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SOUHRN

Tato diplomova préace se zabyva studiem magnetickych nanocastic pomoci kapilarni
elektroforézy. Pozornost je vénovdna zejména vedlejSimu elektroforetickému efektu, ktery

vznika na rozhrani dvou zén s riznou specifickou konduktivitou.

V uvodu teoretické ¢asti je Ctenaf seznamen s nedavnym rozmachem oblasti
nanotechnologii. Nasledné jsou uvedeny rizné typy nanostruktur se zaméfenim zejména na
ty nejmensi — nanocastice. Podrobnéji jsou pak popsdny magnetické nanocastice zeleza a jeho
oxidl, vyznamné metody piipravy a také dulezité aplikace. Druha cast teorie se vénuje
elektromigraénim technikam, a to pravé kapilarni elektroforéze. Ctenati jsou piedlozeny
zakladni principy separace pomoci kapilarni elektroforézy. Dale je uveden princip
prekoncentracnich technik, které vyuzivaji vznik gradientu riznych specifickych konduktivit.
Zavér teoretické Casti je vénovan pruniku obou oblasti, tedy vyuziti kapilarni elektroforézy

k analyze nanomateriall a nanocastic.

Experimentalni ¢ast popisuje chovani karboxylovanych nanocastic maghemitu
v prostredich s riznou iontovou silou. Nanocastice byly analyzovany v elektrolytech s nizkou
i vysokou iontovou silou a jejich chovani bylo zkoumano i z pohledu riizné doby davkovani.
Experimenty prokéazaly prekoncentaci nanoCastic na rozhrani zoén, které se liSily svoji

specifickou konduktivitou.



SUMMARY

This diploma thesis deals with the analysis of magnetic nanoparticles using capillary
electrophoresis. Attention is given mainly to an electrophoretic side-effect occurring at the

interface between two zones with different specific conductivity.

The introduction of the theoretical part presents to the reader recent expansion of the
field called nanotechnology. Subsequently there are listed different types of nanostructures
with the focus on the smallest ones — nanoparticles. Later magnetic iron nanoparticles and
nanoparticles of iron oxides are described in more detail as well as the significant methods of
preparation and also important applications. The second part of the theory deals with
electromigration methods, namely capillary electrophoresis. The general principles of
separation by capillary electrophoresis are put forward to the reader. Further more the
principle of pre-concentration techniques using the gradient of different specific
conductivities is described. The conclusion of the theoretical part deals with the intersection
of these two areas: the use of capillary electrophoresis for analysis of nanomaterials and

nanoparticles.

The experimental part describes the behaviour of carboxylated maghemite
nanoparticles in the media with different ionic strengths. The nanoparticles were analysed in
electrolytes with low and high ionic strength and their behaviour was also investigated from
the perspective of the injection time difference. The experiments confirm the pre-
concentration of nanoparticles at the interface between zones with different specific

conductivity.



Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem tuto praci vypracovala samostatné. Veskeré zdroje, které jsem

pouzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Souhlasim s tim, ze prace je prezenéné zpfistupnéna v knihovné Katedry analytické

chemie Ptirodovédecké Fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

V Olomoucidne .......ccooevvvviii..

Vlastnorucni podpis



Podékovani

Chtéla bych timto pod¢kovat zejména vedoucimu mé prace docentu RNDr. Janu
Petrovi, Ph.D., za jeho odborné vedeni, cenné rady, trpélivost a pozitivni piistup, které mi po
celou dobu poskytoval. Dale bych také rada podékovala Regionalnimu centru pokrocilych
technologii a materiald za poskytnutou pomoc a materidl vrédmci projektu
CZ.1.05/2.1.00/03.0058.

