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ABSTRAKT 

Katedra farmaceutické chemie a kontroly léčiv 

Andrea Opavská 

doc. PharmDr. Radim Kučera, Ph.D. 

Modifikace kapilární stěny pro separační účely I 

 

Obecně lze říci, že kapilární elektroforéza je separační metoda vhodná pro 

analýzu nabitých molekul popř. látek neutrálních. Zájem o tuto metodu v posledních 

letech roste a rozvíjí se i její další modifikace metody, například kapilární 

elektrochromatografie. V případě kapilární elektrochromatografie se vývoj zaměřuje 

zejména na modifikaci vnitřní stěny kapiláry. Účelem této modifikace je zejména 

zavedení stacionární fáze, která by zlepšovala selektivitu, a také modifikace 

elektroosmotického toku.  

Diplomová práce se zabývá modifikací vnitřní kapilární stěny a následným 

testováním připravené kapiláry. Jednou z možností je potahování chemickou cestou. 

Druhá zkoušená metoda má název Layer-by-layer a představuje vrstvení různě nabitých 

látek ve vrstvách, které vzájemně interagují prostřednictvím elektrostatických sil. V naší 

práci jsme využili polykation poly(diallyldimethylammoniumchlorid) a disperzi 

grafenu. Volba grafenu je velmi výhodná, protože má výborné adsorpční vlastnosti díky 

svému morfologickému uspořádání. Jako modelové látky pro analýzu byly vybrány 

kyseliny 4-aminobenzoová a 4-hydroxybenzoová, jejich estery, polohové izomery 

nitrofenolů a dalších látek. 

 Byly testovány různé parametry, například pH a koncentrace elektrolytu a vliv 

teploty na průběh separace a rychlost analýzy. Během měření docházelo ke ztrátám 

účinnosti, zejména u kapiláry potažené chemickou cestou. Tento jev byl přisuzován 

postupnému vymývání grafenu. Metoda potahování kapiláry metodou Layer-by-layer se 

ukázala být pro modifikaci vnitřní stěny vhodnějším postupem. 

 

 

Klíčová slova: kapilární elektrochromatografie, modifikovaná kapilára, grafen 
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ABSTRACT 

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Analysis 

Andrea Opavská 

doc. PharmDr. Radim Kučera, 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, is 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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SEZNAM ZKRATEK 

CE  kapilární elektroforéza (capillary electrophoresis) 

CEC  kapilární elektrochromatografie (capillary electrochromatography) 

HPLC  vysokoúčinná kapalinová chromatografie (high-pergormance liquid 

chromatography) 

PAB  kyselina 4-aminobenzoová 

PHB  kyselina 4-hydroxybenzoová 

PDDA  poly(diallyldimethylammoniumchlorid) 

DAD  detektor diodového pole 

EOF  elektroosmotický tok (electroosmotic flow) 

BGE  roztok základního elektrolytu 

GO  oxidovaná forma grafenu (graphen oxide)  

RGO  redukovaná forma grafenu (reduced graphen oxide) 

ACN  acetonitril 

LbL  Layer-by-layer metoda potahování vnitřní stěny kapiláry (vrstvení) 

MP  methylparaben 

EP  ethylparaben 

PP  propylparaben 
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ÚVOD 

 

 Kapilární elektroforéza (CE- z angličtiny capillary electrophoresis) se řadí mezi 

elektromigrační separační metody. Na poli analytické chemie si elektroforéza našla své 

místo v minulém století v analýze DNA a metoda gelová elektroforéza se pojí 

s analýzou proteinů a nukleových kyselin dodnes. Kapilární elektroforéza a další 

elektromigrační metody (kapilární elektrochromatografie, izoelektrická fokusace, 

izotachoforéza) představují vhodný doplněk k neméně významné separační metodě, 

kapalinové chromatografii. Pro své experimentální uspořádání mají obecně 

elektromigrační metody velmi široké uplatnění v analýze nabitých molekul i neutrálních 

látek. V oboru farmaceutické analýzy se jedná o dominantní postavení v chirálních 

separacích. [1,2,3] 

Kapilární elektroforéza vyniká zejména svou výbornou separační účinností a dále 

nižší spotřebou chemikálií oproti již zmíněné kapalinové chromatografii. Tento fakt je 

v souvislosti dnešních požadavků na ochranu životního prostředí jedním z důvodů, proč 

si právě kapilární elektroforéza buduje ve výše zmíněných oblastech chemické analýzy 

svou cestu k jejímu preferenčnímu využití. [2] 

Diplomová práce se zabývá novými možnostmi modifikace kapilární stěny 

grafenem, jako vhodné stacionární fáze, která by se uplatnila při separacích v kapilární 

elektrochromatografii. Testování kapilár probíhalo na kapilární elektroforéze 

s detektorem diodového pole. Pro modifikaci kapiláry byly testovány dva postupy 

- chemická modifikace kapilární stěny a metoda Layer by Layer, tzv. vrstvení. 
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1. TEORETICKÁ ČÁST 

1.1 Kapilární zónová elektroforéza 

Kapilární zónová elektroforéza patří mezi elektromigrační metody, jejichž 

podstatou je rozdílná pohyblivost nabitých částic v elektrickém poli. Výsledkem tohoto 

děje je dělení směsi do tzv. migračních zón. Separace probíhá ve volném roztoku 

v kapiláře o malých rozměrech nebo na mikročipu. Účinnost separace se charakterizuje 

prostřednictvím počtu teoretických pater, řádově se pohybuje v hodnotách 105 až 106. 

[3,4] 

Jako separační technika byla kapilární elektroforéza zavedena roku 1937, kdy 

Tiselius vložil do směsi proteinů s tlumivými roztoky umístěnými v trubičce elektrický 

proud. Následkem tohoto počinu začaly částice migrovat ve směru k opačně nabitému 

pólu rychlostí závisející na jejich mobilitě. Za tento objev mu byla udělena Nobelova 

cena. [3] 

Kapilární zónová elektroforéza nachází uplatnění v celé řadě aplikací, například 

v analýze malých molekul, jako jsou anorganické ionty, aminokyseliny, nukleové 

kyseliny, vitaminy, léčiva, ale i celé buňky. Z toho vyplývají oblasti využití, které 

zahrnují forenzní analýzu, environmentální studie a analýzu potravin. Ve farmacii 

nachází CE uplatnění vedle klinického hodnocení léčiv také v analýze sekundárních 

metabolitů rostlin [2,3,5,6]. Ve studiu farmakokinetiky a farmakodynamiky, 

s přihlédnutím k thalidomidové aféře v minulém století, se klíčovou oblastí staly 

chirální separace. [1] 
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1.2 Princip kapilární elektroforézy 

1.2.1 Elektroforetická pohyblivost 

Jelikož podstata děje spočívá v pohybu nabitých částic v elektrickém poli, tak 

základní veličinou je elektroforetická pohyblivost µ, která definuje vztah mezi rychlostí 

iontu ν a intenzitou elektrického pole (E) 

µe =
𝑣

𝐸
 (1). [3] 

Na ion v elektrickém poli působí síla (FE), která závisí na jeho náboji 

(q) a intenzitě elektrického pole 

𝐹𝐸 = 𝑞𝐸 (2). [3] 

 Proti pohybu částice působí tzv. třecí síla FF, kterou vyjadřuje Stokesův zákon 

následujícím matematickým vztahem 

𝐹𝐹 = −6𝜋ηr𝜈  (3), [3] 

kde 

η je viskozita roztoku 

r je poloměr iontu. 

 Při rovnováze obou působících sil platí následující vztah  

𝑞𝐸 = 6𝜋ηr𝜈 (4), [3] 

 a proto lze elektroforetickou mobilitu popsat následujícím vztahem 

𝜇𝑒 =
𝑞

6𝜋ηr𝜈
 (5). [3] 

 Z výše uvedeného vyplývá, že malé vícenásobně nabité částice budou mít vyšší 

mobilitu v porovnání s velkými ionty s jedním nábojem. Elektroforetickou pohyblivost 

je možné najít v tabulkách jako definovanou fyzikální konstantu určenou maximálním 

nábojem látky v nekonečně zředěných roztocích. Tzv. efektivní mobilita se stanovuje 

experimentálně v závislosti na prostředí (typ elektrolytu, pH, iontová síla, viskozita). [3] 
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Poměr nabitých a nenabitých částic vyjadřuje stupeň disociace. V závislosti na 

zvoleném pH se částice disociují, čímž je ovlivněna jejich efektivní elektroforetická 

pohyblivost. Součinem hodnoty stupně disociace 𝛼𝑖 a elektroforetické pohyblivosti µ𝑒 

získáme vztah pro efektivní elektroforetickou pohyblivost, resp. mobilitu [3,7] 

𝜇𝑒𝑓𝑓 = 𝛼𝑖𝜇𝑒 (6). [3] 

1.2.2 Elektroosmotický tok 

Elektroosmotický tok (EOF; z angl. electroosmotic flow) je spontánní tok 

kapaliny v kapiláře v důsledku přítomnosti elektrického pole. Křemenná kapilára má na 

svém povrchu silanolové skupiny. Při vyšším pH elektrolytu dochází k ionizaci 

hydroxylových skupin a na vnitřním povrchu kapiláry vzniká negativní náboj. 

V kapiláře umístěné v elektrickém poli kationty, které představují tzv. protiionty, tvoří 

na povrchu elektrickou dvojvrstvu. Po vložení napětí dochází k jejich pohybu směrem 

ke katodě, a jelikož jsou solvatované, způsobí pohyb kapaliny v kapiláře. Tímto dochází 

v kapiláře k celkovému toku ve směru od anody ke katodě. Neutrální látky mají 

elektroforetickou pohyblivost shodnou s elektroosmotickým tokem. Kationty EOF 

urychluje a anionty migrují ve směru EOF. Díky této skutečnosti lze pomocí CE od sebe 

současně separovat anionty a kationty v jednom vzorku. Pokud je náboj na stěně 

kapiláry opačný, bude se i elektroosmotický tok uskutečňovat v opačném směru. 

[2,3,7,8] 

Velikost elektroosmotického toku je možné vyjádřit na základě elektroosmotické 

pohyblivosti pomocí následujícího vzorce 

𝜇𝑒𝑜𝑓 = (
𝜀∙𝜁

𝜂
) (7), [3] 

kde 

𝜀  je relativní permitivita 

𝜁 je zeta potenciál. 
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 Z uvedeného vztahu je zřejmé, že velikost EOF do značné míry ovlivňují 

vlastnosti roztoku základního elektrolytu (BGE). Zeta potenciál je určen povrchovým 

nábojem na kapilární stěně a tento je závislý na hodnotě pH elektrolytu. Z tohoto faktu 

vyplývá, že se změnou pH elektrolytu lze ovlivnit EOF. Při vysokých hodnotách pH 

jsou silanolové skupiny převážně deprotonované, a tedy EOF je podstatně vyšší, než při 

nízkých hodnotách pH. Další důležitou vlastností elektrolytu je jeho iontová síla, pokud 

se iontová síla zvyšuje, EOF klesá. [2,3] 

 Ovlivnit EOF je dále možné velikostí aplikovaného elektrického pole. Snížením 

intenzity elektrického pole dochází ke zpomalení EOF, čímž se znatelně prodlouží čas 

potřebný pro analýzu. Současně dojde k významnému rozšíření zón a tím se sníží 

účinnost a rozlišení. [3] 

Prakticky se intenzita elektroosmotického toku, která je vztažen na konkrétní 

kapiláru a další experimentální podmínky, vyjadřuje pomocí následujícího vzorce: 

𝜇𝑒𝑜𝑓 =
𝐿𝑑∙𝐿𝑡

𝑉∙𝑡0
 (8), [9] 

kde 

𝐿𝑑 je vzdálenost od nástřiku po detektor 

𝐿𝑡 je celková délka kapiláry 

V je vkládané napětí 

𝑡0 je migrační čas markeru elektroosmotického toku s nulovou elektroforetickou 

pohyblivostí. Častým ukazatelem EOF je thiomočovina. [9] 

Jedinečnou vlastností EOF je jeho plochý rychlostní profil v kapiláře. Díky 

tomuto efektu je průtok rovnoměrně rozdělen podél stěn kapiláry, a tak nedochází 

k rozšíření migračních zón. [3] Obrázek 1 znázorňuje rozdíl mezi laminárním 

rychlostním profilem v kapalinové chromatografii (HPLC) a plochým rychlostním 

profilem v CE.  
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Obrázek 1 Rychlostní profil CE vs. kapilární chromatografie (převzato z [3]). 

