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Anotace

Cilem této bakalarské prace bylo ovéfeni vlivu uhlikatych nanotrubiCek na
ovlivnéni selektivity separace pfirodnich antioxidantl kapilarni elektroforézou.
V teoretické Casti byly shrnuty vlastnosti nanotrubiCek a byly diskutovany moznosti
pouziti v micelarni elektrokinetické chromatografii. V experimentalni ¢asti prace
byly pouzity tfi typy uhlikatych nanotrubicek, u kterych byl studovan vliv na

selektivitu separace a rozliSeni pfirodnich antioxidanta.

Klicova slova

Uhlikaté nanocastice, Kapilarni elektroforéza, Micelarni elektrokineticka

chromatografie, Separace flavonoidl, Selektivita separace

Title

Application of carbon nanotubes for improvement of separation selectivity in

capillary electrophoresis

Annotation

The aim of the bachelor work was to verify the influence of carbon nanotubes
on the separation selectivity of natural antioxidants by capillary electrophoresis. In
the theoretical part, the properties of nanoparticles are reviewed and the
possibilities of their application in micellar electrokinetic chromatography are
discussed. The influence of three types of carbon nanotubes on separation
selectivity and resolution of natural antioxidants was studied in the experimental

part of the work.

Keywords

Carbon nanotubes, Capillary electrophoresis, Micellar electrokinetic
chromatography, Separation of flavonoids, Selectivity of separation
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Pouzité zkratky

BGE Zakladni elektrolyt

CE Kapilarni elektroforéza

CEC Kapilarni elektrochromatografie
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MEKC Micelarni elektrokineticka chromatografie
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PSP Pseudostacionarni faze
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latkami
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Uvod

1. Uvod

Nanotechnologie se fadi k jedném 2z nejCastéji diskutovanych technologii
soucCasnosti. Jako nanotechnologie se obecné oznacuje védni obor vyzkumu a
vyvoje, ktery se zabyva cilenym vytvafenim a vyuzivanim struktur materiala v

méfitku nékolika nanometra alespon v jednom rozméru (0,1-100 nm).

Vyuziti nanotechnologii a nanomateriall je velmi rozsahlé. Nalézaji uplatnéni v
mnoha oblastech bézného Zivota, a to v elektronice, ve zdravotnictvi, strojirenstvi,
stavebnictvi, v chemickém primyslu (napf. nanotrubice) [1]. Porovnani velikosti

nanostruktur dle rozméra s dalSimi materialy je uvedeno na obrazku 1.

Water Glucose Antibody Virus Bacteria Cancer cell A period Tennis ball
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Obrazek 1: Porovnani velikosti beéznych latek a vysvétleni pojmu
nanomaterialy [2].

V separacnich metodach se zvySuje pocet praci zaméfenych na aplikace
nanocastic, které jsou vyuzivany pro vyvoj vyssich vykonnosti separa¢nich technik.
Vyznamny pokrok byl zaznamenan pfi pouzivani nanocastice jako stacionarni
nebo pseudostacionarni faze v kapilarni elektrochromatografii, plynové a
kapalinové chromatografii, ke zlepSeni selektivity, chemické stability a separaéni
ucinnosti a zkraceni doby analyzy. DalSi aplikaci je pfidavek nanocastic do

zakladniho elektrolytu v elektroforéze [3].
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Teorie

2. Teorie

2.1. Uvod do kapilarni elektroforézy

Kapilarni elektroforéza (CE) je separacni technika, schopna separovat slozité
smeési analytl. Je zalozena na pusobeni elektrického pole a fadi se tedy mezi tzv.

elektromigracni separacni techniky.

V analytické chemii maji separaéni techniky nezastupitelny vyznam. Casto se
pouzivaji v kombinaci s vhodnou detekéni metodou. Jsou zaloZzeny na ruznych
fyzikalnich a fyzikalné-chemickych principech, které jsou charakterizovany svou

selektivitou, rozsahem pouzitelnosti a frakcionacni kapacitou [4].

Elektromigracni separaéni techniky vyuzivaji dvou elektrokinetickych jeva —
elektroforézy a elektroosmoézy. Na rozhrani roztoku s nabitymi c&asticemi a
pevného povrchu stykajiciho se sroztokem, se vytvareji elektrické dvojvrstvy.
Casem vznika urgité rovnovazné rozdéleni naboju, které je v prostredi

stejnosmérného elektrického pole naruSeno a vyvola jejich pohyb.

Princip elektroforézy spodiva v pohybu elektricky nabitych castic ve
stejnosmérném elektrickém poli, které je vytvofeno vlozenim konstantniho
stejnosmérného napéti mezi elektrody. Pohyblivost ¢astic ovliviiuje mnoho faktoru,

a to:

» Fyzikalné-chemické viastnosti samotnych castic: velikost, tvar,
disociovatelnost povrchovych skupin, schopnost adsorpce iontlu a
polarnich molekul, tvorba komplexi a velikost naboje. VétSina téchto

faktort ovliviiuje volbou vhodného separacni prostiedi.

» Vlastnosti prostfedi — elektrolyt, ktery se pouziva, ma urc€itou koncentraci,
iontovou silu, pH, vodivost, teplotu, viskozitu a permitivitu. Pohyblivost

¢astic mohou ovlivnit i neelektrolyty.

» Vlastnosti nosi¢e — pouziva se pouze u nékterych technik elektroforézy.
Pohyblivost iontd je obvykle mensi nez pfi volné elektroforéze. Vedle
specialnich technik kapilarni elektroforézy se nosiCe pouzivaji také

v planarnim usporadani. Jako nosi¢e se pouzivaji rizné druhy gelu a

12
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sorbentu.

» Vlastnosti elektrického pole — homogenita, intenzita a stabilita. VSechny
tyto faktory ovliviuji rychlost migrace, ostrost a symetrii rozdélenych
z6n [5-6].

2.1.1. Princip kapilarni elektroforézy

Kapilarni elektroforéza je modifikaci elektroforézy, ktera se provadi jako volna
bez nosiCe v tenké kapilafe. Kapilara je zhotovena z taveného kfemene. Vnitini
prdmér ma 10 az 100 ym, délku 50 — 100 cm a velmi maly objem, pod 10 pl.
Kfemenna kapilara je obalena polyimidovou vrstvou z divodu lepSi manipulace a
ochrany kapilary. Nepatrny vnitfni primér omezuje promiseni separovanych ¢astic
difuzi. O sméru pohybu kapaliny rozhoduje elektroosmoticky tok. V prostfedi
neutralniho az alkalického pufru ziska povrch kfemenné kapilary zaporny naboj a

pufr naopak kladny.

