po rysku na 50 ml.
Marker elektroosmotického toku - thiomocovina (THIO)

Zasobni roztok byl pfipraven v koncentraci Img/ml a rozpustén ve vodé€. Do vialky se

fedil na koncentraci 50 pg/ml smési ptisluSného pufru a methanolu v poméru 1:1.
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Vzorky

Zasobni roztoky byly pfipraveny o koncentraci 1 mg/ml (pfipadn¢ 0,1 mg/ml)
rozpusténim v methanolu. Pro méfeni se zasobni roztoky fedily na koncentraci 50 pg/ml
smési pfislusného pufru a methanolu v poméru 1:1. Takto byly pfipraveny smési

jednotlivych latek. Pfipravované vzorky a z nich vytvofené smési byly nasledujici:
o kyselina 4-aminobenzoova (PAB)+ kyselina 4-hydroxybenzoova (PHB)
e methylparaben + ethylparaben + propylparaben + (buthylparaben)
e methylester PAB + ethylester PAB + buthylester PAB
o 2-/3-/4-nitrofenoly
o 2-/3-/4-aminofenoly

o 2-/4-hydroxyacetofenon

Vsechny vzorky a pufry véetné ¢isténé vody jsme filtrovali pomoci filtra s velikosti

ok 0,45 pm. Vzorky a pufry jsme uchovéavali v lednici.
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3.4 Modifikace vnitrni stény kapilar

Kapilary byly modifikovany dvéma zplisoby- chemicky a metodou LbL. N¢ktera
¢inidla se v metodach 1i8i (viz Tabulky 1 a 2), pfiprava disperze grafenu probihala

v obou piipadech stejné.

V obou piipadech jsme si nejprve piipravili disperzi GO. Piipravili jsme si
zasobni roztok o koncentraci 1 mg/ml v 10 mililitrové odmérné batnice. Nasledné byla
disperze umisténa do ultrazvukové ldzn¢ na 30 minut. Disperze grafenu se uchovava za
laboratorni teploty chranéna pied svétlem. V piipadé potahovani chemickou cestou jsme
kapilaru (modifikovana APTES) nejprve promyvali chemickou disperzi GO a po

chemické vazbé grafenu na NH; skupiny byl GO redukovan pomoci 1% hydrazinu.

Pii metodé LbL jsme si ptipravili 2% roztok PDDA. K dispozici jsme méli 20%
roztok polymeru, odebrali jsme tedy 1 ml 20% PDDA a doplnili do 10 ml ¢isténou
vodou. K tomuto roztoku jsme navic ptidali 100 mg NaCl 0,1 M [33]. Roztok se

uchovava za laboratorni teploty.

S pomoci koncentratoru vzorkl jsme kapildry promyvali pfisluSnymi vzorky za
vyuziti pretlaku dusiku. V Tabulce 1 je shrnut postup pro chemickou modifikaci
kapilary a Tabulka 2 uvadi postup modifikace metodou LbL.

Tabulka 1 Potahovani kapildar chemickou cestou

(upraveno dle [30])

1. 30 min 0,1 M NaOH

2. 5 min voda

3. 5 min ACN

4. 15 min atmosféra dusiku
5. 15 min APTES

6. 1 hod 80 °C, susasrna
7. 15 min chlazeni (vzduch)
8. 5 min methanol

9. 5 min voda

10. 10 min GO

11. 1 min GO + hydrazin
12. 30 min 95 °C, susarna
13. 15 min chlazeni (vzduch)
14. 5 min voda

15. 5 min methanol
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Tabulka 2 Potahovani kapilar metodou LbL

(upraveno dle [33])

1. 30 min 0,1 M NaOH
2. 5 min voda

3. 30 min PDDA

4, 5 min voda

5. 30 min GO

6. 10 min voda

Tabulka 2 znédzornuje potazeni vnitiniho povrchu kapildry jednou vrstvou PDDA

a GO. V ptipadé¢ ptipravy tii vrstev GO se kroky 3-6 opakovali dvakrat.

Potazend kapilara metodou LbL se uchovava v lednici ponofend do banky
s Cisténou vodou. V piipadé chemického modifikace je kapildra uchovavéna za

laboratorni teploty. V obou ptipadech je vhodné chranit kapilary pifed mechanickym

poskozenim.

Celkova délka kapilary byla 35 cm. Vzdalenost od stfedu detektorového okénka

ke katodovému konci kapilary je 8,4 cm.
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3.5 Priibéh méreni na kapildarni elektroforéze

Pted prvnim méfenim jsme kapilaru proplachli 10 minut ¢iSténou vodou a pufrem
do ustéleni odezvy detektoru. Tabulka 3 shrnuje separacni podminky, ze kterych jsme
vychézeli, n¢které z nich (tlak pfi davkovani vzorku, ¢as davkovani a teplota) byly
voleny experimentalné. Dale jsou popsany promyvaci cykly mezi jednotlivymi

experimenty a na konci méteni.

