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Abstrakt

V této praci je popsano chovani magnetickych nanocéstic v kapilarni elektroforéze.
Poukazuje na vyuziti kapilarni elektroforézy pro separaci nanoc¢astic a jejich charakterizaci v
roztocich pii zmén¢ teploty, napéti, délky nastiiku nebo také vliv nosného elektrolytu na
analyzu. Cilem prace bylo vytvofit ptehled syntéz magnetickych nanocastic a ukdzat, jak

muze byt kapilarni elektroforéza vyuzita pro charakterizaci nanocastic.



Abstract

In this work, the behavior of magnetic nanoparticles in capillary electrophoresis is
described. It refers to use of capillary electrophoresis for the separation and characterization
of nanoparticles in solution. We characterized the magnetic nanoparticles with changing
temperature, voltage, injection time, and we studied the influence of the background
electrolyte on analysis. The aim of this work was to create a general overview of syntheses of
magnetic nanoparticles and show how capillary electrophoresis can be used for the

characterization of nanoparticles.
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1. UVOD

V dnesni dob¢ jsou nanotechnologie velmi popularnim tématem, diky svym vlastnostem
nachazeji uplatnéni v pramyslu, védnich oborech i v mnoha oblastech bézného Zivota.! Velmi
zajimavé jsou i magnetické nanocastice, které se uplatiuji v nejriznéjSich oborech a

aplikacich od zdznamovych medii az po medicinu.

Analyza magnetickych nanocastic kapilarni elektroforézou nam muze pfinést zajimavé
informace o jejich chovani v roztoku. Kapilarni elektroforéza patii mezi moderni separacni
metody zalozené na rozdilnych rychlostech pohybu analyzovanych latek v elektrickém poli.
Vyhodou kapilarni elektroforézy je predevsim vysoka rychlost analyz, mala spotieba vzorku a
Cinidel a vysoka ucinnost separaci. Pomoci této techniky je mozné separovat jak
nizkomolekularni latky (malé anorganické i organické ionty), tak vysokomolekularni latky

(proteiny, peptidy) az vysokomolekularni utvary (nano&astice, viry, mikroorganismy).>*



2. TEORETICKA CAST

2.1 Nanocastice

Nanacastice najdeme vSude kolem nés. Byly objeveny jiz v patém nebo Ctvrtém stoleti
pied nasim letopoétem v Egypté a Ciné. Tehdy bylo nalezeno ,rozpustné zlato®, které se
pouzivalo pro estetické (barveni keramiky), tak pro léCivé ucely (srde¢ni a sexudlni
problémy). Roku 1857 ziskal Faraday redukci vodného roztoku tetrachlorozlatitanu koloidni
zlato. V roce 1861 byly piipraveny dalsi koloidni kovy. Pojem koloid (z francouzského colle)

byl zaveden Grahamem.*

Nanocastice jsou charakterizovany velikosti od cca 1 do 100 nanometrt s definovanymi
vlastnostmi (rozmér, tvar, atomova struktura, mezifazové rozhrani, homogenni/heterogenni
slozeni a chemické slozeni) a mohou byt spojené nebo oddélené koalescenci, nebo podlozkou
a vytvaret nanotrubice, nanodratky, nanokompozity, keramické nebo jiné tenké filmy a

vrstyy.t>®

Pocet riznych druhl nanocastic prudce stoupd, avSak z analytického hlediska
mohou byt zafazeny do dvou skupin. Castice, které obsahuji jako zakladni stavebni material
anorganické prvky, obvykle kovy a oxidy kovi (FesO4, Au, Ag), nebo organické molekuly
(uhlikové nanotrubice, liposomy).6 Nanocastice kovi (Au, Ag), sulfidi (CdS), selenidu
(CdSe), oxidi (SiOz, TiOz) a polymerni nanocastice patii mezi nejrozsitenéjsi typy

s 4
nanocastic.

Nanocastice jsou v posledni dobé stfedem zajmu v rlznych oborech chemie, fyziky,
mediciny, materidlovych véd a elektronice, diky jejich jedine¢nym fyzikalnim a chemickym
vlastnostem. Pouzivaji se v mediciné (napt. diagnostika nadort, likvidace tumorti, implantaty,
desinfek¢ni prostfedky, opalovaci ochranné krémy), potravinafstvi (napi. zjisStovani a
neutralizace mikroorganismi nebo pesticidil), elektronice (napft. ¢idla, detektory, fotoclanky),
strojirenstvi (napt. superpevné materidly, obrabéci néstroje, samocistici odéru vzdorné laky),
stavebnictvi (napf. izola¢ni materialy) a kosmickém pramyslu (nap¥. odolné povrchy sateliti,

katalyzatory, vysoce G&inné paliva).’



2.1.1 Magnetické nanocastice

Magnetické vlastnosti nékterych latek jsou znamé uz od pradavna. V poslednich deseti
letech probiha intenzivni vyzkum magnetickych nanocéastic. A to nejen pro védecky zajem,
ale 1 pro rizné technologické vyuziti. Magnetické nanocéstice nalézaji uplatnéni
Vv nejriznéjSich oborech a aplikacich: magnetickd zdznamova média, inkousty, katalyzatory a
¢isténi odpadnich vod. V analytické nanotechnologii maji velky vyznam superparamagnetické
nanocastice, diky snadnému oddé¢leni od matrice vlivem magnetického pole bez zachovani
zbytkového magnetismu po odstranéni magnetického pole.®®? V medicing a biologii jsou
analyzovany a pouzivany pro magnetické navadéni lé¢iv, radiofarmak, pfi magnetickém
rezonacnim zobrazovani a pii Cisténi DNA a RNA.1? Tyto Castice nejCastéji obsahuji magnetit
(FesO4) a jsou pokryty polymerni vrstvou (napt. polyethylenglykol), aby nedochazelo na

jejich povrchu k adsorpci proteint.™

2.1.1.1 Syntéza magnetickych nanoé&astic’

Existuje cela fada metod vhodnych k syntéze magnetickych nanocastic. Napiiklad
koprecipitaci, rekce v reversnich micelach, hydrotermalni a vysokoteplotni reakce, reakce sol-
gel, polyolové metody, pritokové injekéni metody, elektrochemické metody, aerosolové
metody, sonolytické metody. Nejbéznéji pouzivanou metodou pro piipravu magnetickych
nanocastic je chemicka koprecipitace soli seleza 121 Obrovsky diiraz je ptikladan na kontrolu
velikosti Castic. Proto tyto syntetické metody zahrnuji separaéni postupy vedouci
k homogennimu slozeni a blizké velikosti Castic. Nejpouzivanéj$i separacni procesy jsou

magneticka filtrace a ultracentrifugace.