Instrumentalni uspofadani CE je zalozeno na systému dvou elektrod z inertniho
materialu (Pt), ponofenych do zakladniho elektrolytu, ktery vede elektricky proud.
Kapilara je naplnéna zakladnim elektrolytem a jeji konce jsou rovnéz ponofeny do
zasobnikl s elektrolytem. Mezi elektrody je pfivadéno vysoké stejnosmérné napéti
(20 — 30 kV), které iniciuje elektromigraci analytl a elektroosmoticky tok a dochazi
tak k separaci. Volba elektrolytu zavisi na charakteru separované latky. Vzorek se
davkuje do kapilary pfed zaCatkem analyzy. Objem vzorku je typicky v fadech
nanolitrd. K detekci se nejCastéji pouzivaji fotometrické detektory zalozené na
sledovani absorpce UV zarfeni. Zaznam zavislosti signalu na Case se nazyva
elektroforegram. Je tvofen piky, jejichz plocha roste s obsahem slozky a jejich
poloha (tzv. migracni €as) je ur€ena druhem slozky. Na obrazku 2 je znazornéno

schéma zafizeni pro CE [6-8].

13
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Obrazek 2: Zakladni schéma CE pristroje [9].

2.1.2. Rozdéleni kapilarnich elektromigraénich technik

Mezi kapilarni elektromigracni techniky patfi:

Kapilarni zénova elektroforéza ( Capillary Zone Elektophoresis - CZE)

mechanismus separace je elektroforeticka mobilita

Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie
(Micellar Electrokinetic Capillary Chromatography — MEKC nebo MECC)

mechanismus separace jsou hydrofilni a iontové interakce s micelami

Kapilarni elektrochromatografie (Capillary ElektroChromatography —
CEC) mechanismus separace je rozdélovani mezi stacionarni fazi v

kapilafe a tok mobilni faze zpusobeny elektrickym polem

Kapilarni izotachoforéza ( Capillary IsoTachoPhoresis - CITP)

mechanismus separace je elektroforeticka mobilita (diskontinualni)

Kapilarni gelova elektroforéza ( Capillary Gel Electrophoresis — CGE)
mechanismus separace je vyuziti sitového efektu (déleni podle

molekulové hmotnosti, paru bazi,...)

Kapilarni izoelektricka fokusace (Capillary IsoElektric Focusing — CIEF)

mechanismus separace je rozdéleni analytd diky izoelektrickému bodu
(p1) [5.9].

14
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Tato bakalafska prace je zaméfena na vyuziti nanostruktur pfi micelarni
elektrokinetické chromatografii, proto je nasledujici text vénovan vyhradné této

technice.

2.2. Elektrokinetické chromatografické metody

Elektrokineticka chromatografie (EKC) je analyticka separacni technika, ktera
poskytuje rozliSeni srovnatelné s kapilarni plynovou chromatografii a ¢asto lepsi
nez vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC). EKC vychazi z kapilarni
zénové elektroforézy (CZE), pracovni elektrolyt vS8ak obsahuje na rozdil od CZE
dalSi slozku, tzv. pseudostacionarni fazi. V tabulce 1 je pfehled elektrokinetickych

chromatografickych metod podle pouziti pseudostacionarni faze [10].

Tabulka 1: typy EKC

Typ Zkratka Pseudostacionarni faze Vhodny analyt
Micelarni EKC MEKC Micely Neutralni a iontové latky
Neprimé ) ]

CD-MEKC | Micely Hydrofobni latky, anantiomery

cyklodextrinova EKC

Mikroemulzni EKC MEEKC Mikroemulze Hydrofobni latky

Afinitni EKC AEKC Protein, polysacharid Enantiomery

Cyklodextrinova

CDEKC Nabity cyklodextrin Enantiomery
EKC
lontové vyménna - lon polymeru lontoveé latky
EKC
Ligandové vyménna | - Ligand + ion kovu Aminokyseliny
EKC
Dendrimerni EKC - Dendrimer Hydrofobni latky
Suspenzni EKC - Chromatografické ¢astice | Hydrofobni latky
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2.2.1. Micelarni elektrokineticka chromatografie

Z kapilarnich elektromigraCnich technik se jedna o nejmladsSi separacCni
techniku. V roce 1984 byla poprvé popsana Terabem a kol. Je to technika, ktera
kombinuje principy micelarni chromatografie a kapilarni zénové elektroforézy. Byla
vytvofena jako technika pro elektroforetickou separaci neutralnich Castic. Jako
pseudostacionarni faze se pouziva vhodny tenzid (viz. tabulka 2), jez se pfidava
do pracovniho elektrolytu v koncentraci vysSSich nez tzv. kritickd micelarni
koncentrace (CMC).

Micelarni elektrokinetickou chromatografii Ize rozdélit podle typu pouzitych
kapilar na MEKC s vysokym elektroosmotickym tokem a MEKC s redukovanym

elektroosmotickym tokem.

Analyzované latky se rozdéluji mezi micelarni (pseudostacionarni) fazi a
vodnou (mobilni) fazi. V dasledku rdznych afinit slozek vzorku k micelarni
pseudofazi jsou tyto slozky rozdilné zpomalovany zpétnym pohybem micel, coz
vede k rozdilné migraéni rychlosti, a tudiz i k jejich separaci v pofadi zvySujici se
afinity k micelarni fazi. Velmi polarni latky setrvavaji jen ve vodné fazi a jsou
unaseny pouze elektroosmotickym tokem a prochazeji detektorem v nejkratSim
mozném Case. Hydrofobni latky se vazi pouze do micel a jejich zény jsou
zaznamenany v ¢ase odpovidajici migracnimu ¢asu micel [10-11]. Na obrazku 3 je

znazornén princip separace pomoci micelarni elektrokinetické chromatografie [12].

el X
Micellar - -0 @ Ofu\ EOF
+ - _S.i\%- Of g . o\? fo \{;O - =
Flow _ of é@) io _ |

Obrazek 3: Princip separace pomoci MECK[12]
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Tabulka 2: Nejbeznéjsi tenzidy pouzivané v MECK

T Agregaéni
P _ Tenzid CMC [mmol/l] gre9
tenzidu Cislo
Dodecyl siran sodny, SDS 8,2 64
Aniontovy
Cholat sodny, SC 13 -
Dodecyltrimethylamonium 15 50
bromid, DTAB
Kationtovy
Hexadecyltrimethylamonium 0,92 61
bromid, CTAB
Polyoxyethylen lauryl ether, 0,1 40
Neutralni .
Brij 35

