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ABSTRAKT

UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Kandidat: Aneta Ptackova
Skolitel: PharmDr. Luka$ Lochman, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Modifikace kapilarni stény grafenem pro separacni

aplikace

Kapilarni elektroforéza (CE) je vysoce ucinna separacni metoda. Latky se
rozdéluji na zakladé jejich odliSné pohyblivosti v elektrickém poli. Usporadani
méreni CE Ize upravit riznymi zpusoby, napf. kapilarni elektrochromatografie
nebo micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie. Pfedpoklada se, Ze
modifikace vnitfni stény kapilary pomuaze zlepSit separacni ucinnost a selektivitu.

Grafen je uhlik s hexagonalnim dvoudimenzionalnim uspofadanim atomd
v hybridizaci sp?. Grafen se jevi jako vhodny material pro separacni aplikace diky
svym vynikajicim vlastnostem jako je napf. velky povrch a afinita k aromatickému
kruhu pomoci -1 interakci. Nase prace je zaméfena na modifikaci kapilarni
stény grafenem. Jednou z metod je modifikace kapilarni stény metodou
Layer-by-Layer neboli vrstvenim rGzné nabitych latek pomoci elektrostatickych
sil. DalSi metodou je chemicka cesta vyuZivajici kovalentni interakce.
Pro modifikaci povrchu byly pouzity rizné polymery a grafen.

Separacni ucinnost a selektivita modifikovanych kapilar byla sledovana
na modelovych smésich analytl, napf. paraben(, nitrofenol a dalSich. Ziskané
vysledky byly srovnany s komercni nepotazenou kapilarou. Byla pozorovana

delsi interakce analytd s povrchem a zlepSena separace.

Klicova slova: Kapilarni elektroforéza, grafen oxid, Layer-by-Layer modifikace



ABSTRACT
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Candidate: Aneta Ptackova
Supervisor: PharmDr. Luka$ Lochman, Ph.D.

Title of thesis: Modification of capillary wall by graphene for separation

applications

Capillary electrophoresis (CE) is a highly efficient separation method.
Substances are separated due to their different mobility in an electric field.
The CE modes of operation can be modified in different ways, e.g. capillary
electrochromatography or micellar electrokinetic capillary chromatography.
Modification of the inner wall of the capillary is believed to help improve
separation efficiency and selectivity.

Graphene is carbon with a hexagonal structure in form of two-dimensional
sp? single-atom-thick sheets. Graphene seems to be a suitable material
for separation application due to its excellent properties such as large surface
area and affinity to aromatic ring through -1 interactions. Our work is focused
on the modification of the capillary wall by graphene. One of the methods
of capillary wall modification is the Layer-by-Layer method via layering
of differently charged substances bounded by electrostatic forces.
Another method is chemical coating employing covalent interactions. Different
combinations of polymers and graphene were used for surface modification.

Separation efficiency and selectivity of modified capillaries were studied
on the model mixtures of analytes e.g. parabens, nitrophenols and others.
Obtained results were compared with commercial unmodified capillary. Longer

interactions of analytes with the surface and improved separation were observed.

Keywords: Capillary electrophoresis, Graphene Oxide, Layer-by-Layer

modification
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uvoD

Kapilarni elektroforéza (CE) patfi mezi elektromigracni separaéni metody.
Vznikla béhem tficatych let dvacatého stoleti, kdy elektrochemik Arne Tiselius
odseparoval proteiny na zakladé jejich rozdilné pohyblivosti v elektrickém poli.
[1,2] CE nachazi uplatnéni v oblasti chemie, farmacie, biochemie, a také
v zemédélstvi a potravinarstvi. [3]

V posledni dobé byly zaznamenany snahy o zvySeni separacni u€innosti
CE. Jednim zmoznych pfistupl k zajisténi vySSi separacni ucinnosti je
modifikace povrchu kapilarni stény. V tomto pfipadé je mozné vyuZzit metodu
Layer-by-Layer (LbL, vrstveni) nebo modifikaci povrchu kapilary chemickou
cestou. [4,5] Modifikaci povrchu kapilary mze dojit napfiklad ke zvétSeni
povrchu kapilary, ovlivnéni elektroosmotického toku (EOF) & umoznéni novych
interakci s analytem, coz muzZe dale zadoucim zpusobem ovlivnit separacni
ucinnost. [4,6] Pro modifikaci povrchu se pouzivaji nejCastéji latky typu polymeru
nebo nanocastic. Mezi novymi latkami se jako velmi nadéjny kandidat jevi grafen,
a to predevsim diky vyhodnym fyzikalné-chemickym vlastnostem jako je jeho
velky povrch achemicka stabilita. Hexagonalni uspofadani atomu uhliku
v grafenu pak pfispiva ke vzniku -1 interakci s latkami obsahujicimi aromaticky
kruh. [4,5,6]

V této diplomové praci se zaméfime na modifikaci kapilarni stény metodou
LbL nebo chemickou cestou. Grafen se bude vazat na kapilarni sténu potazenou
vrstvou polymeru nebo aminopropylsilanu. PouZivanymi polymery pro LbL budou
poly(diallyldimethylammonium chlorid) (PDDA), poly(allylamin hydrochlorid)
(PAH) a polyethylenimin (PEI). V pfipadé modifikace chemickou cestou bude
pouzit aminopropylsilan 3-aminopropyltriethoxysilan (APTES).



1 TEORETICKA CAST

1.1 Kapilarni zénova elektroforéza

Kapilarni zonova elektroforéza (CZE) je Siroce vyuzivana separacni
metoda, ktera rozdéluje nabité latky na zakladé jejich rozdilné pohyblivosti
ve stejnosmé&rném elektrickém poli. Radime ji mezi nejjednodussi a nejvice
pouzivany moéd CE. [1,3,7] K separaci latek dochazi na zakladé dvou zakladnich
principt. Jedna se o elektroforetickou pohyblivost a EOF (viz kapitola 1.1.1
a1.1.2).[7]

V CZE separace latek probiha v kfiemennych kapilarach, které jsou
naplnéné roztokem zakladniho elektrolytu (BGE) umoznujicim elektrickou
vodivost v systému. [2,8,9] Konce kapilary jsou spole¢né s elektrodami ponofené
do nadob s BGE. Pokud se na elektrody vlozi konstantni stejnosmérné napéti,
vytvofi se elektrické pole, ve kterém se pohybuji nabité Castice. Kladné nabité
Castice se pohybuji k zaporné nabité katodé, zaporné nabité Castice ke kladné
nabité anodé. [2,7,8] Rychlost &astic je urCena elektroforetickou pohyblivosti
dané Castice a EOF. Pfi zakladnim usporadani v pozitivnim modu je smér EOF
ve sméru od anody (kladné nabita elektroda) ke katodé (zaporné nabita
elektroda). V tomto médu unasi EOF analyty smérem ke katodé a diky jejich
rozdilné rychlosti dochazi k jejich separaci. V pribéhu separace se slozky vzorku
snadno rozdéluji do jednotlivych zén, které jsou dale detekovany pomoci
detektoru. [2,8,10,11] Béhem jedné analyzy dochazi soucasné k separaci
kationtl i aniontd. Neutralni latky touto metodou nelze separovat, nebot jsou
unaseny spolec¢né s EOF. [1,9]

Mezi vyhody CZE patfi jednoducha pfiprava vzorkd, mala spotfeba vzorku
a Cinidel, rychlost analyzy a vysoka ucinnost. [3,8,12] Vysoka separacni ucinnost
je charakterizovana poCtem teoretickych pater, které se pohybuji v hodnotach
10% az 108. DalS$i vyhodou CZE je detekce provadéna pirimo v kapilare diky
vypalenému detekénimu okénku. [3,13,14] Mezi nevyhody CZE mizeme zaradit
nizsi citlivost a horSi reprodukovatelnost oproti vysokouc€inné kapalinové
chromatografii (HPLC). [3,12]
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1.1.1 Elektroforeticka pohyblivost

Elektroforeticka pohyblivost je veli€ina popisujici rychlost pohybu nabité
Castice v elektrickém poli a je pro urCitou Castici charakteristicka. Vlivem vétsi
elektroforetické pohyblivosti jsou nabité Castice urychlovany, zatimco Castice
s menSi elektroforetickou pohyblivosti jsou zpomalovany. Timto zpusobem
dochazi k oddéleni iontd. Rychlost iontu vje dle Rovnice 1 dana soucinem

elektroforetické pohyblivosti ue a intenzity elektrického pole E. [7,8,11]

vV =W, E Rovnice 1

Na nabitou ¢astici v elektrickém poli plisobi elektricka sila Fe, ktera Castici
uvadi do pohybu. Tato sila je pfimo umeérna naboji iontu g a intenzité elektrického
pole E (Rovnice 2). [7,8,13]

F,=qE Rovnice 2

V opacném smeéru k této sile plasobi tfeci sila, ktera tento pohyb brzdi.

Tuto silu definuje Stokesuv zakon (Rovnice 3):
Fp=—-6mnrv Rovnice 3
n je viskozita roztoku
r je polomér iontu
v je rychlost iontu. [7,8]

Pokud je elektricka sila a tfeci sila v rovnovaze, pak nastava stav, kdy se
nabité Castice pohybuji stejnou rychlosti. [7,8] V tomto pfipadé se Rovnice 2
a Rovnice 3 vzajemné rovnaji a plati nasledujici vztah:

q E = 6mnrv. Rovnice 4

Po dosazeni Rovnice 1 do Rovnice 4 lze vyjadfit nasledujici vztah

pro elektroforetickou pohyblivost:

- q
Ue Rovnice 5

B 6mnTr

11
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ANODA KATODA
b) Fi=-6nnrv F.=qE

«— ® >
c) < @ —_—

) ® —

Obrazek 1 Déleni iont( dle pusobeni elektrické a treci sily. V tomto obrazku je
a) zobrazen stav iontd pfed délenim v pozitivnim mddu (pohyb ve sméru
od anody ke katodé€), b) zobrazena elektricka a treci sila ptsobici na rtizné nabité
Castice, c) zobrazeno déleni iontu dle velikosti elektrické a tfeci sily (tfeci sila se
odecita od sily elektrické, protoZe ji brzdi). Nejrychleji se pohybuji malé
vicenasobné nabité ionty. (pfevzato a upraveno z [15])

Z vySe uvedené Rovnice 5 vyplyva, Ze elektroforeticka pohyblivost iontu je
zavisla na celkovém naboji, tvaru a velikosti Castice a také viskozité roztoku.
To znamena, Ze malé vicenasobné nabité ionty se pohybuji rychleji nez ionty
velké sjednim nabojem (Obrazek 1). [8,9,12] Elektroforetickou pohyblivost
mohou dale ovliviiovat vlastnosti BGE (typ elektrolytu, iontova sila, hodnota pH,
pridavek organickych modifikatorl nebo tenzidu). [11,13]

Elektroforeticka pohyblivost je fyzikalni konstanta uréena pfi upIné ionizaci
analytu v nekone¢né zfedénych roztocich. OdliSuie se od efektivni
elektroforetické pohyblivosti, ktera se stanovuje experimentalné. V roztocich
slabych elektrolytl jsou pfitomny vedle sebe nabité (disociované) a nenabité
(nedisociované) molekuly. Vztah mezi nimi je dan stupném disociace a;, ktery
urCuje podil nabitych Castic. Vlivem vhodné zvoleného pH se Castice disociuji
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a ovliviiuji tak efektivni elektroforetickou pohyblivost. Ta je definovana dle

Rovnice 6 jako soucin stupné disociace a; a elektroforetické pohyblivosti pe. [3,7]