1.2.3 Jouleovo teplo 

Jouleovo teplo je jedním z jevů v kapiláře, který může negativně ovlivnit 

separaci. Vznik tepla v kapiláře je důsledkem působení elektrického proudu. V kapiláře 

vzniká teplotní gradient mezi stěnou kapiláry a vnitřním sloupcem. Rozdíl teplot může 

být velmi znatelný a vede k vzniku nehomogenního prostředí. Nejčastěji vzniklé teplo 

ovlivňuje efektivní pohyblivost separovaných látek a viskozitu BGE. Dalším 

nežádoucím efektem může být rozpad termolabilních látek. [2,3]  

Tomuto ději je možné zabránit volbou vhodných experimentálních podmínek. 

Jednou z možností je použití pufrů o nízké koncentraci a obecně pracovat ve zředěných 

roztocích, jelikož se zvyšující se koncentrací BGE roste vodivost. Dále je možné 

zabránit vzniku tepla vhodnou konstrukční úpravou, která umožní efektivní odvod tepla. 

[2,3] 

Většina přístroje, kudy kapilára prochází, je systematicky chlazena buď chladicí 

směsí uzavřenou uvnitř stroje, nebo ventilací vzduchu. Přestože je chlazení kapalinou 

mnohem účinnější, běžnější je chlazení vzduchem z důvodu méně náročné 

instrumentace [2,3]. Existují však místa, kde chlazení není možné, jsou jimi detekční 

okénko a inlet a outlet, tedy místa kudy přichází vzorek a kudy opouští kapiláru. Rozdíl 

teplot mezi těmito regiony by neměl převýšit 15°C a tato hodnota je pro efektivní 

analýzu stěžejní. [10] 
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1.2.4 Migrační čas 

Migrační čas je doba, za kterou urazí ion vzdálenost od počátku kapiláry 

k detektoru. Je experimentálním parametrem pro jednotlivou kapiláru a zvolené 

separační podmínky. Jeho hodnota slouží k výpočtu celkové pohyblivosti iontu µ𝑎. [2,3] 

Celková pohyblivost je dána součtem elektroforetické a elektroosmotické mobility. [11] 

µ𝑎 =
𝑙

𝑡𝑎𝐸
 = 

𝑙𝐿

𝑡𝑎𝑉
 (9), [3] 

kde 

V je aplikované napětí 

l  je efektivní délka kapiláry (k detektoru) 

L je celková délka kapiláry 

𝑡𝑎 je migrační čas analyzovaného iontu 

E  je intenzita elektrického pole. 
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1.3 Parametry optimalizace 

Již bylo naznačeno, že průběh separace ovlivňuje několik zásadních parametrů, 

které se využívají k optimalizaci separace.  

Vkládané napětí 

 Se zvyšujícím se vkládaným napětím v důsledku zvyšující se intenzity 

elektrického pole klesá čas analýzy. Nevýhodou aplikace vyššího napětí je produkce 

tepla v systému, což má vliv na viskozitu elektrolytu. Současně vzniká teplotní gradient, 

jehož důsledkem je nereprodukovatelnost migračních časů. [3,12] 

Teplota 

Jedním z dalších optimalizačních parametrů je teplota. Kontrola teploty 

v systému je důležitá pro opakovatelnost analýzy a dále také může mít vliv na stabilitu 

vzorků i používaných pufrů. Obecně lze říci, že při zvýšení teploty dochází ke zrychlení 

analýzy, jelikož současně dochází ke zvýšení EOF a také klesá viskozita prostředí. 

Hodnota proudu roste pouze mírně. [3,7,13] Další ovlivněnou veličinou je vodivost, 

která s rostoucí teplotou stoupá, což může ovlivnit celou podstatu separace. [12] 

Rozměry kapiláry 

 Tento parametr má vliv na celkovou účinnost separace. Prodloužení kapiláry 

vede ke snížení intenzity elektrického pole. Je potom zřejmé, že se prodlouží čas 

analýzy. Intenzita elektrického pole je závislá také na šířce kapiláry. [12] 

Volba BGE 

 Jedním s požadavků na tlumivé roztoky používané v CE je nízká vodivost, aby 

se generoval co nejnižší proud. Tím se minimalizuje vznikající teplo. Rychlost EOF se 

zvyšuje s rostoucí hodnotou pH, naopak klesá s rostoucí iontovou silou elektrolytu. Při 

výběru BGE pro danou látku či směs látek je nutné brát ohled na to, aby pohyblivost 

separovaných iontů byla podobná pohyblivosti iontů v elektrolytu, a tak nedocházelo 

k deformaci zón. [12] 

Přídavek organického rozpouštědla 

 Organické rozpouštědlo (nejčastěji methanol nebo acetonitril) se zpravidla 

přidává k BGE za účelem zvýšení rozpustnosti vzorku. Současně dochází ke snížení 

EOF a může být ovlivněna selektivita. [12] 
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1.4 Instrumentace 

Klíčovými prvky zařízení, jak znázorňuje Obrázek 2, jsou separační kapilára, 

vialky, ve kterých jsou ponořeny platinové elektrody zajišťující přívod vysokého napětí, 

a detektor, jehož odezva je odesílána do počítače. 

 

Obrázek 2 Schéma kapilární elektroforézy 

 (převzato z [3]). 

1.4.1 Separační kapilára 

Kapilára může být vyrobena ze skla, teflonu, taveného křemene nebo je plněná 

gelem. Protože křemík je výborný vodič tepla, je s oblibou často používána právě 

křemenná kapilára. Vně je pokrytá polyimidovým pláštěm, který má ochrannou funkci 

pro usnadnění manipulace, jelikož samotná křemenná kapilára je velmi křehká. Vnitřní 

průměr kapiláry je nejčastěji 25 až 75 µm a délka se pohybuje od 25 cm do 1 metru. 

Použití kapiláry pro separaci je výhodné z hlediska minimalizování ohřevu povrchu 

kapiláry vlivem průchodu elektrického proudu. Kapilára je svými konci současně 

s dvěma platinovými elektrodami ponořena do zásobníků s roztokem základního 

elektrolytu (BGE) s pufrovací kapacitou. [2,3,4,7] Kapilára se obvykle vkládá do 

kazety, která je uložena uvnitř přístroje.  
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1.4.2 Nanášení vzorku, zdroj napětí 

Vzorek, který je ve vialce uložené v karuselu autosampleru, se nastřikuje do 

kapiláry obvykle na anodový konec. Nejběžnější způsob dávkování je tlakem, tzv. 

hydrodynamické dávkování. Aplikací tlaku do vialky se vzorkem dochází k jeho 

nadávkování do kapiláry. Tento způsob dávkování je nezávislý na složení vzorku. 

Objem nastřikovaného vzorku je funkcí rozměrů kapiláry, viskozity BGE, aplikovaného 

tlaku a času aplikovaného tlaku. Běžně se objem nanášeného vzorku pohybuje 

v rozmezí 1 - 50 nanolitrů. Méně častou možností je elektrokinetické dávkování, kdy je 

kapilára ponořena do vialky se vzorkem a následně je aplikováno napětí. Při tomto typu 

nástřiku jsou preferovány mobilnější ionty a dochází tak k diskriminaci méně mobilních 

či neutrálních látek. [2,3,7] 

Při nástřiku se vkládá mezi platinové elektrody vysoké napětí, které obvykle 

dosahuje hodnot až +/-30 kV. Procházející proud je omezen většinou na 300 µA. 

Dosažení těchto hodnot umožňuje přítomný vysoký odpor na kapiláře. [2,3,4] 

1.4.3 Detektory 

Po aplikaci elektrického napětí je vzorek unášen směrem k detektoru, kde jsou 

detekovány jednotlivé separované zóny. V případě optické detekce vzorek v kapiláře 

prochází tzv. detektorovým okénkem. Je to místo na kapiláře asi 1 cm dlouhé, kde je 

kapilára průhledná a současně velmi křehká, jelikož se odstraňuje polyimidová vrstva. 

Běžně se využívá tzv. on-line detekčního uspořádání, což znamená detekci v reálném 

čase. Kapilární elektroforéza klade vysoké požadavky na detektory z hlediska jejich 

citlivosti měření z důvodu malého objemu vzorku, který je detekován. [2,3] 

 Detektor diodového pole (DAD) je častým typem pro kapilární elektroforézu. 

Pracuje na principu absorpce ultrafialového záření. Obsahuje na čipu několik set 

fotodiod, na které dopadá paprsek rozdělený disperzním prvkem. Tento detektor 

umožňuje sledovat několik vlnových délek v jeden okamžik. Záření vychází ze zdroje, 

kterým může být například deuteriová lampa. Vzorek prochází holografickou mřížkou, 

kde dochází k ohybu záření a jednotlivé vlnové délky jsou přímo proměřeny 

detektorem. [7,11] 

 Přednost bezkontaktní vodivostní detekce spočívá v univerzálnosti a tedy 

schopnosti detekovat jinak obtížně zjistitelné sloučeniny (anorganické ionty). 
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Bezkontaktnost znamená uložení elektrod mimo elektrolyt, čímž dochází 

k minimalizaci interakcí mezi elektrodami a roztokem. Instrumentace zahrnuje dvě 

elektrody umístěné ve vodivostní detekční cele, kdy na jednu je přiváděn střídavý proud 

o dané frekvenci a amplitudě, který je snímán druhou elektrodou, a po usměrnění 

a zesílení je signál zaregistrován. Velikost střídavého proudu je přímo úměrná vodivosti 

roztoku. [3,14] 

 Další možností je laserem indukovaná fluorescence, která je velmi citlivá, ale 

také drahá. Trendem v posledních letech je propojení s hmotnostní detekcí, stejně jako 

je tomu u HPLC. Hmotnostní spektrometr umožňuje získat informace jak o identitě 

vzorku, tak o množství jednotlivých látek obsažených v dělené směsi. [7] 

Výstupem z detektoru je grafický záznam zvaný elektroforeogram, který 

znázorňuje závislost odezvy detektoru na čase. [7] 
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1.5 Další elektromigrační metody 

1.5.1 Izotachoféza 

Při izotachoforéze hrají důležitou roli dva druhy elektrolytu-vedoucí a koncový, 

mezi něž se aplikuje vzorek. Charakteristickým rysem separačního děje je uspořádání 

jednotlivých zón podle mobility a jejich následný pohyb směrem k detektoru. 