2.1.1.1.1 Syntéza koprecipitaci

Pfiprava magnetickych nanoc¢astic koprecipitaci je nejucinnéjsi a zaroven nejjednodussi
chemicka metoda. Hlavni vyhodou této metody je velké mnozstvi nanocastic, které mize byt

takto syntetizovano. Oxidy Zeleza jako jsou, oxid Zeleznato-zelezity a y-oxid Zzelezity se



pfipravuji ze stechiometrické smési zeleznatych a zelezitych soli ve vodném prostiedi.

Chemicka reakce miZe byt popsana rovnici 1.
Fe” + 2Fe® + 80H — Fe30, + 4H,0 (1)

Pro dokonalé vysrazeni Fe3O4 je dllezité pH v rozmezi 8-14 a molarni pomér Fe** a Fe?* 2:1
vV neoxidujicim prostiedi. Oxid zeleznato-zelezity neni moc stabilni a za pfitomnosti kysliku
se oxiduje na y-oxid zelezity. Oxidace vSak neni jediny zplsob jak pfeménit Fe3O4 na

'}/-Fezog.

Koprecipitaéni syntéza zahrnuje dvé faze. V prvni fazi, oznaCované jako kratka
nukleace, dochazi k tvorb¢é jader budoucich krystalti ptekroCenim koncentrace kritického
presyceni z rozpusténych latek v roztoku. V druhé fazi dochazi k pomalému ristu jader
krystalti diftizi rozpusténych latek v roztoku na povrchu krystalu. Obé tyto faze by mély byt
odd¢€leny a mélo by byt zabranéno nukleaci béhem faze ristu, aby se vytvotily monodisperzni
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nanocastice. Velikost monodisperznich ¢astic je ur€ena rychlosti nukleace.

Pro kontrolu velikosti magnetické nebo povrchové vlastnosti mize byt nastaveno
mnoho faktort.™ Vhodnou upravou pH, iontové sily, teploty, druhem soli (chloristany,
chloridy, sirany a dusi¢nany), nebo koncentraénim pomérem Fe®*/Fe®" mize byt piizpiisobena
velikost, slozeni a tvar magnetickych nanocastic. Velikost vznikajicich nanocastic oxidu
zeleznato-Zelezitého miizeme kontrolovat pomoci piidavku chelatonu organickych latek
(napt. kyselina citronova, gluonovd, olejovd) nebo polymernich povrchovych
komplexotvornych Ciniteli (napt. dextran, Skrob, polyvinylalkohol). Podle molarniho poméru
mezi organickymi latkami a solemi Zzeleza mtze dochazet k nukleaci, ktera vede ke tvorbé

vétsich Castic, nebo k zabranéni ristu krystalového jadra, coz vede k malym nanocasticim.

Citratové ionty piiddvané do reakéni smési mohou vést k redukci rozméra
magnetickych nanocastic y-Fe,O3 az na 8 az 3 nm. Chelatace s zeleznymi ionty zabramnuje
nukleaci a adsorpci citrdtu na jaddrech dochdzi k hydrolyze, ta tlumi rlst
nukleace.'® Pridanim elektrolytu do koloidniho roztoku, mize dojit k vysraZeni velkych
Castic, zatimco mensi Castice zistanou V suspenzi. Piikladem muze byt pouziti chloridu
sodného jako elektrolytu, kterym muzeme rozdélit Castice s velikosti 7 nm pii redukci

citratem.’



Nejvyznamnéjsi faktor, ktery ovlivituje syntézu je molarni pomér Fe?/Fe*. S rostouci
velikosti poméru Fe?*IFe®* se snizuje vytézek. Jen slozky syntetizované s pomérem mezi 0,4-
0,6 jsou dostatecn¢ ucinné, aby mohly byt pouzity jako kontrastni cinidla. Druhy

vvvvvv

mM.°

2.1.1.1.2 Reakce v reversnich micelach

Vedle syntézy magnetickych nanocastic koprecipitaci, se pouzivaji i dal§i metody na
tvorbu velmi malych c¢astic s 1épe definovanymi rozméry. Reversni micely jsou amfoterni
povrchové aktivni latky micelarni struktury v nepolarnim rozpoustédle, cyklodextriny,
fosfolipidové membrany, a jiné. Tenzidy mohou vytvaiet malé kapicky raznych rozméru,
micely (1 - 10 nm), nebo emulze voda - olej (10 - 100 nm). Vodné roztoky zeleza jsou
obklopeny povrchové aktivnimi latkami, které je oddéluji od organického roztoku. Surfaktant
omezuje rust a nukleaci castic. Velikost ¢astic byva ovliviiovana teplotou a koncentraci
povrchové aktivni latky. Hlavni vyhodou této syntézy v reversnich micelach nebo emulzich je
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velka rozmanitost ziskanych nanoc¢astic nejriznéjsi povahy.

2.1.1.1.3 Hydrotermalni a vysokoteplotni reakce

Syntéza nanocastic Fe3Os hydrotermalni metodou je provadéna v autoklavech nebo
reaktorech ve vodném prostiedi pti vyssi teploté a tlaku. Na vysledné vlastnosti produktu maji
velky vliv reakéni podminky, jako je teplota, rozpoustédlo a Cas. Prodlouzenim reakéni doby
dochazi ke zvyseni velikosti ¢astic Fe3O,4 a vyssi obsah vody zplisobuje srazeni vétSich ¢astic
Fe30s. Velikost ¢astic v hydrotermalnich syntézach zavisi na nukleaci a rlistu zrn. Pfi vysSich
teplotaich muze byt nukleace rychlejsi nez rlst zrn, coZz vede ke snizeni velikosti Castic.