2.3. Pouzivani nanostruktur jako aditiv
zakladniho elektrolytu v kapilarni
elektroforéze

2.3.1. Historie nanocastic

Prvni zminky o nanocasticich pochazeji z patého nebo Ctvrtého stoleti pf. n. I. z
Egypta a Ciny. Tehdy bylo objeveno ,rozpustné zlato®, které bylo pouzivano jak
pro estetické (vyroba rubinového skla, barveni keramiky), tak pro léCivé ucely
(srdecni a sexualni problémy, uplavice, epilepsie a nadory a pro diagnozu syfilis).
V roce 1857 Faraday oznamil ziskani koloidniho zlata redukci vodného roztoku
tetrachlorozlatitanu. Termin koloid (z francouzského colle) byl vytvofen Grahamem
v roce 1861. V tomto obdobi byly také pfipraveny dalSi koloidni kovy. Na rozkvét si
ale tato oblast nanotechnologie, ktera je pokracovanim koloidni chemie, musela
poCkat jesté jedno stoleti. Z té doby pochazi vyrok laureata Nobelovy ceny
Richarda Feynmana ,There is plenty of room at the bottom® [13], kterym navrhl
smér pro rychle se rozvijejici védeckou oblast nanotechnologie. Koncem

17
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20. stoleti uz uméli védci manipulovat s atomy, molekulami a klastry na povrSich.
Miniaturizace struktur konvenéni a elektronovou litografii dosahuje teoretického
limitu kolem 50 nm. Pro dalSi miniaturizaci musely byt vyvinuty alternativni metody.
A tak védci nasledujici Feynmanovu vizi pouzili atomy a molekuly jako stavebni

jednotky pro kompletaci struktur v fadech nanometrt ,zdola nahoru® [14].

2.3.2. Vyvoj a vlastnosti nanocastic

Pozadavek rychlé a ucinné analyzy chemickych a biochemickych vzorka vytvari
staly tlak na vyvoj separacnich metod, ktery se projevuje pfedevSim miniaturizaci
jednotlivych kli€ovych prvkd nebo celého separacniho systému. Miniaturizace
vede od zmenSovani Castic sorbentl, pfes vyuziti nanocCastic az po technologie

separaci na Cipu.

Od pocatku roku 1960 byly v chromatografickych systémech realizovany
stacionarni faze zahrnujici zakladni substrat s nanocasticemi, které byly rdznymi
zpusoby uspofadany na povrchu substratu [15]. V 1989, Wallingford a Ewing
prokazali, ze pseudostacionarni faze obsahujici nanocastice o velikosti 20 nm
sulfonatového polymeru zlepSuje separaci péti katecholamint. Ackoliv rozliSeni u
téchto experimentd bylo nizké, u€innost nanomateriall v separacich a vyznam

nanomateriall povrchové chemii byly jasné prokazany [16].

Modifikované nanocastice se v CE pouzivaji jako aditiva zakladniho elektrolytu
nebo modifikatory vnitini stény kapilary. Ze dvou dlvodd se vyuzivaji
nanostruktury v CE, a to pro maly pramér Castic, ktery umozriuje jejich plnéni do
pouzitych kapilar, a jednak jejich povrchovy naboj, ktery podporuje
elektroosmoticky tok [17].

Pfidanim nanocastic do zakladniho elektrolytu ma stejny efekt jako pouziti micel
v MEKC a poskytuje tak analytim dalSi moznosti interakci. Pod vlivem
elektrického pole se analyty pohybuji a jsou déleny podle efektivniho naboje, a
také podle rozdélovaci rovnovahy mezi roztokem pufru a nanoc¢asticemi nebo PSP.
Tento dodatecny rozdélovaci efekt zvySuje pocet separacnich stupfil volnosti a
umozniuje separaci nejen nabitych Castic, ale také neutralnich, za pfedpokladu, Ze
nanocastice poskytnou zbytkovy naboj. Zménou slozeni nanocastic lze kontrolovat

povahu interakci a pfizpUsobit systém pro konkrétni analyt. Je tfeba poznamenat,
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Ze analyty a PSP mohou interagovat pfes povrch PSP nebo urcitou ¢asti molekuly
organické latky navazané na povrch nanocastice. Aby byly nanocastice ucinné v

EKC, musi splhovat nasledujici poZzadavky:
a) Jejich velikost by se méla pohybovat v rozmezi nanometru.

b) Jejich povrch by mél mit zbytkovy naboj, aby usnadnili vytvofeni stabilni
suspenze a poskytoval elektroforetickou pohyblivost PSP. Ve skute€nosti
nanocastice prochazeji kapilarou v dusledku ucinkd elektroosmotického

toku a jejich vlastni elektroforetické pohyblivosti.

c) Mély by byt schopné interakce s cilovymi analyty a mezi interakcemi

s délenymi analyty by mély byt podstatné rozdily.

d) Mély by byt kompatibilni s pouzivanym systémem detekce analytu.

Nanocastice jsou obvykle kompatibilni s UV/VIS a MS detektory.

Nanocastice se liSi v chemickém slozeni a Ize tedy oCekavat, ze se budou liSit i
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Ne vSechny druhy nanocastic vSak maji vhodné
elektrické vlastnosti nebo dostate¢né velky povrch pro usnadnéni interakci s
analyty. VysSi rozliSeni analytl ziskané v pfitomnosti nanocastic Ize obecné
pripsat interakcim mezi nanocCasticemi a analyty, pfesny mechanismus separace
ale neni detailné popsan. Orientace a agregace nanocastic v kapilarni CE jsou
mimoradné dulezité, hlavné pro nanocastice v EKC, a pfesto jsou malokdy vzaty v
uvahu. Velmi Casto nanoclastice zpusobuji sférické prekazky, coz se projevi
vznikem topologickych spletencl, kdy vysledkem je zména mobility. Také
nanocastice mohou agregovat a tvofit sit poskytujici dalSi interakéni mista nebo
dokonce tvofit malé sité pora, kterymi mohou analyty béhem separace pronikat. Z
téchto podminek, k separaci dochazi podobné jako v molekularnim prosévani.
Nékteré druhy nanocastic (tj. porézni polymery, oteviené CNTs a molekularné
vtistény polymery) maiji pory pristupné;jsi k praniku analytu.

