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Abstrakt

V této praci je popsana pilotni studie chovani gastc, zejména uhlikovych
kvantovych teéek (C-dots) v kapilarni elektroforéze. Prace ukazwjyuziti kapilarni
elektroforézy pro separaci natstic a jejich charakteristiku v roztocichi pmeéné teploty,
iontové sily nebo takeé vliv nosného elektrolytuamalyzu. Byla rovéZ pozorovana adsorpce
uhlikovych kvantovych tek na sinu kapilary, a proto bylo testovano pouziti SDSojak
aditiva vytv&ejiciho micely a zabiajiciho adsorpci. Pro analyzu pouzitych né&msiic byl
pouzit UV detektor a fluorescémi detektor, jenz byl pro tyto fluoreskujigastice vhodsi.
Cilem prace bylo ukazat, jaktbe byt kapilarni elektroforéza vyuzita pro charakeei

nana@astic.



Abstract

A pilot study on the behavior of nanoparticles, exsplly carbon quantum dots
(C-dots) in capillary electrophoresis is descriliedhis work. The work shows that we can
use capillary electrophoresis for the separatiod aharacterization of nanoparticles in
solution. We characterized the C-dots with changergperature, ionic strength and studied
the influence of a background electrolyte on analy&dsorption of the C-dots on the inner
surface of the capillary was also observed. Thélpro was solved by adding of SDS to the
background electrolyte since SDS forms micelles theg prevent adsorption of the C-dots.
For the identification of nanoparticles, UV and LdEtector was used; the LIF detector was
better for these fluorescent particles. The aimtho$ work was to show how capillary

electrophoresis can be used for the characterizafioanoparticles.
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1 UVOD

Nanaiastice, jejich vytvEeni a manipulace s nimi, tedy nanotechnologie,wasné
dobs predstavuji jeden z nejbdivgji se rozvijejicich obdr lidskéginnostil Pro své unikéatni
vlastnosti nachazeji Siroké uplai v miznych od¥tvich ptimyslu, avSak setkavame se
s nimi také v BZzném Zivo¢. Mezi velmi zajimavé narastice paf tzv. kvantové t&ky, které
jsou velmi uzitené v biologickych aplikacich, zejména jejich noyp,t ktery byl objeven
roku 2004. Jedna se o tzv. uhlikové n@stice, nejastji oznatované jako C-dots. Tyto
castice jsou pro svou silnou fluorescenci a nizkoxicitu zajimavé hlavé pro Iékaske
VyuZiti.

Analyza tchto ¢astic pomoci kapilarni elektroforézy nam pakizen ginést
zajimavé informace o jejich chovani v roztdklivzhledem ke své silné fluorescenci Ize pak

pro selektivni detekci vyuzit detektor pracujiciprancipu laserem indukované fluorescence.



2 TEORETICKA CAST

2.1 NANOCASTICE

2.1.1 Historie

O unikatnich vlastnostech natéstic (objekty s rozery od 1 do 100 nm)ddéli lidé
jiz v patém nebatvrtém stoleti p n. I. vCiné a Egypé. Z této doby pochazi prvni zminky o
tzv. ,,rozpustném zl&t, které bylo pouzivano jak pro estetick&ely (barveni skla a
keramiky), tak pro €ely I&ivé (srdéni a sexualni problémy, Uplavice, epilepsie, syflid.).

Roku 1857 oznamil Michael Faraday ziskani koloidniHata redukci vodného
roztoku tetrachlorozlatitanu. V této dolbyly pripraveny i dalSi kovy v koloidni fortn
V roce 1959 pak pronesl Richard Feynman slavridu yTam dole je spousta mista“. Tehdy
byl odstartovan prudky rozvoj nanotechnologii.

Nanaiastice poskytuji diky své velikosti a morfologikteé optickeé, elektrické,
magnetické, katalytické, biologické a mnohé dalistnosti, které nejsou u molekdi
makroskopickych latek pozorovatelh@roto v posledni dabpiitahuji pozornost virznych

oborech chemie, fyziky, materialovychdach¢i medicire.
2.1.2 Fiprava nanotastic

Jiz @i ptipraw vlastnich nangastic je teba uvazit jejich dalsi aplikaci. Natastice
mohou byt pipraveny fiznymi metodami, a Ize tak dosahnout poZadovanytkogti a tvafi
a tim i pozadovanych chemickych a fyzikalnich wiasti> Nejvice jsou studovany
nana@astice z anorganickych matefigbko uslechtilé kovy (napzlato, stibro), magnetické
kovy a jejich slodeniny (FgO,), slitiny kowi, oxidy (kkemkity, titanicity), sulfidy a selenidy
(kademnaty) a polovoeke. Tyto ¢astice maji obrovsky potencial pro upkath v miznych
oblastech od technologie po biomedicinu. Bowh hodré rozStené jsou také polymerni
nanaastice (dendrimery, kopolymery).

Metody gipravy nandastic lze obech rozclit do dvou skupin - na metody

dispergéni a metody kondenzai.



2.1.2.1 Metody dispergéni

Mezi tyto metody pdt nagF. mechanické rozemiléni, kaptji v kulovych mlynech,
rozmélinovani pomoci ultrazvuku, elektrické rozpraSovamitrimavanic¢astic z latky pomoci

laseru a peptizace.