Hefr = @ He Rovnice 6

1.1.2 Elektroosmoticky tok
EOF je definovany jako spontanni tok kapaliny v kapilafe vznikajici
v elektrickém poli po vloZeni elektrického napéti mezi elektrody. Umoznuje

béhem jedné analyzy odseparovat kationty i anionty. [3,7,9]

Obrazek 2 Disociace silanolovych skupin. Na tomto obrazku je zobrazena
disociace silanolovych skupin pfi pH > 3. (pfevzato z [7])

EOF vznika v kfemennych kapilarach s malym vnitfnim primérem
(<100 um) vlivem pUsobeni elektrického pole. Kfemenna kapilara obsahuje
na svém vnitfnim povrchu silanolové skupiny, které Ize pfi pH > 3 BGE disociovat
(Obrazek 2). Vlivem disociace téchto skupin se na vnitini sténé kapilary vytvari
negativni naboj. [3,9,11] Tento negativni naboj pfitahuje vrstvu kovovych iontu
z BGE, které u stény kapilary vytvafi elektrickou dvojvrstvu. Vrstva kationtd
vzdalenéjSi od stfedu kapilary se nazyva Sternova vrstva. [3,7,16] Blize stfedu
kapilary se hromadi kationty tvofici tzv. difuzni vrstvu, ktera je pohybliva.
Na rozhrani téchto dvou vrstev se vytvari elektrokineticky potencial neboli zeta
potencial. [7,8,13] Po aplikaci napéti se v pozitivnim modu zacnou kationty
difazni vrstvy pohybovat smérem ke katodé. Kationty této vrstvy jsou obaleny
molekulami vody. Diky této vlastnosti s sebou difuzni vrstva unasi ostatni ionty
roztoku a dochazi tak k toku celého obsahu v kapilafe. Tento pohyb je nazyvan
jako EOF (Obrazek 3). [3,7,8,12]

13
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Obrazek 3 VVznik EOF v zakladnim usporadani (pozitivni méd). Na tomto obrazku
je a) zobrazena Sternova a difuzni vrstva, b) zobrazen vznik EOF probihajici
ve sméru od anody ke katodé. (pfevzato a upraveno z [7,8])

Jak jiz bylo fe€eno, EOF umoziiuje separaci kationtd i aniontd béhem
jedné analyzy (Obrazek 4). [2,3] V pozitivhim médu mame zaporné nabity povrch
uvnitf kapilary a EOF probiha ve sméru od anody ke katodé. Neutralni latky se
pohybuji ve stejném sméru jako EOF a maji s EOF stejnou rychlost. [3,7,12]
Kationty se pohybuji ve stejném sméru jako EOF a jsou EOF urychlovany.
| anionty se pohybuji stejnym smérem jako EOF, protoze jejich elektroforeticka
pohyblivost je mensi nez rychlost EOF. EOF tedy anionty zpomaluje. V béznych
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podminkach v pozitivnim mddu probihd separace latek v poradi:

kationty — neutralni latky — anionty. [3,7,9]

e @éﬁ@

(C
}
£ -

:0"30"’@
&
[

+ ‘%
nﬂ
Obrazek 4 Rozdilna separace latek viivem pusobeni EOF uvniti kapilary.
Na tomto obrazku je zobrazen EOF v pozitivnim médu (smér EOF od anody
ke katodé). V tomto usporadani dochazi k separaci latek v poradi malé ¢astice
se silnym kladnym nabojem — velké Castice s kladnym nabojem — neutralni
Castice — velké ¢astice se zapornym nabojem — malé éastice se silnym zapornym
nabojem. (prevzato z [8])

=

Vlivem EOF vznika v kapilafe plochy rychlostni profil. EOF je rovhomérné
rozlozen po celé délce stény kapilary, a proto je rychlost prutoku ve vsech
Castech stejna. Slozky roztoku se proto pohybuji stejnou rychlosti a diky tomu
dochazi k minimalnimu rozsifovani zén a lepsi symetrii pikua. [3,7,9] Oproti tomu
u HPLC, kde se pro pohyb kapaliny vyuziva Eerpadlo, vznika parabolicky profil.
V tomto pfipadé se kapalina ve stfedu prifezu kapilary pohybuje rychleji nez
kapalina u stény kapilary. Slozky roztoku se pohybuiji riznymi rychlostmi, a proto
dochazi krozSifovani zén. [3,7,8] Na Obrazku 5 je zobrazeno proudéni

s plochym a parabolickym profilem.
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EOF Parabolicky profil

Tok

b)

Obrazek 5 Plochy rychlostni profil (CE) a profil parabolicky (HPLC). V tomto
obrazku je a) zobrazeno proudéni s plochym a parabolickym profilem,
b) znazornény odpovidajici piky analytu, které se lisi ve tvaru piku dle typu
proudéni (vlevo uzsi pik v CE). (pfevzato z [8])

Velikost EOF Ize vypocitat dle nasledujiciho vzorce:

£¢
UWgor = —— Rovnice 7
n

€ je relativni permitivita
 je zeta potencial
n je viskozita. [8]

Z tohoto vzorce vyplyva, ze EOF je zavisly na naboji kapilary, viskozité
BGE arelativni permitivité. K dalSimu ovlivnéni EOF dochazi na zakladé
vlastnosti BGE (pH, koncentrace, pfidavek aditiv), zmény napéti Ci teploty.
[8,10,13] Zeta potencial je ur€en povrchovym nabojem na kapilarni sténé. Tento
potencial je zavisly na pH, aproto se velikost EOF méni s pH BGE. [8]
Pfi vysokém pH (pH > 9) jsou vSechny silanolové skupiny ionizované a EOF je
proto nejsilngjSi. Vlivem nizkého pH (pH < 4) je EOF maly, protoZe disociace
silanolovych skupin je mala. [7,8,10] KdalSimu ovlivnéni EOF dochazi
na zakladé koncentrace BGE. S rostouci koncentraci nebo iontovou silou BGE

dochazi ke snizeni zeta potencialu a zpomaleni EOF. [8,13]
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EOF muzeme ovlivnit také pridavkem aditiv. Aditiva jsou latky, které
se pridavaji do BGE za ucelem zlepSeni nékterych vlastnosti (rozpustnost latek,
ovlivnéni selektivity, zména mechanismu separace). Mlze se jednat
napf. o organicka rozpoustédla (napf. methanol, acetonitril), povrchové aktivni
latky (napf. anionicky dodecylsiran sodny nebo ZluCové kyseliny, kationicky
cetyltrimethylammonium bromid) nebo v pfipadé optickych izomert o chiralni
selektory (napf. cyklodextriny, Crown-ethery). Pfidavkem organického
rozpoustédla do BGE dochazi ke zméné EOF, obvykle dochazi k jeho snizeni.
[8,11,13] K dalSimu ovlivnéni EOF dochazi napf. pfi modifikaci kapilarni stény
pomoci polymeru nebo povrchové aktivni latky. Pokud dojde k vazbé polymeru
(napf. polyakrylamidu) na vnitfni kapilarni sténu, dojde k zablokovani (potlaceni)
EOF. Pokud se do BGE pfida povrchové aktivni latka (kationicky tenzid
cetyltrimethylammonium bromid) v koncentraci nizsi, nez je kritickd micelarni
koncentrace, EOF se obrati a zaCne se pohybovat ve sméru od katody k anodé.
Separace latek pak bude probihat pfi vlozeni zaporného napéti v opacném
poradi: anionty — neutralni latky — kationty. [8,13,14]

EOF Ize dale ovlivnit viozenym napétim nebo teplotou. PFi vliozeni vysSiho
napéti na elektrody dochazi ke zvySeni rychlosti EOF a zkraceni ¢asu analyzy.
S vys$Sim napétim se vSak vytvafi i vysSi proud, ktery zpasobuje tvorbu Jouleova
tepla (viz kapitola 1.1.3). Se zvySujici se teplotou dochazi ke zvySeni EOF, nebot
klesa viskozita BGE. [8,11]

Rychlost nabité Castice neboli zdanliva pohyblivost je urCena soucCtem
elektroforetické a elektroosmotické pohyblivosti. [8,13] Tyto pohyblivosti mohou
mit stejny nebo opacny smér dle naboje Castice. V pozitivnim médu EOF ma
kladné nabitd Castice elektroforetickou pohyblivost ve stejném sméru jako
elektroosmotickou pohyblivost. V pfipadé zaporné nabité castice jsou tyto
pohyblivosti v opacném smeéru. [7,11] Zdanliva pohyblivost se vypocitd pomoci
migracniho ¢asu podle Rovnice 8. Migraéni €as je Cas potifebny k pohybu iontu

od mista nastfiku k mistu detekéniho okénka. [8,13]
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Vzorec pro vypocet zdanlivé pohyblivosti iontu:

l L
U, = = Rovnice 8

Ma = He + UEOF (soucCet elektroforetické a elektroosmotické pohyblivosti)
V je aplikované napéti

I je efektivni délka kapilary

L je celkova délka kapilary

taje migracni €as (analyzovaného iontu)

E je intenzita elektrického pole. [8,13]

Na kapilafe jsou pro potfeby vypocltd parametri méfeny dvé zakladni
délky — efektivni délka a celkova délka kapilary (Obrazek 6). Vzdalenost od mista
nastfiku do vzdalenosti detekéniho okénka je nazyvana jako efektivni délka a je

kratSi nez celkova délka kapilary. [8]

= Celkova délka kapilary

= Efektivni délka kapilary
Detektor

/

O«—— Detekéni okénko

® ©

vstupni vialka vystupni vialka

Zdroj napéti

Obrazek 6 Schématicky nakres efektivni a celkové délky kapilary

1.1.3 Uginnost separace v kapilarni elektroforéze
V CE se snazime o zajiSténi vysoké separaéni ucinnosti, minimalniho

rozSifovani zon a kratké doby analyzy. Pro srovnani ucinnosti sledujeme
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migracni ¢as atvar piku (Sifku a vysku) analytu. Z téchto kritérii se daji dale
vypocitat parametry pro hodnoceni separacni uc€innosti. Jedna se napfiklad
o pocet teoretickych pater, vySkovy ekvivalent teoretického patra, rozliSeni nebo
faktor symetrie piku. [7,8,13]

Jak jiz bylo fe€eno, jednim ze sledovanych kritérii v CE je Sifka a vySka
piku analytu. Pro dosazeni vysoké separaCni u€innosti je nutné ziskavat uzke
a vysoké piky s minimalnim rozsifovanim zoén. Jednou z vyhod CE je ziskavani
pikd s lepSi symetrii v porovnani s HPLC. Diky EOF, ktery ma plochy rychlostni
profil, mame lepSi symetrii pikd. (viz kapitola 1.1.2). [3,8]

Vypocet parametrtii pro hodnoceni separacni uc¢innosti

Pocet teoretickych pater

V tomto procesu dochazi dle teorie k opakovanému vytvareni rovnovahy.
Po ustaleni rovnovahy se vytvofi oddélené patro a proces se opakuje. Podle
poCtu téchto pater se hodnoti ucinnost separace kapilary. [13,17] Pfi vySSim
poCtu teoretickych pater se ziskavaji uzké piky a ucinnost separace stoupa.