Eva Pospisilova



OBSAH

Lo UVOD ittt 7
2. TEORETICKA CAST .....ccooviiiiiiiieiieeiieisissies s 8
2.1 Od hiStOTI€ PO SOUCASTIOST w..vvuvviierisiesisiesesiesessesesiesessessssesae e sse e sessesessesseseseesessns 8

2.2 NANOMALEITALY ...vvcvvveieiiiiecie ettt nee 9

2.2. 1 NanoCAStICE — 0 Do s 10

2.2.2 Nanocastice zeleza a Jeho oXidl.......cccovviiiiiiiiiiiiic e 11

2.2.3 Ptiprava nanocastic Zeleza a jeho oxXidill.........cceeviiiiiiiiini i 12

2.2.4 Stabilizace a modifikace NanOCASIC .......cvvviiiiiiiiiiii e 14

2.2.5 Aplikace magnetickych NanoCASLIC .......oovieiieiiiiiiesieeee e 16

2.3 Kapilarni elektromigracni teChniky .........ccocoveiiinciiincreee s 20

2.4 Instrumentace kapilarni elektroforézy ... 21

2.5 Zakladni fyzikalni principy kapilarni elektroforézy ..., 22

2.5.1 Elektroosmoticky tOK (EOF) .......cccouiiririiiieine e, 22

2.5.2 Zeta-potencial jako charakteristika koloidniho systému .............cc.cceveneenen, 24

2.6 Prekoncentrace v kapilarni elektroforéze...........ocoereenienncescsseesce s 26

2.6.1 On-line prekoncentrace — StaCking .........ccccvvviirieieiieneie e, 26

2.7 Nanomaterialy v kapilarni elektroforeze............ccoovvvvcccececececeeeeeee e 28

2.7.1 Separace nanocastic kapilarni elektroforézou ...........coocviveiiniiiiciiiennn, 29

2.8 Stacking — vedlejsi jev ovliviujici charakterizaci NANOCASHC ....ovevevevrreeererneeeereenen. 30
CILE PRAGCE ...ttt 31
EXPERIMENTALNIE CAST .....ccc.ooviiiiniiieese s 32

4.1 ChEMIKANIE ...t 32

4.2 TECNNIKY .....coiuiiiiiieiriiceie ettt 32

5. VYSLEDKY A DISKUZE.........cooiiiiieeeeeeeeeeteeeeseeessesenesses s seses s sssssenans 34
5.1 Homogenni eleKtrick€ POle..........cierce s 35

5.2 SEACKING .....cvetiiictee et ee 37

5.3 KatiONtOVE CASTICE ..vvviurererieriirerisiesistesesteestesestees e sessesassessesesseseseesesseseseesessesessensssensnsenes 42

B.  ZAVER ....oooiiiiiieeiieie e 46
7. POUZITA LITERATURA ..........coooiiiiiiieienisiee s 47



1. UVOD

V bézném zivot€é se setkavame s meéfitkem nékolika centimetrd, metri nebo
I kilometrti, co se ale stane, kdyz se véci zmen$i pod nami vnimatelné hranice? Budou

opravdu malé, tak malé, Ze zaCnou platit zcela jina pravidla pro jejich vlastnosti i chovani.

Mezi nejzkoumangj$i objekty tohoto nového ,nanosvéta” patfi nanocastice,
nanotrubky, nanovrstvy a dals$i. Unikatni vlastnosti téchto struktur maji velky potencial pro
aplikace v pramyslu, medicing, elektrotechnice i zivotnim prostfedi. Abychom vSak mohli
pln¢ vyuzit tyto nové moznosti, je dilezité vyvinout postupy a techniky, které ndm pomohou
popsat a pochopit chovani v rozmérech nékolika nanometr. Jednou z takovych technik je
prave kapilarni elektroforéza, kterd nam umoznuje popsat nékteré vlastnosti nanocastic, avSak
musime piihlédnout k vznikajicim elektroforetickym jeviim, abychom byli schopni vysledky

spravné interpretovat. Jen spravné a presné informace nas mohou posunout zase o kousek dal.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Od historie po soucasnost