Koncentrace analytu se adaptuje podle koncentrace vedoucího elektrolytu. Oproti 

elektroforéze je podstatným rozdílem nemožnost separovat současně kationty a anionty, 

protože dochází k eliminaci EOF. Izotachoforeochram je specifický schodovitý záznam. 

Jednotlivé fyzikální veličiny se mezi zónami skokovitě mění. Výška zóny je kvalitativní 

údaj, délka zóny je kvantitativní ukazatel. [2] 

1.5.2 Kapilární gelová elektroforéza 

Primární použití gelové elektroforézy je v analýze makromolekul. Kapilára není 

naplněna kapalinou, ale gelem, který je tvořen například zesíťovaným 

polykarylamidem. Princip zůstává stejný, tedy molekuly se pohybují dle svých 

rozdílných elektroforetických pohyblivostí. Jelikož makromolekuly se velikostí náboje 

příliš neliší, využívá se tzv. molekulově sítového efektu gelu. Molekuly, které jsou větší 

než póry v gel, nejsou zadržovány a jejich čas analýzy je v důsledku tohoto kratší, než 

molekuly menší, které jsou póry v gelu zachycovány. Metoda je opět určena pro 

analýzu kationtu nebo aniontů v jednom měření, jelikož přítomnost gelu brání vzniku 

EOF. [2,7] 

1.5.3 Micelární elektrokinetická chromatografie (MECK) 

Pro MECK je typické přidání povrchově aktivních látek do elektrolytu. 

Nejběžnější takovou látkou je dodecylsíran sodný, jehož koncentrace musí být vyšší než 

je tzv. kritická micelární koncentrace. Nad touto koncentrací začnou molekuly 

surfaktantu vytvářet důsledkem agregace micely. Micela se skládá z hydrofilního obalu 

a hydrofobního jádra, které vytvoří tzv. pseudostacionární fázi. Vzorek se dělí na 

základě své afinity mezi tuto pseudostacionární fázi a roztok elektrolytu, který 

představuje mobilní fázi. Čím silnější je interakce látky s micelou, tím delší je její 

migrační čas. [2,7] 
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1.5.4 Kapilární izoelektrická fokusace 

Analýza touto metodou se využívá pro separaci molekul, které se liší hodnotou 

izoelektrického bodu. Kapilára se plní amfolyty, které vytvoří pH gradient. Po aplikaci 

elektrického proudu putuje analyt kapilárou až do místa, kde dosáhne stavu rovnosti pH 

s jeho pI. V tomto místě se vzorek zastaví. [2] 
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1.6 Kapilární elektrochromatografie 

Kapilární elektrochromatografie (CEC) kombinuje vlastnosti kapalinové 

chromatografie (vysoká selektivita) a CE (vysoká separační účinnost, malá spotřeba 

vzorku i rozpouštědel). Vlastní separace probíhá v křemenné kapiláře o vnitřním 

průměru 50-200 µm. Kapilára je naplněna stacionární fází, kterou představují např. 

částice oxidu křemičitého o velikosti 1-5 µm. Plnění křehkých kapilár je složitý proces, 

používají se techniky jako tlakové suspenze mikročástic v organickém rozpouštědle 

nebo polymerace in situ přímo v kapiláře. Stacionární fázi je možné modifikovat 

navázáním chemických látek na silikagelové částice. Jedná se o oktadecylsilan, který je 

představitelem reverzního módu separace, nebo je možno modifikovat silikagelový 

povrch β-cyklodextriny umožňující chirální separace. Jednou z dalších možností je 

navázání kationového iontoměniče. [2,3,7] Stacionární fází je také možné modifikovat 

vnitřní stěnu kapiláry, v tomto případě mluvíme o tzv. open tubular capillary 

electrophoresis (OT-CE). [15] 

Jako mobilní fáze se používá směs organického rozpouštědla a vodného pufru. 

K posunu mobilní fáze se nepoužívá čerpadlo jako u HPLC, nýbrž se aplikuje 

stejnosměrný proud, analogicky CE. Elektrická síla působí na solvatované kationty 

rovnoměrně po celé délce kapiláry. Aplikovaný proud způsobí vznik EOF, který se 

generuje na částicích náplně stacionární fáze spíše, než na samotném vnitřním povrchu 

kapiláry. Rychlostní profil EOF pístového charakteru minimalizuje rozmývání 

migračních zón. Další nespornou výhodou oproti samotné HPLC je nezávislost rychlosti 

proudění na velikosti částic, kdy není generován žádný protitlak. [2,3,7] 

Po aplikaci elektrického proudu se nenabité látky diferenciálně rozdělují mezi 

stacionární a mobilní fázi, a tak je umožněno chemickou selektivitou ovlivnit jejich čas 

migrace. Nabité látky se separují navíc podle svých elektroforetických mobilit. Právě 

vysoká selektivita, kterou zprostředkovává rozdělování mezi stacionární a mobilní fázi, 

se stala vhodným vodítkem k využití CEC. Kapilární elektrochromatografie dosahuje 

vysoké separační účinnosti i pro neutrální a slabě kyselé či bazické látky. [2,3] 

Největší využití nalezla CEC stejně jako kapilární elektroforéza v chirálních 

separacích. Jako chirální selektory se využívají polysacharidy (deriváty celulosy), 

makrocyklická antibiotika, β-cyklodextriny a proteiny (bovinní sérový albumin). 

Trendem v předchozích letech bylo navázání selektoru na částice stacionární fáze. Dnes 



23 

 

se využívá preferenčně monolitických kolon. Analýza na čipu nebo molekulárně 

imprintované polymery jsou prozatím méně časté. [15] 

Inovací pro zlepšení podmínek chirální separace je použití grafenu, který se 

prezentuje výbornými adsorpčními vlastnostmi, které se uplatňují při interakci 

s chirálním selektorem. Princip modifikace spočívá v navázání grafenu, který je 

imobilizován speciálním typem polymeru (tzv. tentacle polymer). Chirální selektor je 

součást elektrolytu. Porovnáním nemodifikované kapiláry s kapilárou potaženou 

grafenem bylo zjištěno, že právě nekovalentní interakce mezi grafenem 

a β-cyklodextrinem jsou zodpovědné za efektivnější průběh enantioseparace. [1] 
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1.7 Grafen-příprava a vlastnosti 

Grafen je jednou z několika alotropií uhlíku. Mezi dvě nejznámější formy patří 

diamant a grafit jakožto předchůdce grafenu. Dalšími modifikacemi uhlíku jsou 

fullereny nebo uhlíkové nanotrubičky, které však na rozdíl od grafenu mají menší 

adsorpční kapacitu a jejich syntéza je spojena s řadou hůře odstranitelných nečistot. 

V roce 2010 byla dvěma vědcům Andre Geimu a Konstantinu Novoselovi udělena 

Nobelova cena právě za výzkum vlastností grafenu. [16,17] 

1.7.1 Syntéza grafenu podle Hummerse 

Oproti výše zmíněným alotropiím uhlíku (uhlíkové nanotrubičky) je možné 

grafen syntetizovat poměrně jednoduchou chemickou metodou bez speciálních 

požadavků na vybavení laboratoře. [18] 

Počátky přípravy grafenu sahají až do roku 1859. Původní průběh syntézy byl 

však poměrně časově náročný a především nebezpečný. Syntéza grafenu podle 

Hummerse, která se mimo jiné používá dodnes, byla provedena v polovině minulého 

století. [19] 

Příprava vychází ze 100 g grafitu v prachové podobě, ke kterému se přidá 

50 g dusičnanu sodného. Směs se vsype do 2,3 litrů kyseliny sírové. Směs se promíchá 

a v patnáctilitrové nádobě se ochladí v ledové lázni na 0°C. Nakonec se přidá 

300 g manganistanu draselného. [19] 

Za stálé kontroly teploty se teplota zvýší na 35°C a je udržována po dobu 30 

minut. Konzistence se mění přes suspenzní na pastovitou. K vzniklé pastě se přidá 4,6 

litrů čištěné vody, kdy tento děj je doprovázený mohutným pěněním, a teplota se zvýší 

na 98 °C po dobu 15 minut. V této fázi je suspenze zbarvená do hněda. Poté se přidá 

dalších 14 litrů čištěné vody ve směsi s tříprocentním peroxidem vodíku, následuje 

redukce manganistanu na oxid manganatý a na bezbarvý síran manganatý. Suspenze 

následkem tohoto děje získá jasně žluté zbarvení. Zbarvení výsledného produktu je 

zásadní kritérium pro posouzení čistoty. Nakonec se suspenze zfiltruje, filtrát se 

promývá několikrát vodou. Centrifugací a dehydratací pomocí vakua je získán 

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

O redukovaném GO mluvíme jako o dvoudimenzionálním uspořádání atomů 

v sp2 hybridizaci. Hraniční molekulové orbitaly mohou komunikovat pomoci 

π-elektronů. Jedinečné vlastnosti grafenu jsou spojeny s jeho monovrstevnou strukturou. 

[20] Obvykle se grafen vyskytuje jako polydisperze s různou velikostí a tloušťkou 

vrstev, z čehož vyplývá schopnost snadno agregovat díky π-π interakcím mezi 

částicemi. Je nezbytné během přípravy disperzi částic kontrolovat a agregaci zabránit. 

[21] 

Z oxidovaného grafenu je možné pomocí redukčních činidel, jako je například 

hydrazin, připravit redukovaný oxidovaný grafen (RGO, reduced graphene oxide). 

Zvolená redukční metoda odráží výsledné vlastnosti RGO. Důležitými kritérii jsou 

rozpustnost v různých rozpouštědlech a dále stupeň redukce, kterého bylo dosaženo. To 

je možné ověřit pomocí UV-VIS absorpční spektrofotometrie (monovrstva GO 

absorbuje při maximu 230 nm [20]), podrobnější informace o GO a RGO poskytují 

Ramanova spektra. [21,22] Ramanova spektra GO obsahují 3 hlavní pásy. D-pás je 

lokalizován v 1300 cm-1, je to defektní pás. G-pás je lokalizován v 1580 cm-1, je to díky 

vibracím atomů uhlíku v sp2 hybridizaci. 2D-pás se pohybuje v hodnotě 2700 cm-1. Jak 

je psáno výše, grafen a jeho výhodné vlastnosti jsou spojovány s monovrstevným 

uspořádáním, ale studie popisují užití i dvou- nebo vícevrstevného grafenu. [23] 

GO je charakteristický svým velkým specifickým povrchem stejně jako 

typickým morfologickým uspořádáním [18]. U grafenu se jedná o uspořádání uhlíků 

atomů do seskupení šestičlenných kruhů s π-elektronovým delokalizovaným systémem, 

který ve vzájemném kontaktu s dalšími molekulami hraje dominantní roli. [17] 

GO na svém povrchu umožňuje další možnosti modifikace prostřednictvím 

přítomných funkčních skupin [18]. Tyto skupiny jsou hydrofilního charakteru a jedná se 

o hydroxylové, karbonylové, karboxylové nebo epoxidové funkční skupiny, které mají 

volný elektronový pár na atomu kyslíku. Prostřednictvím tohoto volného elektronového 

páru mohou tvořit komplexy s kovy. Díky tomuto faktu je možné konstatovat 

(v závislosti na analytu), že RGO má podstatně menší adsorpční kapacitu než GO. 