2.1.2.2 Metody kondenzéni

Kondenza&ni metody se &i na fyzikalni a chemické konderizd postupy.
Fyzikalni postupy jsou zaloZeny ridfad na zmn¢ rozpustnosti latek. K roztoku latky se
prida jiné rozpou&dlo, v tmz ma latka nizsi rozpustnostmz dojde k vylodeni dané latky
v koloidni formg. Timto zgisobem lze ppravit koloidni ¢astice siry. K dalSim fyzikalnim
postumim pati také ochlazovani par kéwnebo jinych prvi.

Daleko vice vyuzivané jsou vSak chemické postuggzemé na nukleaci aistu
tuhé faze, protoze jimi lzefipravit wtSi paet koloidnich soustavazného chemickéeho
sloZzeni. Mezi reakce vedouci ke vzniku koloidnédstic paiti sraZzeci reakce (napPbb),
hydrolyza soli (hydroxidy&Zkych kowi) a oxid&né-redulkéni reakce. Vzhledem k tomu, Ze
jsou redoxni reakce velmi jednoduSe proveditelngeadiky nim gipravit v gramovych
mnoZstvich koloidni nakdstice poZzadované velikosti s malou odchylkouiigato metoda
zlata Ize pipravit redukci zlatitych solitznymi reduknimi cinidly, jako je napiklad

kyselina citrénova, citrat sodny, askorbat sodriyoneminy®”’

2.1.3 Vyuziti nand@astic

Nanaiastice nachazeji obrovské vyuzititznych oblastechdiného Zivota jako je
zdravotnictvi (cilena dopravacie, ndhrada tkani, rousky, we klouby, MRI), strojirenstvi
(obrékEci nastroje), stavebnictvi (iz@lai materidly), textilni prmysl (nemékavé tkaniny),
opticky primysl (integrovana optika, optické filtry), automiawy primysl| (filtry ¢elnich
skel), kosmicky pimysl (konstrukni prvky raketoplad), vojensky pimysl (nanosenzory),

Zivotni prostedi (biodegradace) a saniegr¢ pramysl chemicky, kde se nafdstic vyuziva
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napiklad jako selektivnich katalyzator Nana@astice maji také velké analytické vyuZiti.
V posledni dob se také rychle rozviji vyzkum v oblasti nanoelekiky.?

2.1.3.1 Moznosti analytického vyuziti nanéastic

Analytické systémy s nagasticemi vykazuji mnohdy lepSi vlastnosti nez systé
puvodni. Mezi tyto vlastnosti pét nagiklad snizeni meze detekce, zlepSeginmpsti
separace nebo moznosti detekce novych analtohoto dvodu existuje jiz mnoho praci
vyuzZivajici nan®astice pro analytickécély. Jedna se o elektrochemické metody, kde je
vyuzivano modifikace povrchu elektrod naasticemi. Pro tyto dely jsou velmi vhodné
hlavre zlaté elektrody, na které Ize navazeggjednu z —SH skupin libovolny dithiol (rfap
dithiothreitol) a na druhou —SH skupinu se navéadaaféstice (Au)’ Nanaéstic se také
velmi ¢asto vyuziva ve spektrometrickych metodach, jelikodji velky vliv na optické
vlastnosti molekul, s nimiz interaguji. Mezi nej&uvargjSi spektrometrické metody pat
absorgni spektrometrie, metody zaloZzené na rozptylgtlava zejména luminiscéni
techniky. Mezi sepatai metody vyuZivajicich nadastic pati plynovd a kapalinova
chromatografie (GC a HPLC), avSak ¢agji je vyuzivano elektromigiaich technik,

zejména kapilarni elektroforézy (CE).
2.1.4 Rozdleni nanatastic

Podle chemického slozeni lze nanostruktuéit cha kovové (nap Au, Ag, Ni,
Fe0s...), polovodiEové — kvantové tky (nag. CdTe, CdSe, InP, InAs...) a nekovové (hap

uhlikové nanotrubky). Nardstice Ize takédit podle struktury nadstice, ty¢inky, trubky,

atd1°
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2.1.5 Fluorescetini nanotastice

2.1.5.1 Luminiscence

Molekuly v excitovaném stavu sefipchaotickém tepelném pohybu vraceji do
z&kladniho stavu vzajemnymi srdzkakimz si edavaji energii. Tato energie jéitpizne
stejre velka jako energie pfgbna ke zriné rotainich a rkdy vibrainich staw molekuly.
Pokud je zmina rot&niho nebo vibréniho stavu uskut@éna timto zisobem, jedna se o tzv.
nezdivé prechody. Nkteré molekuly, ale celou nelgést fijaté energie oft vyz&i do okoli.

Tomuto jevurikame luminiscence.

Lumiscence se di podle doby, ktera uplyne mezi pohlcenim energie

luminiscergnim vyz&enim na:

1. fosforescenci

2. fluorescenci

Obr.1: Schéma z#&ych a nezAvych prechodi mezi elektrono¥ vibracnimi stavy molekuly
(Jabtonského diagramj.

absorbce fluorescence fosforescence
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2.1.5.1.1 Fosforescence

Uplatiuje-li se g emisi z&eni z excitovaného elektronového stavu metastabilni
hladina, jedn& se o fosforescenci. Fosforescencdet$ dobu dohasinani nez fluorescence
(>>10% s) a obvykle ji nelze pozorovat v roztocidi pokojové teplat.