Néktefi autofi objasnovali pikové rozSifeni v systémech nanocastic, které
pfipisovali podélnym difuzim, adsorpCnim/desorpénim kinetikam, radialnim
teplotnim gradientd, mezi¢asticovym pfenosim hmoty a disperzim, z divodu
nanocCasticové mobility. Z vySe uvedenych faktord jsou pfesto nanocastice

komplexni systémy [18].

NejCastéji pouzivané nanocastice jsou fulereny, nanocCastice na bazi kfemiku,
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drahych kovu a oxidd kovl a uhlikaté nanoCastice. P¥i pfipravé téchto Castic se
vyuziva povrchové upravy funkénich skupin molekul, aby se zabranilo agregaci
Castic a mohla se kontrolovat velikost. Tim se dosahne vysoké selektivity [20]. Nas
budou zajimat pouze uhlikaté nanocCastice (CNPs), a to uhlikaté nanotrubice
(CNTs).

2.3.3. Typy a vlastnosti uhlikatych nanostruktur

V poslednich letech byly popsany razné alotropni CNPs, v&etné fulerend,
nanostruktur cibulového tvaru, nanodiamantt, nanotrubic, uhlikatych nanoroh,
peapodl, uhlikatych nanoviaken, nanotrubicovych krouzki a nanotubolld. V
analytické chemii jsou nejrozSifenéjsi dvé alotropické formy fulerent a uhlikatych

nanotrubic na zakladé jejich charakteristickych vlastnosti [17].

2.3.4. Uhlikaté nanotrubi¢ky

Uhlikaté nanotrubicky (CNTs) patfi krelativné novym materialim. Prvni
pozorovani a popis CNTs bylo provedeno vroce 1952 Radushakevichem a
Lukaynovichem [19] a pozdéji v roce 1976 Oberlin a spol. pozorovali jednosténné
nebo dvousténné CNTs. Nicméné, objev uhlikatych nanotrubiCek je pfipisovan
lijimovi, ktery v roce 1991 prvni popsal vyrobni proces vicesténnych uhlikatych
nanotrubic (MWNTs) a o dva roky pozdéji lijima s Ichihashi popsali proces ristu
jednosténnych uhlikatych nanotrubic (SWNTs) [21].

CNTs Ize popsat jako grafitové desky (s hybridizaci uhliku sp?) srolované do
malych trubiCek, které jsou az nékolik centimetri dlouhé a nékolik desitek
nanometrd v priméru. Jejich konstrukce je omezena fulerenovou velikosti.
Grafenova deska ma Sestiuhlikatou strukturu podobnou véelim plastvim [18]. Maji
velky povrch, vysokou elektrickou vodivost, dobrou chemickou stabilitu a
vyznamnou mechanickou pevnost. CNTs jsou zpravidla Spatné rozptylitelné
v Cistych vodnych pufrech a v nékterych organickych rozpoustédlech, kvili jejich
vysoké hydrofobicité [22]. Na obrazku 4 je znazornéno srolovani listu grafenu do
SWNT.
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list grafenu

Obrdazek 4: Srolovani grafeno do SWNT [21].

Existuji dva hlavni typy CNT, a to jednosténné uhlikaté nanotrubi¢ky (SWNTs —
obrazek 4) a vicesténné uhlikaté trubicky (MWNTs — obrazek 5), které tvori

koaxialni baleni obsahujici nékolik grafitovych desek vlozenych do sebe.

Obrazek 5: Struktura MWNT [21].

Na zakladé jejich unikatnich mechanickych, elektrickych, teplotnich a
magnetickych vlastnosti, byly CNTs aplikovany pro rizné ucely, vcetné

nanoelektrickych zafizeni. CNTs mGzou byt kovoveé €i polovodiCové [22].

2.3.5. Pouziti CNTs jako pseudostacionarni faze
v elektrokinetické chromatografii

Prvni aplikace CNTs v PSP-CEC byla popsana Wangem a kol. [23], ktery pouZil
jednosténné nanotrubi¢ky substituované karboxylovymi skupinami pro separaci
kofeinu a theobrominu s vysSSim rozliSenim. Aby bylo dosazeno stabilni suspenze
ve vodné bazi elektrolytt, byly CNTs modifikovany hydroxylovou, karbonylovou,
karboxylovou skupinou v koncentrované kyseliné. Narlst koncentrace SWNT

zpusobil zvyseni migracniho ¢asu analytl. Proto, byly SWNTs navrzeny tak, aby
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v elektrolytu tvofily porézni sit, ktera by se chovala jako stacionarni faze. Nabité
SWNTs potlacuji elektrodifuzy a snizuji adsorpci analytli na povrchu kapilary a tim

mohou byt molekuly s riznou velikosti separovany sitovym efektem.

MWNTs byly poprvé aplikovany v PSP-CEC pro separaci purinovych a
pyrimidinovych bazi RNA kvasinek. MWNTs interaguji s molekulami pomoci
elektrostatickych interakci a vodikovych vazeb. Pfi dosazeni urcCité urovné
koncentrace MWNTs doslo ke zvySeni migraCnich ¢asu analytl. Sit MWNTs byla
navrzena s vlastnostmi molekularniho sitovani tak, aby se (diky velkému povrchu
a funkénich skupin na povrchu MWNTSs) snizily interakce mezi analyty a sténou

kapilary [22].

CNTs jsou nerozpustné v nejbéznéjsSich rozpoustédlech, ale pro pouziti jako
pseudo-stacionarni faze (PSP), by mély tvofit homogenni elektrolyt stabilni
v elektrickém poli. Pro vytvofeni stabilni suspenze nanocastic je nutné pouZzit
povrchové aktivni latky. CNTs Casto mohou byt solvatovany pomoci hydrofobni
interakce s povrchové aktivnimi latkami, polymery, polysacharidy nebo proteiny,
nicméné ne vsSechny jsou stabilni v elektrickém systému. Pfesny mechanismus,
kterym jsou povrchové aktivni latky usporfadany na povrchu CNP neni znan, ale
predpoklada se, Ze dochazi k adsorpci micel na povrchu nanocastic a zapouzdreni
CNPs do povrchové aktivnich micel [18]. Vyuzitelnost CNTs v mnoha aplikacich je
omezena jejich hydrofobicitou a agregaci, a proto pro dosazeni vhodné suspenze
byly vytvofeny modifikované CNTs upravené kyselinou, kovalentni a nekovalentni
stabilizaci [24].