[8,13] PocCet teoretickych pater Ize vypocitat pomoci Rovnice 9:

N =5,54 ( ) Rovnice 9

Wi/2
ta je migracni Cas

w1/2 je Sifka piku v poloviné jeho vysky. [11]

Vyskovy ekvivalent teoretického patra
V nékterych pfipadech se pro hodnoceni uc€innosti vyuziva vyskovy

ekvivalent teoretického patra H, ktery se vypocita dle Rovnice 10. [13,17]

=— Rovnice 10

| je efektivni délka kapilary

N je pocet teoretickych pater. [17]
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Rozliseni
DalSim parametrem je rozliSeni Rs, které je definovano jako mira separace
dvou piku. Popisuje rozdéleni neboli vzdalenost dvou pikl a vypocita se podle
Rovnice 11.[11,18]
to,—tq

R¢= 2—— Rovnice 11
Wo+ Wq

t1 a t2 jsou migracni ¢asy

w1 a w2 jsou Sifky pikd na zakladni linii. [18]

Faktor symetrie piku

Faktor symetrie piku As je dalSim hodnocenym parametrem a vypocita se
dle Rovnice 12. Jedna se o faktor, ktery hodnoti zménu tvaru piku. V nejlepSim
pfipadé bychom méli ziskavat pravidelné piky. V praxi vSak dochazi ke zméné
tvaru piku a piky nejsou symetrické. [11,17]

Wo,05
As = ——— Rovnice 12
2d

Wo,05 je Sifka piku v jedné dvacetiné jeho vysky

d je vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku

v jedné dvacetiné jeho vysky. [11]

Faktory ovliviiujici t¢innost separace

Mezi faktory, které ovliviiuji u€innost separace v CE, patfi predevSim
Jouleovo teplo, molekularni difize nebo adsorpce vzorku na kapilarni sténu.
[10,13]

Jouleovo teplo

Jouleovo teplo vznika priachodem vysSiho elektrického proudu kapilarou
po vlozeni vy8Siho napéti na elektrody. Pokud nedochazi k u¢innému odvadéni
vzniklého tepla, muze dojit ke snizeni u€innosti separace a reprodukovatelnosti
vysledkd. [8,10,13] ZplUsobem, jak zabranit vzniku Jouleova tepla je zaijistit
ucinné chlazeni nebo odvod tepla. V praxi se pro redukci tepla nej¢astéji pouziva

chlazeni vzduchem nebo chladici kapalinou. [8,13,14]
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Molekularni difaze

Dal$im duvodem vedoucim k rozSifovani zén v CE je molekularni difuze
slozek analytu pfi prachodu kapilarou. Molekularni difuze ovliviuje pocet
teoretickych pater N, jak je znazornéno v Rovnici 13. V pfipadé malych molekul
je difuzni koeficient vétsi, a proto je pocet teoretickych pater nizsi. Oproti tomu
velké molekuly maji maly difuzni koeficient, a proto maji vétsi pocet teoretickych

pater (fadové 108). Molekularni difuze je u velkych molekul velmi mala. [7,8,13]

(He + U
N = He :SOF Rovnice 13

Ue je elektroforeticka pohyblivost
Ueor je elektroosmoticka pohyblivost
U je aplikované napéti

D je difuzni koeficient. [7]

Adsorpce vzorku na kapilarni sténu

Zvysena interakce analytu s kapilarni sténou je v CZE nezadoucim jevem.
Diky adsorpci maze dojit ke snizeni u€innosti separace, ke zméné tvaru piku Ci
ztraté analytu. Adsorpci Ize zamezit Upravou pH BGE nebo modifikaci vnitini

stény kapilary (pomoci polymeru nebo povrchové aktivni latky). [8,13,14]

Davkovani vzorku

Davkovani vzorku je dalsim faktorem, ktery ovliviiuje vyslednou ucinnost
separace. Pfi nastfiknuti vzorku, ktery vytvofi startovni zénu o délce nékolik mm,
dochazi ke snizeni separa¢ni ucinnosti. Aby se zabranilo sniZzené ucinnosti, je
nutné nastfikovat malé objemy vzorku (1-50 nl). Nastfikuje se proto obvykle

délka zény vzorku odpovidajici 1 az 2 % celkové délky kapilary. [7,13,14]

21



1.2 Instrumentace kapilarni elektroforézy

e Zdroj stejnosmérného vysokého napéti

e Dvé vialky (vstupni a vystupni) s BGE

e Dvé elektrody ponofené do BGE, které jsou pfipojené ke zdroji napéti
e Separacni kapilara

e Detektor

e Termostat

e Propojeni s poCitaCem

e Software pro méfeni a vyhodnocovani dat (Obrazek 7) [10]

) POCITAC
KAPILARA

ANODA KATODA

©

DETEKTOR

VSTUPNI VIALKA VYSTUPNI VIALKA

ZDROJ VYSOKEHO
NAPETI(

Obrazek 7 Schématicky nakres CE (pfevzato z [9])

CE je charakteristicka svym jednoduchym pfistrojovym usporadanim. [8]
Oba konce kapilary jsou spoleCné s elektrodami ponofeny do nadob (vialek),
které obsahuji BGE. Kapilara je naplnéna BGE. [3,8,16] Davkovani vzorku

probiha tak, Ze se vstupni vialka vyméni za vialku se vzorkem. Poté se
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do kapilary nadavkuje maly objem vzorku jednou z nize popsanych metod
(viz kapitola 1.2.2). Po navraceni vstupni vialky se na elektrody aplikuje vysoké
napéti, které vytvari elektrické pole. VétSinou je voleno napéti v rozsahu
5az30kV. [3,7,8,13] Po aplikaci napéti na elektrody zacCina
ve vytvoreném elektrickém poli separacni proces. Jednotlivé analyty zacinaji
v elektrickém poli migrovat na zakladé své elektroforetické pohyblivosti a také
diky EOF probihajicimu v kapilafe. Tyto analyty jsou unaseny do detektoru,
z kterého ziskame elektroforegram neboli zavislost odezvy detektoru na Case.
[2,3,7] Z elektroforegramu Ize ziskat informace o migracnim €ase analytu nebo
o ploSe Ci vySce piku analytu. Cely systém je propojen s pocitaCem, ktery

obsahuje software pro méfeni a vyhodnocovani dat. [2,3,12]

1.2.1 Kapilara

NejCastéji pouzivanym materialem pro vyrobu kapilar je taveny kiemen,
dale sklo nebo teflon. Povrch kapilar je potaZzeny ochrannou vrstvou polyimidu,
ktery zajiStuje pruznost a mechanickou odolnost kapilary. Samotna
kapilara bez vrstvy polyimidu je velmi kiehka aje sni obtizna manipulace.
Obvykle se pouzivaji kapilary s celkovou délkou 10-100 cm, s vnitfnim
prumérem 25-150 um. Nej¢astéji pouzivané praméry jsou 50 a 75 ym. [3,7,8]

Na trhu jsou dostupné kapilary, které Ize zkratit na poZzadovanou délku,
nebo kapilary s jiz pozadovanou délkou. U nékterych typl detekci je nutné na
kapilare vypalit detekéni okénko, napf. v pfipadé detekce v ultrafialové a viditelné
oblasti zafeni (UV/VIS). Vyrabéji se také kapilary s definovanou délkou a jiz
predpfipravenym detekénim okénkem. Samotna kapilara je pfi méfeni ulozena
v cartridgi pro CE a termostatovaném prostoru, ktery udrzuje konstantni teplotu.
[11,19]

1.2.2 Davkovani vzorku

Do kapilary jsou davkovany velmi malé objemy vzorku (1-50 nl) a z6na
vzorku tvofi 1-2 % celkové délky kapilary. Vzorky se vétSinou aplikuji na konec
kapilary, ktery je vzdalenéjsi od detektoru (vstupni konec). Pokud probiha EOF
ve sméru od anody ke katodé, pak se provadi nastfik na anodovém konci.

Existuje nékolik metod davkovani vzorku do systému CE. [3,7,10,14]
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Davkovani Ize provést témito zpusoby:

e Hydrodynamické davkovani patfi mezi nej¢astéji pouzivané a vzorek se

do kapilary zavadi pusobenim tlaku. [7,10] Konec kapilary je ponofen
do vialky se vzorkem a na tuto vialku je aplikovan zvySeny tlak, ¢imz dojde
k nastfiku vzorku do kapilary. [3,7,14]

e Hydrostatické davkovani je zalozeno na spojitych nadobach. Konec

kapilary je opét ponofen do vialky se vzorkem. Nasledné dochazi
ke zvednuti vialky vzhledem k vystupni vialce a pomoci hydrostatického
tlaku dojde k nastfiknuti vzorku do kapilary. [3,7,14]

o Elektrokinetické davkovani je zaloZzeno na aplikaci elektrického napéti,

které je vlozeno mezi vialku se vzorkem a vystupni vialku s BGE. Diky
vzniklému elektrickému poli za€inaji jednotlivé analyty migrovat z roztoku
vzorku smérem do kapilary. Touto metodou mohou byt davkovany pouze
latky s nabojem, latky bez naboje timto zpusobem davkovat nelze.
Nevyhodou tohoto davkovani je nerovhomérné rozlozeni analytd. [3,7,14]
Jednotlivé analyty migruji do kapilary na zakladé svych elektroforetickych
pohyblivosti, a proto dochazi k upfednostiiovani mobilnéjSich iontl
na ukor méné mobilnich. Elektrokineticky nastfik se vyuziva pfevazné

pfi nastfiku visk6znéjSich materialt a gelu. [3,14]

1.2.3 Detekce

Detekce v CE nejc¢astéji probiha tzv. on-column, kdy je detekce provadéna
pfimo v kapilare. Na kapilare je vypaleno detekcni okénko, pres které dochazi
k detekci analytu v pfipadé spektrofotometrické detekce. Okénko vznika
vypalenim nékolika milimetrd ochranné vrstvy polyimidu. V CE se aplikuji velmi
malé objemy vzorkl, a proto musi byt pouzivané detektory dostate¢né citlivée,
presné a spolehlivé. Pouzivaji se detektory, které jsou podobné detektorim
pouzivanym v HPLC. [3,7,8,10] Mezi nejCastéji pouzivané detektory patfi
UV/VIS detektor a hmotnostni detektor (CE-MS). Méné pouzivané detektory jsou
fluorescencni, konduktometricky a amperometricky [3,10,13] Detektory jsou
spojeny s pocitaCem, ktery sbird data a umoznuje jejich vyhodnoceni. [7,8]

NejbéznéjSi metodou detekce je absorpce zareni v UV/VIS oblasti. Tento

detektor umozniuje detekci latek, které jsou schopné absorbovat zafeni v oblasti
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vinovych délek 200-800 nm. [7,8] Detektory se skladaji ze zdroje
elektromagnetického zareni, které prochazi pfes monochromator rozdélujici
polychromatické zafeni na nékolik monochromatickych paprska. Dale se vybere
vinova délka pfi maximalni absorpci analytu a monochromaticky paprsek o této
vinové délce prochazi mérnou celou. Molekuly analytu absorbuji svételné zareni
a zbyvaijici zareni, které nebylo absorbovano, je zachyceno v detektoru. [10,20]
Pro méfeni v CE je nejCastéji pouzivan detektor diodového pole (DAD), ktery
snima cely rozsah vinovych délek v pribéhu ¢asu pomoci fotodiod. Vyhodou
tohoto detektoru je kratka doba méfeni (fadové sekundy) a proméfeni celého
spektra. V tomto pfipadé prochazi svétlo ze zdroje elektromagnetického zareni
pres Stérbinu a mérnou celou, kde se rozklada na jednotlivé vinové délky pomoci
holografické mfizky. Toto zareni dopada na pole fotodiod tak, Ze na jednotlivou
fotodiodu dopada pouze ur€ity rozsah vinovych délek. Diky tomu dochazi
k proméreni celého rozsahu vinovych délek. [8,20,21]

Spojeni CE s hmotnostni detekci je vysoce citliva a selektivni metoda,
ktera umozZnuje kvalitativné i kvantitativné hodnotit analyty. Jedna se
o destruktivni metodu. Pfi spojeni CE-MS je vzorek po prichodu kapilarou
preveden na ionty v plynné fazi pomoci iontového zdroje. [12,13,17] Jako iontovy
zdroj se nejCastéji pouziva elektrosprej nebo chemicka ionizace za
atmosférického tlaku. Pomoci analyzatoru, ktery pracuje za vakua, dochazi
k déleni iontl podle poméru hmotnosti a naboje (m/z). Jako analyzator se
pouzivaji napf. kvadrupodly (jednoduchy nebo trojity) ¢i iontové pasti. Nasledné
dochazi pomoci detektoru k detekci iontu. Ze ziskaného hmotnostniho spektra
Ize identifikovat analyty, objasnit jejich struktury a kvantitativné je hodnotit.
[17,18]

DalS$i moznou metodou detekce je laserem indukovana fluorescence (LIF)
zaloZena na mérfeni fluorescence (emisniho zareni) analytu. K excitaci analytu
se pouZziva laser. Nevyhodou vsak je, Ze tento detektor je omezen na fluoreskuijici
latky a vétSina latek fluorescenci nevykazuje. [3,10] Méné pouZivanou detekéni
technikou je vodivostni detekce, ktera je zalozena na rozdilné vodivosti zony
analytu a BGE. Z pocCatku se pouzivaly kontakini detektory, u kterych se
objevovaly problémy s adsorpci vzorku nebo slozek BGE na elektrody.