2.1.5.1.2 Fluorescence

Nastane-li emise #éni z excitovaného elektronového stavu jedném vice
spontannimi energetickymighody jedna se o fluorescenci. Fluorescenci pgeamel Ehem

11,12

buzeni a po jeho vypnuti prakticky ihned mizi (ddbhasinani je obvykigdow 10° s)

2.1.5.2 Kvantové téky

Fluoreskujici polovodiové nanokrystaly, &n¢ znamé jako kvantové dky (QD,
~-quantum dots") jsou shluky atamo velikosti giblizn¢ 2-15 nm. Vzhledem k velikosti
téchto shluk, uplatiuji se v nich kvantové jevy. Pohyb elektionbsazenych atoineni
volny, ale je vazan pouze na kvantovoutkte Proto se kvantové dky chovaji jinak, nez
velké struktury stejného slozeni a jejich fyzikalnastnosti spiSe odpovidaji vlastnostem
jednotlivych atomi. Tyto nandastice maji v biologii a (bio)analytické chemii @imhe
uplatreni, jako jiz dlouho zndmé organické fluorofory jgkou rhodaminy, fluorescein a jiné.
Nékteré optické a chemické vlastnosti vSak maji keaétt&ky zcela vyjimé&né. To
umoziuje navrhovat nové analytické metody pro detekaitiio virt, bakterii a jinych

analyti.2*3

2.1.5.2.1 Struktura kvantovych téek

Kvantoveé téky anorganické povahy existuji diutsamostath (jsou tvdeny jednim
typem polovodie) — A, nebo mohou byt uspidany do klasir Ziejmé negasgjsi je
uspdadani, kdy jeden typ polovag vytv&i jadro kvantové iky (core, nap CdSe) a
n¢kolik vrstev atond druhého typu polovode vytv&i obal kolem tohoto jadra (shell, irap

ZnS). Kvantové t&ky tohoto typu se ozraji jako ,core/shell* struktury -B. DalSim typem

13



je kvantova teéka, obklopena wjSi organickou vrstvou povrchovych molekul (ligahdy
umoziujici solvataci ve vodném roztoku a nesou@né reaktivni skupiny €. Poslednim
typem je polymernicastice, jez obsahuje ¢kolik kvantovych téek s povrchovymi

reaktivnimi skupinami (zaklad pro fluorescais kddované mikreéstice) -D.*3*

Obr.2: Struktura kvantovychdaek

A B

(D

1 nm

2.1.5.2.2 Syntéza kvantovych ek

NejznangjSimi nanokrystaly pro biologické&ély jsou CdSe a CdSe/ZnS nebo CdTe
a CdTe/CdS, ifixemZ nejvice prozkoumanou strukturou k dneSnimuealpra CdSe/ZnS.
Stale intenzivaji jsou vSak pipravovany kvantove t&y, tvorené mén toxickymi materialy,
jako jsou InP nebo ZnS. Nejkvali§i QD jsou pipravovany v nevodnych rozposdtech.
Jde vSak o natmy zpisob, takze se prosazujdgrava QD ve vodném prdsti.

Syntéza je zaloZena na vyreoi nanokrystal v prostedi stabilizujicich liganid
zaji¥ujicich solvataci v reakim prostedi. V nevodnych rozpou&tlech se nepstji
pouziva smss trioktylfosfin/trioktylfosfinoxid (TOP/TOPO), verodnych tizné thioly, nap
kyselina sulfanylethanova.
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QD vznikaji smisenim vhodnych prekurzonnag. smiseni diethylzinku a
bis(trimethylsilyl)sulfidu pro CdSe/ZnS) a naslednyalfivAnim na vysokou teplotu. Na

takto fFipravenou nangstici Ize nanést obalovou vrstvu, a tim vyivsastici core/sheft®

2.1.5.3 Kompozitni nand@astice

Jedna se o napastice, které mohou obalovat naastice jinych typ. Vytvareji tak
tzv. kompozitni nangastice. Fikladem mohou byt fluoreskujici magnetické silikdto
nana@astice.

Hydrolyzou tetraethyl orthosilikatu (TEOS) ve vheédm prostedi vznikaji
nana@astice tvéené polymernim oxidemi&mititym. Jsou vhodné pro napfluoreskujici
silikatové nandastice obsahujiciuzné organické fluorofory. ProtoZe jedna silikdtova
nana@astice niZze obsahovat desetitisice molekul fluoroforu, jas@astice pak fevysuje
jasnost jednotlivych molekul.

Do tchto silikatovychtastic I1ze také uzavirat kvantovékg nebo nap magnetické
nanaastice. Tak vznikd magneticka fluorestein nan@astice, kter4 byva vyuzivana pro

detekci biomolekul spojenou s jejich separaci pdmumgnetického pol€.