Tabulka 3 Podminky behem méreni

vinové délky DAD detektoru 220 nm, 250 nm, 280 nm
tlak p¥i davkovani vzorku 10-50 mbar

€as davkovani vzorku 2-5s

teplota 25 °C

Kondicionace

pufr 120s

Promyti kapildry po analyze

voda 10 min

vzduch 10 min

voda 30s
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Chemicka modifikace kapildary

Na zaklad¢ ptedchozich experimentd byly testovany kapilary, jejichz sténa byla
modifikovana chemicky. Postup pfipravy je uveden v Tabulka 1. Jako elektrolyt jsme
vybrali fosfatovy pufr o pH=6,63 a vlastnosti kapilary byly testovany pomoci smeési
kyselin  4-hydroxybenzoové (PHB) a 4-aminobenzoové (PAB). Markerem

elektroosmotického toku byla thiomocovina.

Na zakladé pokryti vnitini stény kapilary doslo k potlaceni elektroosmotického
toku a pfi aplikovaném kladném napéti nebyly piky obou kyselin detekovéany (na rozdil
od nemodifikované kapilary). Pti aplikovaném napéti -20 kV se migracni ¢asy obou
latek pohybovaly od 12. do 16. minuty. Nicmén¢ velmi Castym jevem bylo, ze n¢kolik
meéfeni po sobé jsme pozorovali separaci a od urcité faze jiz kyseliny separovany nebyly
- na elektroforeogramu byl pouze jeden pik, ktery zahrnoval absorpéni maxima obou
kyselin (PHB pii 265 nm a PAB pfi 245 nm). Po desitkach experimentd, kdy zcela
nepravidelné¢ separace probihala i neprobihala, jsme dospéli k zavéru, ze se povrch

kapilar béhem experimentll méni v disledku vymyvani vrstvy grafenu.

Jelikoz stabilita povrchu kapilar potaZzenych chemickou metodou byla velmi
nizka a nedosahli jsme reprodukovatelnych vysledki, rozhodli jsme se pro jiny zpisob

modifikace vnitini stény kapilary.
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4.2 Kapilara potazZend jednou vrstvou grafenu a PDDA

Timto zpisobem jsme zkouseli pfipravit jednu kapildru. V publikovanych studiich
byla vrstva imobilizovaného grafenu zkoumdna pomoci transmisni -elektronové
spektroskopie Obvykle bylo pozorovano pokryti povrchu odpovidajici 60-70% [6].
V naSem experimentu jsme vychazeli z prace Qu a kol. [33], pfi¢emz soucasti naseho
experimentu nebylo proméfeni povrchu kapilar na transmisni elektronové spektroskopii,
ale jestlize byly dodrzeny vSechny podminky béhem potahovani kapilar, tak jsme
podobné hodnoty predpokléadali.

Jako BGE jsme pouzivali fosfatovy pufr o pH 6,63 jako u piedchoziho
experimentu a pro testovani vlastnosti takto ptipravené kapilary jsme opét pouzili smés
PAB a PHB. Markerem elektroosmotického toku byla thiomoc¢ovina. Pfi napéti 20 kV
jsme zaznamenali ¢asy thiomocoviny mezi 1 a 2 minutami. Nebyla tedy zadrZzovéana
sténou kapilary. Pfi 15 kV nedoSlo k separaci obou kyselin a migraéni ¢as piku
odpovidajici obéma kyselindm byl tfi minuty. To znamenalo velmi slabou ¢i spise
zadnou interakci se sténou kapilary. Nicméné pii dalSich experimentech odezva
separovanych kyselin jiZ nebyla Zadnd. Kapilaru jsme promyli 50% methanolem
a nésledné jsme k elektrolytu ptidali organickou piisadu, ale k odezvé ani tento postup

nevedl.

Po nékolika netspéSnych experimentech jsme obratili polaritu a zkouSeli separaci
pii napéti -10 kV, kdy se v 5. minuté objevil jeden pik, tedy ani obracena polarita
nepiispéla k separaci kyselin. Pro potvrzeni teorie, zda zobrazeny pik neni vymyvajici
se PDDA z kapilary, jsme provedli prométeni absorpéniho spektra a mohli ji vyvratit,
jelikoz jeho maxima se vyskytuji pfi odliSnych vinovych délkach, nez pii kterych se
zobrazoval nami pozorovany pik. Nicméné smés PAB a PHB se od sebe separovat ani
v dalSich experimentech nepodaftilo, pfi¢in bylo patrné vice, jednou z nich 1 vymyvajici

se monovsrtva na kapilare, kterd byla pomérné nestabilni a pravdépodobné neuplna.
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4.3 Kapilara potaZzend metodou LbL

4.3.1 Separace smési PAB a PHB

Obrazek 4 znazornuje struktury separovanych kyselin. Vlevo je kyselina

4-aminobenzoova a vpravo kyselina 4-hydroxybenzoova.