Pouzivani nanotechnologii neni takovou novinkou, jak by se nam mohlo zdat. Dne$ni
koloidni roztoky, byly objeveny vlastné uz v patém ¢i Ctvrtém stoleti pred nasim letopoctem,
odkud pochéazi zminka o tzv. rozpustném zlatd. Egyptané a Cifiané pouZivali tuto latku
K vyrobé rubinového skla, ale také k 1é¢b& uplavice nebo epilepsie - prvni medicinské
aplikace'. Ze 4. stoleti nascho letopoctu se dochovaly Lykurgovy pohéry (Obr. 1), které jsou
barveny unikatni a neznamou technologii. Na obrézku je ten samy pohar, avsak jednou je
pozorovan pii svétle odrazeném (vlevo) a poté je zdroj svétla umistén uvnitt (vpravo). Pii
analyze slozeni skla bylo zjisténo, Ze sklo obsahuje velmi podobné slozeni jako moderni skla
(SiO,, Na,0O, Ca0), avsak navic jsou pritomny nanokrystaly o velikosti cca 70 nm, které jsou
slitinou zlata a stiibra v poméru 3:7. Pravé tyto krystaly jsou pfi¢innou zvlaStniho barevného

efektu, technologie jakou bylo toto sklo vyrobeno, viak ziistava zahadou®.

Obr. 1: Lykurgovy pohéry?

V poloving 19. stoleti vznika pojem koloid a s nim i koloidni roztoky kovii. Za zminku
stoji rok 1857, kdy Faraday pfipravil koloidni zlato redukci vodného roztoku
tetrachlorozlatitanu. O sto let pozdé€ji pfisel nositel Nobelovy ceny za fyziku Richard

Feynman se svoji piednaskou There is plenty of room at the bottom, a revoluce zacala®.



Nésledoval pojem nanotechnologie ve smyslu manipulace sobjekty na atomarni
amolekulové drovni, ktery poprvé vyslovil N. Taniguchi®. V roce 1981 byla piedstavena
skenovaci tunelova mikroskopie (STM), ktera umoznila 3D zobrazeni s atomarnim rozliSenim
a jeji autofi G. Binning a H. Rohrer za ni dostali o pét let pozdéji Nobelovu cenu. Dalsi
Nobelova cena v této oblasti byla udélena v roce 1996 za objev fullerenu®. Posledni Nobelova
cena je pak z roku 2010, a to za objev grafenu, coz je monoatomarni grafitova vrstva a prvni
stabilni 2D struktura. Grafen byl objeven v roce 2004 K. Novoselovem a A. Geimem. Véda se
pomoci litografickych technik dostala na hranici 50 nm a pokracovala dal. Diky ,,bottom up*
postuptim, pfi kterych se jako stavebni jednotky pouzivaji samotné atomy a molekuly, byly

v v . v . 01,7
vytvoreny struktury o rozmérech jen nékolika nanometrti™'.

2.2 Nanomaterialy

Mezi nanomaterialy obecné fadime struktury, jejichz alespon jeden rozmér je pod
hranici 100 nm. Podle tohoto kritéria tedy délime nanomaterialy na:
e 0-dimenzionalni — 0 D — tedy vSechny tii rozméry jsou v rozsahu nm: nanoc¢astice
e 1-dimenzionalni — 1 D — dva rozméry jsou v rozsahu nm: nanovldkna, nanodraty
a nanotrubky, nanopéna
e 2-dimenzionalni — 2 D — pouze jeden rozmér je v rozsahu nm: nanovrstvy, grafen

e 3-dimenzionalni — 3D — nanodiamanty, amorfni uhlik, nanolisty

Unikatni vlastnosti nanomaterialt je jejich obrovsky aktivni povrch. Se zmenSujici se
velikosti se totiz zvétSuje pomér atomll na povrchu k atomim uvnit (pomér povrch/objem),
tato vlastnost se vyuziva zejména v heterogenni katalyze (Obr. 2). Pod 100 nm jiz neplati

klasické fyzikalni zékony a prevladaji kvantové jevy, ptikladem jsou kvantové teéky7'8.