Prodlouzenim reak¢éni doby dojde k riistu krystald.

Vysokoteplotnim rozkladem nékterych organickych sloucenin zeleza (napt. Fe(CO)s,
Fe(CsH;0,)3) ziskame nanocastice s fizenou velikosti a vysokymi hodnotami monodisperzity,

za pouziti organickych rozpoustédel a povrchové aktivnich latek. Morfologie a velikost



nanocastic zavisi na teploté, koncentraci a poméru reagujicich slozek, povaze rozpoustédla a

vychozich latkach.'®

2.1.1.1.4 Reakce sol-gel

Tento proces je vhodny k syntéze oxidii kovii mokrou cestou a je zalozen na
hydroxylaci a kondenzaci molekularnich prekurzorti v roztoku (za vzniku nanocastic). Dalsi
kondenzaci a anorganickou polymeraci dochazi ke vzniku trojrozmérné sité oxidu kovu (jedna
se 0 gel). Finalni krystalicky stav vyzaduje tepelné upravy, protoze tyto reakce jsou
provadény pii pokojové teploté. Vlastnosti vysledného gelu ovliviiuje struktura vytvorena
v sol-gel procesu. Parametry ovliviiujici hydrolyzu, kondenzaéni reakce, kinetiku rastovych
reakci a nasledkem toho vlastnosti a strukturu gelti jsou rozpoustédla, teplota, pH, druh a
koncentrace vychozich latek a michéani.” Piimym tepelnym zpracovanim gelti pii 400°C
muzeme ziskat nanocastice y-Fe,Oz 0 velikosti 6-15 nm. Vyhodou této metody je moznost
ziskat materidly s pfedem danou strukturou shodnou s experimentalnimi podminkami (ziskat
Cisté amorfni faze, monodisperzni, s dobrou kontrolou velikosti Castic a moznost vlozit

molekuly, které udrzuji jejich stabilitu a vlastnosti ve formé sol-gel).

2.1.1.1.5 Polyolové metody

Na tyto metody mtzeme nahlizet jako na reakce sol-gel, kde jsou jako rozpoustédla
pouzivany polyoly (napf. polyethylenglykol). Polyoly slouzi jako redukéni ¢inidla,
stabilizatory rstu Castic a zabranuji mezicasticové agregaci (shlukovani). Polyoly mayji
vysokou dielektrickou konstantu, maji schopnost rozpoustét anorganické slouceniny a maji
vysoké body varu, coz ndm umoznuje pracovat v daném teplotnim rozsahu a pfipravovat tak

anorganické slouceniny.

Polyolové metody maji ve srovnani s metodami vyuzivajicimi vodu hned nékolik
vyhod. Pfi pfipravé nanocastic magnetitu je usnadnéno jejich rozptyleni ve vodnych nebo
jinych polarnich rozpoustédlech diky okamzitému pokryti povrchu hydrofilnimi polyolovymi

ligandy. Tyto systémy maji pomérné vyssi krystalizaci a tedy i vy$si magnetizaci v dusledku



vyssi reakéni teploty. Velikostni rozdéleni nanocastic je mnohem mensi nez u c¢astic

pfipravenych jinymi metodami.’

2.1.1.1.6 Priitokové injekéni syntézy

Tyto metody spocivaji v kontinudlnim nebo segmentovaném promichdni reagencii pod
laminarnim tokem v kapilarnim reaktoru. Mezi vyhody této syntézy patii vysoka
reprodukovatelnost, vysokd sméSovaci homogenita a moznost presného fizeni procesu.

Ziskané nanoc¢astice magnetitu maji velikost v rozmezi 2-7 nm.”?

2.1.1.1.7 Elektrochemické metody

Reakce probihaji ve vodném prostiedi. Zelezna anoda (ktera se b&hem reakce
,,Sspotiebovava®) je zdrojem nanocastic (jejich velikost ovliviiuje nastaveny proud).

Nevyhodou této metody je velka spotieba elektrické energie.’

2.1.1.1.8 Parni /aerosolové metody

Acrosolové technologie (spreje a laserové pyrolyzy) patii mezi nepietrzité chemické
procesy. Laserova pyrolyza se mlze pouzivat pro snizeni reakéniho objemu. Plynnd smés
zelezného prekurzoru a tekouci smés plynu jsou zahtivany laserem. Produktem jsou malé,
uzké castice, které nepodléhaji agregaci. Magnetické nanocastice s velikosti v rozsahu 2 az 7

nm miizeme ziskat vhodnou upravou experimentalnich podminek.

Pti sprejové pyrolyze se nastiika roztok Zelezité soli a redukéni €inidlo v organickém
rozpoustédle do fady reaktori. Dojde ke kondenzaci aerosolovych rozpusténych latek a
odpareni rozpou§tédla.21 Vysledna velikost je zavisla na ptivodni velikosti kapek. Pti pouziti
riznych soli zeleza v alkoholickém roztoku ziskdme Céstice s riznymi tvary a velikosti v

rozmezi 5 az 60 nm.%



2.1.1.1.9 Sonolytické reakce

Dals§i vhodnd metoda pro pfipravu nanocéstic. Je zalozend na tepelném, nebo
sonolytickém rozkladu organokovovych prekurzorti (napi. vodny roztok Fe(CO)s). Teplota
rozkladu ovlivituje velikost castic (velikost ovliviiuje vlastnosti nanocastic). Sonolytické
reakce vyuZivaji k rozkladu organokovovych prekurzori ultrazvuk, nebo akustické viny.
Utinkem ultrazvuku se vytvateji bubliny v kapaling. Rychlym kolapsem bublin dochazi k

vytvareni vysokeé teploty pii které¢ dochazi k preméné soli zeleza na magnetické nano&astice.?