V posledni dobé se vyuZivaji bezkontaktni vodivostni detektory, kdy jsou
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elektrody umisténé na povrchu kapilary anejsou tak v kontaktu s BGE.
Mezi minoritné pouzivanou metodu detekce patfi amperometrie, ktera je

zaloZena na detekci analytd podléhajici oxidaci nebo redukci. [10,13,22]
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1.3 Separaéni mody v kapilarni elektroforéze

Existuje nékolik druhu kapilarnich elektromigracnich metod. Nej¢astéji
pouzivanou metodou je CZE. Mezi dalSi Casto pouzivané metody muzeme
zaradit micelarni elektrokinetickou kapilarni chromatografii (MEKC) a kapilarni
elektrochromatografii (CEC). DalSi pouzivané metody jsou kapilarni izoelektricka
fokusace, kapilarni izotachoforéza nebo kapilarni gelova elektroforéza. V této

kapitole bude pozornost zaméfena na pfibuzné médy CE — MEKC a CEC. [3,7,8]

1.3.1 Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie

MEKC vyuziva principu elektroforézy a chromatografie pro separaci
nabitych i nenabitych latek. [13] V tomto pfipadé je do BGE pfidana povrchové
aktivni latka (tenzid). Tato latka musi byt pfidana v koncentraci vysSi, nez je
kriticka micelarni koncentrace. Diky tomu zacnou molekuly agregovat a vytvaret
micely. [2,7,12] NejCastéji pouzivané tenzidy jsou dodecylsiran sodny
(anionicky), cetyltrimethylammonium bromid (kationicky) nebo cholat sodny
(anionicky). [3] Micely jsou tvofeny hydrofilnim povrchem a hydrofobnim jadrem.
Pfi pouziti dodecylsiranu sodného nesou micely zaporny naboj a jsou
pfitahovany k anodé. Na micelu plsobi EOF, ktery je ale vétSi nez
elektroforeticka pohyblivost micel (Obrazek 8). Vysledny pohyb micely je tedy
stejny s EOF a v pozitivnim modu sméfuje k detektoru (katodé — zaporné nabita
elektroda). Déleni nenabitych latek probiha podle jejich rozdilnych rozdélovacich
koeficientd mezi micelami (pseudostacionarni faze) a BGE (mobilni faze).
V pripadé nabitych latek dochazi k separaci podle jejich elektroforetickych
pohyblivosti i rozdélovacich koeficientd mezi micelami a BGE. [7,9,12,13]

U hydrofilnich latek bez naboje nedochazi k interakci s micelou, a proto
tyto latky nejsou zadrzovany micelami a pohybuji se s EOF. Jejich migracni ¢as
je oznacen jako to. Latky vysoce hydrofobni jsou zcela zadrzovany v micelach
a maji tedy migracni ¢as micel tm. Analyty migruji vZdy mezi hodnotami to a tm.
[7,13] P¥i silnéjSi interakci je analyt vice zadrZzovan v micelach a prodluzuje se
jeho migracni Cas. Separace probiha za vysokého pH, které zajiStuje dostate¢ny
EOF. Zménou pH, koncentraci BGE nebo pfidavkem aditiv (napf. organicka
rozpoustédla) Ize ovlivnit selektivitu separace. Obvykle pfi zvySeni pH > 6

dochazi ke zvySeni EOF a zkraceni ¢asu analyzy. Niz8i hodnota pH snizuje EOF,
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atim zvySuje rozliSeni a prodluZzuje €as analyzy. S vy3Si koncentraci BGE
obvykle dochazi ke snizeni EOF a zlepSenému rozliSeni. Pfi pfidani organického
rozpoustédla dochazi k zeslabeni interakci mezi micelami a analytem, coz

obvykle snizuje migracni Cas a selektivitu separace. [7,8,11,13]

a) VEoF
——
4
b) VMiceEL

KATODA —

ANODA -|_

Obrazek 8 Princip MEKC. Na tomto obrazku je a) zobrazena velikost a smér
EOF, ktery probiha ve sméru od anody ke katode, b) zobrazena velikost a smér
elektroforetické pohyblivosti micel. (pfevzato a upraveno z [7])

1.3.2 Kapilarni elektrochromatografie

CEC je separa¢ni metoda, ktera spojuje principy HPLC a CE. [3,16] Toto
spojeni zajiStuje vysokou ucinnost a selektivitu metody. [16] Metoda umozriuje
separaci nabitych i neutralnich latek. Velkym pfinosem je vysoka ucinnost, kratky
Cas analyzy a mala spotfeba chemikalii. [7,23]

V CEC pouzivame napliové nebo povrchové modifikované kapilary.
V pripadé naplfiovych kolon je kapilara naplnéna mikro€asticemi stacionarni faze
o velikosti 1,5-5 pm. Pohyb mobilni faze je zajistén EOF. Oproti tomu v HPLC se
k zajisténi pohybu mobilni faze vyuziva Cerpadlo. [3,7,16] Princip separace je
zobrazen na Obrazku 9. Po aplikaci napéti vznika EOF, ktery se tvofi na vnitfnim
povrchu kapilary i na povrchu €astic stacionarni faze. K separaci latek dochazi
diky rozdilnym interakcim mezi stacionarni a mobilni fazi. U nabitych latek

dochazi k separaci i pomoci elektroforetické pohyblivosti. [3,10]
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+— Kapilarni sténa

Elektricka
dvojvrstva
== KATODA

Castice stacionarni

faze

Obrazek 9 Schéma principu CEC. Na obrazku je a) zobrazeno vytvoreni
elektrické dvojvrstvy na kapilarni sténé ina jednotlivych Casticich stacionarni
faze, b) zobrazen smér EOF, ktery je v pozitivnim modu ve sméru od anody
ke katodé. (pfevzato z [8])

V CEC muze dojit k fadé modifikaci, které vylepSi jeji separaci. Jednou
z metod je oteviena tubularni kapilarni elektrochromatografie (OT-CEC), kdy
vznikaji povrchové modifikované kolony. Tyto kolony obsahuji modifikovanou
tenkou vrstvu stacionarni faze na vnitfni sténé kapilary. [24,25] V OT-CEC se
mobilni faze pohybuje pomoci EOF. Problémem OT-CEC je nizky fazovy pomér
mezi stacionarni a mobilni fazi (pufrem), ktery omezuje jejich Siroké pouZiti

v analytickych aplikacich. [4,25]

29



1.4 Grafen

Grafen je 2D material, s hexagonalnim uspofadanim atomu uhliku, které
se nachazeji v hybridizaci sp2. Radime ho mezi alotropické formy uhliku.
Mezi dal§i nejznaméjsi formy uhliku patfi diamant, grafit, uhlikové nanotrubice
a fullereny. [4,26] RozliSujeme dvé formy grafenu. Jednim z nich je grafen
oxid (GO), ktery ve své struktufe obsahuje vice polarnich skupin. Jedna se
o skupiny s hydrofilnim charakterem, jako jsou napfiklad karboxylové,
hydroxylove, epoxidové skupiny s volnym elektronovym parem na Kysliku.
Druhou formou je méné polarni redukovany GO. [4,27] Monovrstevna struktura
poskytuje grafenu jeho unikatni vlastnosti, diky kterym je v poslednich letech
intenzivné studovan. [4]

Grafen i GO maji vynikajici fyzikalné-chemické vlastnosti, diky kterym
nachazi Siroké uplatnéni v riznych odvétvich. Pro svou vybornou elektrickou
vodivost, popfipadé elektrochemické vlastnosti je pouzivan pfi vyrobé elektrod,
baterii, tranzistort nebo pocitacovych Cipl. Jedna z oblasti vyzkumu je zamérena
na studium skladovani energie agrafen je zde pouzivany pfi vyrobé
superkondenzatoru. [6,25,28] Diky svym optickym (schopen propustit
az 97% svétla) a elektrickym vlastnostem je vyuzivan jako material pro solarni
¢lanky, dotykové obrazovky nebo displeje z tekutych krystalu (LCD). [28] Pro své
mechanické vlastnosti (pevnost, pruznost a sou€asné nizkou hmotnost) nachazi
vyuziti jako kompozitni material ve stavebnictvi, dopravé €i leteckém prdmysilu.
[26,28] V soucCasné dobé se grafen studuje pro vyuziti ve filtraCnich systémech,
nebot’ je témér nepropustny pro kapaliny a plyny. [29] DalSi uplatnéni nachazi
v biomediciné a mediciné napf. pro cilené podavani léCiv (jako nosice IéCiv
do cilovych tkani), v biosenzorech nebo pro vyvoj inovativnich zdravotnickych
prostredku. [25,28]

Grafen i GO nachazeji své uplatnéni iv analytickych aplikaci. V tomto
pfipadé se vyuziva vlastnosti jako je velky specificky povrch (teoreticka plocha
2630 m?g"') a m-delokalizovany elektronovy systém. Tento m-elektronovy
systém hraje vyznamnou roli pfi kontaktu s jinymi molekulami a pfedpoklada se,
Ze diky nému muze dochazet ke vzniku 7-17 interakci se slou¢eninami obsahujici
aromaticky kruh. [4,25,27] Grafen i GO jsou povaZovany za vysoce ucinné

adsorbenty pro svij povrch a afinitu k aromatickym slou¢eninam, a proto se
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vyuzivaji jako stacionarni faze pro OT-CEC. [25] Vyuziti nachazi napf. jako
sorbent pfi adsorpci organickych slou€enin, kovovych iontl (zejména tézkych
kovU) nebo extrakci na pevné fazi. [24,27] Adsorpce kovovych iontl probiha
v pfipadé GO pomoci volného elektronového paru na kysliku. Na tento
elektronovy par se mohou vazat ionty kovl za vzniku kovového komplexu. [4,27]