92 % 76 % 63 % 52 %

Obr. 2: Pomér atomi na povrchu/v objemu se zmensujici se velikosti &astice”

2.2.1 Nanocastice— 0D

Jak uz bylo fe€eno, nanocastice jsou objekty, které maji vSechny tii rozméry pod
hranici 100 nm. D¢lit nanocastice muzeme podle jejich sloZeni, nebo podle jejich struktury.

Uvedeme n&kolik vyznamnych zastupci z obou déleni™.

Struktury, které fadime mezi nanocastice, miZeme rozdé€lit podle sloZeni a jejich

vyznamnych aplikaci na:

o fullereny: vyuzivaji se pro transport latek, po dopovéni alkalickym kovem
supravodivé vlastnosti,

e stiibrné nanocCastice: prokdzané antibakteridlni ucinky, vyuziti pro povrchove
zesilenou Ramanovu spektroskopii (SERS),

e magnetické nanocastice (MNPs): kontrastni latky pro MRI, cileny transport 1é¢iv,

magneticka fluidni hypertermie, ¢isténi odpadnich vod.

Dale je miZzeme délit podle jejich struktury na:

e nanokrystaly — jedna se o ¢astice, ve kterych jsou atomy k sobé vazany kovalentnimi
silami,

e nanoklastry — atomy ¢i molekuly jsou k sob& vazany slabymi interakcemi,

e kvantové teCky — polovodi¢ové castice, piikladem jsou nanocastice CdSe, u kterych
dochézi k modrému posunu emitovaného zafeni; ¢im mensi ¢astice pfijimaji energii,

tim niz8i vinovou délku emituyji.
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V experimentalni ¢asti jsme pouzili karboxylované nanocastice oxidu zeleza, které
patii mezi magnetické nanocastice (MNPs). Nanocasticim Zeleza a jeho oxidim je proto

vénovéna nésledujici kapitola™*!.

2.2.2 Nanocastice Zeleza a jeho oxidu

Nanocastice zeleza se v piirodé bézné vyskytuji v podobé oxidt. V lidském téle jsou
soucasti proteinu feritinu, ktery ma 3D strukturu s nano Fe,Os uprostied. Dalsim ptikladem
jsou magnetotaktické bakterie (Obr. 3), které jsou schopny nanocastice zeleza dokonce samy
syntetizovat. Samotna bakterie méfi asi 1 um a vyprodukované nanocastice pak maji velikost
okolo 20 nm. Téméf amorfnim pfirodnim materialem je pak ferrihydrit FesHOg X 4H,0, ktery
vznika sraZenim, a astice maji velikost 3 — 6 nm, specificka plocha povrchu je pak 320 m%/g.
V dilnich vodach najdeme oxidy Zeleza v podob& nanominerali, velikost téchto nanocéstic se
pohybuje okolo 50 nm. Oxidy zeleza vSak byly nalezeny i na Marsu, a to v podobé

nanokrystalg'?.

Obr. 3: Magnetotaktickd bakterie, uvnitf magnetosomy; magnetosomy jsou orientovany

v piimce sever-jih; obrazek pofizen transmisni elektronovou mikroskopii®®

Laboratorn¢ ¢i pramyslové pfipravujeme oxidy zeleza napiiklad zihanim jiz
zminéného ferrihydritu. V zavislosti na zvolené atmosféfe dostaneme jednu z nasledujicich

modifikaci: hematit, magnetit, maghemit, nebo tzv. Hiagguv karbid. Redukci kapalné faze
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borohydridem pak pfipravime nanocastice nulamocného Zeleza, které je vysoce reaktivni a na
vzduchu hofi na smés Fe,O3, FesO4 a zbytek Fe®. Dalsi formy zeleza, ktera se ptipravuji ve
formé& nanocastic jsou tzv. feraty. Jedna se o souhrnny ndzev pro zelezo ve vyssich oxida¢nich

stavech: zeleziCitany (IV), zelezi¢nany (V) a Zelezany (VI)ll’lz.