2.1.1.2 Stabilizace magnetickych nanocastic

Rozhodujicim pozadavkem pro pouziti magnetickych nanocastic je stabilita. Obnazené
maji tendenci agregovat (aby snizily energii spojenou s jejich velkym povrchem vzhledem k
malému objemu), srazet se a podléhat oxidaci vzdusnym kyslikem (¢im mensi Castice, tim

v&t3 je jeji nachylnost k oxidaci).?*

Stabilita nanocastic je také zavisld na rovnovaze odpudivych a pfitazlivych sil. Na
nanocastice V roztoku piisobi Van der Waalsovy, elektrostatické a magnetické sily. Atomy
zeleza (na povrchu oxidu Zeleza) se chovaji jako Lewisovy kyseliny a koordinuji se
s molekulami (ve vodném prostiedi molekuly vody), které jsou donory volnych elektronovych
part. Molekuly vody disociuji, na povrchu magnetickych ¢astic jsou hydroxylové skupiny
(maji amfoterni charakter a podle pH roztoku ma castice bud’ pozitivni nebo negativni
naboj).’

Pro stabilizaci magnetickych nanoc¢éstic se pouzivaji nejriiznéjsi anorganické, organické
a polymerni leitky.24 Stabilizace lze vSak dosdhnout 1 elektrostaticky nebo stéricky.
Vytvoienim elektrické dvojvrstvy vznika elektrostaticka stabilizace (viz obr. 1a). Provadi se
pomoci iontovych sloucenin (napi. karboxylaty, polyoxoanionty rozpu$téné ve vodném
roztoku). Elektrostaticka repulze zabranuje agregaci, jestlize elektricky potencial dvojvrstvy
je dostatecné velky (viz obr. 1b). Elektrostaticka repulze mezi Casticemi je vyvolana
elektrickou dvojvrstvou okolo castic, kterd vznikd adsorpci iontovych sloucenin a jejich
odpovidajicich protiiontd na povrchu téchto castic. Polymery, blokové kopolymery,

dendrimery nebo oligomery se pouzivaji pro stérickou stabilizaci magnetickych nanocastic.



Tyto latky tvoti ochrannou vrstvu kolem nanocéstic a tedy zabranuji agregaci kovovych ¢astic
makromolekul. Nejcastéji je stéricka stabilizace pouZita v organické, nebo vodné fazi.
Utinkem iontovych detergentti nebo organokovii dochazi ke vzniku elektrostérické stabilizace
(spojeni elektrostatické a stérické stabilizace). Tyto latky jsou schopny generovat elektrickou

. L o o . 9,25
dvojvrstvu a soucasné hydrofilni fetézec poskytujici stérickou repulzi.

Obr.1: a) Castice stabilizovany elektrostatického vrstvou, b) ¢astice stabilizované sterickou

repulzi (pievzato z Cit.%)

2.2 Kapilarni elektromigracni metody

Kapilarni elektromigratni metody jsou v dneSni dobé souhrnné nazyvany jako
vysokoucinna kapilarni elektroforéza HPCE (,,high-performance capillary electrophoresis®) a
vyuzivaji odlisné pohyblivosti ve stejnosmérném elektrickém poli k déleni latek. Tyto metody
jsou povazovany za nejcitlivéjsi, nejperspektivnéj$i a nejucinnéjsi analytické separaéni
metody diky jejich vysoké ucinnosti dosahujici stovek tisic az milionti teoretickych pater a
limity detekce na trovni femtomol-zeptomol (10™°-10%° mol) analytu v nano- az

pikolinovych objemech analyzovanych vzorkii.?

2.2.1 Teoretické zaklady kapilarnich elektromigra¢nich metod”>*°
Kapilarni elektroforéza vyuziva elektroforetické migrace iontl v elektrickém poli
(vlivem elektrostatického pfitahovani elektrického naboje k opa¢né nabité clektrodé) a

elektroosmotického toku kapaliny kapilarou, na kterou je vloZzeno vysoké napéti.



V homogennim elektrickém poli se ionty nesouci rtizny naboj a majici rizny polomér
pohybuji konstantni elektroforetickou rychlosti (m S‘l), kterd je pfimo umeérna intenzité

elektrického pole, velikosti naboje a nepiimo timérna poloméru a viskozité roztoku:
m =v/E (m*V's?h (2)
kde v je rychlost pohybu (m? V' s') a E je intenzita elektrického pole (V m™)

Intenzita elektrického pole v kapilafe je dana jako podil vlozeného napéti a délky
kapilary. Lze ji také vypocitat z podilu prochéazejiciho elektrického proudu prostfedim o

specifické vodivosti:
E=U/L = Ik 3)

kde U je napéti vlozené mezi elektrody, L celkova délka kapilary, | elektricky proud a x

specificka vodivost.
Silou elektrického pole je ion s nabojem uvadén do pohybu:
Fe=q - E 4)
kde g je naboj iontu a E intenzita elektrického pole.
Tento pohyb je zpomalovan frikéni silou, ktera je dana Stokesovym zakonem:
Ft = -6mnprv (5)
kde r je hydrodynamicky polomér iontu, # viskozita prosttedi, v rychlost pohybu iontu.
V ustaleném stavu Ize z rovnosti dvou opaéné orientovanych sil odvodit:
Fe = -F; (6)
m = v/E =q/6xnr (7)

Elektroosmoticky tok kapaliny je dal§im transportnim jevem vyuzivanym v kapilarni
elektroforéze, ktery vznikd ucinkem stejnosmérného elektrického pole na difizni Cast

elektrické dvojvrstvy na rozhrani pevné a kapalné faze u vnitini sté€ny kapilélry.26

Naplnénim kifemenné kapilary roztokem vhodného elektrolytu dochazi k hydrolyze

siloxanovych skupin na vnitini sténé€ kapildry. Vznikaji tak skupiny silanolové, které nasledné
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disociuji. A tedy vnitini povrch kapilary je pokryt disociovanymi silanolovymi skupinami

(viz obr. 2).

=Si-0-Si= — -0,Si-OH — -0,Si-0" (8)

oo o7 o o
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Obr.2: Disociace silanolovych skupin na vnitini stén& kapilary (prevzato z cit.%)

Diky tomuto zdpornému naboji na vnitinim povrchu kapilary dochazi k pfitahovani
kladné nabitych iontd v roztoku K vnitini sténé a tedy K vytvoreni elektrické dvojvrstvy.
Elektricka dvojvrstva byva nejcastéji popisovana Goiiyho-Chapmanova-Sternova modelem
(viz obr.3).