Obr.3: Schémaifpravy fluorescetni magnetické silikatové nasstice™®
OEt

EIO'SI—DEt

Mey,N* OH" OEt
Sodium silicate NEt,
(i (i)
Further silica coating
AN O o : %i;
HyN Si— OEt ~ Si
COOH < ¢! NN okt

OEt
~ A
EDCI, 0 °C

Fluorophore Se=
N (iii)

Fluorescent
coating
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2.1.5.3 Fluorescetni uhlikové nanatastice (C-dots) a jejich struktura

Objev uhlikovych nanotrubic v roce 1991 vyznanptilakal védeckou pozornost.
Mnoho potenciélnich aplikackdhto uhlikovych nanotrubék vyZzaduje pochopeni jejich
vlastnosti v excitovaném stavu, ale nerozpustnasbtmubic ve vSech rozposgdtech brani
jejich vyzkumu. K uhlikovym nanotrubicim je vSak Bmm kovalentd pripojit vysoce
rozpustné linearni polymery. Takovéto roztoky (v@drorganické) vykazuji po&mné silnou
fluorescenct.’

Obr.4: llustrace polymetrvazanych uhlikovych nanotrubic*®

Fluorescetini uhlikové nanéastice (C-dots) fedstavuji novou itdu uhlikatych
Z&ic¢n, coz vyznama rozSiuje pouzitelnost materi@lna bazi uhliku. C-dots jsou nat&stice
s velikosti mensi neZz 10 nm, fluoreskujici jiz pgowzeni viditelnym sitlem® Vzhledem
k tomu, Zze C-dots maji velmi dib definovatelné tvary, malé roZrny a existuje velké
mnozZstvi jednoduchych, levnych a rychlychigphi jejich giipravy vyuzivaji se C-dots jako

nahrada jinych nar@stic uhliku, jako je fulleren nebo nanodiamanjiclenejwtsi potencial
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je v8ak v nahrazovani kvantovychédé&, pouzivanych v s¢asné dob, jez jsou na bazi
toxickych kow.*

2.1.5.3.1 Syntéza C-dots

Pripravu C-dots Ize obeénrozclit do dvou hlavnich skupin: ,top-down“ a
.bottom-up“ metody.

»Top-down“ metody spéivaji v rozruSovani &Sich uhlikovych struktur a skladaji
se z &chto kroki: obloukovy vyboj, laserova ablace a elektrochemickidace, zatimco
.bottom-up“ metody spévaji v piipraw C-dots z molekularnich prekurZpra Ize sem
zaradit spalovaci procesy, syntetické nebo mikrovimétody. Povrch C-dots pak byva
oxidovan kyselinou dusnou (HNQ) a ¢istén pomoci centrifugace, dialyzy, elektroforézy,
atd*®

2.1.5.3.2 Aplikace a vyuziti C-dots

2.1.5.3.2.1 ,Bioimaging“

Kvantové teky jako CdSe a s nimi souvisejici ,core-shell* QBby pouzivany
v riznych in vivo a in vitro zobrazovacich pokusé®h/zhledem k tomu, Ze jsou viak tyto
kvantové teky tvoreny €Zzkymi kovy, jsou C-dots viksledku svych fluorescénich
vlastnosti a diky své nizké toxi€itzajimavou alternativou ke zfttvanym kvantovym

teckam*®

2.1.5.3.2.2 Fotoredukce kaw

C-dots ve fotoexcitovaném stavu mohou vystupovied jdarci elektrof, ¢imz se
stavaji uplatnitelnymi i redukénich reakcich. Jakaiklad Ize uvést fotoredukci Agonti na
elementarni Ag pomoci vodného roztoku C-dots a AgN®@yuzitim monochroméatoru (Xe
obloukova lampa s buzenini 50 nebo 600 nn:
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2.2 KAPILARNI ELEKTROMIGRA CNi TECHNIKY

2.2.1 Historie

Elektroforéza jako analyticka sep&na metoda byla poprvéiedstavena roku 1937
A. Tiseliem, jenz za svou préaci obdrzel NobelovawgeavSak prvni experimenty s migraci
iontd ve trubici ve tvaru U provétl lidé jiz na pa@éatku 19. stoleti. Roku 1857 pakmecky
fyzik F. Kohlraush odvodil funkci kvantitatieén popisujici vztah mezi koncentraci a
pohyblivosti iont. Prvni, kdo v8ak pouZil kapilaru v elektroforéby] Svédsky chemik S.
Hjertén. V té dob vSak byly k dispozici pouze kapilary ogpnéru 1 mm. Hjertén jimi otéel
kolem své podélné osy, aby minimalizovalinky konvekce. Z&tkem 80. let minulého
stoleti pouzili pro elektroforézu J. W. Jorgenso. &. Lukacs kapilaru o vribim priiméru
75 um, které se pouzivaji dodn®&s.

Dnes elektroforetické techniky dosahuiji citlivos@i*® az 16°* mol analytu v nano-
az pikolitrovych objemech analyzovanych vaorkDiky této citlivosti a perspekiivbyva

kapilarni elektroforéza oztavana jako neginn¢jSi separéni metoda.