2.2.3 Priprava nanocastic Zeleza a jeho oxidi

Obecné mluzeme postupy piipravy vSech nanocastic rozdé€lit do dvou kategorii:
bottom-up a top-down. Postupy top-down vyuzivaji jako vychozich latek bézné dostupné
makromateriély, pomoci napiiklad mechanické aktivace se rozemelou na prasek, jehoz Castice
maji rozméry nanometrd. Zvlastnim piipadem mleti je kryogenick¢ mleti, kdy se
makromaterial nejprve hluboce zmrazi. Dalsim postupem v této kategorii je exfoliace
(chemické leptani), timto zptisobem se vyrabi grafeny. Pro vyrobu nanocastic oxidu Zeleza je
vsak dulezita termicky indukovana dekompozice Fe-prekurzorti v pevné fazi, tyto postupy

jsou také znamé jako prekurzorové syntézy®'°.

Mezi bottom-up pfiistupy patii velké mnozstvi metod, které vyuzivaji atomy
amolekuly a znich pfislusnou metodou vznikaji nanoéastice. Casté jsou pyrolyzy, tedy
termické rozklady bez pfistupu kysliku, pfikladem je sprejova pyrolyza (termicky rozklad
aerosolil), mikrovinna pyrolyza, nebo pyrolyza vodnych roztokd ¢i organometalickych
prekurzort. Dal§imi postupy jsou mikroemulzni a sol-gel techniky, nebo sonochemické
syntézy, pii kterych se vyuziva ultrazvuk. Za zminku jesté stoji precipitacni a hydrolytické

postupy, stejné tak jako chemické depozice par14'15.

Pro pripravu nano&astic oxidii Zeleza a také &astic Zeleza Fe® jsou vyznamné
nasledujici postupy:
e Vysokoteplotni transformace ferryhydritu FesHOg x 4H,0, tento nanokrystalicky az
amorfni materidl Ize reakcemi v pevné fazi reprodukovatelné transformovat na
nanocastice Zeleza a jeho oxidil. V zavislosti na pouzité atmosféte pak dostaneme

nasledujici produkty®*®:

o zihani na vzduchu — hematit (a-Fe,03),
o Zzihéani ve vakuu — magnetit (Fe3O4),
o Zzihani za pfitomnosti vodiku — o-magnetit (a-Fe30,),

o Zzihani za pfitomnosti ethylenu — Héaggtiv karbid (Fe;Cs a FeyoCo).

12



Redukce kapalné faze neboli redukce borohydridem:
o Fe*(H,0)s + 3BH, + 3H,0 — Fe® + 3B(OH)3 + 10,5H,

Prekurzorové syntézy — zasadnim krokem u téchto metod je vybér parametrd, pii
kterych bude syntéza probihat a samoziejmé vybér samotného prekurzoru. Vysledny
produkt totiz zavisi na: atmosféfe, teploté, Case, chemickém slozeni a struktuie

prekurzoru, stejn¢ jako na morfologii, velikosti a vrstvé jeho Sastic'®,

o Rizeni syntézy pomoci morfologie prekurzoru — v tomto postupu se vyuZiva
FeC,04/Fes(C204)3 ve forme hranolki, ty¢inek a vrstev. Kazda z téchto forem
se pii 180 °C na vzduchu méni v a-Fe,O3. Diky rizné morfologii vychozich
latek maji produkty unikatni povrchové, sorpéni a katalytické vlastnosti a také

rozdilné hysterezni smy&ky .