Grafen lze pfipravit pomoci jednoduché chemické reakce z grafitu
(Obrazek 10). [29] V prvnim kroku musi dojit k pfipravé GO. Nejznaméjsi
metodou pro pfipravu GO je tzv. Hummersova metoda. [4,27] Nejdfive probiha
oxidace grafitu pomoci oxidacnich €inidel napf. H2SO4, KMnO4, NaNOs. [6,26,27]
Poté dochazi k exfoliaci (odlupovani) na jednotlivé listy GO pomoci ultrazvuku.
[29] V dalSim kroku nastava redukce GO na redukovany GO a dale na grafen.
Vyuzivaji se ktomu redukéni Cinidla (napf. hydrazin, fenylhydrazin,

hydroxylamin) pfipadné UV zafreni nebo mikroviny. [4,26,27]

oxidace

—_————
H2S04. KMnOa4

Grafit Grafit oxid

l ultrazvuk

redukce HOOCc,

cooH A — ,
? hydrazi g
Grafen Grafen oxid (GO)

Obrazek 10 Priprava grafenu z grafitu. V prvnim kroku dochazi k oxidaci grafitu
na grafit oxid a nasledné k exfoliaci pomoci ultrazvuku za vzniku GO. Po redukci
GO vznika grafen. (pfevzato z [29])
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1.5 Modifikace kapilarni stény

Nizky fazovy pomér u CEC a OT-CEC brani jejich Sirokému vyuziti
pro separacni aplikace. [6,25] Kvuli tomu dochazi ke zhorSenému rozliSeni,
ztraté vzorku a Spatné opakovatelnosti. [30] V posledni dobé se vyvijeji metody
pro zvétSeni povrchu kapilary, ¢imz by se zlepSila separaCni ucinnost. [6,25]
Jednim z pfistupl je modifikace kapilarni stény. Kapilarni sténa musi byt
po uspésné modifikaci stabilni, musi vykazovat dostate¢nou separacni uc€innost
pfi danych podminkach a umoznovat dobrou opakovatelnost. [5,6,25]

Vhodnymi materialy pro modifikaci kapilarni stény jsou latky typu
polymeru, nanocastic atd. [5] P¥i jejich pouziti mize dojit ke zvétSeni povrchu
kapilary, moznosti novych interakci nebo efektivnimu déleni analytl mezi
stacionarni a mobilni fazi. [5,6]

Uspésnost modifikace je hodnocena na zakladé charakterizace povrchu.
NejCastéji pouzivané metody charakterizace povrchu jsou napf. mikroskopie
atomarnich sil (atomic force microscopy, AFM) nebo skenovaci elektronova
mikroskopie (scanning electron microscopic, SEM). [24,26] Jednou z moZnosti,
jak modifikovat povrch kapilary, je zobrazen na Obrazku 11. V tomto pfipadé
dosSlo k potazeni kapilary chemickou cestou za pouziti aminopropylsilanu
3-aminopropyldiethoxymethylsilanu (3-AMDS), na ktery se poté navazal GO.
U nemodifikované kapilary je viditelny hladky povrch, ktery se po modifikaci

(navazani GO na povrch kapilary) zdrsnil. [6,31]

................ FrETTEne x [ RN E RN R N (N R
54800 15.0k% B.9mm x5 E{M) 1.00 10 15.0kV 9.9mm x5 v SE(M)

Obrazek 11 Snimek pomoci SEM nemodifikované a modifikované kapilarni
stény. V tomto obrazku je a) zobrazen snimek nemodifikované kapilarni stény
kondicionované 1M NaOH po dobu 3 hod., b) zobrazen snimek modifikované
kapilarni stény chemickou cestou za vyuziti aminopropylsilanu s navazanym GO
na povrchu kapilary. (pfevzato a upraveno z [6])
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Kapilarni sténa muze byt modifikovana kovalentni a nekovalentni vazbou

nebo elektrostatickou interakci. [32]

1.5.1 Nekovalentni modifikace

P¥i této modifikaci dochazi k upravé vnitfni stény kapilary pomoci fyzikalni
adsorpce. [29] Jedna se o adsorpci prostfednictvim nekovalentnich interakci,
jako jsou napfiklad van der Waalsovy sily Ci elektrostatické interakce. [27]

Mezi tento typ modifikace se fadi i metoda LbL.

1.5.2 Vrstveni, LbL

Jedna z moznosti modifikace vnitiniho povrchu kapilary je metoda LbL
Tato metoda vyuziva elektrostatickych interakci. [24,32,33] Vyhoda této
modifikace spociva v jednoduchém zpulsobu pfipravy a dobré opakovatelnosti.
[5,24,31] Pro své fyzikalné-chemické vlastnosti zde nasSel uplatnéni i GO,
respektive redukovany GO. GO obsahuje na svém povrchu hydrofilni funkéni
skupiny (hydroxylové, karboxylové, epoxidové), aproto je tento povrch
ve vodném prostfedi negativné nabity. [33]

Schéma modifikace metodou LbL je zobrazena na Obrazku 12.
Nepotazena kapilara nese na sveé vnitfni sténé negativni naboj. Na tento povrch
se vaze molekula s pozitivnim nabojem napf. polyelektrolyt (PDDA). PDDA je
kladné nabity, a proto se vaze na negativné nabitou kapilarni sténu. Tim vznika
na sténé kapilary pozitivni naboj. [5,31,33] Nasledné dochazi k navazani
negativné nabittho GO na vrstvu PDDA s kladnym nabojem pomoci
elektrostatickych interakci. [27,31]
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nepotazena kapilara

+  — + — T o

EOF EOF EOF

Obrazek 12 Potazeni kapilary GO pomoci PDDA. Na tomto obrazku je
a) zobrazena nepotaZzena kapilara, kde EOF sméfuje od anody ke katode,
b) zobrazena kapilara s kladné nabitou vrstvou PDDA, kde EOF sméfiuje
od katody k anodé, c) zobrazena kapilara s kladné nabitou vrstvou PDDA
a potazena zaporné nabitym GO, kde EOF sméiuje od anody ke katodé.
(pfevzato z [31])

Smér EOF se méni dle modifikace povrchu a je znazornén na Obrazku 12.
Nepotazena kapilara ma na sténé zaporné nabité silanolové skupiny a smér EOF
smérfuje od anody ke katodé. [5,31,34] Po potazZeni stény kladné nabitou vrstvou
PDDA dojde k obraceni sméru EOF a ten sméfuje naopak od katody k anodé.
Po navazani zaporné nabitého GO na kladné nabitou vrstvu PDDA dochazi opét

k oto€eni sméru EOF od anody ke katodé. [5,31]

1.5.3 Modifikace chemickou cestou

Pfi modifikaci chemickou cestou se GO vaze na kapilarni sténu pomoci
kovalentni vazby. [6,27] Vyhodou této modifikace je vznik pevnéjsi vazby nez
u metody LbL. U modifikace chemickou cestou by nemélo dochazet k vymyvani
vrstev, jako se tomu v nékterych pfipadech stava u metody LbL. Mezi dalSi

vyhody patfi napf. dobra stabilita povrchu. [4,33]
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Kapilara se na za¢atku upravuje za ucelem aktivovani silanolovych skupin
na vnitfnim povrchu kapilary ataké pro vytvofeni bezvodého prostredi
pro navazani aminopropylsilanu. [23] Nejdfive dojde k reakci silanolovych skupin
s 3-AMDS, ¢imz dojde k zavedeni aminoskupiny na povrch kapilary. [4,6,29]
Déale se kapilara potahuje GO, ktery se vaze pomoci kovalentni vazby
na 3-AMDS. Timto zpusobem se pfipravi 1 vrstva GO (Obrazek 13). [6]
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Obrazek 13 Potazeni kapilary vrstvou GO pomoci 3-AMDS. V prvnim kroku
dochazi k navazani 3-AMDS na kapilarni sténu. V dal§im kroku dojde k navazani
GO na 3-AMDS. Poté muze nastat redukce na modifikovaném povrchu z GO
na grafen. (pfevzato z [6])

DalS$i kovalentni modifikaci je vazba s APTES. Postup modifikace kapilarni
stény je naprosto totozny. K zavedeni aminoskupiny na povrch kapilary se
v tomto pfipadé pouziva APTES. Chemickou reakci karboxylové skupiny z GO
a aminoskupiny z APTES dojde k uchyceni GO na sténu kapilary. [4,6,27] Mezi
dalsi podobné modifikace patfi napfiklad modifikace

3-aminopropyltrimethoxysilanem (APTMS) zachycena na Obrazku 14. [23]
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Obrazek 14 PotaZeni kapilary GO pomoci APTMS. V prvnim kroku dochazi
k navazani APTMS na kapilarni sténu. V dalsim kroku dojde k navazani GO
na APTMS pomoci kovalentni vazby. (prevzato z [23])
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2 CILE PRACE

Cilem diplomové prace bylo studium separacnich vlastnosti kapilar

s modifikovanym povrchem grafenem v CE. Povrch kapilar bylo nejprve nutné

modifikovat metodou LbL nebo chemickou cestou. Konkrétni cile jsou shrnuty

v nasledujicich bodech:

Pfiprava stabilni disperze GO (DGO)

Modifikace kapilarni stény pomoci polymer(, aminopropylsilanu a grafenu
metodou LbL nebo chemickou cestou

Optimalizace metody pfipravy modifikovanych kapilar

Studium modifikovanych kapilar z hlediska separaCnich vlastnosti na
sériich modelovych analytd

Srovnani separacnich vlastnosti kapilar s modifikovanym povrchem

s komeréni nemodifikovanou kapilarou
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristrojové vybaveni

CE Agilent 7100 s UV-DAD detekci a softwarem OpenLab CDS ChemStation
(Agilent, USA)

Analytické vahy (Sartorius, CPA225D-OCE, Némecko)

Ultrazvukova lazen (Kraintek s.r.o., K-10, Slovenska republika)
Sonikator (Qsonica — Q500, ultrasonic processor, USA)

Susarna (Memmert — UN55, Némecko)

Centrifuga (Thermo electron corporation — IEC CL31R Multispeed, USA)
pH metr — pH 8 + DHS (XS instrument, XS Standard T-BNC DHS, ltalie)
Vortex (Velp scientifica, Italie)

Window maker (MicroSolv, USA)

Zdroj dusiku (Nitrogen Generator, Némecko)

Dalsi pomucky:

Injekéni stiikacky (1 ml, Medilab, Ceska republika)

Filtry (0,45 um, Labstore 13 mm, Ceska republika)

Vialky Headspace Sroubovaci (10 ml, Thermo Fisher Scientific, USA)
Mikrozkumavky Eppendorf Safe-Lock Tubes (1,5 ml, Némecko)

Vialky Snap Ring/Crimp (1 ml, snap polypropylene, Agilent, USA)
Centrifugacni zkumavky s vickem (50 ml, Roth, Némecko)

Mikropipety (Eppendorf Research plus, 1000 pl, 100 pl, 20 pl, 10 pl, Némecko)

Kapilary, Bare Fused Silica, Untreated, 50 um ID by 25 m (Simplus Capillaries,
MicroSolv, USA)
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3.2 Pouzité chemikalie

Rozpoustédla:

Acetonitril (HyPerSolv CHROMANORM, VWR)

Aqua purificata (Merck—Millipore)

Hydrogenfosforeénan sodny dodecahydrat (CL 2005, Dr. Kulich Pharma, s.r.o.)
Hydroxid sodny (p.a., Penta)

Chlorid sodny (p.a., Lach-ner)

Kyselina octova (35%. p.a., Penta)

Kyselina fosfore€na (85%, Cista, Penta)

Methanol (for HPLC, gradient grade, Sigma-Aldrich)

DGO, aminopropylsilan a polymery:

DGO ve vodé (4 mg/mL, Graphenea)

APTES (99%, Sigma-Aldrich)