Sternova vrstva pohybové rozhrani

L
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Obr.3: Sterniiv model usporadani elektrické dvojvrstvy (prevzato z cit.?®)
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Podle Sterna jsou Kwvnitini vrstvé iontl pfitahovany ionty opacného znaménka
elektrostatickymi a adsorpénimi silami. Kompaktni vrstva blize povrchu (Sternova vrstva) je
tvofena ionty vazanymi adsorpénimi silami. A vzdéalenéjsi diftzni Cast je pfitahovana
elektrostatickymi silami. Vici nepohyblivému disperznimu prostiedi se kompaktni vrstva
iontl s ¢astici (s elektrickou dvojvrstvou) pohybuje, zatimco diftizni vrstva iontd se s ¢astici
nepohybuje. Pohybové rozhrani elektrické dvojvrstvy rozdéluje pohyblivou a nepohyblivou
¢ast a potencial existujici na tomto rozhrani je odpovédny za elektrokinetické jevy (interakce

s vn&jsim elektrickym polem).?®%

Utinkem elektrického pole dochazi k pohybu difuzni vrstvy a soudasné i veskerého
roztoku uvniti kapilary diky vnitinimu tfeni v kapaliné smérem ke katodé, ¢imz vznika
elektroosmoticky tok. Ten ovliviluje vyslednou migracni rychlost analytii a tim i ucinnost
separace a tedy dobu analyzy. Elektroosmoticky tok unasi vSechny ionty stejnou rychlosti a
ma téméf pravouhly rychlostni profil (na rozdil od hydrodynamického toku) v celém priifezu
kapilary. Vzorky jsou obvykle davkovany u anody a postupuji ke katodé. Pozitivné nabité
ionty jsou urychlovany elektroosmotickym tokem, zatimco negativné nabité ionty jsou
elektroosmotickym tokem brzdény. Linearni rychlost elektroosmotického toku je piimo
umérnd intenzité elektrického pole a je zavisla na velikosti negativniho naboje vnitini stény
kapilary (ptes elektroosmotickou mobilitu):

Veof = Meot * E (9)
meof = 8C/7] (10)

kde L je elektrokineticky potencial, 7 je viskozita roztoku a ¢ je dielektricka konstanta

roztoku.?

vvvvv

tedy vetsi negativni ndboj na vnitini sténé kapilary. Rychlost elektroosmotického toku je

zavisla nepfimo umérne na koncentraci.
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2.2.1.1 Instrumentace kapilarnich elektromigrac¢nich metod

Zékladni zafizeni pro kapilarni elektromigracni metody (viz obr.4): zdroj vysokého
napéti, separacni kapilara, dvé elektrodové nadobky, dvé elektrody, detektor a pocitac pro

zpracovani ziskanych dat.

kapilara

detektor

-*
.
.
.
.
-*

< elektrolyt >

Obr.4: Znazornéni instrumentalniho uspofadani kapilarni elektroforézy (pievzato z cit.*°)

2.2.2 Rozd&leni kapilarnich elektromigraénich metod®

Do kapilarnich elektromigra¢nich separac¢nich metod patii tyto techniky:

Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)

Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

Micelarni elektrokineticka chromatogratie (MEKC)
Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

Kapilarni izoelektrické fokusovani (CIEF)
Kapilarni izotachoforéza (CITP)

N o g s~ w D Pe

Bioafinitni kapilarni elektroforéza (BACE)
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Jednotlivé metody se 1isi samotnym mechanismem separace, ale také médiem kterym je
kapilara naplnéna. MEKC a CEC jsou vhodné pro separaci iontll i neutrdlnich molekul,

zatimco CZE, CGE, CIEF a CITP muzeme pouzit pouze pro separaci jontf. 2%

2.2.2.1 Kapilarni zénova elektroforéza

Nejpouzivangjsi elektromigracni technika diky vSestrannosti a jednoduchosti provozu.
Rozsah pouziti této metody je velice riznorody. Tato metoda je vhodna pro ionty liSici se
nabojem, tvarem a molekulovou hmotnosti. Naopak tato metoda neni vhodna pro neutralni

molekuly.

Pti kapilarni zonové elektroforéze se molekuly s nabojem déli na zaklad¢é rozdilné
elektroforetické pohyblivosti. Rozdéleni kladnych i zipornych iontd je mozné diky
elektroosmotickému toku separa¢niho tlumivého roztoku uvniti kapilary. Pouzivame kapilaru
Z taveného kiemene s vnitinim primérem 50 az 75um a délkou 30 az 80 cm. Diky tomu
dochazi k odvodu Jouleova tepla, tedy lze vyuzit vysokych intenzit elektrického pole a tim 1
zvySeni rychlosti a G¢innosti separace. Pro zvySeni mechanické odolnosti je vnéjsi povrch
kapilary potazen vrstvou polyimidu. Elektrodové nadobky jsou naplnény zakladnim
elektrolytem stejné jako kiemenna kapilara (jejichz konce jsou ponoieny do elektrodovych

nadobek).

Pii experimentu se nejdiive naplni velmi kratky Gsek kapilary roztokem vzorku. Vzorek
se davkuje elektrokineticky (po dobu né€kolika sekund se piipoji davkovaci napéti na
elektrody, dojde Kk nasati vzorku do vstupniho konce kapilary vlivem elektroosmozy), nebo
castéji hydrodynamicky (po dobu ne€kolika sekund se privadi stlaceny vzduch na pneumaticky
uzavienou nadobku se vzorkem a ponotfenou kapilarou, nebo manudlnim postupem , kdy se
nadobka se vzorkem mechanicky zvedne a dojde k vytvofeni rozdilu hladin mezi roztokem
nosného elektrolytu a roztokem vzorku po urcitou dobu). Po nadavkovani vzorku se vstupni
konce kapilary ponofi do elektrodové nadobky a k systému je ptipoji stejnosmerné elektrické
pole. Slozky vzorku jsou separovany na zaklad¢é rozdilné pohyblivosti. Na zdklad¢ rtiznych
elektroforetickych pohyblivosti putuji smérem k detektoru (nejcastéji UV-VIS absorpéni

detektor- v daném mist¢ kapilary se méfi absorpce zafeni nosného elektrolytu a zony analytu).
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Z elektroforegramu ziskavame informaci o kvalitativnim (migraéni ¢as piku) a kvantitativnim