COOH COOH

NH, OH

Obrazek 4 Struktura separovanych ldtek

Fosfatovy pufr pH 7.0

Po vloZeni kazety s kapilarou do stroje jsme kapilaru promyli 50% methanolem. Pti
této ¢asti experimentu jsme pH elektrolytu zvysili na 7. Cas odezvy thiomocoviny pii
10 kV a tlaku pfi nastiiku 10 mbar po dobu 3 sekund byl od 5,9 po 6,4 minuty.
Zamysleli jsme se nad stavem vnitini stény kapilary, zda je na povrchu zadrZzovan
grafen 1 PDDA a zda je EOF opravdu tak slaby. V zaporné polarité a aplikaci gradientu
napéti od -10 kV po -20 kV poprvé doslo k separaci smési PAB a PHB v ¢ase 11 a 12
minut. Pfi gradientu napéti od -10 kV do do -15 kV doSlo k prodlouzeni migrac¢nich
Casl, jak zndzornuje Obrazek 5. Bez tlakového gradientu jsme separace kyselin
nedosahli. Soucasné jsme pii pozorovani absorp¢nich spekter detekovali, Ze v nékterych
experimentech dochazelo ke zméné potadi separovanych kyselin. Divodem byly patrné
ruzné€ prevazujici interakce (vliv polarnich skupin na povrchu grafenu, méné potom
interakce hydrofobni) v souvislosti s pravdépodobnymi zménami na modifikovaném

povrchu stény kapilary.
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Obrazek 5 Separace smési PAB a PHB. Podminky separace: fosfatovy pufr pH 7,0, 20
mM, gradient napéti -10 kV az -15 kV. Zde 1. v potfadi PHB, 2. PAB.

Efekt pridavku organického rozpoustédla k elektrolytu

V dalsi fazi jsme ptidali k elektrolytu 25% ACN. I bez napétového gradientu jsme
pfi -10 kV dosahli ¢ast separace 15 a 17 minut s ovéfenim, ze se skutecné jednalo
o separované¢ kyseliny (prométeni absorpcnich maxim). Pfidavkem 40% ACN
k elektrolytu se zkratil ¢as analyzy pfiblizné o 1 minutu a navic doslo k negativnimu
ovlivnéni symetrie piki. V kombinaci napét'ového gradientu byly ¢asy analyzy znatelné

krat$i, symetrie zlstala stejna.

ZvvsSeni pH pufru, pridavek organického rozpoustédla

V dalsi ¢asti jsme zvysili pH fosfatového pufru na 7,5 a ptidali 25% ACN. I po
dikladném promyti kapilary byl systém proudové nestabilni, ¢imz byla analyza
znemoznéna. KdyZ jsme sniZili koncentraci ACN na polovinu, poméry na vnitfnim
povrchu kapilary se patrné pozménily a k separaci nakonec doslo. S gradientem napéti
jsme pozorovali separaci ve 14. a 17. minuté, ale stile s nesymetrickymi piky.
S pridavkem 12,5% metanolu doSlo ke zrychleni analyzy a navic ke zlepSeni symetrie
piki.

Jelikoz migraéni Casy obou kyselin zdvisi jak na ionizaci, tak 1 na

elektroosmotickém toku, tak abychom mohli 1épe urcit vliv experimentalnich podminek
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(zejména modifikace stény kapilary, smény pH) na migracni Casy, tak jsme se rozhodli

pouzit misto kyselin jako vzorky estery PHB.

4.3.2 Separace smési parabent

Obrazek 6 znazoriuje struktury parabend, ze které¢ho je ziejmé, ze se tyto latky

lisi pouze svym homologickym pfiriistkem na benzenovém jadre.

H,CO 0 HsCH,CO o) H3CH,CH,CO 0

OH OH OH
methylparaben ethylparaben propylparaben

Obrazek 6 Struktura separovanych ldtek — parabeny

Zablokovana karboxylova funkce parabenii zajisti, Ze pti pH 6,6 nebudou vzorky
ionizovany (pKa parabent lezi v rozsahu 8,2-8,3), a tudiz zGstane jejich mobilita timto
faktorem neovlivnéna. Konkrétnimi vzorky byla smés methylparabenu, ethylparabenu

a propylparabenu.

Abychom mohli porovnat vysledky s ptedchozimi, zacali jsme opét s fosfatovym
pufrem o pH 7,0. Nejdiive byly latky analyzovany oddé€len¢, abychom zjistili, zda se
jejich mobilita bude v téchto podminkach lisit. Jednotlivé migracni Casy byly velice
podobné, a tak po nastiiknuti celé smési k separaci nedoSlo ani pfi napéti 5 kV
a zvySeném tlaku pfi ndstfiku na 25 mbar. Na zaznamu se objevil jeden pik, u kterého
jsme pozorovali chvostovani, coZ na druhou stranu bylo zndmkou toho, Ze dochazi
k interakci se sténou, jak znazornuje Obrazek 7. K jednotlivym vzorkiim parabenti jsme
ptidavali 25% a poté 65% methanol, ktery zeslabuje hydrofobni interakce. Pozorovali
jsme zrychleni analyz stejn€, jako tomu bylo u kyselin. Navic se zlepSovala symetrie
pik. Z divodl neuplné separace, kterou jsme pozorovali ve vSech promeétfenych

hodnotach (pH 6,6; 7,0; 7,5), nasledovala zména pouzivaného elektrolytu.
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Obrazek 7 Elektroforeogram zndzornujici chvostovani piku. Separace smesi parabentl.
Podminky separace: fosfatovy pufr pH 7,0, 20 mM, vlozené napéti 5 kV.