[17,24] Povrchová modifikace GO je bránou do světa možností aplikace grafenu a jeho 

forem v nejrůznějších vědecko-technických odvětvích. Síť atomů uhlíku v sp2 

hybridizaci a π-π elektronový systém nabízí připojení konjugovaných polymerů nebo 
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aromatických sloučenin. [25] Povrchová úprava je spojena s rehybridizací jednoho nebo 

více sp2 atomů uhlíku do konfigurace sp3. [20] 

Pro své magnetické, elektrické, potažmo elektrochemické, mechanické (zejména 

jeho pevnost a současně elasticita) a optické (fotoluminiscence) vlastnosti zaznamenal 

grafen a zejména oxidovaný grafen, vzrůstající zájem v nejrůznějších oborech. 

Elektrických vlastností grafenu se využívá při vývoji vysokokapacitních baterií 

(superkapacitory) a jsou spojeny s jeho monovrstevnou strukturou. [17,23,25] GO je 

možné využít jako pH-senzor po vytvoření kompozitního hydrogelu s vhodným 

polymerem (např. polyvinylalkohol). Takto vytvořeným pH-senzorem je možné 

pozorovat uvolňování léčivé látky z léčivého přípravku v závislosti na pH. [21,26] 

Pro svou výbornou vodivost může být grafen v kompozici s polymery součástí 

elektrod. V této podobě se s ním můžeme setkat u amperometrických nebo 

elektrochemických detektorů a dále u speciálně potažených elektrod kombinací Fe3O4 

v kompozici s GO a poly(diallyldimethylammoniumchlorid)em (PDDA). Právě PDDA 

se jako lineární pozitivně nabitý polyelektrolyt ukázal jako jeden z vhodných 

adsorbentů na kapilární stěnu ve spojení s grafenem. [27,28] 
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1.8 Modifikace kapilární stěny 

Využitelnost modifikované kapiláry v CEC a OT-CE o velikosti vnitřního 

průměru 20-100 µm vyžaduje, aby docházelo k efektivnímu dělení vzorku mezi 

stacionární fázi a elektrolytem (mobilní fáze). Úspěšnost modifikace kapilární stěny se 

posuzuje dle následujících parametrů - stabilita použitého materiálu, účinnost při 

daných separačních podmínkách a dále možnost opakovaného užití dané stacionární 

fáze. Účinnost separace úzce souvisí se způsobem modifikace kapilární stěny 

a použitým materiálem. [29] 

Ze současných studií vyplývá rozdělení možností modifikace do třech skupin. 

Jsou jimi chemické, nekovalentní potahování a tzv. vrstvení (v angličtině existuje 

termín Layer-by-layer). [29] 

1.8.1 Chemická modifikace 

Pro chemické modifikace se s výhodou používá oxidovaný grafen. Příprava 

kapiláry začíná propláchnutím kapiláry hydroxidem sodným, kterým se aktivují 

silanolové skupiny. Poté se oba konce uzavřou pryžovou zátkou a kapilára se zahřívá 

v peci 2 hodiny. Po tomto kroku se kapilára propláchne kyselinou chlorovodíkovou 

a čištěnou vodou a nakonec dusíkem. Všechny tyto kroky připraví povrch kapiláry pro 

3-aminopropyl-trimethoxysilanem (APTES), kdy účelem tohoto kroku je zavedení 

aminoskupin pomocí chemické reakce silanolů s APTES. Kapilára se opět promývá 

a suší proudem dusíku. Prostřednictvím aminoskupin se následně naváže chemickou 

vazbou GO otevřením epoxidových můstků, které jsou na jeho povrchu přítomny. 

Nakonec se kapilára opět zahřívá v peci po dobu 4 hodin a promývá čištěnou vodou. 

[30] 

Dalšími modifikátory navázanými kovalentní vazbou jsou monolity vznikající 

v kapiláře in situ polymerizačními reakcemi. Jiným typem jsou postpolymerizační 

reakce, kdy jednotlivé látky jsou postupně nanášeny na stěnu kapiláry. Vhodnými 

materiály jsou blokové kopolymery, derivatizovaný chitosan, proteiny nebo 

glykoproteiny. [29,31] 

V posledních letech přichází do úvahy také použití nanočástic, které si našly 

oblibu především díky jejich v mnoha ohledech výhodnému velkému specifickému 

povrchu. Díky této vlastnosti dochází k významnému zvýšení rozlišení při separaci 
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v důsledku zvýšení retence analytu. Samotné nanočástice je možné opět modifikovat. 

Příkladem je kovalentní vazba cyklodextrinu a nanočástic zlata s využitím v chirálních 

separacích. [29,31,32] 

Dalším typem nanočástic jsou uhlíkové nanotrubičky, kde atomy uhlíku 

zprostředkovávají π-π interakce. Retenci analytu a tedy jeho elektroforetickou 

pohyblivost následně ovlivňují π-π interakce, vodíkové můstky a hydrofobní interakce 

v závislosti na fyzikálně-chemických vlastnostech dělené směsi. [31] 

1.8.2 Nekovalentní modifikace 

Nekovaletní možnosti povrchové úpravy kapiláry nabízí celkem dva způsoby. 

Jedná se o statické a dynamické potahování. První případ spočívá ve fyzikální adsorpci 

stacionární fáze skrze elektrostatické a hydrofilní interakce. Vrstva je 

semipermanentního charakteru v závislosti na síle zmíněných interakcí. V případě erozí 

této vrstvy dochází ke znatelnému ovlivnění stability EOF. Dynamická možnost 

modifikace spočívá v rozpuštění komponent v BGE a následné aplikaci této směsi do 

kapiláry během separačního procesu. [29] 

1.8.3 Vrstvení (Layer-by-layer) 

Layer-by-layer (LbL) je inkorporace molekul navzájem se doplňujících vlastností. 

Typicky využívá elektrostatických interakcí nebo vzniku chemických vazeb. Pro 

vysokou účinnost, všestrannost využití a robustnost se i v této metodě s výhodou 

využívá modifikátorů v podobě nanočástic. Své uplatnění v tomto způsobu potahování 

zde pro své fyzikálně-chemické vlastnosti našel grafen a jeho formy. [29] 

1.8.3.1 Využití grafenu při potahování stěny kapiláry metodou LbL 

Vzhledem k množství přítomných hydrofilních funkčních skupin na povrchu GO 

je zřejmé, že ve vodném prostředí získá tento povrch negativní náboj. Na upravený 

povrch kapiláry je možné inkorporovat molekulu s pozitivním nábojem, kterou může 

představovat polyelektrolyt, který GO přitahuje prostřednictvím elektrostatických 

interakcí. Takovým pozitivně nabitým polyelektrolytem je například PDDA, kdy 

dochází k interakci s negativním nábojem na GO. Tento postup se několikrát opakuje, 

až dojde k vytvoření vrstev. [33] 
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Obrázek č. 3 znázorňuje změnu směru EOF při potažení jednotlivými vrstvami. 

Pro shrnutí, na nepotažené kapiláře je pozorován EOF od anody ke katodě, mluvíme 

o pozitivním EOF. Po potažení vrstvou kladně nabitou vrstvou PDDA se EOF otáčí 

směrem k anodě. A po potažení vrstvou grafenu je elektroosmotický tok opět katodický, 

vzhledem k negativně nabitému povrchu grafenu. Kapilára potažená vrstvou grafenu 

vykazuje méně výrazné ovlivnění elektroosmotického toku změnou pH a tedy následně 

menší vliv EOF na průběh separace. [24] 

 

Obrázek 3 Grafické znázornění směru EOF  

Na obrázku je schematicky znázorněná modifikace povrchu metodou LbL (převzato 

a upraveno [24]). 

Touto cestou se vydali Qu a kol., kdy cyklus potahování zopakovali třikrát. 

Grafen zde byl použit ve formě tzv. „listů“ grafenu a měření probíhalo na OT-CE. Lze 

konstatovat, že díky silným interakcím mezi GO a PDDA byl povrch stabilní a zajistil 

dostatečnou opakovatelnost během 200 cyklů měření. Efektivní separace dosáhli 

u směsi polycyklických aromatických uhlovodíků (naftalen, fenanthren, anthracen) 

a dále u dělené směsi proteinů (lysozym, avidin, ovotransferin, ovoalbumin). Jako 

elektrolyt byl zvolen fosfátový pufr o koncentraci 5 mM a pH=7. Aplikovaný tlak byl 

20 kV. Dále za stejných podmínek separace testovali přídavek metanolu (20-50%) 

u směsi thiourea, naftalen, bifenyl. Úplná separace proběhla pouze za přídavku 20% 

metanolu a už zde bylo patrné tzv. chvostování píků. U bazických molekul (směs anilin, 

pyridin, N,N-dimethylanilin) za stejného přídavku organického rozpouštědla k úplné 

separaci na základní linii nedošlo. U kyselin (benzoová kyselina, 4-nitrobenzoová 

kyselina) dělení až k základní linii proběhlo. Přídavek organického rozpouštědla zde byl 

ještě o 10% vyšší. [33] 
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Liu a kol. používali grafen v podobě disperze. Testování kapiláry probíhalo 

OT-CE, během 2 týdnů se konalo 200 cyklů měření. Proces dostatečného potažení 

vnitřního povrchu byl ověřen pomocí SEM spektroskopie, kde je možné pozorovat 

rozdíl mezi povrchem nepotažené kapiláry, který je hladký oproti povrchu 

s modifikátorem, který je zdrsněný. Separovanou směsí byly polohové izomery 

nitroanilinu. Měření probíhalo v 20 mM fosfátovém pufru o pH=7. Nejrychlejší 

migrační čas měl 3-nitroanilin, druhý je 4-nitroanilin a až poslední byl detekován 

2-nitroanilin. Ve studii dále vypozorovali, že se zvyšující se hodnotou pH prostředí 

klesá vliv elektroosmotického toku na průběh separace. [34]  

V jiné studii se Liu a kol. zaměřili na porovnání GO a redukovaného 

oxidovaného grafenu (RGO) jako stacionární fáze OT-CE při separaci polohových 

izomerů nitroanilinu (jako představitele bazických molekul) a nitrofenolu (zastupují 

kyselé molekuly) a polycyklické aromatické uhlovodíky (neutrální molekuly). Grafen 

byl použit ve formě „listů“. V rámci jednoho týdne proběhlo 100 cyklů měření. RGO 

má na svém povrchu více negativně nabitý než GO, v jeho přítomnosti je pozorována 

větší mobilita EOF. Experimenty probíhaly v 20 mM fosfátovém pufru. Pro směs 

nitrofenolů byl testován rozsah pH 5-8, optimální hodnota byla pH=7. Z porovnání 

migračních časů lze konstatovat, že rychlejší analýzy směsi nitrofenolů bylo dosaženo 

na kapiláře potažené RGO v porovnání s kapilárou s GO. U dalších použitých vzorků, 

které zastupovaly bazické molekuly (směs nitroanilinů), probíhala analýza s významně 

nižší separační účinností, píky na elektroforeogramech byly nesymetrické. Neutrální 

molekuly reprezentovaly polycyklické aromatické uhlovodíky naftalen, bifenyl, fluoren 

a anthracen. Měření probíhalo ve fosfátovém pufru při pH=7. Po přídavku organického 

rozpouštědla (acetonitril) v koncentraci 30% se jevily migrační časy opět rychlejší na 

kapiláře modifikované RGO. Zdůvodněním tohoto faktu je, že GO-kapilára 

zprostředkovala četnější interakce mezi stacionární fází a polycyklickými aromatickými 

uhlovodíky než RGO, a tudíž byly látky déle zadržovány. [24] 

V posledních letech zkouší vědci adsorbovat polymery, které by mohly lépe 

zadržet vrstvu grafenu, tedy zpomalit postupné vymývání vrstev. Touto cestou se vydal 

Gao a jeho pracovní skupina. Využili „tentacle“ typ polymeru (glycidyl methakrylát). 