PAH (Av. Mw = 65 000, 10 wt. % in H20, Sigma-Aldrich)
PDDA (Av. Mw = 200 000 — 350 000, Sigma-Aldrich)

PEI (branched, Av. Mw = 25 000, Sigma-Aldrich)

Modelové analyty:

Benzen (CHEMAPOL)

Ethylbenzen (Cisty, standard for GC, Fluka)

Ethylester kyseliny 4-hydroxybenzoové = ethylparaben (Sigma-Aldrich)
Kofein (Cisty, Penta)

Methylester kyseliny 4-hydroxybenzoové = methylparaben (Sigma-Aldrich)

Naftalen (p.a., Penta)
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2-nitroanilin (LACHEMA)

3-nitroanilin (LACHEMA)

4-nitroanilin (LACHEMA)

2-nitrofenol (Merc)

3-nitrofenol (p.a., Fluka)

4-nitrofenol (Cisty, CHEMAPOL)

Propylester kyseliny 4-hydroxybenzoové (Fagron)
Theobromin (Ph. Eur. 7.0, Dr. Kulich Pharma, s.r.0.)
Theofylin (CL 97, Dr. Kulich Pharma, s.r.o.)
Thiomocovina (299,0%, Sigma-Aldrich)

Toluen (p.a., Penta)

Toluen bezvody ((299,8%, Sigma-Aldrich)
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3.3 Priprava disperze grafenu, roztok polymert

a aminopropylsilanu

DGO

6,25 ml komer¢ni DGO o koncentraci 4 mg/ml bylo odebrano do 50ml odmérné
bariky a nafedéno na koncentraci 0,5 mg/ml €isténou vodou doplnénim po rysku.
Poté bylo provedeno rozpousténi pomoci kontaktniho ultrazvuku 3x po dobu
10 min (30% amplituda, OFF a ON cykly 5 s). Rozpousténi ultrazvukem se
provadélo za stalého chlazeni vzorku v ledové lazni. Nasledné byla provedena
centrifugace pfi 10 000 rpm po dobu 10 min. Vysledna DGO byla dekantovana
a pro dalSi praci byl pouzit ziskany supernatant. Pomoci 0,5M hydroxidu sodného

bylo upraveno pH disperze na hodnotu pH 8,00.

Priprava PDDA 2% vodny roztok s obsahem 0,17M NaCl
K 100 pl 20% roztoku PDDA bylo pfidano 900 ul &isténé vody obsahujici NaCl

o koncentraci 0,1M.

Priprava PAH 2% vodny roztok s obsahem 0,17M NaCl
K200 pl 10% roztoku PAH bylo pfidano 800 pl &isténé vody obsahujici NaCl

o koncentraci 0,1M.

Priprava PEI 2% vodny roztok
200 mg PEI bylo navazeno do 10ml odmérné banky a rozpusténo v Cisténe vodeé.

Roztok byl vioZzen do ultrazvukové 1azné po dobu 10 min.
Priprava APTES 5% roztok v toluenu

0,5 ml APTES bylo odebrano za pouziti ochranné argonové atmosféry

do 10ml odmérné banky a nafedéno bezvodym toluenem po rysku.
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3.4 Priprava pufru

20mM fosfatovy pufr, pH 7,00

358 mg hydrogenfosforeCnanu sodného dodekahydratu bylo navazeno do 50ml
odmérné banky a rozpusténo v Cisténé vodé. Pro dokonalé rozpusténi byla
pouzita ultrazvukova lazen. Odmérna barika byla poté dopinéna &isténou vodou
po rysku. Pomoci 5% kyseliny fosforeéné bylo upraveno pH na hodnotu pH 7,00.

Pufr byl Zfiltrovan pomoci filtru o porozité 0,45 pm.

20mM fosfatovy pufr, pH 7,00 + 20 % methanolu (MeOH)
2 ml MeOH byly odebrany do 10ml odmérné barky a nafedény 20mM fosfatovym
pufrem, pH 7,00 (viz pfiprava vySe) po rysku. Pufr byl Zfiltrovan pomoci filtru

o porozité 0,45 pm.
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3.5 Priprava vzorkl pro méreni

Marker EOF — thiomocovina

Zasobni roztok byl pfipraven o koncentraci 1 mg/ml rozpusténim thiomocCoviny
v MeOH. Pro méfeni byl zasobni roztok nafedén na koncentraci 0,1 mg/mi

prislusnym pufrem. Pfipraveny vzorek byl Zzfiltrovan pomoci filtru o porozité
0,45 um.

Priprava modelovych analyti — parabeny
e methylparaben
e ethylparaben
e propylparaben

e smeés methylparaben + ethylparaben + propylparaben

Zasobni roztoky byly pfipraveny o koncentraci 1 mg/ml rozpusténim v MeOH.
Pro méfeni byly zasobni roztoky nafedény na koncentraci 0,1 mg/ml pfisluSnym

pufrem. Vzorky byly zfiltrovany pomaoci filtru o porozité 0,45 um.

Priprava modelovych analyti — nitrofenoly
e 2-nitrofenol
e 3-nitrofenol
e 4-nitrofenol

e smeés 2-nitrofenol + 3-nitrofenol + 4-nitrofenol

Zasobni roztoky byly pfipraveny o koncentraci 1 mg/ml rozpusténim v MeOH.
Zasobni roztok 2-nitrofenolu byl nafedén 2z ddvodu nizSi rozpustnosti
na koncentraci 0,5 mg/ml. Pro méfeni byly zasobni roztoky naredény
na koncentraci 0,2 mg/ml pfislusnym pufrem. Vzorky byly zfiltrovany pomoci filtru

o porozité 0,45 pm.

Priprava modelovych analyti — nitroaniliny
e 2-nitroanilin
e 3-nitroanilin
e 4-nitroanilin

e smés 2-nitroanilin + 3-nitroanilin + 4-nitroanilin
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Zasobni roztoky byly pfipraveny o koncentraci 1 mg/ml rozpusténim v MeOH.
Zasobni roztok 4-nitroanilinu byl nafedén zdUvodu nizSi rozpustnosti
na koncentraci 0,5 mg/ml. Pro méfeni byly zasobni roztoky naredény
na koncentraci 0,1 mg/ml pfisluSnym pufrem. Vzorky byly zfiltrovany pomoci filtru

o porozité 0,45 pym.

Priprava modelovych analyti — latky s aromatickym kruhem
e Dbenzen
e toluen
e ethylbenzen
e naftalen
e smeés benzen + toluen + ethylbenzen

e smeés benzen + naftalen

Zasobni roztoky byly pfipraveny o koncentraci 5 mg/ml rozpusténim v MeOH.
Pro méfeni byly zasobni roztoky nafedény na koncentraci 0,5 mg/ml pfisluSnym
pufrem. Pro smés latek s aromatickym kruhem byl pouzivan 20mM fosfatovy
pufr, pH 7,00 s pfidavkem 20 % MeOH. Tento typ vzorkd bylo nutné pfipravovat

v Case potieby. Vzorky byly zfiltrovany pomoci filtru o porozité 0,45 pm.

Priprava modelovych analytu — puriny
e Kkofein
o theofylin
e theobromin

e smeés kofein + theofylin + theobromin

Zasobni roztoky byly pfipraveny o koncentraci 1 mg/ml rozpusténim v MeOH.
V pripadé theobrominu byl k zasobnimu roztoku 1 mg/ml pro lepsi rozpusténi
latky pfidan 1M NaOH, ktery tvofil 3 % celkového objemu vzorku. Zasobni roztoky
byly zfedény na koncentraci 0,3 mg/ml rozpusténim pfislusného mnozstvi
zasobniho roztoku v MeOH. Vysledny vzorek pro méfeni byl pfipraven
ze 166,7 yl vzorku (0,3 mg/ml), ke kterému bylo pfidano 333,3 pl MeOH
a 500 pl pfisludného pufru. Vzorky byly Zfiltrovany pomoci filtru o porozité
0,45 pm.
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3.6 Priprava kapilar s modifikovanym povrchem

V diplomové praci byly pouzivany kapilary o celkové délce 50 cm
s vnitfnim primérem 50 um. Kazda kapilara byla upravena pfed umisténim do
cartridge pro CE na pozadovanou délku a po provedeni modifikace povrchu bylo
vypaleno detekéni okénko. Vzdalenost od stfedu detekéniho okénka
ke katodovému konci kapilary byla 8,4 cm. Délka detekéniho okénka byla 5 mm.
Oba konce kapilary byly zbaveny vrstvy polyimidového plasté opalenim.

Modifikace stény kapilar probéhla dvéma zplsoby — metodou LbL
a chemickou cestou. V obou pfipadech doslo nejdfive k navazani polymeru
(respektive aminopropylsilanu APTES) na sténu kapilary, na ktery se poté
navazal GO. V nasledujicich tabulkach (Tabulka 1-4) jsou zobrazeny jednotlivé
kroky pfi modifikaci danych kapilar.

Pfiprava DGO probéhla ve vSech pfipadech stejné (viz kapitola 3.3).
Polymery pro potahovani kapilar byly nafedény a pouzity jako 2% vodné roztoky,

aminopropylsilan jako 5% roztok v toluenu (viz kapitola 3.3).

3.6.1 Modifikace kapilarni stény metodou LbL

U modifikace metodou LbL doSlo k navazani GO na polymer pomoci

elektrostatickych interakci.

Kapilara modifikovana PDDA/GO (upraveno dle [31])

Tabulka 1 znazornuje pfipravu kapilary potazené vrstvou PDDA a GO.
Prvnim krokem bylo promyvani kapilary hydroxidem sodnym. Pro odstranéni
zbylého hydroxidu sodného byla kapilara promyta vodou. V dalSim kroku doSlo
k promyvani kapilary roztokem polymeru, po kterém probéhlo opét promyvani
vodou. Na zavér byla kapilara promyta DGO a vodou. Promyvani a potahovani

kapilary probihalo tlakem 930 mBar.
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Tabulka 1 Priprava kapilary PDDA/GO

Chemikalie pouzivané Cas potahovani
k potahovani (promyvani)
1. 0,1M NaOH 1 hod
2. voda 5 min
3. PDDA 1 hod
4. voda 10 min
5. DGO 0,5 mg/ml, pH 8,00 30 min
6. voda 10 min

Kapilara modifikovana PAH/GO (upraveno dle [31,33])

Tabulka 2 popisuje postup pfipravy kapilary potazené vrstvou PAH a GO.
Doslo k promyvani kapilary hydroxidem sodnym a vodou. V dalSim kroku byla
kapilara vyjmuta z CE cartridge a zbyvajici kroky prob&hly mimo pfistroj CE. Dale
byla kapilara promyta roztokem polymeru a poté vodou. Na zavér byla kapilara
promyta DGO, vodou a vyfoukana vzduchem do sucha. Promyvani a potahovani

kapilary probihalo tlakem 930 mBar.

Tabulka 2 Priprava kapilary PAH/GO

Chemikalie pouzivané Cas potahovani
k potahovani (promyvani)
1. 0,1M NaOH 1 hod
2. voda 15 min
3. PAH 1 hod
4. voda 10 min
5. DGO 0,5 mg/ml, pH 8,00 30 min
6. voda 30 min
7. vzduch 20 min

Kapilara modifikovana PEI/GO (upraveno dle [24,31])
Priprava kapilary polymerem PEI a GO probéhla dle Tabulky 3. Kapilara
byla promyta hydroxidem sodnym a vodou. Dale byla kapilara vyjmuta z CE
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cartridge a zbyvajici kroky probéhly mimo pfistroj CE. Poté byla kapilara promyta
roztokem polymeru avodou. V dalSim kroku byla kapilara promyta DGO
a ponechana v susarné pii 70 °C po dobu 2 hod. Poté byla kapilara vyjmuta
ze suSarny a promyta vodou. Promyvani a potahovani kapilary probihalo tlakem
930 mBar.