2.2.2 Princip

Kapilarni elektromigréni separéni metody jsou zalozené naizné rychlosti
migrace ionl ve stejnosrérném elektrickém poli, které je vytieno vloZenim konstantniho
stejnosmirného napti mezi d¥ elektrody. Tyto techniky jsou v dneSni @okouhrng
nazyvany jako vysokainna kapilarni elektroforéza — HPCE (,high-performa capillary
electrophoresis®).

Ustredni veltinou elektromigranich sepamnich metod je elektroforeticka
pohyblivost, ozné&ovana téz jako mobilita, kterd byla definovana jakghlost pohybu

nabitychc¢astic ve stejnosenném elektrickém poli o jednotkové interizit
m = Vv/E (1)

kdev je rychlost & je intenzita elektrického pole.
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Intenzita pole v kapii& je dana jako podil vloZzeného &t jeji délky, Ize ji vSak vypitat
také jako podil prochazejiciho elektrického propdastedim o specifické vodivosti:

E=Ull=lk )

kdeU je nayti, | délka kapilary) elektricky proud & je specificka vodivost.

lon s nabojeng je uva@n do pohybu silou elektrického pdtg

Fe=0q.E (3)
a proti této sile fsobi tzv. frikni silaF; dana Stokesovym zakonem

F¢ = -6anrv (4)

kder je hydrodynamicky pologr iontu ay je viskozita prosedi.

Pokud dame tyto proti séldouci sily v ustaleném stavu do rovnosti, pakipla

m = Vv/E = q /6yr (5)

2.2.3 Vznik elektrické dvojvrstvy a elektroosmoticks tok (EOF)

Castym transportnim jevem u kapilarnich elektromigieh metod je tzv.
elektroosmoticky tok, vznikajiciggobenim stejnosémného elektrického pole na difuzeast
elektrické dvojvrstvy na rozhrani pevné a kapatiefu vnitni sény kapilary®*

Na tomto rozhrani neni intenzita elektrického petdy nulova. Naplnime-li
kiemennou kapilaru roztokem vhodného elektrolytuhdac na vnini séné kapilary nejprve
k hydrolyze siloxanovych skupin za vzniku skupilasolovych a k nasledné disociagiSi-
O-SE — =Si-OH— =Si-O. Vlivem tohoto zaporného naboje dochazi¢sng blizkosti
k uspdadani protiioni. Tim vznik& elektricka dvojvrstva, ktera byva papiana negstji

pomoci Golyho-Chapmanova-Sternova modelu.
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Obr.5: Schéma Goluyho-Chapmanova-Sternova modebfaddmi elektrické

dvojvrstvy?
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Podle Sterna jsou k viiti vrstw ionti pritahovany adsogmimi a elektrostatickymi
silami ionty op&ného znaménka. ¢ priléhajici vrstva protiiont (Sternova vrstva) je
vazana pedevSim adsofmimi silami, zatimco vzdal€jsi protiionty jsou pitahovany
elektrostatickymi silami a jsou st&asti difuzni vrstvy. Potenciél existujici ve vzddsti
pohybového rozhrani (odaijici pohyblivou — vnitni a nepohyblivou — difuzniast
elektrické dvojvrstvy) je odpadny za interakci s wjSim elektrickym polem a nazyva se
elektrokineticky nebo-li zeta potencidtotencial).

Piasobenim elektrického pole se pohybuje nejen difdasf elektrické dvojvrstvy, ale
diky vnittnimu #eni v kapalig i veSkery roztok fitomny v kapilde — Elektroosmoticky tok
(EOF), ktery ma na rozdil od hydrodynamického tdakaei pravouhly rychlostni profil
v celém piirezu kapilary.

EOF vyznama ovliviiuje (Binnost separace, mighai rychlost analyt a tim i dobu
analyzy. ProtoZe je disociace skupifitgmnych na sih¢ kapilary ovlivrena pH prostedi

(nosného elektrolytu), je i EOF s#izavisly na pH elektrolytuipseparaci.
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Pro rychlost EOF Ve, a pro jeho velikost vztazenou na jednotkovou initen
elektrického pole, tzv. elektroosmotickou mobilita, plati:

Veo=Meo . E (6)

Meo = &l/n (7)

kde (, je elektrokineticky potencidly je viskozita roztoku & je dielektricka konstanta

roztoku®?%2°

2.2.4 Rozdleni kapilarnich elektromigraénich metod

Mezi elektromigrani separéni metodyradime &chto sedm zakladnich technik,
které se od sebe liSi hlavmechanismem separace a pouzitym mediem, kterykag@ara

béhem separace nagima:

Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

Bioafinitni kapilarni elektroforéza (BACE)
Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC)
Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF)

N o g kbR

Kapilarni izotachoforéza (CITP)

CZE, CGE, CIEF a CITP Ize pouzit pouze pro sepaosti, MEKC a CEC jsou vhodné pro

ionty, ale i pro neutralni molekufy:*2°
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2.2.4.1 Kapilarni zénova elektroforéza

Jedna se o nejjednodussi elektromigfdechniku, pi které se jednotlivé ionogenni
latky liSici se svou pohyblivosti oéldji v homogennim progtdi nosného elektrolytu
(background electrolyte — BGE).