Jedná se o roubovaný typ polymeru, který má vyšší kapacitu vazby než například 

PDDA. Polymer je schopen navázat GO ve více vrstvách najednou, následkem čehož se 

prodlouží životnost kapiláru ve smyslu sníženého vymývání vrstev. Výsledkem během 
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měření bylo výrazné zlepšení rozlišovací schopnosti. Pro porovnání mezi kapilárou 

potaženou polymerem i grafenem a pouze polymerem byly použity 3 aminokyseliny. 

Vyšší separační účinnost byla jednoznačně prokázána kombinací polymeru 

s navázaným GO. Dále byla pozorována stabilní elektroosmotická pohyblivost 

v rozsahu pH=4-9. Píky separovaných látek měly výbornou symetrii a všechny byly 

separovány až na základní linii. [29,35] 

Ve studii Zhanga a jeho skupiny byly použity dva polymery. Polydopamin 

kovalentně navázal GO a dále polyanilin, který vytvořil subvrstvu. Na tuto první vrstvu 

je opět možné na principu Layer-by-layer polydopamin s GO vrstvit a proces několikrát 

opakovat. Je to tedy propojení více typů potahování a opět vede k cíli udržet povrch 

kapiláry stabilní s pomalejším vymýváním vrstev. Během měření bylo prokázáno, že 

mobilita EOF u modifikované kapiláry je nižší než u kapiláry nepotažené. Při porovnání 

separační účinnosti u kapiláry potažené pouze jedním z polymerů a kapiláry potažené 

kombinací obou je z elektroforeogramů zobrazených ve studii zřejmé, že k výraznému 

zlepšení dochází u druhého typu kapiláry. Látky (benzen, methylbenzen, etylbenzen, 

n-propylbenzen, n-butylbenzen) jsou separovány na základní linii, stejně tak je výborná 

symetrie v porovnání s výše uvedenými třemi studiemi. [29,36] 

Na základě výše citovaných studií [24,33-36] lze konstatovat, že vliv 

elektroosmotického toku na separaci potažením kapiláry GO klesá. Studie dokazují, že 

kapilára potažená konečnou vrstvou GO vykazuje stabilní elektroosmotickou 

pohyblivost v rozsahu pH 4 - 9. Jako marker elektroosmotického toku byla používána 

thiomočovina.  

Experimenty probíhaly v rámci týdne až dvou v počtu 100-200 cyklů měření. 

Pufr byl zvolen fosfátový, standardně o pH 7. Přídavek organického rozpouštědla do 

30 % zvyšoval rozlišení, vyšší koncentrace naopak rozlišení snižovaly a navíc 

prodlužovaly migrační časy. Studie prokazují dobrou stabilitu kapilár, zejména poslední 

dvě zmíněné, [35,36] opakovatelnost v rámci více dní i mezi kapilárami navzájem 

a dále výbornou separační účinnost. [29,33-36] 
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2. CÍLE PRÁCE 

Cílem diplomové práce je testovat využití grafenu pro modifikaci kapilární stěny 

v separačních metodách. Pozornost byla soustředěna na modifikaci chemickou cestou 

a metodu vrstvení. Na takto připravených kapilárách byly zkoumány separační 

schopnosti pomocí modelové směsi analytů.  
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Přístrojové vybavení  

Kapilární elektroforéza Agilent 7100 s UV-DAD detekcí a softwarem ChemStation 

Stolní počítač 

Ultrazvuková lázeň (Ecoson, Praha, Česká republika) 

Analytické váhy (Kern, Unipro-Alpha, Praha, Česká republika) 

Acidimetr (Acidimetr 333, Druopta Praha, Laboratorní přístroje Praha, Česká republika) 

Koncentrátor vzorků 

Zdroj N2 (Nitrogen Generator, Německo) 

Sušárna (Chirana HS 61A) 

Další pomůcky: 

Injekční stříkačky Luer Lock 

 Filtry (0,45 µm, značka Iso-Disc 25mm ˟ 0,45 mikrometrů, Supelco, N-25-4 Nylon) 

Jehly injekční Medoject 

Vialky Snap Ring 

Mikropipety (Eppendorf, Merci s.r.o, Brno, Česká republika) 

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

Chemické sklo (kádinky, odměrné baňky, zkumavky) 

pH papírky 
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3.2 Použité chemikálie 

Sigma Aldrich-St. Luis, USA: 

Kyselina 4-hydroxybenzoová, ethylester kyseliny 4-hydroxybenzoové (ethylparaben), 

thiomočovina, 2-, 4-hydroxyacetofenon, 4-aminofenol, 2-, 3-, 4-nitrofenol, methylester 

kyseliny 4-aminobenzoové, ethylester kyseliny 4-aminobenzoové, butylester kyseliny 

4-aminobenzoové, hydroxid sodný, acetonitril, methanol, PDDA (Mr = 200 000 

-350 000), tris(hydroxy-methyl)-aminometan, methylester kyseliny 4-hydroxybenzoové 

(methylparaben), kyselina octová, hydrazin-hydrát, 3-aminopropyltriethoxysilan 

(APTES). 

 

Lachema Brno-Neratovice: 

Kyselina 4-aminobenzoová, 2-aminofenol, 3-aminofenol, propylester kyseliny 

4-hydroxybenzoové (propylparaben), hydrogenfosforečnan diamonný, mravenčan 

sodný, octan sodný, tetraboritan sodný. 

 

Farmaceutická fakulta (Katedra farmaceutické chemie a kontroly léčiv, Katedra 

biochemických věd) 

Aqua purificata, grafen. 
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3.3 Příprava pufrů a měřených vzorků 

Fosfátový pufr 20 mM 

0,132 g hydrogenfosforečnanu diamonného se naváží na analytických váhách do 

odměrné baňky a rozpustí v čištěné vodě za působení ultrazvukové lázně. Následně se 

upraví na požadované pH kyselinou fosforečnou; používané hodnoty pH byly 6,63; 

7,05; 7,5. Odměrná baňka se doplní čištěnou vodou po rysku na 50 ml.  

Octanový pufr 20 mM (50 mM, 100 mM) 

0,082 g octanu sodného bezvodého se naváží do odměrné baňky a rozpustí v čištěné 

vodě. Upraví se na požadované pH pomocí kyseliny octové; používané hodnoty pH 

byly 6,5; 7,0; 8,5. Odměrná baňka se doplní čištěnou vodou po rysku na 50 ml.  

TRIS 20 mM 

0,121 g tris(hydroxy-metyl)-aminometanu se naváží do odměrné baňky a rozpustí 

v čištěné vodě. Upraví se na požadované pH pomoci kyseliny chlorovodíkové; 

používané hodnoty pH byly 7,0; 8,5. Odměrná baňka se doplní čištěnou vodou po rysku 

na 50 ml. 

Borátový pufr 20 mM  

0,381 g tetraboritanu sodného se naváží do odměrné baňky a rozpustí v čištěné vodě. 

Upraví se na požadované pH pomocí kyseliny chlorovodíkové; používaná hodnota pH 

byla 7,0. Odměrná baňka se doplní čištěnou vodou po rysku na 50 ml.  

Mravenčanový pufr 20 mM  

0,068 g mravenčanu sodného se naváží do odměrné baňky a rozpustí v čištěné vodě. 

Upraví se na požadované pH pomocí kyseliny mravenčí; používaná hodnota pH byla 

6,5. Odměrná baňka se doplní čištěnou vodou po rysku na 50 ml.  

Marker elektroosmotického toku - thiomočovina (THIO) 

Zásobní roztok byl připraven v koncentraci 1mg/ml a rozpuštěn ve vodě. Do vialky se 

ředil na koncentraci 50 µg/ml směsí příslušného pufru a methanolu v poměru 1:1. 
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Vzorky 

Zásobní roztoky byly připraveny o koncentraci 1 mg/ml (případně 0,1 mg/ml) 

rozpuštěním v methanolu. Pro měření se zásobní roztoky ředily na koncentraci 50 µg/ml 

směsí příslušného pufru a methanolu v poměru 1:1. Takto byly připraveny směsi 

jednotlivých látek. Připravované vzorky a z nich vytvořené směsi byly následující: 

• kyselina 4-aminobenzoová (PAB)+ kyselina 4-hydroxybenzoová (PHB) 

• methylparaben + ethylparaben + propylparaben  + (buthylparaben) 

• methylester PAB + ethylester PAB + buthylester PAB 

• 2-/3-/4-nitrofenoly 

• 2-/3-/4-aminofenoly 

• 2-/4-hydroxyacetofenon 

 

Všechny vzorky a pufry včetně čištěné vody jsme filtrovali pomocí filtrů s velikostí 

ok 0,45 µm. Vzorky a pufry jsme uchovávali v lednici. 
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3.4 Modifikace vnitřní stěny kapilár 

Kapiláry byly modifikovány dvěma způsoby- chemicky a metodou LbL. Některá 

činidla se v metodách liší (viz Tabulky 1 a 2), příprava disperze grafenu probíhala 

v obou případech stejně. 

V obou případech jsme si nejprve připravili disperzi GO. Připravili jsme si 

zásobní roztok o koncentraci 1 mg/ml v 10 mililitrové odměrné baňce. Následně byla 

disperze umístěna do ultrazvukové lázně na 30 minut. Disperze grafenu se uchovává za 

laboratorní teploty chráněná před světlem. V případě potahování chemickou cestou jsme 

kapiláru (modifikovaná APTES) nejprve promývali chemickou disperzí GO a po 

chemické vazbě grafenu na NH2 skupiny byl GO redukován pomocí 1% hydrazinu. 

 Při metodě LbL jsme si připravili 2% roztok PDDA. K dispozici jsme měli 20% 

roztok polymeru, odebrali jsme tedy 1 ml 20% PDDA a doplnili do 10 ml čištěnou 

vodou. K tomuto roztoku jsme navíc přidali 100 mg NaCl 0,1 M [33]. Roztok se 

uchovává za laboratorní teploty.  

 S pomocí koncentrátoru vzorků jsme kapiláry promývali příslušnými vzorky za 

využití přetlaku dusíku. V Tabulce 1 je shrnut postup pro chemickou modifikaci 

kapiláry a Tabulka 2 uvádí postup modifikace metodou LbL.  