Tabulka 3 Priprava kapilary PEI/GO

Chemikalie pouzivané Cas potahovani
k potahovani (promyvani)
1. 0,1M NaOH 1 hod
2. voda 10 min
S8 PEI 1 hod
4. voda 10 min
5. DGO 0,5 mg/ml, pH 8,00 30 min
6. susarna 70 °C 2 hod
7. voda 10 min

3.6.2 Modifikace kapilarni stény chemickou cestou

V tomto pfipadé doslo k navazani GO na aminopropylsilan APTES pomoci

kovalentni vazby.

Kapilara modifikovana APTES/GO (upraveno dle [6,23])

Tato kapilara byla pfipravena dle Tabulky 4. Nejdfive byla promyta
hydroxidem sodnym. Dale byla kapilara vlozena do susarny a ponechana zde pfi
100 °C po dobu 1 hod. Poté byla kapilara zchlazena a promyta vodou. V dalSim
kroku byla kapilara promyta kyselinou chlorovodikovou, vodou a acetonem. Poté
byla vysuSena proudem dusiku. Nasledné byla kapilara promyta roztokem
aminopropylsilanu, vlozena do suSarny a ponechana zde pfi 100 °C po dobu
3 hod. Kapilara byla zchlazena a promyta toluenem a acetonem. Poté byla
vysuSena proudem dusiku. Dale byla kapilara promyta DGO a ponechana
v suSarné pfi 70 °C po dobu 2 hod. Poté byla kapilara vyjmuta ze suSarny
a promyta vodou. Promyvani a potahovani kapilary probihalo tlakem 930 mBar.
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Tabulka 4 Priprava kapilary APTES/GO

Chemikalie pouzivané

k potahovani

Cas potahovani

(promyvani)

1. 1M NaOH 15 min
2. susarna 100 °C 1 hod
3. voda 10 min
4. 0,5M HCI 15 min
). voda 10 min
6. aceton 10 min
7. dusik 1 hod
8. APTES 15 min
9. susarna 100 °C 3 hod
10. toluen 5 min
11. aceton 10 min
12. dusik 15 min
13. DGO 0,5 mg/ml, pH 8,00 15 min
14. susarna 70 °C 2 hod
15. voda 15 min
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3.7 Ovérovaci experiment — priprava

Priprava roztokt

Pro ovéfovaci experiment byly pfipraveny roztoky o koncentraci 0,1 mg/ml
nafedénim zasobnich roztokl o koncentraci 0,2 mg/ml Cisténou vodou.
DGO 0,2 mg/ml
DGO 0,2 mg/ml byla pfipravena nafedénim DGO 0,5 mg/ml (pfiprava viz kapitola
3.3) v Cisténé vodé.
Voda s obsahem 0,1M NaCl
219 mg 0,1M chloridu sodného bylo navazeno do 25ml odmérné banky
a rozpusténo v Cisténé vodé. Odmérna barika byla doplnéna cCisténou vodou

po rysku.

PDDA 0,2 mg/mli
PDDA 0,2 mg/ml byl pfipraven pouZitim PDDA 2% vodného roztoku (pfiprava
viz kapitola 3.3) a jeho nafedénim vodou s obsahem 0,1M NaCl na pozadovanou

koncentraci.

PAH 0,2 mg/mli
PAH 0,2 mg/ml byl pfipraven pouZzitim PAH 2% vodného roztoku (pfiprava
viz kapitola 3.3) a jeho nafedénim vodou s obsahem 0,1M NaCl na pozadovanou

koncentraci.

PEI 0,2 mg/ml
PEI 0,2 mg/ml byl pfipraven nafedénim PEl 2% vodného roztoku (pfiprava

viz kapitola 3.3) v €isténé vodé na poZadovanou koncentraci.
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Provedeni ovérovaciho experimentu

Ve vialkach byly smichany pfipravené roztoky polymert s DGO. Prvni
vialka obsahovala pouze GO (0,1 mg/ml) a pfipravila se smichani 500 ul DGO
(0,2 mg/ml) a500 pl cisténé vody. V dalSich vialkach doSlo ke smichani
500 pl DGO (0,2 mg/ml) s 500 pl polymeru PDDA, PAH, PEI (0,2 mg/ml).

Roztoky byly sledovany za laboratorni teploty a po zahfivani v susarné.
Prvni série byla podrobena kontrolni reakci pfi laboratorni teploté 25 °C. U druhé
série doslo k ponechani roztokl v susarné pfi 70 °C po dobu 1 hodiny. Roztoky
byly porovnavany z hlediska vzniku agregatd danych kompatibilitou DGO

a roztoku polymeru a zmén v roztoku vzniklych vystavenim zvySené teploté.
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3.8 Metoda méreni na kapilarni elektroforéze

Tabulka 5 zobrazuje podminky méfeni, kondicionaci a promyvani kapilary
pfed a po analyze. Pro aktivaci silanolovych skupin na vnitfnim povrchu kapilary
byla nova nemodifikovana kapilara promyvana 0,1M hydroxidem sodnym.
U modifikovanych kapilar se 0,1M hydroxid sodny pro promyvani nepouzival
a kapilary byly promyvany pouze €isténou vodou a pufrem.

Kondicionace nové kapilary probihala pomoci pfislusného pufru. Nejdfive
se zacCalo aplikovat nizké napéti a nasledné doSlo kjeho postupnému
navysovani az do hodnoty 25 kV. Kondicionace byla provadéna do ustaleni

odezvy detektoru a udrzeni konstantniho napéti a proudu.

Tabulka 5 Podminky méreni a promyvani kapilary

Podminky méreni

napéti 5kV, 10kV, 15kV, 25kV
velikost nastfiku 35-50 mBar po dobu 3-5 s
vinové délky DAD 205-350 nm

teplota 25°C

Kondicionace

promyvani pufrem 10 min

napéti 5kV, 10kV, 15kV, 25kV
Promyvani kapilary pred zacatkem nové analyzy

voda 5 min

pufr 10 min

Promyvani kapilary po analyze

pufr 5 min

voda 10 min
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Modifikované kapilary pro kapilarni elektroforézu

Kapilary pro CE byly pfipraveny modifikaci povrchu stény vrstvou
polymeru nebo aminopropylsilanu, na kterou byl navazan grafen. Modifikace byly
zalozeny na principu LbL nebo na vzniku kovalentnich vazeb. Pro pfipravu
kapilar bylo nejprve nutné pfipravit DGO a pfisluSné roztoky polymer(
a aminopropylsilanu.

K upravé pH DGO na hodnotu 8,00 bylo pfistoupeno z dlivodu zajisténi
stability disperze. V disperzi timto dochazi k tvorbé negativnich nabojl na listech
GO, které se navzajem odpuzuji, atim je zabranéno nezadoucimu vzniku
agregatu GO.

Do roztokd polymert PAH a PDDA uréenych pro pfipravu kapilar PAH/GO
umoznujici snadnéji navazat na svij povrch listy GO. V pfipadé modifikaci
povrchu kapilar polymery PAH a PEI byla modifikace stény provedena mimo CE
tak, aby bylo zabranéno kontaktu DGO s roztokem polymeru, a tim se zabranilo
vzniku agregatll GO a naslednému ucpani kapilary. Hypotéza tykajici se srazeni
GO z DGO v pfipadé expozice roztoku polymeru byla potvrzena v experimentu
uvedeném nize (viz kapitola 4.2).

Po pfipravé modifikovanych kapilar (viz kapitola 3.6) bylo pfikro¢eno ke
studiu separacnich vlastnosti v CE. V téchto experimentech byl zvolen jako BGE
20mM fosfatovy pufr, pH 7,00. Pro srovnani separacnich vlastnosti byly nejprve
ziskany vysledky méfreni na komeréni nemodifikované kapilafe. Nasledné byla
studovana separaéni schopnost kapilar a migraéni ¢asy modelovych analytd
(smés parabenu, nitrofenolu, nitroanilind, purint a latek obsahujicich aromaticky
kruh) u kapilar s modifikovanym povrchem. Vysledky byly poté srovnany
z hlediska separacnich vlastnosti, délky migracnich €aslt a tvaru pikd analyt
s nemodifikovanou komeréni kapilarou.

Jako marker EOF byla zvolena thiomoc€ovina. Migrac¢ni ¢asy markeru EOF
se meénily vzavislosti na typu modifikace kapilary ajsou zobrazeny
na Obrazku 15. Pro komeréni kapilaru a kapilaru potazenou PDDA/GO byl
zaznamenan C¢as 3 minuty. Naproti tomu ukapilar modifikovanych
PAH/GO (5,5 min), PEI/GO (4 min) a APTES/GO (5,6 min) byly migra¢ni ¢asy
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znacné prodlouzeny atyto kapilary bylo tfeba pfed prvnim méfenim

kondicionovat po delSi dobu.

mAU @ Komereni kapiléra
PDDA/GO
30 @ PaHGO
® reEiGO
25]
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Obrazek 15 Porovnani migracnich ¢asd thiomocoviny (0,1 mg/ml rozpusténo
ve 20mM fosfatovem pufru, pH 7,00) jako markeru EOF u kapilar
s modifikovanym povrchem a komercéni kapilary. Napéti 25 kV, nastrik
50 mBar/5s, 20mM fosfatovy pufr, pH 7,00, UV detekce 240 nm.
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4.1.1 Modelova smés analyti — parabeny
Na Obrazku 16 byla sledovana separacni schopnost kapilar na smési

modelovych analytl (methylparaben, ethylparaben a propylparaben).

mA . Komer¢&ni kapilara
50 | PDDA/GO
45 . PAH/GO
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Obrazek 16 Porovnani separaCnich viastnosti kapilar s modifikovanym
povrchem na smesi modelovych analyta methylparaben,
ethylparaben, propylparaben (0,1 mg/ml rozpusténo ve 20mM fosfatovém pufru,
pH 7,00). Napéti 25 kV, nastfik 50 mBar/5s, 20mM fosfatovy pufr, pH 7,00,
UV detekce 254 nm.

Pfi porovnani vlastnosti modifikovanych kapilar s komeréni kapilarou
doslo ve vSech pripadech k prodlouzeni migracniho ¢asu analytl. Za prodlouzeni
migraéniho Casu je zodpovédny GO navazany na vnitfni povrch kapilary.
U modifikovanych kapilar nebylo pozorovano zlepSeni separaénich vlastnosti
(PAH/GO a PEI/GO) nebo bylo pozorovano jen Castecné zlepSeni separace
(PDDA/GO a APTES/GO). Z vyse uvedenych vysledkl vyplyva, ze modifikaci
povrchu kapilary nebylo docileno methylenové selektivity. K rozdéleni analytt

nedoslo ani pfi niz§im napéti (10kV) u zadné z jmenovanych modifikaci kapilar.
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4.1.2 Modelova smés analytl — nitrofenoly

mAU
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Obrazek 17 Porovnani separaCnich vlastnosti kapilar s modifikovanym
povrchem na smési modelovych analyt( 2-nitrofenol, 3-nitrofenol, 4-nitrofenol
(0,2 mg/ml rozpusténo ve 20mM fosfatovém pufru, pH 7,00). Napéti 25 kV,
nastrik 35 mBar/5s, 20mM fosfatovy pufr, pH 7,00, UV detekce 214 nm.