Octanovyv pufr pH 7.0: 20 mM

Zacali jsme experiment bez ptidavku organického rozpoustédla. Nejprve jsme
analyzovali migracni Casy kazdého z parabenu. JelikoZ migracni Casy byly rozdilné,
zkusili jsme nastiiknout smés MP, EP a PP. Nastfik byl 30 mbar po 3 sekundy a napéti
10 kV, které jsme pfi dalSich néstficich zvysili na 20 kV kvuli zrychleni analyzy.
Pozorovali jsme, Ze oproti pfedpokladu mél nejrychlejsi migraéni ¢as, coZ znamena, ze
nejméng interagoval se sténou, propylparaben. Vzhledem k nejvyssi hydrofobicité jsme
pfedpokladali naopak interakci nejvyssi vzhledem k jeho nejdelSimu alkylovému
fetézci. Pro ovéfeni jsme ke smési ptidali butylparaben, ktery tento vysledek potvrdil.
Butylparaben mél nejrychlejs$i migraéni ¢as ze vSech 4 parabentll. Identitu pikl jsme
overtili na zakladé UV spektra parabentl, abychom zjistili, zda pozorované piky jsou

skute¢né piky parabent.

TRIS pufr pH 7.0: 20 mM

Tento pufr jsme zvolili zejména z diivodu ovéfeni poradi separace. Bohuzel Casy
jednotlivych parabent byly téméi identické, nastiiknutou smés se separovat nepodafilo.
K dobrému vysledku nepftispélo ani zvyseni pH elektrolytu na 8,5. Az s ptidavkem
organického rozpoustédla metanolu v 25% koncentraci se objevily dva piky, ale tplna

separace se s timto pufrem nepodafila, proto jsme s nim jiz dale neméfili.
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Boratovy pufr pH 7.0: 20 mM

V tomto elektrolytu nedoslo k eluci jednotlivych parabenii. Domnivali jsme se, ze
vrstvy na vnitini strané kapilary se postupné vymyvaji. Dalsi uvahou bylo, Ze ¢aste¢na
ionizace fenolické skupiny parabent vede k interakci s odkrytou pozitivné nabitou
vrstvou PDDA. Nicméné vzhledem k tomu, Ze jsme pozorovali pik thiomocoviny
(marker EOF), tak jsme hypotézu zavrhli, protoze v ptipad¢ odkryti vrstvy PDDA by
doslo k otoc¢eni EOF a pfi dané polarité vlozeného napéti bychom odezvu thiomocoviny

nepozorovali.

Mravenc¢anovy pufr pH 6.5: 20 mM

Pro tplnost jsme vyzkouseli dalsi pufr. Nejprve jsme analyzovali kazdy paraben
zvlast’ a poté celou smés. Parabeny se od sebe uspésné separovaly opét v poradi stejném
jako u octanového pufru, coz nam potvrdilo, Zze hydrofobni interakce s grafenem
nebudou dominantni silou, ktera by byla zodpovédnd za retenci analytd. Pfitomnost
mnoha hydrofilnich skupin na povrchu GO bude tedy pravdépodobné pribéh separace
ovlivitovat predev§im. Vzhled jednotlivych pikii a jejich rozliSeni vSak nebyly tak
uspokojivé jako u octanového pufru. Piky nebyly rozdéleny az na zékladni linii, jak
znazornuje Obrazek 8. Navic systém s timto pufrem nebyl stabilni (pfi kazdém nastiiku
se migracni Casy od sebe velmi liSily). Je mozné ptedpokladat, Ze prostiedi v kapilare se

ménilo, napt. vymyvanim vézanych vrstev grafenu.

10 -
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Obrdzek 8 NelplInd separace parabeni v mravencanovém pufru Podminky separace:
mravencanovy pufr, pH 6,5, 20 mM, aplikované napéti 20 kV. Potadi separace: 1. PP,
2. EP, 3. MP.
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4.3.3 Separace dalSich smési vzorka

Jelikoz se nabizela myslenka, ze k ionizaci fenolickych skupin parabent pteci
jen dochazi, rozhodli jsme se vyzkouSet i jiné analyty. Mg¢fili jsme je ve dvou
elektrolytech, octanovém a mravencanovém. U octanového jsme vyzkousSeli dvé

varianty pH.