Protoze nekovalentni povrch nanocastic je rozpustny za elektroforetickych
podminek, musi byt povrchové aktivni latky pouzity pfi vysokych koncentracich
v CE [18]. Ruzné hodnoty koncentraci tenzidi mohou ovliviiovat elektroforetickou
mobilitu. Cim niZ3i koncentrace povrchové aktivnich latek jsou pouzity, tim vy$si

zmény elektroforetické mobility je dovoleno, diky pfitomnosti CNTs jako PSP [25].

Na rozdil od jinych typl nanocastic (kfemennych, zlatych, polymernich), maji
CNPs na svém povrchu aromaticky delokalizovany systém, ktery umoziuje
separaci aromatickych latek nebo latek schopnych interagovat s aromatickymi

systémy pomoci 1117 interakci (Charge - Transfer komplexy) [18].
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2.4. Separace flavonoidt a fenolickych kyselin
v MEKC pomoci uhlikatych nanotrubic jako
aditiv

2.4.1. Flavonoidy

Flavonoidy (jinym nazvem bioflavonoidy) jsou

prirodni produkty vznikajici jako sekundarni

metabolity rostlin. Jedna se o skupinu
(poly-)fenolickych latek, které obsahuji v molekule Obrdzek 6: Struktura flavonu jako
dvé benzenova jadra (A, B) spojena pres zdkladni skelet flavonoidii
heterocyklus odvozeny od pyranu nebo pyronu (C) (obrazek 6). Prirodni
flavonoidy se nejCastéji vyskytuji ve formé O-glykosidi a ve své molekule tedy
zahrnuji cukernou a necukernou slozku. Podle polohy benzenového jadra (B) Ize
flavonoidy dale rozdélit na flavony, flavanoly, flavanony, flavonoly, antokyaniny,

katechiny, leukoantokyaniny, izoflavonoidy, neoflavonoidy a dalsi.

Dnes je znamo vice nez 4000 flavonoidnich latek rostlinného plvodu. Maji
silné antioxidativni ucinky, které jsou pfiznivé pro lidsky organismus. Potravinam

rostlinného plvodu dodavaji barvu, vuni, chut.

2.4.2. Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny jsou prekurzory flavonoidl. Tvofi pfiblizné jednu tfetinu
polyfenoltl pfitomnych v potravé. Stejné jako flavonoidy maji fenolické kyseliny
antioxidacni ucinky, kdy sila u€inku zavisi na koncentraci antioxidantu, na slozeni

a na strukture.

Fenolické kyseliny jsou rozSifené téméf ve vSech rostlinach. Vyskytujici se
prevazné v listech, kvétech, semenech, plodech a pfi zpracovani rostlinného
materialu pfechazeji do produktd rostlinného pavodu (napf. med, vino, kava, €aj
kakao...) [26].
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2.4.3. Separace flavonoidu a fenolickych kyselin
micelarni elektrokinetickou chromatografii

NejCastéji pouzivana technika kapilarni elektroforézy pro separaci a stanoveni
flavonoidl a fenolickych latek je micelarni elektrokineticka chromatografie, ktera
nalezla uplatnéni pro separaci téchto latek v Caji, viné, pivu, medu, rostlinach a
rostlinnych extraktech. Touto metodou lze v jedné analyze separovat jak neutralni
flavonoidy, tak i fenolické kyseliny iontové povahy. MEKC separace flavonoidnich
latek jsou obvykle provadény pomoci boratového zakladniho elektrolytu o pH vy$si

nez 7. Nejpouzivanéjsi pseudostacionarni fazi je dodecylsiran sodny [27].

Suares a kol. a Moliner-Martinéz a kol. navrhli pouZziti jednosténnych uhlikatych
nanotrubiCek potazenych povrchové aktivnimi latkami nebo MWNTs jako PSP
v CE. Tyto metody byly pouzity ke zméné elektrochromatografickych vlastnosti
fenolickych slou€enin, ve vzorcich nesteroidnich protizanétlivych pfipravkd,
penicilind, efedrinyd, triazinl, které byly zajiStény diky rlznym interakcim mezi

analyty a povrchem CNTSs.

Cao a kol. vyvinuli novou elektroforetickou metodu pro stanoveni flavonoidl a
fenolickych kyselin s pouzitim jednosténnych uhlikatych nanotrubi¢ek potazenych
povrchové aktivnimi latkami (SC-SWNTs) jako aditiv v zakladniho elektrolytu.
Optimalizovana metoda s pouzitim SC-SWNTs byla pouzita pro analyzu deviti
dllezitych aktivnich latek ve dvojci drog Radix Astragali a Radix et Rhizoma Salvia
Miltiorrhizae. Pfitomnost SC-SWNT v zakladnim elektrolytu zpUsobila zvySeni
elektroforetického rozliSeni a zlepSeni tvaru piku diky velké plose a adsorpcni
kapacité CNTs [24].

Vyuziti nanotrubicek v separaénich technikach predstavuje jeden z modernich
smeérd vyvoje. Pouziti nanotrubiCek pro separaci pfirodnich latek kapilarni

elektroforézou neni prozatim pfilis rozSifené, ale pocet praci v této oblasti roste.

V této bakalarské praci byly ovéfovany moznosti pouZiti nanotrubi¢ek pro

separaci pfirodnich latek, konkrétné zastoupeni fenolickych antioxidantu v &aiji.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Chemikalie

Fenolické kyseliny a flavonoidy — struktury a dalSi informace jsou

uvedeny v pfiloze (tabulka 4).

Kyselina trihydrogenborita, >99.5 % - Fluka (Buchs, Svycarsko)

Dekahydrat tetraboritanu sodného, >99.0 % - Fluka (Buchs, Svycarsko)
Dodecylsiran sodny, >98.0 % - Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Deionizovana voda — pfipravena na zarizeni Demiwa 5ROl (Watek, Lede¢ nad
Sazavou) a SG UltraClear (SG, Hamburg, Némecko)

Vzorky Caje — tabulka 3

Uhlikaté nanotrubi¢ky — jsou uvedeny v pfiloze tabulka 5

Tabulka 3
Vzorky caje
Caj Navazka [g]/100 ml
White tea citrus 1,6073
Recky zeleny &aj 2,0311
Ahmad tea — London 2,1614
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3.2. Pouzita instrumentace

3.2.1. Pristroj pro CE

Analyzy byly provadény pomoci kapilarni
elektroforézy Capel 105M (Lumex, St. Peterburg,
Rusko) pfi napéti 20 kV. Vzorky byly analyzovany

pfi teploté 25°C. pH elektrolytu bylo méfeno

pomoci Orion 3 Star pH metrem (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA). V pfipadé boratového pufru o Obrdzek 7: Kapilarni

. - vy .. elektroforéza Capel 105M
pH 9,05 byly standardy i smési promérovany pfi

napéti 20 kV. VSechna méfeni byla provedena pfi vinové délce 220 nm.