(plocha piku) sloZeni vzorku. Pocet pikil odpovidé poctu separovanych zon analy‘[ﬁ.z’s'26

2.2.2.2 Kapilarni gelova elektroforéza

Tato metoda se pouziva pro separaci vysokomolekuldrnich biologicky aktivnich latek.
Jakou jsou naptiklad bilkoviny, polynukleotidy, nukleové kyseliny, peptidy, atd. Je vhodna
pro latky lisici velikosti molekul, tedy svou relativni molekulovou hmotnosti a blizkym
specifickym nabojem (ndboj vztazeny na jednotku relativni molekulové hmotnosti). Separace
latek se provadi v prostfedich vykazujici tzv. sitovy efekt. Tento efekt m4 za nasledek
zpomaleni rychlosti migrujicich ¢astic. Latky jsou separovany v potadi rostoucich relativnich
molekulovych hmotnosti protoze vysledna elektroforetickd pohyblivost téchto castic je
nepiimo umérna jejich velikosti.>*#%%

Sitovy efekt vykazuji chemické i fyzikalni gely. Mezi chemické gely patii kovalentné
zesitované polyakrylamidové a agarosové gely. Piiprava téchto gelii v tenkych kapilarach je
velmi narocnd a maji omezenou zivotnost. Mezi fyzikdlni gely, které vznikaji vzajemnym
zamotanim ¢i prekrytim linedrnich polymernich fetézcl bez kovalentnich interakci, patfi
agarosa, derivaty celulosy, linearni polyakrylamid, atd. Velkou vyhodou téchto gelt je nizka

. . 4 26
viskozita a reprodukovatelnost separaci.

2.2.2.3 Micelarni elektrokineticka chromatografie

Jedna se o kombinovanou separac¢ni techniku vyuzivajici elektrokinetické jevy
(elektroosmozu a elektroforézu) a chromatografii. Vyuziva chemické afinity v dvoufazovém
systému stejné jako HPLC. Tato metoda je z kapilarnich elektromigra¢nich technik nejmladsi
a vyuziva se predevsim pro analyzu neutralnich molekul (hydrofilni i hydrofobni povahy).
Separace je zalozena na rGzné distribuci analyzovanych latek mezi pseudofazi tvorenou
micelami ionogenniho detergentu (sodium dodecyl-sulfatu) a vodnou fazi roztoku nosného

elektrolytu, ve které je pseudofaze homogenng rozptylena.”®
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V elektrickém poli dochazi k migraci micel smérem k anodé v dusledku zaporného
povrchového nédboje (disociované siranové skupiny molekul SDS). V hydrofobnich kavitach
micel se rozpoustéji neutralni analyty na zaklad¢ polarity a jsou unaseny smérem k anode¢.
Micelarni faze byvad oznaovana jako pseudostaciondrni faze a vodnou fazi nosného

elektrolytu 1ze povaZovat za mobilni fazi.”®

Stupeii solvatace molekul micelami udava rychlost transportu. Na zaklad¢ razné afinity
slozek vzorku k miceldrni f4zi mohou byt jednotlivé slozky odliSné zpomalovany zpétnym
pohybem micel. V dusledku toho dochazi Kk rozdilné rychlosti migrace a tedy k separaci
v pofadi rostouci afinity k miceldrni fazi. Cim vice jsou molekuly analytu rozpustény
V dutinach micel, tim rychleji dochdzi k migraci touto fazi uvniti separa¢niho tlumivého
roztoku k anodé¢. Ke katod¢ je unaSen pomoci EOF (EOF je vétsi nez elektroforeticka rychlost
micel, coz zaruCuje pohyb vSech neutrdlnich analyti ke katod€) separacni elektrolyt
S rozpusténymi micelami i se vSemi analyty. Tedy aniontové tenzidy migruji k anodé proti

EOF, zatimco ke katod¢ se pohybuji kationové tenzidy.z' 3,26

Zpocatkou jsou molekuly tenzidu v roztoku osamocené a neuspotradané. K usporadani
molekul tenzidi do micel dochdzi az po piekroCeni kritické molarni koncentrace. Kazdy
tenzid je charakterizovan agrega¢nim ¢islem (udava pocet molekul tenzidu podilejicich se na

vzniku jedné micely).

2.2.2.4 Kapilarni elektrochromatografie

Kapilarni elektrochromatografie se pouziva pro separaci iontll i neutralnich molekul

diky kombinaci elektroforetického a chromatografického mechanismu.

V CEC je kapilara naplnéna stacionarni fazi, stejné jako kolony v HPLC. V kapilarni
kapalinové chromatografii je mobilni fdze hnana na vstupu do separacni kapilary
mechanickym pretlakem, zatimco v kapildrni elektrochromatografii je tok mobilni faze hnan
kolonou elektroosmotickym tokem. Molekuly separovanych latek jsou hnany k detektoru

mobilni fazi a interakci se stacionarni fazi jsou soucasné zpomalovany.

Hlavni vyhodou CEC oproti HPLC je pravouhly profil elektroosmotického toku na

rozdil od parabolického profilu hydrodynamického toku. A dale uc€innost separace mize byt
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zvySena pouzitim mensich ¢astic sorbentu, které mohou byt uzity diky absenci zpétného tlaku

kolony.?

2.2.2.5 Kapilarni izoelektrické fokusovani

Tato technika se pouziva pro separaci latek amfolytické povahy (tj. latky, které mohou
byt nositely kladného, zaporného nebo Zadného naboje podle pH okolniho prostiedi) na
zakladé rozdilnych izoelektrickych bodu (tj. pH, pii kterém celkovy naboj molekuly je roven
nule a tedy nevykazuje elektroforetickou pohyblivost a nemigruje v elektrickém poli) v
linearnim gradientu pH. Gradient pH je tvofen piisobenim elektrického pole na komplexni

smési amfolyti, které vytvaii nosny elektrolyt.