Tenka Kemenna kapilara je nagima nosnym elektrolytem a jeji oba konce jsou
pondeny do elektrodovych nadobek, které jsou také raginimto elektrolytem. Kapilara
ma nefastji pramér 50 - 75um a byva dlouh& 30 — 80 cm. Diky tomu dosahujemeépa
dobrého odvodu Jouleova tepla, a proto Ize poysiokeé intenzity elektrického pole (desitky
kV/m), tudiz i rychlosti separace &ianost byvaji vysoké.

Nejprve se velmi kratky Usek kapilary naplni roaokvzorku tak, Ze vstupni konec
kapilary je umistn do nadoby se vzorkem a paitou dobu je vytvéen rozdil hladin mezi
roztokem vzorku a roztokem nosného elektrolytu.mibk je zéna vzorku zavedena do
kapilary, je vstupni konec kapilary &épzaveden do elektrodové nadobky a k systému je
piipojeno stejnoswrné elektrické pole. Slozky vzorku liSici se svypwhyblivostmi se
v kapil&e pohybuji 6znymi elektroforetickymi pohyblivostmi strem k detektoru (n&astji
UV/VIS absorgni detektor) a na tomto principu jsou od sebestmldny?*

Obr.6: Schéma #&zeni pro kapilarni elektromig¥ai metody?’

=droj vwsolkého
e napeti

separacni kapilara

deteldor U=t ena
anoda elektroda
|||:| zapisovad] E l ]
watupnd  weEorek - s tapni
radobla ﬂédngka

22



2.2.4.2 Kapilarni gelova elektroforéza

Tato technika je vhodna zejména pro latky s romdilmolekulovou hmotnosti a
velmi podobnym specifickym nabojem (naboj vztaZeray jednotku relativni molekulové
hmotnosti). Mezi takové latky patnag. komplexy bilkovin, polynukleotidy, nukleové
kyseliny atd. Separacédhto latek je pdeba provad& v prostedich vykazujici tzv. sitovy
efekt z@isobujici zpomaleni migrujiciakastic. Vysledna elektroforeticka pohyblivost jeyted
dana velikosticastic a latky jsou separovany vipdi podle vzistajicich molekulovych
hmotnosti.

Sitovy efekt poskytuji nd&p polyakrylamidové a agarosové gely, derivaty asy)

dextran, af*%®

2.2.4.3 Bioafinitni kapilarni elektroforéza

Polyakrylamidové gely se také pouzivaji k imobitizdigandi, které selektivi
zpomaluji utité slozky smisi analyzovanych latek. Bioafinitni elektroforézazalozena na
kombinaci specifickych interakci typu enzym-inhdsit antigen-protilatka, hormon-receptor,

lektin-sacharid?

2.2.4.4 Micelarni elektrokineticka chromatografie

Kombinovana metoda vyuZivajici jevy elektrokineéick (elektroforézu a
elektroosmozu) a chromatografii, vyvinutdéegdevsSim pro analyzu neutralnich molekul.
Separace je zaloZzena na rozdilné distribuci analyrgch latek mezi pseudofazi temou
micelami ionogenniho detergentu (SDS) a vodnou ridztioku nosného elektrolytu (v tomto
piipads mobilni faze), ve které je pseudofaze homogenaptyleng’*

Protoze disociované siranové skupiny micel majiom@p naboj, jsou unaseny
smérem k anod spolu s neutralnimi analyty, které jsou v micelaozpusény podle své
polarity. Micelarni fazi velméasto ozn&ujeme jako pseudostacionarni.

Cim vice jsou molekuly analytu rozp&sy v dutindch micel, tim rychleji jsou touto
fazi uvnit nosného elektrolytu unaseny &em kanod. Nosny elektrolyt je ale

s rozpu&tnymi micelami a analyty unasen pomoci EOF ke kat®dotoze je rychlost EOF
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vétSi nez elektroforetickd pohyblivost micel, je z8i0, Ze vSechny neutrélni analyty budou

transportovany simem ke katod.*

2.2.4.5 Kapilarni elektrochromatografie

Tato technika je obdobou HPLC s tim rozdilem, 4@palinové chromatografie je
mobilni fdze hnana mechanicky (tlakem) na vstupsejmarani kapilary, kdezto u kapilarni
elektrochromatografie je tok mobilni faze realizo\EOF?

Vyhodou oproti HPLC je pravouhly profil EOF na rézdd parabolického profilu
hydrodynamického toku, avSak diky absencitagho tlaku kolony Ize vyuzit menSi¢hstic

sorbentu, a tim zvysitinnost separac®.

2.2.4.6 Kapilarni izoelektricka fokusace

CIEF umo#uje separaci latek amfoterni povahy podle jejiaeiektrickych bod,
tj. podle rozdleni naboji v molekulach. Migrace probiha v pridi gradientu pH, ktery je
vytvoien psobenim elektrického pole na komplexni ¢smanalyfi, tvoricich nosny
elektrolyt.