3.2.2. Separacni kapilara

K analyze byla pouZita kiemenna kapilara (Agilent, Palo Alto, CA, USA) o
vnitftnim praméru 50 ym a délce 50 cm, efektivni délka Cinila 40 cm. Na kapilare
bylo vytvofeno detekéni okénko pomoci zapalovale. Stejnym zplsobem byly
opaleny konce kapilar. Nova kapilara byla stabilizovana promytim 0,5 M NaOH po
dobu 10 minut, deionizovanou vodou dalSich 10 minut a nakonec 10 minut

zakladnim elektrolytem. Na obrazku 8 je zobrazena kfemenna kapilara.
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3.3.
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Obrazek 8: Kfemenna kapilara v kazeté

Priprava zakladnich elektrolytu

Boratovy pufr o pH 9,05 byl pfipraven smichanim 25 mmol/l kyseliny

trihydrogenborité a 25 mmol/l tetraboritanu sodného (borax). PoZzadovaného pH

bylo dosazeno vhodnym pomérem kyseliny a boraxu pribéznym méfenim roztoku

na pH-metru Orion 3 Star (Thermo, Scientific, Waltham, MA, USA). Pfed méfenim

pH byla provedena Kkalibrace pH-metru pomoci tfi kalibraénich pufri o
pH 4,00; 7,00; 10,01. Poté byly pfipraveny zakladni elektrolyty (BGE), a to:

Dodecylsiran sodny (SDS) o koncentraci 20g/100ml;
SDS + MWNTSs - 1030 o koncentraci 1ug/25ml

SDS + MWNTSs - 1030 s pfidavkem  butanolu (20% viv) o
koncentraci 1ug/25ml

SDS + MWNTSs - 4060 o koncentraci 1pg/25ml

SDS + MWNTs — 4060 s pridavkem  butanolu (20% viv) o

koncentraci 1ug/25ml

SDS + SWNTs s pfridavkem butanolu (20% v/v) o koncentraci 1ug/25ml.

Dodecylsiran sodny byl pomoci ultrazvuku rozpustén v deionizované vodé, aby
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jeho koncentrace byla 20g/100ml, a smichan s boratovym pufrem a

s nanotrubi¢kami.

3.4. Priprava vzork

Ze zasobnich roztok( jednotlivych standardd o koncentraci 0,5 g/l v metanolu

byly pfipraveny roztoky k analyzam (viz. obrazek 9).

Obrazek 9:Zasobni roztoky standardu flavanoidii a
fenolickych kyselin

Do nadobek o objemu 1ml byly pfipraveny roztoky standardl, které byly

nafedény deionizovanou vodou. Koncentrace analyzovanych roztokd byla 10 mg/l.

Dale byly pfipraveny roztoky vzorkd Caje (viz. obrazek 10). Do 100 ml kadinek
byly vlozeny vzorky Caje a byly zality horkou vodou a louhovany po dobu 3 minut.
Po vylouhovani byly roztoky ochlazeny na laboratorni teplotu. Pfed pfevedenim
extraktu do nadobek byly roztoky Zzfiltrovany pomoci injekéni stfikacky s filtrem
Millipore 0,45 pm (Bredford, MA, USA).

Obrazek 10: Extrakty caju
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3.5. Postup analyz

Analyzy byly provadény za pouziti 25 mmol/l boratového pufru o pH 9,05.
Pracovni nadobky o objemu 1 ml byly naplnény jednotlivymi elektrolyty,
standardnimi roztoky fenolickych kyselin a flavanoidl a extrakty ¢aji. Vzorky byly

separovany MEKC. Analyzy probihaly podle programu:
[.  Promyti kapilary zakladnim elektrolytem 2 minuty.
[I.  Davkovani vzorku tlakem 50 mBar po dobu 10 s.

lll.  Analyza pfi napéti 20 kV v elektrolytu o pH 9,05 pfi teploté 25 °C.

Analyzované latky byly detekovany pfi vinové délce 220 nm.
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4. Vysledky a diskuze

4.1. Priprava elektrolytii s obsahem
nanotrubicek

Pro ovéfeni moznosti pouziti nanotrubicek v MEKC byl zvolen jeden typ SWNTs
a dva typy MWNTs (viz. experimentalni Cast), které byly dostupné na Katedre
analytické chemie. Z uvedenych nanotrubiCek byly nejprve pfipraveny zasobni
suspenze v roztoku SDS a byla hodnocena jejich stabilita z hlediska sedimentace
nanotubiek. Dale byla hodnocena stabilita suspenzi s pfidavkem n-butanolu. Oba
typy suspenzi byly pfipraveny pro MWNT, u SWNTs byla pfipravena pouze
suspenze s n-butanolem, protoze bylo kdispozici pouze malé mnozZstvi
nanotrubi¢ek toho typu. Po smichani nanotrubiCek s roztokem SDS a pfipadné
s n-butanolem byly suspenze umistény na 15 minut do ultrazvukové lazné. Na
obrazku 11 jsou fotografie suspenzi pfed umisténim a bezprostfedné po vytazeni

Z ultrazvuku.

Obrdazek 11: Kadinky se suspenzemi pred a umisténim a po vytazeni z ultrazvuku.

MWNTs — 1030 s n-butanolem

Pfed umisténi do ultrazvuku | Po vytaZeni z ultrazvuku
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MWNTs — 4060 s n-butanolem
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MWNTs — 4060 bez n-butanolu

Pfed umisténi do ultrazvuku | Po vytazeni z ultrazvuku
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Dalsi fotografie byly pofizeny po 24 hodinovém stani suspenzi (obrazek 12)
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Obrazek 12: Suspenze po 24 hodinovém stani

MWNTs — 4060 bez n-butanolu | MWNTs — 4060 s n-butanolem

MWNTs — 1030 bez n-butanolu | MWNTs — 1030 s n-butanolem
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Z obrazku 11 a 12 je patrné, Ze po umisténi suspenzi do ultrazvuku mély
nanotrubiCky lepSi schopnost byt ve vznosu nez po 24 hodinovém stani. Tuto
schopnost bylo mozno udrzet i po 24 hodinovém stanim tim, Ze do suspenze byl
pridan roztok n-butanolu. Tento pfidavek pfesto nedocilil takového vznosu, kde by
bylo mozné povazovat suspenzi za homogenni v celém objemu. Proto pro
separaci standardd antioxidantd a vzorkG c&aje byly pouZity suspenze

bezprostfedné vytaZzené z ultrazvuku.