Tabulka 1 Potahování kapilár chemickou cestou 

 (upraveno dle [30]) 

1. 30 min 0,1 M NaOH 

 2. 5 min voda 

3. 5 min ACN 

4. 15 min atmosféra dusíku 

5. 15 min APTES 

6. 1 hod 80 °C, sušásrna 

7. 15 min chlazení (vzduch) 

8. 5 min methanol 

9. 5 min voda 

10. 10 min GO  

11. 1 min GO + hydrazin 

12.  30 min 95 °C, sušárna 

13. 15 min chlazení (vzduch) 

14. 5 min voda 

15. 5 min methanol 
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Tabulka 2 Potahování kapilár 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 znázorňuje potažení vnitřního povrchu kapiláry jednou vrstvou PDDA 

a GO. V případě přípravy tří vrstev GO se kroky 3-6 opakovali dvakrát. 

Potažená kapilára metodou LbL se uchovává v lednici ponořená do baňky 

s čištěnou vodou. V případě chemického modifikace je kapilára uchovávána za 

laboratorní teploty. V obou případech je vhodné chránit kapiláry před mechanickým 

poškozením. 

Celková délka kapiláry byla 35 cm. Vzdálenost od středu detektorového okénka 

ke katodovému konci kapiláry je 8,4 cm.  
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3.5 Průběh měření na kapilární elektroforéze 

Před prvním měřením jsme kapiláru propláchli 10 minut čištěnou vodou a pufrem 

do ustálení odezvy detektoru. Tabulka 3 shrnuje separační podmínky, ze kterých jsme 

vycházeli, některé z nich (tlak při dávkování vzorku, čas dávkování a teplota) byly 

voleny experimentálně. Dále jsou popsány promývací cykly mezi jednotlivými 

experimenty a na konci měření. 

Tabulka 3 Podmínky během měření 

vlnové délky DAD detektoru 220 nm, 250 nm, 280 nm 

tlak při dávkování vzorku 10-50 mbar  

čas dávkování vzorku 2-5 s  

teplota 25 °C 

Kondicionace  

pufr 120 s 

Promytí kapiláry po analýze  

voda  10 min 

vzduch 10 min 

voda  30 s 
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4. VÝSLEDKY A DISKUSE 

4.1 Chemická modifikace kapiláry 

Na základě předchozích experimentů byly testovány kapiláry, jejichž stěna byla 

modifikována chemicky. Postup přípravy je uveden v Tabulka 1. Jako elektrolyt jsme 

vybrali fosfátový pufr o pH=6,63 a vlastnosti kapiláry byly testovány pomocí směsi 

kyselin 4-hydroxybenzoové (PHB) a 4-aminobenzoové (PAB). Markerem 

elektroosmotického toku byla thiomočovina. 

 Na základě pokrytí vnitřní stěny kapiláry došlo k potlačení elektroosmotického 

toku a při aplikovaném kladném napětí nebyly píky obou kyselin detekovány (na rozdíl 

od nemodifikované kapiláry). Při aplikovaném napětí -20 kV se migrační časy obou 

látek pohybovaly od 12. do 16. minuty. Nicméně velmi častým jevem bylo, že několik 

měření po sobě jsme pozorovali separaci a od určité fáze již kyseliny separovány nebyly 

- na elektroforeogramu byl pouze jeden pík, který zahrnoval absorpční maxima obou 

kyselin (PHB při 265 nm a PAB při 245 nm). Po desítkách experimentů, kdy zcela 

nepravidelně separace probíhala i neprobíhala, jsme dospěli k závěru, že se povrch 

kapilár během experimentů mění v důsledku vymývání vrstvy grafenu.  

 Jelikož stabilita povrchu kapilár potažených chemickou metodou byla velmi 

nízká a nedosáhli jsme reprodukovatelných výsledků, rozhodli jsme se pro jiný způsob 

modifikace vnitřní stěny kapiláry.  
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4.2 Kapilára potažená jednou vrstvou grafenu a PDDA 

Tímto způsobem jsme zkoušeli připravit jednu kapiláru. V publikovaných studiích 

byla vrstva imobilizovaného grafenu zkoumána pomocí transmisní elektronové 

spektroskopie Obvykle bylo pozorováno pokrytí povrchu odpovídající 60-70% [6]. 

V našem experimentu jsme vycházeli z práce Qu a kol. [33], přičemž součástí našeho 

experimentu nebylo proměření povrchu kapilár na transmisní elektronové spektroskopii, 

ale jestliže byly dodrženy všechny podmínky během potahování kapilár, tak jsme 

podobné hodnoty předpokládali. 

 Jako BGE jsme používali fosfátový pufr o pH 6,63 jako u předchozího 

experimentu a pro testování vlastností takto připravené kapiláry jsme opět použili směs 

PAB a PHB. Markerem elektroosmotického toku byla thiomočovina. Při napětí 20 kV 

jsme zaznamenali časy thiomočoviny mezi 1 a 2 minutami. Nebyla tedy zadržována 

stěnou kapiláry. Při 15 kV nedošlo k separaci obou kyselin a migrační čas píku 

odpovídající oběma kyselinám byl tři minuty. To znamenalo velmi slabou či spíše 

žádnou interakci se stěnou kapiláry. Nicméně při dalších experimentech odezva 

separovaných kyselin již nebyla žádná. Kapiláru jsme promyli 50% methanolem 

a následně jsme k elektrolytu přidali organickou přísadu, ale k odezvě ani tento postup 

nevedl. 

Po několika neúspěšných experimentech jsme obrátili polaritu a zkoušeli separaci 

při napětí -10 kV, kdy se v 5. minutě objevil jeden pík, tedy ani obrácená polarita 

nepřispěla k separaci kyselin. Pro potvrzení teorie, zda zobrazený pík není vymývající 

se PDDA z kapiláry, jsme provedli proměření absorpčního spektra a mohli ji vyvrátit, 

jelikož jeho maxima se vyskytují při odlišných vlnových délkách, než při kterých se 

zobrazoval námi pozorovaný pík. Nicméně směs PAB a PHB se od sebe separovat ani 

v dalších experimentech nepodařilo, příčin bylo patrně více, jednou z nich i vymývající 

se monovsrtva na kapiláře, která byla poměrně nestabilní a pravděpodobně neúplná.  
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4.3 Kapilára potažená metodou LbL 

4.3.1 Separace směsi PAB a PHB 

Obrázek 4 znázorňuje struktury separovaných kyselin. Vlevo je kyselina 

4-aminobenzoová a vpravo kyselina 4-hydroxybenzoová.  

                                                                     

Obrázek 4 Struktura separovaných látek 

 

Fosfátový pufr pH 7,0 

Po vložení kazety s kapilárou do stroje jsme kapiláru promyli 50% methanolem. Při 

této části experimentu jsme pH elektrolytu zvýšili na 7. Čas odezvy thiomočoviny při 

10 kV a tlaku při nástřiku 10 mbar po dobu 3 sekund byl od 5,9 po 6,4 minuty. 

Zamýšleli jsme se nad stavem vnitřní stěny kapiláry, zda je na povrchu zadržován 

grafen i PDDA a zda je EOF opravdu tak slabý. V záporné polaritě a aplikaci gradientu 

napětí od -10 kV po -20 kV poprvé došlo k separaci směsi PAB a PHB v čase 11 a 12 

minut. Při gradientu napětí od -10 kV do do -15 kV došlo k prodloužení migračních 

časů, jak znázorňuje Obrázek 5. Bez tlakového gradientu jsme separace kyselin 

nedosáhli. Současně jsme při pozorování absorpčních spekter detekovali, že v některých 

experimentech docházelo ke změně pořadí separovaných kyselin. Důvodem byly patrně 

různě převažující interakce (vliv polárních skupin na povrchu grafenu, méně potom 

interakce hydrofobní) v souvislosti s pravděpodobnými změnami na modifikovaném 

povrchu stěny kapiláry. 
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Obrázek 5 Separace směsi PAB a PHB.  Podmínky separace: fosfátový pufr pH 7,0, 20 

mM, gradient napětí -10 kV až -15 kV. Zde 1. v pořadí PHB, 2. PAB. 

 

Efekt přídavku organického rozpouštědla k elektrolytu 

V další fázi jsme přidali k elektrolytu 25% ACN. I bez napěťového gradientu jsme 

při -10 kV dosáhli časů separace 15 a 17 minut s ověřením, že se skutečně jednalo 

o separované kyseliny (proměření absorpčních maxim). Přídavkem 40% ACN 

k elektrolytu se zkrátil čas analýzy přibližně o 1 minutu a navíc došlo k negativnímu 

ovlivnění symetrie píků. V kombinaci napěťového gradientu byly časy analýzy znatelně 

kratší, symetrie zůstala stejná. 

Zvýšení pH pufru, přídavek organického rozpouštědla 

 V další části jsme zvýšili pH fosfátového pufru na 7,5 a přidali 25% ACN. I po 

důkladném promytí kapiláry byl systém proudově nestabilní, čímž byla analýza 

znemožněna. Když jsme snížili koncentraci ACN na polovinu, poměry na vnitřním 

povrchu kapiláry se patrně pozměnily a k separaci nakonec došlo. S gradientem napětí 

jsme pozorovali separaci ve 14. a 17. minutě, ale stále s nesymetrickými píky. 

S přídavkem 12,5% metanolu došlo ke zrychlení analýzy a navíc ke zlepšení symetrie 

píků. 

 Jelikož migrační časy obou kyselin závisí jak na ionizaci, tak i na 

elektroosmotickém toku, tak abychom mohli lépe určit vliv experimentálních podmínek 
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(zejména modifikace stěny kapiláry, směny pH) na migrační časy, tak jsme se rozhodli 

použít místo kyselin jako vzorky estery PHB.  

4.3.2 Separace směsi parabenů 

Obrázek 6 znázorňuje struktury parabenů, ze kterého je zřejmé, že se tyto látky 

liší pouze svým homologickým přírůstkem na benzenovém jádře. 

     

methylparaben   ethylparaben   propylparaben 

Obrázek 6 Struktura separovaných látek – parabeny 

 

Zablokovaná karboxylová funkce parabenů zajistí, že při pH 6,6 nebudou vzorky 

ionizovány (pKa parabenů leží v rozsahu 8,2-8,3), a tudíž zůstane jejich mobilita tímto 

faktorem neovlivněná. Konkrétními vzorky byla směs methylparabenu, ethylparabenu 

a propylparabenu. 

Abychom mohli porovnat výsledky s předchozími, začali jsme opět s fosfátovým 

pufrem o pH 7,0. Nejdříve byly látky analyzovány odděleně, abychom zjistili, zda se 

jejich mobilita bude v těchto podmínkách lišit. Jednotlivé migrační časy byly velice 

podobné, a tak po nastříknutí celé směsi k separaci nedošlo ani při napětí 5 kV 

a zvýšeném tlaku při nástřiku na 25 mbar. Na záznamu se objevil jeden pík, u kterého 

jsme pozorovali chvostování, což na druhou stranu bylo známkou toho, že dochází 

k interakci se stěnou, jak znázorňuje Obrázek 7. K jednotlivým vzorkům parabenů jsme 

přidávali 25% a poté 65% methanol, který zeslabuje hydrofobní interakce. Pozorovali 

jsme zrychlení analýz stejně, jako tomu bylo u kyselin. Navíc se zlepšovala symetrie 

píků. Z důvodů neúplné separace, kterou jsme pozorovali ve všech proměřených 

hodnotách (pH 6,6; 7,0; 7,5), následovala změna používaného elektrolytu. 
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Obrázek 7 Elektroforeogram znázorňující chvostování píku. Separace směsi parabenů. 