CIEF wvyuzivaji kiemenné kapilary (potazené na vnitinim povrchu vrstvou
hydroxyethylcelulosy), které nevytvaieji na vnitfnim povrchu elektroosmoticky tok.
Separované latky migruji v kapilafe tak dlouho, dokud se nedostanou do mista, kde pH je
rovno izoelektrickému bodu. Zde se stanou neutralni a pfestanou migrovat, zakoncentruji se a
fokusuji, ¢imz dojde k vytvofeni zény specifického analytu. Ten se uvede do pohybu
napiiklad hydrodynamickym tokem vyvolanym podtlakem u konci kapildry smérem

detektoru.?®

2.2.2.6 Kapilarni izotachoforéza

Jedna znejstarSich kapilarnich elektromigracnich metod. DéEli ionty na zakladé
rozdilnych elektroforetickych mobilit a vyuzivd separa¢ni kapilary, které negeneruji

elektroosmoticky tok.

Vzorek se davkuje mezi vedouci (obsahuje ion stejného znaménka, ale ma vétsi
elektroforetickou mobilitu nez vSechny separované ionty ve vzorku) a koncovy elektrolyt
(opét obsahuje ion stejného znaménka jako separované ionty, ale ma mensi elektroforetickou
mobilitu nez vSechny separované ionty ve vzorku) a vytvafi rozhrani mezi nimi. Béhem
analyzy se zacnou vytvaret vzajemné oddélené, na sebe navazujici zony, které obsahuji pouze

jeden ion. Jednotlivé zony jsou sefazeny dle klesajici elektroforetické pohyblivosti délenych
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iontll a jsou uzavieny mezi vedouci a koncovy elektrolyt. Mlizeme detekovat pouze jeden

druh ionti v jednom experimentu.?®

2.2.2.7 Bioafinitni kapilarni elektroforéza

Jedna se o stale Castéji pouzivanou metodu. Je zaloZena na kombinaci biospecifickych
interakci (typu hormon-receptor, enzym-inhibitor, apod.) s elektroforetickou migraci
analyzovanych latek v kapilarnim uspofddani. K imobilizaci ligandi se také pouzivaji
polyakrylamidové gely, které selektivné zpomaluji nékteré slozky smési analyzovanych latek

k nimZ vykazuji biospecifickou afanitu.?

18



3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

Jako nosny elektrolyt byl pouzit fosfat sodny pH 2,5, acetat sodny pH 4, MES pH 6,
MOPS pH 7,5 a borat sodny pH 9,5 s dodecylsulfatem sodnym (SDS). VSechny chemikalie
byly zakoupeny od firmy Sigma — Aldrich (St. Louis, USA) v ¢istoté p.a. Pouzita voda byla
deionizovana (dosazeno piistrojem Direct-Q 3 od firmy Millipore (Billerica, MA, USA)).

3.1.2 Priprava elektrolytu

VSechny elektrolyty byly pfipraveny rozpusténim odpovidajiciho, vypocitaného
mnozstvi kyseliny V deionizované vod€. Do vzniklych roztokii byl za stalého michani
pridavan 50% a 10% (w/w) roztok hydroxidu sodného az na pozadovanou hodnotu pH. pH
bylo pribézné zjistovano pomoci pH metru. Vysledny roztok wvznikl rozpusténim

odpovidajiciho mnozstvi SDS v tomto roztoku.

3.1.3 Magnetické nanocastice

Pro analyzu byly pouzity magnetické nanocastice smAA COOH, které byly poskytnuty
tymem prof. RNDr. Radka Zbofila, Ph.D. Jedna se o magnetické maghemitové Castice
pokryté polyakrylovou kyselinou, tj. majici COOH skupiny, ve vod¢ maji primér 75 nm a

zeta potencial -45 mV.

3.2 Instrumentace a experimentalni podminky

Vsechny pokusy byly provedeny na pfistroji pro kapilarni elektroforézu HP 3PCE
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s detektorem s diodovym polem DAD (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko).

Vinova délka pro UV detektor byla nastavena na 200 a 220 nm (viz obr. 5). Byla
pouzita nepokryta kiemenna kapilara s vnitinim pramérem 50 ¢ m. (MicroSolv Technology,
Eatontown, NJ, USA), jejiz celkova délka byla 33,5 cm. Efektivni délka kapilary byla 24 cm.
Kazeta s kapilarou byla temperovana na 25 °C (pfi zkoumani vlivu teploty byla postupné
temperovana na 40 °C a 60 °C). Aplikované separa¢ni napéti bylo 10 kV (pti zkoumani vlivu
napéti bylo postupné méneéno na 5 a 20 kV). Davkovani probihalo po dobu 10 s (pfi zkoumani
vlivu doby nastiiku bylo postupné zvySovano na 20, 30 a 60 s) tlakem 50 mbar.

Kazdy den na zacatku méteni byla kapilara promyvana 0,1 M roztokem NaOH po dobu
10 minut, nasledn¢ deionizovanou vodou po dobu 10 minut a pufrem po dobu 10 minut.
Veskeré proplachovani kapilary bylo provadéno tlakem 940 mbar. Veskeré analyzy jsem

opakovala 3x.

31)

Obr.5: Fotografie piistroje HP 3DCE Agilent Technologies (pfevzato z Cit
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Volba elektrolytu

Je zfejmé, Ze pro popis chovani nanocastic v kapilarni elektroforéze je vybér elektrolytu
klicovym parametrem. LepSich vysledkd bylo dosazeno v elektrolytech s SDS (ovliviiuje
povrchovy naboj). Jako prvni bylo testovano pouziti fosfatového pufru o pH 2,5. AvSak pii
analyze dochazelo k ucpani kapilary. Dale bylo testovano pouziti acetatového pufru o pH 4,
MES o pH 6, MOPS o pH 7,5 a boratového pufru o pH 9,5. Boratovy pufr se pfi analyzach

magnetickych nanocastic ukazal jako nejvhodné;jsi a analyzy byly reprodukovatelné.