Byly vytvoreny cCtyfi typy zakladniho elektrolytu, a to elektrolyt bez CNTSs,
elektrolyt s CNTs (SWNTs, MWNTS) a elektrolyt s CNTs a n-butanolem. BGE byl
pfipraven rozpusténim SDS v ultrazvuku. Po rozpusténi byl k roztoku pfidan
prislusny objem zasobni suspenze CNTs. Poté byl roztok pufrovan boratovym
pufrem, ktery byl pfipraven smichanim boraxu s kyselinou boritou. V pfipravenych
elektrolytech byly nasledné separovany standardy antioxidantl a byly zkoumany

vlivy pfitomnosti CNTs na separaci. Nasledné byly analyzovany také vzorky Caje.

4.2. Separace standardnich roztoki
antioxidantu s vyuzitim nanotrubicek

Nejprve byla provedena analyza standard( antioxidantl v elektrolytu bez
nanotrubiCek (viz. experimentalni ¢ast), u kterych byly ureny migracni ¢asy. Dale
byla ve stejném elektrolytu separovana smés standardu, ve které byly

identifikovany jednotlivé latky na zakladé shody migracnich ¢asl (obrazek 13).

Podobnym zplsobem byly proméfeny standardy antioxidantd a jejich smés také
ostatnich elektrolytd s nanotrubiCkami (obrazek 14 a 15). Z porovnani separaci
v BGE bez a s obsahem nanotrubiCek je patrné, Ze s pfidavkem nanotrubicek
dochazi k ¢asteCné zméné selektivity separace. Pfi pouziti MWNTSs v elektrolytech
bez n-butanolu (obrazek 14 a 16) je ovlivnéna migrace hesperetinu a kvercetinu,
pfiCemz vétsi vliv na migracni ¢asy maji MWNTs s vétSimi rozméry (obrazek 14).
V elektrolytech s n-butanolem (obrazek 15 a 17) je opét ovlivnéna migrace
kvercetinu, kde v MWNTs 4060 migruje stejnou rychlosti jako p-hydroxybenzoova
kyselina a kyselina salicylova a neni od téchto kyselin oddélen (obrazek 15).
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Pouziti SWNTs s n-butanolem ma odliSny vliv na selektivitu a ovliviuje
predevsim migraci fenolickych kyselin (obrazek 18). V tomto elektrolytu dochazi ke
zméné migracniho Casu kyseliny vanilové a p-hydroxybenzoové a je CasteCné
rozdélen kriticky par p-hydroxybenzoova s kyselinou salicylovou. Z hlediska
rozliSeni této dvojice latek tedy pfinasi pouziti SWNTs pozitivni vliv na separaci pfi

porovnani s elektrolytem bez nanotrubicek (obrazek 13).

Dale byl studovan vliv koncentrace nanotrubiCek v zakladnim elektrolytu
vrozmezi 0,2-1 mg/25ml na separaci antioxidantl. Separace standardd
antioxidantl v elektrolytech s pfidavkem 0,4-1 mg/25 ml SWNTs a obou pouzitych
MWNTs a s pfidavkem n-butanolu je znazornén na grafech v pfiloze (pfiloha —
obrazky 23 — 25).
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Obrdzek 13: Separace smési standardii o koncentraci 10mg/l v metanolu, zdkladni

elektrolyt bez CNTs po dobu 10 s, davkovani tlakem 50mBar;, teplota 25°C,

napeti 20kV.
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Obrazek 14: Separace smési standardii o koncentraci 10mg/l v metanolu, zdakladni

elektrolyt s MWNTs — 4060 bez n-butanolu o koncentraci 0,2 mg/25ml po
dobu 10 s, davkovani tlakem 50mBar;, teplota 25°C, napeti 20kV.
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Obrazek 15: Separace smési standardii o koncentraci 10mg/l v metanolu, zdkladni
elektrolyt s MWNTs — 4060 s n-butanolem o koncentraci 0,2 mg/25 ml po
dobu 10 s, davkovani tlakem 50mBar, teplota 25°C, napéti 20kV.
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Obrazek 16: Separace smési standardii o koncentraci 10mg/l v metanolu, zakladni
elektrolyt s MWNTSs — 1030 bez n-butanolu o koncentraci 0,2 mg/25 ml po
dobu 10 s, davkovani tlakem 50mBar, teplota 25°C, napéti 20kV.
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Obrazek 17: Separace smési standardii o koncentraci 10mg/l v metanolu, zdkladni
elektrolyt s MWNTs-1030 s n-butanolem o koncentraci 1mg/25 ml po dobu
10 s, davkovani tlakem 50mBar;, teplota 25°C, napéti 20kV.
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Obrazek 18: Separace smési standardii o koncentraci 10mg/l v metanolu, zdakladni
elektrolyt s SWNTSs s n-butanolem o koncentraci 1mg/25 ml po dobu 10 s,
davkovani tlakem 50mBar, teplota 25°C, napéti 20kV.
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4.3. Aplikace metody na vzorky ¢aje

Po analyze standardl byly pfipraveny vzorky ¢ty riznych €aju. Sacky €aju byly
zality vrouci vodou. Po tfech minutach vylouhovani byly sacky vyjmuty z vyluhu.

Pfed analyzou byly extrakty Zfiltrovany.

Nejprve byla analyza €aju provedena v elektrolytu bez uhlikatych nanocastic, u
kterych byly zjiStény migracni Casy. Poté byla provedena analyza v elektrolytu
s uhlikatymi nanocasticemi. Srovnani elektroforegramd jsou zobrazeny na
obrazcich 19-22.
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Obrazek 19: Separace vzorku zeleného caje, zakladni elektrolyt A) bez CNTs, B) s SWNTS n-
butanolem o koncentraci 1mg/25 ml po dobu 10 s, davkovani tlakem 50mBar, teplota
25°C, napeti 20kV.
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Obrdazek 20: Separace vzorku bilého caje, zakladni elektrolyt A) bez CNTs, B) s SWNTs s
n-butanolem o koncentraci 1mg/25 ml po dobu 10 s, davkovani tlakem
S0mBar, teplota 25°C, napéti 20kV.
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Obrazek 21: Separace vzorku zeleného Caje, zdakladni elektrolyt A) bez CNTs, B) s SWNTs

s n-butanolem o koncentraci 1mg/25 ml po dobu 10 s, ddvkovani tlakem
50mBar, teplota 25°C, napeti 20kV.
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Obrazek 22: Separace vzorku zeleného caje, zdkladni elektrolyt A) bez CNTs, B) s SWNTs
s n-butanolem o koncentraci 1mg/25 ml po dobu 10 s, davkovani tlakem
50mBay; teplota 25°C, napéti 20kV.