Délené latky migruji do t&asti separniho prostedi, jehoz pH je rovno jejich
izoelektrickému bodu. CIEF provadime v kapilaragiodatenym EOF (takové kapilary jsou
potazené na svém vimim povrchu vrstvou hydroxyethylcelulosy) a po dmsd ustaleného
stavu jednotlivé zény mobilizujeme rapretlakem vyvolanym u jednoho z kankapilary,

aby mohly byt identifikovany pe¥rumistnym detektoreni?*

2.2.4.7 Kapilarni izotachoforéza

Je to elektroforéza, realizovana v diskontinualrégstému elektrolyt, které se
nazyvaji vedouci a koncovy. @pse vyuzZivaji kapilary nenesouci zadné disociduate
funkeni skupiny, a tudiz negenerujici EOF (pééiay EOF).

Vzorek se davkuje mezi vedouci a koncovy elektroytvytv&i tak mezi nimi
rozhrani. Vedouci elektrolyt obsahuje ion nesow@tiap se stejnym znaménkem jako analyty

a ma \tSi elektroforetickou pohyblivost nez vSechny sepané ionty ve vzorku. Koncovy
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elektrolyt také obsahuje ion se stejnym znaménkato pnalyzované ionty, ale ma naopak
mensi elektroforetickou pohyblivost nez vSechnylygare vzorku.

Po spudni elektrického nafti migruji kapilarou vSechny analyty a ionty
Z elektrolyfi stejnou rychlosti k detektoru¢Bem migrace se ionty ze vzorkadi za iontem
z vedouciho elektrolytu podle klesajicich elektrefekych pohyblivosti, a vyt¥gji tak
odctlené zony obsahujici vZzdy pouze jeden analyt. Rpslost zon analyt pak prochazi

vodivostnim detektorert.
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2.3 KAPILARNI ELEKTROFOREZA UHLIKOVYCH
FLUORESCENCNICH NANO CASTIC

Kapilarni elektroforézou lze separovat malé orgaetinebo anorganické ionty, ale
také velké makromolekuly. Zajimavou aplikaci je k/&mnalyza ¥tSich castic, jako jsou
buiiky, mikroorganismy nebo nasastice®

Abychom mohli nang&astice ¥etné C-dots charakterizovat, febujeme informace
0 jejich sloZeni, strukie, tvaru, velikosti, coz Ize zjistit metodami jajeonag. elementarni
analyza, elektronova mikroskopie, IR a Ramanovaispeatd. Bmito technikami vsak
nezjistime nic o jejich chovani ve vodnych roztbcgostatnimi slateninami, coz souvisi
s chovanim nari@stic v buikach. Tento problém lz&eSit pomoci kapilarni elektroforézy,
kter& redstavuje velmi snadny a rychlyismb charakterizace naféstic?
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

Jako zé&kladni (nosny) elektrolyt byl pouZzit pufrsahujici kyselinu boritou,
hydroxid sodny a dodecylsulfat sodny (SDS) a psiotni vlivu iontové sily na chovani
C-dots byl pidavan roztok chloridu sodného. VSechny chemikialily zakoupeny od firmy
Sigma — Aldrich (St. Louis, USA) &istott p.a. Voda se pouZivala deionizovaéehoz bylo
dosaZenoifpstrojem Direct-Q 3 od firmy Millipore (BillericaylA, USA).

3.1.2 Kvantove teky

Pro analyzu byly pouzity iontové alkyl karboxylasovézané uhlikoveé fluorescéami
nana@astice typu Ga t-dots, které byly poskytnuty tymem prof. RNDr. Radkbaila, Ph.D.
Pouzité nangastice byly dispergovany ve vad

3.2 Friprava elektrolytu

Elektrolyt byl gipraven rozpu&him odpovidajiciho mnozZstvi kyseliny borité
v deionizované vol Do vznikleho 50 mM roztoku byl potéfigavan za stalého michani
50 % a 10 % (w/w) roztok hydroxidu sodného az naapgovanou hodnotu pH = 9,5. Hodnota
pH byla pabézné zjistovana pomoci pH metru. Vysledny pufr vznikl smiserd00 ml
roztoku kyseliny borité vytitrované hydroxidem sgdn a gedem pipraveného roztoku
50 ml 50 mM SDS, ktery byl fjpraven rozpugnhim odpovidajiciho mnozstvi SDS

v deionizované vod
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3.3 Instrumentace a experimentalni podminky

V&echny analyzy byly provedeny naigiroji pro kapilarni elektroforézu HBCE
s detekci s diodovym polem DAD (Agilent Technolagig/aldbronn, Mmecko) a s detekci
laserem indukované fluorescence LIF (Picometricajlduse, Francie) pracujictigxcitani
vinové délce 488 nm. VInova délka pro UV detektglalnastavena na 200 nm (obr. 7). Byla
pouzita nepokrytailemennda kapilara s viitim ptimérem 50um. (MicroSolv Technology,
Eatontown, NJ, USA), jejiz celkova délka byla 70r8. Efektivni délka kapilary byla 20,5
cm (pro UV detektor) a 54,8 cm (pro LIF detektdtazeta s kapilarou byla temperovana na
25 °C a pi zkoumani vlivu teploty na fibéh analyzy byla postugrtemperovana na 40 °C a
60 °C. Davkovani probihalo po dobu 5 s tlakem 5@mBplikované sepatai nagti bylo
30 kV.