PFi studiu smési analytd (2-nitrofenol, 3-nitrofenol a 4-nitrofenol) byla
sledovana selektivita kapilary souvisejici s rozliSenim polohy nitro skupiny (ortho,
meta, para) na aromatickém kruhu (Obrazek 17). |vtomto pfipadé doslo
u modifikovanych kapilar k prodlouzeni migracnich ¢asl ve srovnani s komeréni
kapilarou. ZlepSena ucinnost separace byla pozorovana v pfipadé komeréni
kapilary, avSak s nizkym rozliSenim. Na kapilarach modifikovanych PDDA/GO
a PEI/GO doslo kuplnému rozdéleni analyti v pofadi 3-nitrofenol
(PDDA/GO 4,1 min; PEI/GO 4 min), 2-nitrofenol (PDDA/GO 7,5 min;
PEI/GO 5,7 min) a 4-nitrofenol (PDDA/GO 8,8 min; PEI/GO 6,3 min). U kapilar
modifikovanych PAH/GO a APTES/GO nebyla zaznamenana zlepSena
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separace. V tomto pfipadé k rozdéleni smési nedoslo, a to ani v pfipadé volby
nizsiho napéti (10 kV).

4.1.3 Modelova smés analytd — nitroaniliny

mAU . Komeréni kapilara
PDDA/GO
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Obrazek 18 Porovnéani separacnich viastnosti kapilar s modifikovanym
povrchem na smési modelovych analytl 2-nitroanilin, 3-nitroanilin, 4-nitroanilin
(0,17 mg/ ml rozpusténo ve 20mM fosfatovem pufru, pH 7,00). Napéti 25 kV,
nastrik 35 mBar/5s, 20mM fosfatovy pufr, pH 7,00, UV detekce 192 nm.

Na této modelové smési analytt (2-nitroanilin, 3-nitroanilin a 4-nitroanilin)
byla sledovana selektivita modifikovanych kapilar tykajici se polohy substituce
nitro skupiny (ortho, meta, para) na aromatickém kruhu (Obrazek 18). Opét doslo
k prodlouzeni migracniho €asu analytl v pfipadé modifikovanych kapilar oproti
nemodifikované komercéni kapilafe. Na kapilarach modifikovanych (PAH/GO,
PEI/GO, APTES/GO) byla pozorovana neuplna separace analytl. U komercni
kapilary a kapilary PDDA/GO k separaci analytt nedoslo asmés byla
zaznamenana jako jeden pik v ¢ase 3 min. Ke zlep$eni separace nedoslo ani pfi

aplikaci nizsiho napéti (10 kV).
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4.1.4 Modelova smés analytl — latky s aromatickym kruhem

Pro tyto analyzy byl zvolen 20mM fosfatovy pufru, pH 7,00
s 20 % pfidavkem organického rozpoustédla MeOH z duvodu nepolarniho
charakteru analytu. V této kapitole byla pouzita smés benzenu a naftalenu
pro studium selektivity k po¢tu aromatickych kruht (Obrazek 19). V druhé Casti
byla studovana smés analytll benzen, toluen, ethylbenzen z hlediska selektivity
k postupnému prodluzovani alkylového fetézce na aromatickém kruhu
(Obrazek 20).
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Obrazek 19 Porovnani separaCnich viastnosti kapilar s modifikovanym
povrchem na smési modelovych analyti benzen, naftalen (0,5 mg/ml rozpusténo
ve 20mM fosfatovém pufru, pH 7,00 + 20 % MeOH). Napéti 25 KV,
nastrik 35 mBar/bs, 20mM fosfatovy pufr, pH 7,00 + 20% MeOH,
UV detekce 205 nm.

Z Obrazku 19 vyplyvaiji nasledujici zavéry. Modifikace kapilarni stény vede
k zisku selektivity tykajici se rozliSeni poCtu aromatickych kruhd. U vSech
modifikovanych kapilar bylo zaznamenano UpIné rozdéleni smési analytu

v pofadi benzen, naftalen. Ziskany vysledek byl doloZzen srovnanim s komerc¢ni
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nemodifikovanou kapilarou, kde smés nebyla rozdélena, a to ani pfi aplikaci
nizsiho napéti (10 kV).

mAU . Komer¢ni kapilara
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Obrazek 20 Porovnani separaCnich vlastnosti kapilar s modifikovanym
povrchem na smési modelovych analyti benzen, toluen, ethylbenzen (0,5 mg/ml
rozpusténo ve 20mM fosfatovém pufru, pH 7,00 + 20 % MeOH). Napéti 25 kV,
nastrik 35 mBar/bs, 20mM fosfatovy pufr, pH 7,00 + 20 % MeOH,
UV detekce 205 nm.

V pfipadé této smési modelovych analytl je viditelné, ze modifikace
kapilarni stény nepfispéla ke zlepSeni separace. Smés analytl nebyla rozdélena
ani pfi snizeném napéti 10 kV. U kapilar PAH/GO a APTES/GO byl prodlouzen
migracni as zpusobeny nejspiSe déle trvajici interakci analytd s modifikovanym
povrchem kapilary. Ze ziskanych vysledku vyplyva, Ze modifikaci povrchu stény
kapilary nebylo dosazeno selektivity k aromatickému  kruhu, ktery

obsahuje prodluzujici se alkylovy fetézec.
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4.1.5 Modelova smés analytl — puriny
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Obrazek 21 Porovnéani separaCnich viastnosti kapilar s modifikovanym
povrchem na smési modelovych analyt( kofein, theobromin, theofylin (166,7 ul
vzorku o koncentraci 0,3 mg/ml + 333,3 ul MeOH + 500 ul 20mM fosfatového
pufru, pH 7,00). Napéti 25 kV, nastfik 50 mBar/5s, 20mM fosfatovy pufr pH 7,00,
UV detekce 205 nm.

Modifikace povrchu stény kapilary u smési analytld kofein, theobromin,
theofylin (Obrazek 21) vedla k prodlouzeni migraCnich &asl spole¢né se
zlepSenou separaci. Modelové analyty byly v8ak jen cCasteCné rozdéleny,
nejlepSiho vysledku bylo dosazeno u kapilary PAH/GO. Naproti tomu u komeréni
kapilary nedoslo k separaci této smési analytl. ZlepSeni separacnich vlastnosti
nebylo dosaZeno ani pfi volbé nizSiho napéti 10 kV. Méfeni této modelové smési

neprobéhlo v ramci diplomové prace na kapilafe PDDA/GO.
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4.2 Oveérovaci experiment — vysledky

Tento experiment byl proveden, abychom objasnili pfi€iny ucpavani
kapilary béhem modifikace kapilarni stény. V ramci experimentu bylo pracovano
s hypotézou, zda nedochazi ke srazeni roztoku polymeru a DGO a dale byl

studovan vliv zvySené teploty (70 °C) na tento roztok.

1. Kontrolni experiment pri laboratorni teploté 25 °C (Obrazek 22)

GO +H20 GO +PDDA GO +PAH GO + PEI

=

/8
o

o
| )

g

-
Y |

Obrazek 22 Roztok vody s GO (0,1 mg/ml), roztoky polymert smichané s DGO
(0,1 mg/ml) pri laboratorni teploté 25 °C

Roztoky GO + PDDA a GO + PEI po smichani nevykazovaly agregaci
a byly totozné s kontrolnim roztokem obsahujicim DGO ve vodé. Hnédé
zabarveni roztokl odpovida barvé oxidované formy GO. V pfipadé GO + PAH
doslo k agregaci GO. Vznik agregace GO potvrzuje nasi hypotézu o ucpavani
kapilary. PFi styku roztoku polymeru s DGO vznikaji agregaty, které mohou

ucpavat kapilaru béhem modifikace povrchu stény.
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2. Experiment vystaveni roztoki polymerd a DGO 70 °C po dobu
1 hodiny (Obrazek 23)

GO +H20 GO +PDDA GO +PAH GO + PEI
e
y &

Obrazek 23 Roztok vody s GO (0,1 mg/ml), roztoky polymert smichané s DGO
(0,1 mg/ml) po vystaveni 70 °C po dobu 1 hodiny

Po vystaveni roztokl polymerid a DGO teploté 70 °C (1 hod) doslo
k Castecné redukci GO, coz je dolozeno ztmavnutim hnédé barvy roztoku
polymerd a DGO. Agregace GO byla opét zaznamenana pouze v pfipadé
roztoku GO + PAH. U roztoku PEI/GO nedoSlo k agregaci. Tento vysledek je
dllezity, protoze kapilara PEI/GO je pfi pfipravé vystavena teploté 70 °C a timto

byla ovéfena kompatibilita roztoku polymeru PEIl a DGO.
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5 ZAVER

V diplomové praci byly sledovany separacni vlastnosti na kapilarni sténé
modifikované grafenem. Byla pfipravena stabilni DGO dulezita pro potahovani
vnitini stény kapilary. Usp&$né byly pfipraveny modifikované kapilary dvéma
zpusoby a provedena optimalizace metody. Kapilara modifikovana metodou LbL
pomoci elektrostatickych interakci byla potazena polymery PDDA, PAH, PEI
s GO na povrchu. Pfiprava kapilary chemickou cestou pomoci kovalentnich
vazeb byla potazena aminopropylsilanem APTES a GO. Modifikované kapilary
byly studovany z hlediska separac¢nich vlastnosti na sériich modelovych analytu.
Vysledky separace byly porovnany svysledky méfeni na komercni
nemodifikované kapilare.

Modifikaci kapilarniho povrchu nebylo dosazeno methylenové selektivity
v pfipadé smési parabenl. U modelové smési nitrofenoll, kde se sledovala
selektivita souvisejici s polohou nitro skupiny na aromatickém kruhu, doslo
k Uplnému rozdéleni analytd na kapilarach PDDA/GO a PEI/GO v pofadi
3-nitrofenol, 2-nitrofenol a 4-nitrofenol. Dale byla sledovana selektivita
modifikovanych kapilar tykajici se polohy nitro skupiny na aromatickém kruhu
u modelové smési nitroanilind, kde byla zaznamenana neuplna separace
na kapilarach PAH/GO, PEI/GO, APTES/GO. Vybornych separacnich vlastnosti
bylo dosazeno na vSech modifikovanych kapilarach u modelové smési latek
obsahujici aromaticky kruh, kde byla pozorovana selektivita z hlediska rozliSeni
poCtu aromatickych kruhl v pofadi benzen, naftalen. Oproti tomu
u druhé modelové smési latek obsahujici aromaticky kruh modifikace kapilarni
stény nepfispéla k ziskani methylenové selektivity. U modelové smési purinu
doSlo pouze k CasteCnému zlepSeni separace na modifikovanych kapilarach.
Ve vétsiné pfipadl na modifikovanych kapilarach bylo zaznamenano zlepseni
separacnich vlastnosti a prodlouzeni migrac¢nich ¢asUl, které bylo zplUsobené
interakci mezi modelovymi analyty a GO navazanym na povrchu kapilary.

Pfi experimentech se objevily problémy spojené s nestabilitou povrchu
kapilar, ucpavanim kapilar a v nékterych pfipadech byla zaznamenana nizka
opakovatelnost méfeni. Ucpavani kapilary bylo objasnéno u kapilary PAH/GO
provedenym experimentem (agregace GO v roztoku polymeru PAH). Abychom
predesli styku roztoku polymeru PAH s GO, potahovani bylo provadéno mimo
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pristroj CE. Ziskané vysledky z této prace poslouZzi jako zaklad pro nasledujici
experimenty, kdy bude pozornost vénovana pfipravé modifikovanych povrchu
kapilar novymi polymery a GO s oCekavanym zlepSenim separacnich vlastnosti,

pfipadné pouziti novych modelovych analytu.
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