Octanovy pufr pH=7.0;: 20 mM

Prvni zvolenou smési byly methylester, ethylester a butylester kyseliny para-
aminobenzoové (jejich pKa je 2,47; 2,51; 2,39). Tedy stejné jako u parabenti se jedna
o latky, které se od sebe lisi homologickym piirtistkem substituentu na benzenovém
jadte. Za potvrzeni stile pfitomného katodického elektroosmotického toku jsme tuto
smés prom¢étili pii napéti 10 kV. Jednotlivé estery se od sebe bohuzel neoddélily, pti
nastiiku jednotlivych estert se ¢asy pfili§ neliSily. Divodem mize byt, ze OH skupina
interaguje vyrazn¢ silnéji s modifikovanym povrchem a nebo diky hodnoté pKa nebyla

mobilita estertt PAB ovlivnéna ionizaci a nedoslo k separaci.

Mravenc¢anovy pufr pH 6.5;: 20 mM

Jelikoz mravencanovy pufr byl druhy, u kterého se podatila separace parabeni
le¢ s minimalni opakovatelnosti, zvolili jsme si ho jako druhy elektrolyt. U butylesteru
jsme pozorovali pfiblizn€ o minutu rychlej$i analyzu. Ostatni vzorky se v tomto

elektrolytu separovat nepodafilo.

Octanovy pufr pH 8.5: 20 mM

Pti tomto pH jsme se inspirovali studiemi z poslednich let [24,34] a vyzkouSeli
jsme polohové izomery nitrofenolu, aminofenolu a hydroxyacetofenonu. Hledali jsme
dalsi latky, které by ve struktufe méli zablokovanou karboxylovou funkci, podobné jako
parabeny. Pro izomery nitrofenolu se ve své studii rozhodli Liu a kol. Nejefektivnéjsi
separace dosahli pfi pH 7 fosfatového pufru a jeji Uc¢innost podpofili piidavkem
organického rozpoustédla [24]. V naSem experimentu se od sebe neseparovaly Zadné
latky v pfipravenych smésich. Domnivali jsme se, ze ke smyti Casti vrstev na sténé
kapilary skute¢né doSlo. Interakce analytu se st€énou byla v diisledku toho nedostate¢na,
a tak nebyla umoznéna separace. Na zaklad¢ zhodnoceni vysledki méteni bylo ziejmé,

ze optimalizovat podminky se ndm podaii zrealizovat pouze na uzkém spektru latek.
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4.4 Optimalizace podminek separace smési parabent

Nami zvoleny elektrolyt pro optimalizaci separacnich podminek se stal octan sodny.
Pozorovali jsme vliv koncentrace pufru, jeho pH a pridavek organického rozpoustédla
k elektrolytu. Z hlediska optimalizacnich parametr kapilarni elektroforézy jsme ménili
velikost vkladaného napéti a teplotu. Nekteré rozdily byly pouze nepatrné, bylo dilezité
v zévérecné volbé optimalnich podminek hledat kompromis mezi optimalni separaci

parabend a ¢asem analyzy.

4.4.1 Vliv pH elektrolytu

Prvnim optimalizaénim parametrem bylo testovani vlivu pH elektrolytu na
separaci parabenil a rychlost analyzy. Tabulka 4 znazorfiuje podminky béhem meéfeni

a rozsah experimentalné ménénych hodnot pH.

Tabulka 4 Podminky méreni pro testovani vlivu pH elektrolytu na separaci modelovych

latek a jeji rychlost
koncentrace ) ) »
elektrolytu pH elektrolytu | vkladané napéti teplota
20 mM 6,5/7,0/85 30 kv 25°C

Nasttik vzorku byl pod tlakem 35 mbar po dobu 5 sekund. Méfeni jsme vzdy
minimaln¢ dvakrat zopakovali. Pokud jsme méfili vicekrat, pozorovali jsme nizkou
opakovatelnost. I pfesto zavéry byl jednozna¢né. V nasem zvoleném rozsahu pH jsme
pozorovali stejné jako Liu a kol., Ze s rostouci hodnotou pH se prodluzovaly migra¢ni
Casy separovanych latek. Ve studii Liu a kol. [24] je konstatovano, Ze na takto potazené
kapilate s rostouci hodnotou pH klesa vliv EOF na separaci. Ackoliv plati, Ze s vy$§im
pH je vyssi elektroosmotickd pohyblivost, s rostoucim pH stoupd podil ionizované
formy (fenolatovy anion) [3]. Vysvétleni tohoto jevu tedy spociva v tom, Ze parabeny
jsou pii pH 6,5 v neionizované form¢ a kapilarou se pohybuji diky EOF. Pii pH 8,5 se
ionizovana forma vSak pohybuje opacnym smérem a diky tomu dochazi k prodlouzeni
migracnich ¢ast. Potadi separovanych latek zlstalo stejné jako v ptfedchozich métenich.
Nejrychlejsi migraéni ¢as mél PP, ptipadné butylparaben, ktery byl pfidan pro ovétreni
potadi separace. Nasledovaly ho EP a nejpomalej$i MP. Obrazek 10 znézornuje analyzu
parabent pfi pH 6,5, kdy migraéni ¢asy dosahovali pfi aplikovaném napéti 30 kV

nejvySe 10 minut, coZ pro nas byl uspokojivy vysledek.
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Obrazek 9 Viiv pH na separaci parabenii. Podminky separace: octanovy pufr pH 6,5, 20
mM, aplikované napéti 30 kV. Potadi separace: 1. PP, 2. EP, 3. MP.