4.2 VIiv koncentrace SDS

Na chovani magnetickych nanocastic ma velky vliv koncentrace SDS. Proto byly
provadény analyzy pii koncentracich 100mM, 25mM, 10mM a 1mM SDS. Vsechny tyto
analyzy byly provadény za stejnych podminek.
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DAD1 A, Sig=200,10 Ref=off (C:\CHEM32\1\DATA\SEBESTOVA\SDS000003.D)
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DAD1 A, Sig=200,10 Ref=off (C:\CHEM32\1\DATA\SEBESTOVA\KAT000029.D)

mAU 3
1 c) 10 mM

159

10

5,

0

] I I I I
2 4 10 12 14 min

DADL A, Sig=200,10 Ref=off (C\CHEMB2\\DATAISEBESTOVAKATO00033. D
mAU 7

1 d) 1 mM
159

109

5,

Obr. 6: Vliv koncentrace SDS na prubéh analyzy. Méfeni pii koncentraci: a) 100 mM,
b) 25 mM, ¢) 10 mM a d) 1 mM SDS.

Z uvedenych graf je patrné, ze S klesajici koncentraci SDS pozorujeme rychlej$i EOF a
tedy i zvySenou rychlost migrace. Kritickd micelarni koncentrace SDS se pohybuje kolem 5 -
8 mM, takze je zaroven vidét, Ze migrace nanocastic neni ovlivnéna piitomnosti micel.
Respektive v piipadé koncentraci 25 mM a 100 mM dochazi k rozsifeni piku nanocastic a
ziejmé 1 k interakei nanocastic s SDS micelami. Nicméné tato interakce vyrazné€ neovliviiuje
napf. agregaci nebo disperzi nanocastic v kapilarné elektroforetickém experimentu. Toto je
zfejmé zpusobeno stejnym nabojem SDS jako je ndboj smAA-COOH nanocastic v prostiedi

boratu/NaOH pH 9.,5.



4.3 Vliv teploty

Kwvili popisu termodynamické stability byl testovan vliv teploty na magnetické
nanocastice v kapilarni elektroforéze. Analyza byla provadéna pii 25, 40 a 60°C. Stabilita

nanocastic je zavisla na teplot¢.

DAD1 A, Sig=200,10 Ref=0ff (C:\CHEM32\1\DATA\SEBESTOVA\SMAACOOH000006.D)
mAU
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Obr. 7: Vliv teploty na prub¢h analyzy. Méteni pii teploté: a) 25°C, b) 40°C a c¢) 60°C

Z uvedenych zdznaml je ziejmé, ze se zvySujici se teplotou dochéazi ke zvyseni
rychlosti migrace, coz je zpusobeno zménou viskozity. Tvar piku nanocastic se neméni, tj.

nedochazi k termodynamickému ovlivnéni disperze nanocastic.
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4.4 Vliv napéti

Nasledné byl testovan vliv napéti na magnetické nanocastice v kapilarni elektroforéze.

Analyza byla provadéna pii 20, 10 a 5 kV.

DAD1 A, Sig=200,10 Ref=off (C:\CHEM32\1\DATA\SEBESTOVA\SMAACOOH000002.D)
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Obr. 8: Vliv napéti na pribeh analyzy. Méfeni pti napéti: a) 20 kV, b) 10 kV a c) 5 kV

Z uvedenych zaznami vyplyva, ze s klesajicim napétim dochazi k sniZzeni rychlosti
migrace. lonty se v homogennim elektrickém poli pohybuji konstantni elektroforetickou
rychlosti, ktera je pfimo iimérna intenzité elektrického pole. Tvar piku odpovida tomu, ze

nedochazi ke zméndm v disperzi nanocastic.
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4.5 Vliv doby nastriku

Nakonec byl testovan vliv doby nastfiku na magnetické nanocastice v kapilarni

elektroforéze. Analyzy byly provadény pii dobach nasttiku 10, 20, 30 a 60 s.

DADL A Sig=200,10 Ref=of (CCHEVBALDATAISEBESTOVASDSUO0B D)
A
" a)10's
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Obr. 9: Vliv doby nastiiku na priubéh analyzy. Méfeni pti dob¢ nastiiku: a) 10 s, b) 20s,¢) 30 s
ad)60s

Z uvedenych zaznamil vyplyva, ze s rostouci dobou nastiiku se zvetsuji piky. Nedochézi
k deformacim tvaru piku. Zaroven linearné roste plocha piku, takze nedochazi ani k ovlivnéni
disperze nanocastic (nelinearita by znamenala napt. zmenSeni Sitky elektrické dvojvrsty na

nanocastici a zacatek agregace nanocastic).



5. ZAVER

V této praci je ukazano, ze kapilarni elektroforéza predstavuje vykonnou techniku pro
charakterizaci magnetickych nanocastic, zejména byla zkoumdna zavislost chovani téchto
Castic na zméné teploty, napéti, koncentraci SDS, typu elektrolytu a doby nasttiku.

Kapilarni elektroforéza je vynikajici nastroj pro charakterizaci koloidnich suspenzi

nanocastic a lze ji vyuzit pro nejriznéjsi tcely a aplikace. Napt. pro medicinalni ucely,

zakladni vyzkum materialové chemie a dalsi vyzkumné aplikace.
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7. SEZNAM ZKRATEK

BACE
CE
CEC
CGE
CIEF
CITP
CZE
DAD
DNA
EOF
HPCE
HPLC
MEKC
MES
MOPS
RNA
SDS
smaa COOH
uv
VIS

bioafinitni kapilarni elektroforéza
kapilarni elektroforéza

kapilarni elektrochromatografie

kapilarni gelova elektroforéza

kapilarni izoelektricka fokusace

kapilarni izotachoforéza

kapilarni zonova elektroforéza

detektor s diodovym polem
deoxyribonukleova kyselina
elektroosmoticky tok

vysokoucinna kapilarni elektroforéza
vysokoucinna kapalinova chromatografie
micelarni elektrokineticka chromatografie
2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina
3-(N-morfolino)propansulfonova kyselina
ribonukleova kyselina

dodecylsulfat sodny

magnetické maghemitové castice pokryté polyakrylovou kyselinou
ultrafialovy

viditelny
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