Podmínky separace: fosfátový pufr pH 7,0, 20 mM, vložené napětí 5 kV. 

 

Octanový pufr pH 7,0; 20 mM 

Začali jsme experiment bez přídavku organického rozpouštědla. Nejprve jsme 

analyzovali migrační časy každého z parabenů. Jelikož migrační časy byly rozdílné, 

zkusili jsme nastříknout směs MP, EP a PP. Nástřik byl 30 mbar po 3 sekundy a napětí 

10 kV, které jsme při dalších nástřicích zvýšili na 20 kV kvůli zrychlení analýzy. 

Pozorovali jsme, že oproti předpokladu měl nejrychlejší migrační čas, což znamená, že 

nejméně interagoval se stěnou, propylparaben. Vzhledem k nejvyšší hydrofobicitě jsme 

předpokládali naopak interakci nejvyšší vzhledem k jeho nejdelšímu alkylovému 

řetězci. Pro ověření jsme ke směsi přidali butylparaben, který tento výsledek potvrdil. 

Butylparaben měl nejrychlejší migrační čas ze všech 4 parabenů. Identitu píků jsme 

ověřili na základě UV spektra parabenů, abychom zjistili, zda pozorované píky jsou 

skutečně píky parabenů.  

TRIS pufr pH 7,0; 20 mM 

Tento pufr jsme zvolili zejména z důvodu ověření pořadí separace. Bohužel časy 

jednotlivých parabenů byly téměř identické, nastříknutou směs se separovat nepodařilo. 

K dobrému výsledku nepřispělo ani zvýšení pH elektrolytu na 8,5. Až s přídavkem 

organického rozpouštědla metanolu v 25% koncentraci se objevily dva píky, ale úplná 

separace se s tímto pufrem nepodařila, proto jsme s ním již dále neměřili.  
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Borátový pufr pH 7,0; 20 mM 

V tomto elektrolytu nedošlo k eluci jednotlivých parabenů. Domnívali jsme se, že 

vrstvy na vnitřní straně kapiláry se postupně vymývají. Další úvahou bylo, že částečná 

ionizace fenolické skupiny parabenů vede k interakci s odkrytou pozitivně nabitou 

vrstvou PDDA. Nicméně vzhledem k tomu, že jsme pozorovali pík thiomočoviny 

(marker EOF), tak jsme hypotézu zavrhli, protože v případě odkrytí vrstvy PDDA by 

došlo k otočení EOF a při dané polaritě vloženého napětí bychom odezvu thiomočoviny 

nepozorovali. 

Mravenčanový pufr pH 6,5; 20 mM 

 Pro úplnost jsme vyzkoušeli další pufr. Nejprve jsme analyzovali každý paraben 

zvlášť a poté celou směs. Parabeny se od sebe úspěšně separovaly opět v pořadí stejném 

jako u octanového pufru, což nám potvrdilo, že hydrofobní interakce s grafenem 

nebudou dominantní silou, která by byla zodpovědná za retenci analytů. Přítomnost 

mnoha hydrofilních skupin na povrchu GO bude tedy pravděpodobně průběh separace 

ovlivňovat především. Vzhled jednotlivých píků a jejich rozlišení však nebyly tak 

uspokojivé jako u octanového pufru. Píky nebyly rozděleny až na základní linii, jak 

znázorňuje Obrázek 8. Navíc systém s tímto pufrem nebyl stabilní (při každém nástřiku 

se migrační časy od sebe velmi lišily). Je možné předpokládat, že prostředí v kapiláře se 

měnilo, např. vymýváním vázaných vrstev grafenu.  

 

Obrázek 8 Neúplná separace parabenů v mravenčanovém pufru Podmínky separace: 

mravenčanový pufr, pH 6,5, 20 mM, aplikované napětí 20 kV. Pořadí separace: 1. PP, 

2. EP, 3. MP. 
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4.3.3 Separace dalších směsí vzorků 

 Jelikož se nabízela myšlenka, že k ionizaci fenolických skupin parabenů přeci 

jen dochází, rozhodli jsme se vyzkoušet i jiné analyty. Měřili jsme je ve dvou 

elektrolytech, octanovém a mravenčanovém. U octanového jsme vyzkoušeli dvě 

varianty pH.  

Octanový pufr pH=7,0; 20 mM 

 První zvolenou směsí byly methylester, ethylester a butylester kyseliny para-

aminobenzoové (jejich pKa je 2,47; 2,51; 2,39). Tedy stejně jako u parabenů se jedná 

o látky, které se od sebe liší homologickým přírůstkem substituentu na benzenovém 

jádře. Za potvrzení stále přítomného katodického elektroosmotického toku jsme tuto 

směs proměřili při napětí 10 kV. Jednotlivé estery se od sebe bohužel neoddělily, při 

nástřiku jednotlivých esterů se časy příliš nelišily. Důvodem může být, že OH skupina 

interaguje výrazně silněji s modifikovaným povrchem a nebo díky hodnotě pKa nebyla 

mobilita esterů PAB ovlivněna ionizací a nedošlo k separaci.  

Mravenčanový pufr pH 6,5; 20 mM 

 Jelikož mravenčanový pufr byl druhý, u kterého se podařila separace parabenů 

leč s minimální opakovatelností, zvolili jsme si ho jako druhý elektrolyt. U butylesteru 

jsme pozorovali přibližně o minutu rychlejší analýzu. Ostatní vzorky se v tomto 

elektrolytu separovat nepodařilo.  

Octanový pufr pH 8,5; 20 mM 

 Při tomto pH jsme se inspirovali studiemi z posledních let [24,34] a vyzkoušeli 

jsme polohové izomery nitrofenolu, aminofenolu a hydroxyacetofenonu. Hledali jsme 

další látky, které by ve struktuře měli zablokovanou karboxylovou funkci, podobně jako 

parabeny. Pro izomery nitrofenolu se ve své studii rozhodli Liu a kol. Nejefektivnější 

separace dosáhli při pH 7 fosfátového pufru a její účinnost podpořili přídavkem 

organického rozpouštědla [24]. V našem experimentu se od sebe neseparovaly žádné 

látky v připravených směsích. Domnívali jsme se, že ke smytí částí vrstev na stěně 

kapiláry skutečně došlo. Interakce analytu se stěnou byla v důsledku toho nedostatečná, 

a tak nebyla umožněna separace. Na základě zhodnocení výsledků měření bylo zřejmé, 

že optimalizovat podmínky se nám podaří zrealizovat pouze na úzkém spektru látek. 
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4.4 Optimalizace podmínek separace směsi parabenů  

Námi zvolený elektrolyt pro optimalizaci separačních podmínek se stal octan sodný. 

Pozorovali jsme vliv koncentrace pufru, jeho pH a přídavek organického rozpouštědla 

k elektrolytu. Z hlediska optimalizačních parametrů kapilární elektroforézy jsme měnili 

velikost vkládaného napětí a teplotu. Některé rozdíly byly pouze nepatrné, bylo důležité 

v závěrečné volbě optimálních podmínek hledat kompromis mezi optimální separací 

parabenů a časem analýzy. 

4.4.1 Vliv pH elektrolytu 

Prvním optimalizačním parametrem bylo testování vlivu pH elektrolytu na 

separaci parabenů a rychlost analýzy. Tabulka 4 znázorňuje podmínky během měření 

a rozsah experimentálně měněných hodnot pH.  

Tabulka 4 Podmínky měření pro testování vlivu pH elektrolytu na separaci modelových 

látek a její rychlost 

koncentrace 
elektrolytu 

pH elektrolytu vkládané napětí teplota 

20 mM 6,5 / 7,0 / 8,5 30 kV 25°C 

 

 Nástřik vzorku byl pod tlakem 35 mbar po dobu 5 sekund. Měření jsme vždy 

minimálně dvakrát zopakovali. Pokud jsme měřili vícekrát, pozorovali jsme nízkou 

opakovatelnost. I přesto závěry byl jednoznačné. V našem zvoleném rozsahu pH jsme 

pozorovali stejně jako Liu a kol., že s rostoucí hodnotou pH se prodlužovaly migrační 

časy separovaných látek. Ve studii Liu a kol. [24] je konstatováno, že na takto potažené 

kapiláře s rostoucí hodnotou pH klesá vliv EOF na separaci. Ačkoliv platí, že s vyšším 

pH je vyšší elektroosmotická pohyblivost, s rostoucím pH stoupá podíl ionizované 

formy (fenolátový anion) [3]. Vysvětlení tohoto jevu tedy spočívá v tom, že parabeny 

jsou při pH 6,5 v neionizované formě a kapilárou se pohybují díky EOF. Při pH 8,5 se 

ionizovaná forma však pohybuje opačným směrem a díky tomu dochází k prodloužení 

migračních časů. Pořadí separovaných látek zůstalo stejné jako v předchozích měřeních. 

Nejrychlejší migrační čas měl PP, případně butylparaben, který byl přidán pro ověření 

pořadí separace. Následovaly ho EP a nejpomalejší MP. Obrázek 10 znázorňuje analýzu 

parabenů při pH 6,5, kdy migrační časy dosahovali při aplikovaném napětí 30 kV 

nejvýše 10 minut, což pro nás byl uspokojivý výsledek. 
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Obrázek 9 Vliv pH na separaci parabenů. Podmínky separace: octanový pufr pH 6,5, 20 

mM, aplikované napětí 30 kV. Pořadí separace: 1. PP, 2. EP, 3. MP. 

4.4.2 Vliv koncentrace elektrolytu 

Další optimalizační parametr byl také vztažen na vlastnosti elektrolytu, 

konkrétně na koncentraci. Podmínky během měření a experimentální změny 

koncentrace pufru znázorňuje Tabulka 5.  

Tabulka 5 Podmínky měření při testování vlivu na separaci modelových látek a její 

rychlost 

koncentrace 
elektrolytu 

pH elektrolytu vkládané napětí teplota 

20, 50, 100 mM 6,5 -> 8,5 10-30 kV  25°C 

 

 Testovali jsme tři různé koncentrace octanového pufru (pH 6,5). Nástřik vzorku 

jsme ponechali 35 mbar po 5 sekund. Protože při použití 30 kV se generoval vysoký 

proud (> 300 µA), byli jsme nuceni snížit aplikované napětí nejprve na 20 kV, kdy 

separace nebyla úplná, popř. až na 10 kV. Dále bylo třeba často aplikovat externí tlak, 

který byl 25 mbar a působili jsme jím od 10. minuty. Při koncentraci pufru 20 mM 

probíhaly ve výsledku experimenty s přijatelnou opakovatelností. Při zvýšení 

koncentrace elektrolytu na 50 mM separace parabenů neproběhla ani po následné 

aplikaci externího tlaku. 100 mM koncentrace, jak by se dalo očekávat, také nepřinesla 

pozitivní výsledky. Při napětí 20 kV byl systém proudově přetížen. Při 10 kV naopak 

byla analýza tak pomalá, že ani po celém šedesátiminutovém cyklu žádná odezva 
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neproběhla. Obdobné výsledky získány i při použití octanového pufru o pH 8,5 

octanového pufru a koncentraci 20 mM byly taktéž výsledky opakovatelné.  

Tímto jsme si ověřili, že pracovat v koncentrovanějších elektrolytech smysl 

úplně nemá. Ke zrychlení analýzy nedošlo, naopak se proudově přetěžoval systém.  