4.4.2 Vliv koncentrace elektrolytu

Dalsi optimalizaéni parametr byl také vztazen na vlastnosti elektrolytu,
konkrétné na koncentraci. Podminky béhem méfeni a experimentalni zmény

koncentrace pufru znazornuje Tabulka 5.

Tabulka 5 Podminky méreni pri testovani vlivu na separaci modelovych latek a jeji

rychlost
koncentrace ; ) »
elektrolytu pH elektrolytu | vkladané napéti teplota
20, 50, 100 mM 6,5->8,5 10-30 kV 25°C

Testovali jsme tfi rizné koncentrace octanového pufru (pH 6,5). Nastiik vzorku
jsme ponechali 35 mbar po 5 sekund. ProtoZze pti pouziti 30 kV se generoval vysoky
proud (> 300 pA), byli jsme nuceni snizit aplikované napéti nejprve na 20 kV, kdy
separace nebyla Uplna, popt. az na 10 kV. Déle bylo tfeba Casto aplikovat externi tlak,
ktery byl 25 mbar a piisobili jsme jim od 10. minuty. Pfi koncentraci pufru 20 mM
probihaly ve vysledku experimenty s pfijatelnou opakovatelnosti. Pifi zvySeni
koncentrace elektrolytu na 50 mM separace parabeni neprob&hla ani po nasledné
aplikaci externiho tlaku. 100 mM koncentrace, jak by se dalo oc¢ekavat, také nepfinesla
pozitivni vysledky. Pti napéti 20 kV byl systém proudové pretizen. Pii 10 kV naopak

byla analyza tak pomala, Ze ani po celém Sedesatiminutovém cyklu Zadna odezva
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neprob¢hla. Obdobné vysledky ziskany 1 pfi pouziti octanového pufru o pH 8,5

octanového pufru a koncentraci 20 mM byly taktéz vysledky opakovatelné.

Timto jsme si ovéfili, ze pracovat v koncentrovangj$ich elektrolytech smysl

uplné nema. Ke zrychleni analyzy nedoslo, naopak se proudove pretézoval systém.

4.4.3 Vliv vkladaného napéti

V dalsi Casti experimentu jsme testovali vliv vkladaného napéti na separaci
parabentl a Cas analyzy. Aplikovali jsme napéti 10, 20 a 30 kV, jak znézorniuje Tabulka
6.

Tabulka 6 Podminky méreni pro testovani viivu vkladaného napéti na separaci
modelovych latek a jeji rychlost

koncentrace ) ; .
elektrolytu pH elektrolytu | vkladané napéti teplota
20 mM 6,5; 8,5 10, 20, 30 kV 25°C

Vkladané napéti bylo Casto zavislé na dalSich parametrech, které ovliviiovaly
proud. Pfi vlozeném napéti 30 kV byla analyza rychlejsi v prostiedi pH octanového
pufru 6,5, jak znazoriiuji Tabulky 7 a 8. Pfi napéti 10 kV byly migracni ¢asy pomérné
dlouhé, zejména v prostiedi pH 8,5, kde sahaly ptes hranici 30 minut. To je z hlediska
rutinni analyzy jiz nekomfortni. Soucasné dochdzelo ke zhorSeni separace. Tabulky
7 a 8 umoziuji jednak porovnani vlivu vkladaného napéti na rychlost analyzy, ale také
porovnani jiz zminéného vlivu pH. Souhrnné Ize konstatovat, Ze méfeni v octanovém
pufru pfi pH 6,5 a aplikovaném napéti 30 kV pifinasi nejrychlejSi analyzu. Nicméné
opakovand meéfeni pfispéla ke zjisténi, ze nékdy dochazelo pii pH 6,5 ke ztraté
rozliSeni, a tak preference elektrolytu o daném pH elektrolytu nemtiZe byt jednoznacna.

Jednim z diivodi jsou zmény modifikovaného povrchu stény kapilary v Case.