Z obrazku je patrné, ze vzorky €aju jsou komplexni smési latek, které je mozné

uspésné separovat pomoci kapilarni elektroforézy. Pfitomnost nanotrubic¢ek

v zakladnim elektrolytu ovliviiuje rozliSeni latek pfitomnych v zeleném ¢aji, ovSem

pro detailngjSi popis vlivi nanotrubiek na takio komplexni smés by bylo nutné

provést celkovou identifikaci latek pfitomnych v téchto vzorcich. DetailnéjSi popis

vlivl nanotrubi¢ek na separaci a jejich vztah se strukturou analyzovanych latek

pfesahuje svym rozsahem ramec této prace.
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Zaver

Tato predloZzena bakalarska prace se v teoretické Casti zabyvala vlivem
uhlikatych nanotrubi¢ek na separaci smési pfirodnich latek, které obsahovaly
flavonoidy a fenolické kyseliny, pomoci kapilarni elektroforézy. Pouziti
nanotrubicek pro separaci pfirodnich latek kapilarni elektroforézou neni prozatim
prilis rozSifené. Proto byla experimentalni ¢ast zaméfena na separaci Ctyf vzorkd

Caje pomoci micelarni elektrokinetické chromatografii s pouzitim uhlikatych

nanotrubiCek jako aditiv.

Analyzy vzork(l Caje byly provadény v elektrolytech obsahujicich 25mmol/I
boratového pufru s 20g/100ml SDS, ke kterym byly pfidany uhlikaté nanotrubicky
s koncentracemi v rozmezi 0,2-1 mg/25 ml. Pro zvySeni stability suspenzi

nanotrubiCek v roztocich SDS byl pouzit pfidavek n-butanolu.

Z méfeni bylo patrné, Ze pfitomnost CNTs ovliviiuje selektivitu separace a
rozliSeni flavonoidd i fenolickych kyselin, které jsou pfitomny ve vzorcich &aje.

Uvedené hodnoty se zvySuji se zvySujici se koncentraci CNTSs.
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Tabulka 4

Prehled pouzitych fenolickych kyselin a flavonoidii

Fenolicka s L . Molekulova . .
kyselina Struktura Systematicky nazev hmotnost [g/mol] Vyrobce Cistota
O
Kyselina 2-hydroxybenzoova . o
salicylova OH kyselina 138,12 Sigma 299.0%
OH
O~ _OH
Kvselina 3,5-dimethoxy-
Y . 4-hydroxybenzoova 198,17 Sigma 295.0%
syringovd kyselina
H3CO OCHs3
OH
O
. OH 4-hydroxy-3-
Kys_ellnzfl methoxybenzoova 168,15 Fluka 297.0%
vanilova kvselina
HO Y
OCH3;
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Flavanoid Struktura Systematicky nazev Molekulova Vyrobce Cistota
hmotnost [g/mol]
O
2-fenyl-4H-1-
Flavon | benzopyran-4-on2- 222,24 Fluka >99.0%
fenyl-4H-1-
O O benzopyran-4-on
O
7-H-flavon O | 7-hydroxyflavon 238,24 Aldrich 98.0%
HO 0 O
OH
i
HO—{ %
, HO 0 o O o Kvercetin-3-rutinosid :
1/ \ = > 0
Rutin \CH, R_DD’ hydrat 610,52 Sigma 294.0%
OHOH {KOH _ /oM
OH  on oH
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2-(3,4-
dihydroxyphenyl)-
, 3,5,7- , o
Kvercetin trihydroxy-4H-1- 302,24 Sigma 298.0%
benzopyran-
4-on
OH O
OH O
HO 0 O Hesperetin 7-
Hesperidin KCHay 00 0 O OH rhamnoglucosid, 610,56 Sigma 280.%
OH Hesperitin-7-rutinosid
OH OH2| (\ OCH3
OH oOH
OH O (2S)-5,7-Dihydroxy-2-
(3-hydroxy-4-
H , methoxyphenyl)-4- : o
esperetin HO O o 302,28 Aldrich 295%

chromanone 3',5,7-
Trihydroxy-4-
methoxyflavanone
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Tabulka 5
Prehled pouzitych nanotrubicek

Nanoturbicka

rozmeér

Vyrobce

MWNTs-1030

Prdmeér: 10-30 nm

délka: 5-15 ym

Cistota: 295 %

specialni povrch: 40-300 m?/g

Shenzhen Nanotech Port
Co.,Ltd.

MWNTs-4060

Pramér: 40-60 nm

délka: 5-15 ym

Cistota: 295 %

specialni povrch: 40-300 m?/g

Shenzhen Nanotech Port
Co.,Ltd.
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SWNTs

Primér: <2 nm

délka: 5-15 ym

Cistota CNTs: 290 %
Cistota SWNTs: »50%
specialni povrch: »400 m%/g

Shenzhen Nanotech Port
Co.,Ltd.
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Obrazek 23: Separace smési standardii o koncentraci 10mg/l v metanolu, zakladni elektrolyt s SWNTs s n-butanolem o koncentracich
A) 0,4mg/25ml, B) 0,6 mg/25 ml, C) Img/25 ml po dobu 10 s, davkovani tlakem 50mBar, teplota 25°C, napeti 20kV.
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Obrazek 24: Separace smési standardii o koncentraci 10mg/l v metanolu, zakladni elektrolyt s MWNTS-1030 s n-butanolem o koncentracich
A) 0,4mg/25ml, B) 0,6 mg/25 ml, C) 1mg/25 ml po dobu 10 s, davkovani tlakem 50mBar, teplota 25°C, napéti 20kV.
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Obrazek 25: Separace smési standardii o koncentraci 10mg/l v metanolu, zakladni elektrolyt s MWNTs-4060 s n-butanolem o koncentracich
A) 0,4mg/25ml, B) 0,6 mg/25 ml, C) Img/25 ml po dobu 10 s, davkovani tlakem 50mBar, teplota 25°C, napéti 20kV.
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