4.4.3 Vliv vkládaného napětí 

V další části experimentu jsme testovali vliv vkládaného napětí na separaci 

parabenů a čas analýzy. Aplikovali jsme napětí 10, 20 a 30 kV, jak znázorňuje Tabulka 

6.  

Tabulka 6 Podmínky měření pro testování vlivu vkládaného napětí na separaci 

modelových látek a její rychlost 

koncentrace 
elektrolytu 

pH elektrolytu vkládané napětí teplota 

20 mM 6,5; 8,5 10, 20, 30 kV 25°C 

 

 Vkládané napětí bylo často závislé na dalších parametrech, které ovlivňovaly 

proud. Při vloženém napětí 30 kV byla analýza rychlejší v prostředí pH octanového 

pufru 6,5, jak znázorňují Tabulky 7 a 8. Při napětí 10 kV byly migrační časy poměrně 

dlouhé, zejména v prostředí pH 8,5, kde sahaly přes hranici 30 minut. To je z hlediska 

rutinní analýzy již nekomfortní. Současně docházelo ke zhoršení separace. Tabulky 

7 a 8 umožňují jednak porovnání vlivu vkládaného napětí na rychlost analýzy, ale také 

porovnání již zmíněného vlivu pH. Souhrnně lze konstatovat, že měření v octanovém 

pufru při pH 6,5 a aplikovaném napětí 30 kV přináší nejrychlejší analýzu. Nicméně 

opakovaná měření přispěla ke zjištění, že někdy docházelo při pH 6,5 ke ztrátě 

rozlišení, a tak preference elektrolytu o daném pH elektrolytu nemůže být jednoznačná. 

Jedním z důvodů jsou změny modifikovaného povrchu stěny kapiláry v čase. 

 Napětí jsme v mnoha případech také měnili gradientově během měření z důvodu 

urychlení analýzy. V těchto případech však často docházelo ke ztrátě rozlišení. 
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Tabulka 7 Vliv vkládaného napětí na čas analýzy, pH 8,5 

Vkládané napětí 10 kV 20 kV 30 kV 

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

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

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

 

Tabulka 8 Vliv vkládaného napětí na čas analýzy, pH 6,5 

Vkládané napětí 10 kV 20 kV 30 kV 

1. měření [min] 11,5; 11,9; 13,1 4,9; 5,3; 6,0 3,7; 4,3; 6,0 

2. měření [min] 11,3; 12,5; 13,8 5,5; 7,0; ? 3,0; 3,5; 4,5 

 

Kombinací experimentálních podmínek (typ elektrolytu, jeho pH a koncentrace, 

vkládané napětí) jsme dosáhli úplné separace všech tří parabenů, viz Obrázek 11. 

 

Obrázek 10 Úplná separace parabenů Podmínky separace: octanový pufr pH 8,5, 20 

mM, aplikované napětí 30 kV. Pořadí separace: 1. PP, 2. EP, 3. PP. 
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4.4.4 Vliv teploty 

Zvýšení teploty systému s sebou přináší řadu rizik. Nejdůležitějšími jsou rozklad 

termolabilních látek a dále negativní působení zvýšené teploty na vnitřní stěnu kapiláry. 

Přesto jsme tento experiment podstoupili, abychom si ověřili působení dalšího 

optimalizačního parametru. Podmínky během měření znázorňuje Tabulka 9. 

Tabulka 9 Vliv teploty na separaci modelových látek a její rychlost 

koncentrace elektrolytu pH elektrolytu vkládané napětí teplota 

20 mM 8,5 30 kV 25-50°C 

 

 Při teplotě 25°C probíhaly všechny předchozí experimenty. My jsme vyzkoušely 

zvýšení teploty na 40°C. Vkládané napětí bylo již zvolených 30 kV. Došlo ke zrychlení 

analýzy díky zrychlení elektroosmotického toku, avšak  odezva byla velmi nízká. 

Zvýšili jsme tedy nástřik na 75 mbar po 5 sekund, kdy výsledky již byly uspokojivé. 

Dokonce i hodnoty proudu se pohybovaly do 150 µA. Při 50 °C se časy ještě přibližně 

o půl minuty zkrátily. Jelikož ale výsledky neovlivnily žádoucím způsobem separaci, 

tak jsme ponechali původní teplotu 25 °C. 

4.4.5 Přídavek organického rozpouštědla 

Námi zvolené optimalizační parametry jsme doplnili o přídavek organického 

rozpouštědla. Nejprve jsme zkoušeli k octanovému pufru o pH 8,5 přidat 5 % 

methanolu, poté jsme koncentraci zvýšili a stejný experiment jsme provedli s přídavkem 

acetonitrilu (ACN). Separace probíhala za podmínek uvedených v Tabulce 10.  

Tabulka 10 Podmínky měření pro testování vlivu přídavku org. rozpouštědla na 

účinnost a rychlost analýzy 

koncentrace elektrolytu pH elektrolytu vkládané napětí teplota 

20 mM 8,5 20-30 kV 25°C 

 

 Jak se nám projevilo již v předchozích měřeních, symetrie píků se po přídavku 

5% methanolu znatelně zlepšila a navíc přídavek neovlivnil čas analýzy. Po přídavku 

5% ACN došlo k mírnému zrychlení analýzy avšak někdy na úkor rozlišení. U 5% 
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methanolu zůstalo rozlišení stejné, dokonce jsme pozorovali mírné zlepšení. Přídavek 

10% methanolu čas analýzy nepatrně prodloužil, ale pozorovali jsme výrazné zhoršení 

vzhledu píků. Vliv přídavku organického rozpouštědla na separaci a rychlost analýzy je 

tedy pozitivní ale pouze do určité koncentrace. Výsledné migrační časy dosažené 

přídavkem organického rozpouštědla sumarizuje Tabulka 11 a následné ovlivnění 

separace parabenů tímto optimalizačním parametrem znázorňují Obrázky 12 (přídavek 

methanolu) a 13 (přídavek ACN). 

Tabulka 11 Vliv přídavku organického rozpouštědla na čas analýzy; pH=8,5, 30 kV 

Organické rozpouštědlo 5% ACN 5% methanol 10% methanol 

1. měření [min] 3,6; 4,3; 5,8 4,1; 4,9; 7,3 5,0; 5,8; 8,7 

2. měření [min] 3,5; 4,2; 5,8 4,0; 4,8; 7,2 - 

 

 

Obrázek 11 Vliv přídavku 5% methanolu Podmínky separace: octanový pufr pH 8,5, 20 

mM, aplikované napětí 30 kV. Pořadí separace: 1. PP, 2. EP, 3. PP. 
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Obrázek 12 Vliv přídavku 5% acetonitrilu Podmínky separace: octanový pufr pH 8,5, 

20 mM, aplikované napětí 30 kV. Pořadí separace: 1. PP, 2. EP, 3. PP. 

 

Obrázky 12 a 13 znázorňují výsledek naší optimalizace separace parabenů. Dosáhli 

jsme interakce separovaných látek se stěnou s výsledkem selektivního rozdělení směsi 

parabenů. Důkazem interakce látek se stěnou bylo porovnání s nepotaženou kapilárou, 

kde se parabeny od sebe neseparovaly. Nezodpovězenou otázkou však zůstává, jaké 

konkrétní interakce se stěnou jsou příčinou námi pozorovaného pořadí separovaných 

parabenů. 

Můžeme tedy konstatovat, že jako vyhovující nám z experimentu vyšel octanový 

pufr jak při pH 6,5, tak i při pH 8,5 v obou případech 20 mM. Časy analýzy se 

významně lišily v těchto dvou oblastech, jak jsme si experimentálně porovnali. Mnohdy 

oblast pH 8,5, přestože s delšími analýzami, poskytovala lepší rozlišení. Výsledky tedy 

nejsou zcela jednoznačné, hlavním důvodem je nedostatečná opakovatelnost během 

experimentů. Mravenčanový pufr při pH 6,5 vykazoval špatnou opakovatelnost a horší 

rozlišení, přesto by bylo vhodné s tímto pufrem proměřit více vzorků ve více 

experimentech. Vkládané napětí z hlediska času analýzy je jednoznačně výhodné 30 

kV. Avšak ne zřídka jsme pozorovali při 20 kV lepší rozlišení a současně nepatrně užší 

píky. Přídavek methanolu do 5 % rozlišení ještě zlepší bez ovlivnění času analýzy. Je 

tedy třeba uvážit, zda na úkor delších migračních časů nedosáhnout kvalitnější analýzy 

(symetrie píků, rozlišení). 
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5. ZÁVĚR 

V diplomové práci jsme testovali oxidovanou formu grafenu jako vhodnou látku pro 

modifikaci vnitřní stěny kapiláry. První metodou byla chemická modifikace. Jednotlivá 

měření se od sebe značně lišila, což bylo patrně v důsledku kontinuálních změn na 

povrchu vnitřní stěny. Pro další práci jsme použili při modifikaci kapilární stěny metodu 

LbL. Jako modifikátory jsme zvolili polyelektrolyt 

poly(diallyldimethylammoniumchlorid) a grafen s výbornými adsorpčními vlastnostmi. 

Kapilára byla testována v kapilární elektroforéze. Její separační vlastnosti jsme testovali 

na směsi parabenů a dalších malých molekulách. Vliv experimentálních podmínek pro 

separaci parabenů jsme testovali pomocí několika parametrů, kterými byly pH, 

koncentrace elektrolytu, vkládané napětí, teplota a přídavek organického rozpouštědla.  

Optimální podmínky pro separaci parabenů byly následující: octanový pufr o pH 

6,5, případně 8,5 v 20 mM koncentraci. V případě elektrolytu o pH 8,5 byly migrační 

časy parabenů znatelně delší. Porovnávali jsme vliv parametrů nejen na čas analýzy, ale 

i na vlastní separaci a tvar píků. Je zřejmé, že optimalizace podmínek separace musí 

spočívat v hledání kompromisů. Výsledné přidání 5 % metanolu k elektrolytu o pH 8,5 

nás utvrdilo v tom, že o 5-10 minut delší analýzu kompenzuje dostatečné rozlišení 

a vyhovující vzhled píků. Příčinou nejednoznačných výsledků byla nízká 

opakovatelnost během měření. 

Problémy, se kterými jsme se setkali během experimentu, byly především 

s nestabilitou povrchu kapiláry. Snažili jsme se pracovat ve zředěných roztocích při 

25°C, abychom co nejvíce prodloužili životnost kapiláry.  

Cílem budoucích experimentů bude zoptimalizovat postupy při přípravě kapilár a to 

jak v chemické metodě, tak i v metodě vrstvení (LbL) a následně zopakovat 

experimenty. Součástí dalších experimentů bude také objasnění interakcí, které 

poskytuje modifikovaná stěna kapiláry se separovanými látkami. Z hlediska 

optimalizačních parametrů se nabízí vedle octanového pufru také pufr mravenčanový, 

u kterého jsme zatím neshledali dostatečnou opakovatelnost, která však mohla být 

zapříčiněna změnami povrchu stěny kapiláry. Další fází experimentů by mohlo být také 

použití jiných typů polymerů se silnějšími interakcemi s grafenem, které by vedly 

k minimalizaci vymývání vrstev a tudíž ke stabilnější analýze.  
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