Napéti jsme v mnoha ptipadech také ménili gradientové béhem méteni z dlivodu

urychleni analyzy. V téchto pfipadech vSak Casto dochdzelo ke ztraté rozliSeni.
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Tabulka 7 Viiv vkladaného napéti na cas analyzy, pH 8,5

Vkladané napéti 10 kV 20 kV 30 kV

1. méieni [min] 23,9;25,8; 34,4 | 10,6; 13,2; 24,3 | 4,0;4,9; 7,9

2. méreni [min] 19,7; 23,2; 26,8 | 8,2; 10,1; 16,5 | 3,9;4.,8; 7,8

3. méreni [min] 18,4;20,6; 24,1 | 7,9;10,2; 16,2 | 3,8;4,8;7,6

Tabulka 8 Viiv vkladaného napéti na cas analyzy, pH 6,5

Vkladané napéti 10 kV 20 kV 30 kV
1. méfeni [min] | 11,5;11,9; 13,1 4.9;5,3; 6,0 3,7;4,3; 6,0
2. méreni [min] | 11,3;12,5; 13,8 5,5;7,0; ? 3,0;3,5;4,5

Kombinaci experimentalnich podminek (typ elektrolytu, jeho pH a koncentrace,

vkladané napéti) jsme dosahli uplné separace vsech tii parabent, viz Obrazek 11.
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Obrdzek 10 Upind separace parabenii Podminky separace: octanovy pufr pH 8,5, 20
mM, aplikované napéti 30 kV. Potadi separace: 1. PP, 2. EP, 3. PP.
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4.4.4 Vliv teploty

vvvvvv

termolabilnich latek a dale negativni plisobeni zvysSené teploty na vnitini sténu kapilary.
Pfesto jsme tento experiment podstoupili, abychom si ovéfili piisobeni dal§iho

optimaliza¢niho parametru. Podminky béhem méteni znazoriiuje Tabulka 9.

Tabulka 9 Vliv teploty na separaci modelovych latek a jeji rychlost

koncentrace elektrolytu | pH elektrolytu | vkladané napéti teplota

20mM 8,5 30 kV 25-50°C

Pti teploté 25°C probihaly vSechny pfedchozi experimenty. My jsme vyzkousSely
zvyseni teploty na 40°C. Vkladané napéti bylo jiZz zvolenych 30 kV. Doslo ke zrychleni
analyzy diky zrychleni elektroosmotického toku, avSak odezva byla velmi nizka.
Zvysili jsme tedy nastiik na 75 mbar po 5 sekund, kdy vysledky jiz byly uspokojivé.
Dokonce i hodnoty proudu se pohybovaly do 150 pA. Pti 50 °C se Casy jesté priblizné
o pul minuty zkratily. Jelikoz ale vysledky neovlivnily zddoucim zpiisobem separaci,

tak jsme ponechali piivodni teplotu 25 °C.

4.4.5 Pridavek organického rozpoustédla

Néami zvolené optimalizacni parametry jsme doplnili o pfidavek organického
rozpoustédla. Nejprve jsme zkouSeli k octanovému pufru o pH 8,5 ptidat 5 %
methanolu, poté jsme koncentraci zvysili a stejny experiment jsme provedli s pridavkem
acetonitrilu (ACN). Separace probihala za podminek uvedenych v Tabulce 10.

Tabulka 10 Podminky méreni pro testovani vlivu pridavku org. rozpoustédla na
ucinnost a rychlost analyzy

koncentrace elektrolytu | pH elektrolytu | vkladané napéti teplota

20 mM 8,5 20-30 kV 25°C

Jak se nam projevilo jiZz v pfedchozich métenich, symetrie pikli se po pfidavku
5% methanolu znateln¢ zlepsila a navic ptidavek neovlivnil ¢as analyzy. Po pfidavku

5% ACN doslo k mirnému zrychleni analyzy avSak n€kdy na ukor rozliSeni. U 5%
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methanolu ziistalo rozliSeni stejné, dokonce jsme pozorovali mirné zlepSeni. Pridavek
10% methanolu ¢as analyzy nepatrné prodlouzil, ale pozorovali jsme vyrazné zhorSeni
vzhledu pikt. Vliv ptidavku organického rozpoustédla na separaci a rychlost analyzy je
tedy pozitivni ale pouze do urcité koncentrace. Vysledné migracni Casy dosazené
pfidavkem organického rozpoustédla sumarizuje Tabulka 11 a nasledné ovlivnéni
separace parabenil timto optimalizaCnim parametrem zndzornuji Obrazky 12 (piidavek

methanolu) a 13 (ptidavek ACN).

Tabulka 11 Viiv pridavku organického rozpoustédla na cas analyzy;, pH=S8,5, 30 kV

Organické rozpoustédlo | 5% ACN 5% methanol 10% methanol
1. méieni [min] 3,6;4,3;5,8 4,1;4,9;7,3 5,0; 5.8; 8,7
2. méreni [min] 3,5;4,2; 5,8 4,0;4,8;,72 -
4 -

ool

-2 T T T T T T T T T T T T T 1

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

[min]

Obradzek 11 Viiv pridavku 5% methanolu Podminky separace: octanovy pufr pH 8,5, 20
mM, aplikované napéti 30 kV. Potadi separace: 1. PP, 2. EP, 3. PP.
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Obrazek 12 Viiv pridavku 5% acetonitrilu Podminky separace: octanovy pufr pH 8,5,
20 mM, aplikované napéti 30 kV. Poradi separace: 1. PP, 2. EP, 3. PP.