Pred prvnim pokusem byla kapilara proplachnuta 0,50ktokem NaOH po dobu
2 minut a nasledndeionizovanou vodou po dobu 3 minute® kazdou analyzou pak byla
kapilara proplachovana pufrem po dobu 5 minut. ¥eSkproplachovani kapilary bylo
provadno tlakem 925 mbar.

Obr. 7: Fotografie fistroje HP?*°CE Agilent Technologies.
= — ey e
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vliv elektrolytu na chovani C-dots v kapilarnielektroforéze

Je Zejme, ze vybr elektrolytu je kléovym parametrem pro popis chovani
nana@astic v kapilarni elektroforéze. Jako prvni bylstéano pouziti boratového pufru
o pH 9,5. B analyze nangastic za pouziti boratu, vSak dochazelo k adso@dots na
povrchu kapilary a vysledky byly nereprodukovatelAésorpce nangstic byla potléena
pridavkem 50 mM SDS.

4.2 Srovnani elektroforegranii za pouziti DAD detektoru a LIF detektoru

Obr. 8: Elektroforegram s LIF detekci (a) a UV detgb).
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Z uvedenych elektroforegranje jasr vidét, Ze oba typy detekce jsou vhodné pro
identifikaci nan@astic, avSak LIF detektor dosahl lepSi meze detekizwic se jedna o

selektivni detektor pro fluoreskuji¢astice ¢imz se také zlepsil panS/N (signal/Sum).
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4.3 Efekt pridavkem NaCl

Jak jiz bylo zmigno, pro uspSnou analyzu C-dots je nezbytné pouziti SDS. Mezi
dalSi parametry ovliwijici chovani C-dots v kapilarni elektroforézetrpatoncentrace SDS,
teplota, a také iontova sila elektrolytu. lontoila slektrolytu byla upravenaipavkem NacCl
o koncentracich 10 mM, 25 mM a 50 mM. NaCl byl poyro swij bézny vyskyt

v biologickych vzorcich.

Obr. 9: Vliv iontové sily na gibéh analyzy C-dots.
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Z uvedenych zéznaimje patrny vliv iontové sily na pbéh analyzy. SniZujici se
rozptyl vrcholi s rostouci iontovou silou je praygbdobr zpisoben snizovanim tlotiy
elektrické dvojvrstvy na C-dots, coZ ma za naslesfelovanicastic. Krong toho je vidt, jak
se s rostouci iontovou silou&viditelné populace stwji do jedné zény, ktera vSak migruje o

poznani pomaleji, nez &wd sebe oddené zdny, které jsou patrné v elektroforegramu a).

Obr. 10: Zavislost zeny migrainihocasu na velikosti iontové sily.

70

60

50

(min)

40

7w

migra €éni ¢as

30

20

10

0] 10 20 30 40 50 60

koncentrace NaCl (mmol/l)

31



4.4 Efekt teploty

Nakonec byl testovan vliv teploty na chovani C-detkapilarni elektroforéze.
Testovani probihaloip teplotach 25, 40 a 60 °C, &V popisu termodynamické stability

zkoumanych nari@stic.

Obr. 11: Vliv teploty na pib¢h analyzy C-dots.
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Z uvedenych zaznaimje patrné, Ze s vySSi teplotou dochazi k rychlejjraci
nana@astic, coz je iejme¢ zpisobeno zrnou viskozity BGE. AvSak se zvySujici se teplotou
dochéazi k restrukturalizaci analyzovanych oblastiz se projevuje tim, Ze piky splyvaji

v jeden. Obeahtedy plati, Ze stabilita nati@stic je zavisla na teplot

32



Obr. 12: Zavislost z&ny migranihocasu na teplat
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5 ZAVER

V této praci je ukazano, Ze kapilarni elektrofor@redstavuje vykonnou techniku
pro charakterizaci kvantovychc¢ek, zejména bylo zkoumano chovéani C-dots, pro hgjic
detekci bylo vyuzito UV detektoru, ale také selekiho LIF detektoru.

Kapilarni elektroforéza dokaze poskytnout informacelivu iontové sily, teplat
nebo typu elektrolytu. Je to tedy vynikajici nasppm charakterizovani koloidnich suspenzi
nana@astic a lze ji vyuzit nap pro medicinalni €ely, zakladni vyzkum materidlové chemie a

jiné vyzkumné aplikace.
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7 SEZNAM ZKRATEK

BACE bioafinitni kapilarni elektroforéz
BGE nosny (zakladni) elektrolyt

CE kapilarni elektroforéza

CEC kapilarni elektrochromatografie
CGE kapilarni gelova elektroforéza
CIEF kapilarni izoelektricka fokusace
CITP kapilarni izotachoforéza

CZE kapilarni zénova elektroforéza
DAD detektor s diodovym polem

EOF elektroosmoticky tok

GC plynova chromatografie

HPCE vysokaiinna kapilarni elektroforéza
HPLC vysokatinné kapalinova chromatografie
IR infréerveny

LIF laserem indukovana fluorescence
MEKC micelarni elektrokineticka chromatafie
MRI magnetické rezonance

QDs kvantové diey

SDS dodecylsiran sodny

TEOS tetraethyl orthosilikat

TOP trioktylfosfin

TOPO trioktylfosfinoxid

uv ultrafialovy

VIS viditelny
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