Obrazky 12 a 13 znazornuji vysledek nasi optimalizace separace parabent. Dosahli
jsme interakce separovanych latek se sténou s vysledkem selektivniho rozdéleni smési
parabeni. Dikazem interakce latek se sténou bylo porovnani s nepotazenou kapilarou,
kde se parabeny od sebe neseparovaly. Nezodpovézenou otdzkou vSak ziistava, jaké
konkrétni interakce se sténou jsou pfi¢inou nami pozorované¢ho potadi separovanych

parabend.

Muzeme tedy konstatovat, ze jako vyhovujici ndm z experimentu vysel octanovy
pufr jak pii pH 6,5, tak i pfi pH 8,5 v obou piipadech 20 mM. Casy analyzy se
vyznamné liSily v téchto dvou oblastech, jak jsme si experimentaln€ porovnali. Mnohdy
oblast pH 8,5, piestoze s delSimi analyzami, poskytovala leps$i rozliSeni. Vysledky tedy
nejsou zcela jednozna¢né, hlavnim divodem je nedostatecnd opakovatelnost béhem
experimentll. Mravenc¢anovy pufr pii pH 6,5 vykazoval $patnou opakovatelnost a horsi
rozliSeni, pfesto by bylo vhodné stimto pufrem promeéfit vice vzorkli ve vice
experimentech. Vkladané napéti z hlediska ¢asu analyzy je jednoznacné vyhodné 30
kV. Avsak ne ztidka jsme pozorovali pii 20 kV lepsi rozliSeni a souc¢asné nepatrné uzsi
piky. Ptidavek methanolu do 5 % rozliSeni jesté zlepSi bez ovlivnéni Casu analyzy. Je
tedy tfeba uvazit, zda na ukor delSich migracnich ¢asii nedosahnout kvalitngj$i analyzy

(symetrie pikd, rozliSeni).
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5. ZAVER

V diplomové praci jsme testovali oxidovanou formu grafenu jako vhodnou latku pro
modifikaci vnitini stény kapildry. Prvni metodou byla chemick4 modifikace. Jednotliva
méieni se od sebe znacné liSila, coz bylo patrné v disledku kontinudlnich zmén na
povrchu vnitini stény. Pro dalsi praci jsme pouzili pfi modifikaci kapilarni st€ény metodu
LbL. Jako modifikatory jsme zvolili polyelektrolyt
poly(diallyldimethylammoniumchlorid) a grafen s vybornymi adsorpcnimi vlastnostmi.
Kapiléra byla testovana v kapilarni elektroforéze. Jeji separacni vlastnosti jsme testovali
na smesi parabent a dalSich malych molekulach. Vliv experimentalnich podminek pro
separaci parabenti jsme testovali pomoci nékolika parametrii, kterymi byly pH,

koncentrace elektrolytu, vkladané napéti, teplota a pridavek organického rozpoustédla.

Optimalni podminky pro separaci parabent byly nasledujici: octanovy pufr o pH
6,5, ptipadné 8,5 v 20 mM koncentraci. V ptipad¢ elektrolytu o pH 8,5 byly migracni
Casy parabent znateln¢ del$i. Porovnavali jsme vliv parametrl nejen na ¢as analyzy, ale
i na vlastni separaci a tvar pikl. Je ziejmé, Ze optimalizace podminek separace musi
spocivat v hledani kompromisii. Vysledné pfidani 5 % metanolu k elektrolytu o pH 8,5
nas utvrdilo v tom, Ze o 5-10 minut del$i analyzu kompenzuje dostate¢né rozliSeni
avyhovujici vzhled pikt. Pfi¢inou nejednoznaénych vysledki byla nizka

opakovatelnost béhem méteni.

Problémy, se kterymi jsme se setkali béhem experimentu, byly predevS§im
s nestabilitou povrchu kapilary. SnaZili jsme se pracovat ve zfedénych roztocich pfti

25°C, abychom co nejvice prodlouZili Zivotnost kapilary.

Cilem budoucich experimentd bude zoptimalizovat postupy pii ptipravé kapilar a to
jak v chemické metod€¢, tak 1 v metodé¢ vrstveni (LbL) anésledné¢ zopakovat
experimenty. Soucasti dal§ich experimenti bude také objasnéni interakci, které
poskytuje modifikovand sténa kapilary se separovanymi latkami. Z hlediska
optimalizacnich parametrii se nabizi vedle octanového pufru také pufr mravencanovy,
u kterého jsme zatim neshledali dostate¢nou opakovatelnost, kterd vSak mohla byt
pouziti jinych typd polymert se silnéj$imi interakcemi s grafenem, které by vedly

k minimalizaci vymyvani vrstev a tudiZ ke stabilnéj$i analyze.
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