o Rizeni pomoci vrstvy prekurzoru — v tomto postupu se vyuziva jako vychozi latka
Fe (CH3COOQ)y,, ze které pii teploté 245 °C vznika Fe,03. Pokud je vrstva vychozi
latky pouze 50 mg, pak bude vznikat a-Fe,Os, avsak pii vrstvé 500 mg vznika y-

Fe,0s. Vrstva materialu tedy tidi mechanismus reakce v pevné fazi®.

o Rizeni pomoci velikosti astic prekurzoru — zde je vychozi latkou Pruska
modr, Fes[Fe(CN)g]s, pii teploté 250 °C na vzduchu vznikd Fe;Os. Jestlize
maji Castice vychozi latky velikost 100 nm, pak bude vznikat y-Fe,O3. Pokud
pouzijeme formu s ¢asticemi o velikosti 100 um, pak vznikne 3-Fe,O3. Reakce
pak vypada takto: FesFe(CN)g]s + 21/4 O, — 7/2 Fe,03 + 9 (CN),. Tento
postup byl vroce 2006 patentovan profesorem Radkem Zbotilem (katedra
fyzikalni chemie, UP)!*%,

o Rizeni pomoci atmosféry — vychozim materialem je goethit a-FeO(OH), ktery
je zihan ve formovacim plynu. Pokud je pfitomna atmosféra vzduchu pak
vznika a-Fe;0s, jestlize pouzijeme vodni paru, pak vzniknou a-Fe Castice
s obalem FeOOH a velikosti asi 20 nm. Za piitomnosti atmosféry dusiku s 2 %
kysliku budou vznikat ¢astice Fe/FeO, které maji velikost asi 10 nm a jsou

y N 21,22
slozeny z a-Fe ¢astice a FeO obalu™“*.
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Obecnym problémem po piipravé nanocastic je jejich stabilizace, vétSinou maji
tendenci agregovat, nebo se pasivovat vrstvou oxidu. Piikladem jsou pravé castice, které
vznikaji v poslednim zminéném postupu, jedna se o tzv. core-shell ¢astice, které maji jadro a
kolem n&j slupku z oxidu (Obr. 4). Stabilizace a rizné modifikacemi povrchii nanocastic

budou popséany v nésledujici kapitole.

Obr. 4: Core-shell ¢astice (obrazek potizen transmisni elektronovou mikroskopii)23

2.2.4 Stabilizace a modifikace nanoéastic

Stabilizace nanocéstic je dilezitd pro zachovani vyjimecnych vlastnosti, které souvisi
s jejich malymi rozméry. Pfikladem mohou byt katalyzatory, kde je velice dillezity obrovsky
povrch praskovych materialt, jestlize dojde ke koagulaci katalyzatoru, pak se aktivni povrch

zredukuje a ucinnost se vyznamn¢ snizi.

Mechanismy stabilizace:
o Elektrostaticka stabilizace povrchové adsorbovanymi aniony,
e stéricka stabilizace piitomnosti velkych funk¢nich skupin,
e kombinace predchozich dvou s elektrostérickou stabilizaci,

e stabilizace ligandem nebo rozpoustédlem.

Elektrostaticka stabilizace

Tento typ stabilizace se provadi rozpouSténim iontd halogenidi nebo tieba
karboxylatt ve vodném roztoku. Nasledné se tyto ionty navazi na povrch kovové nanocastice

Mrwe

a spolu s protionty vytvofti elektrickou dvojvrstvu. Tato dvojvrstva je pfi¢innou elektrostatické

14



repulze mezi Casticemi, je-li elektricky potencial dvojvrstvy dostate¢né silny, pak bréani
agregaci. Koloidni roztoky stabilizované touto metodou jsou vsak velice citlivé na vlivy, které
mohou narusit elektrickou dvojvrstu, napf. iontova sila, teplota. Ke zjisténi ucinnosti
elektrostatické stabilizace se pouziva jednoduchd metoda méfeni vinové délky plasmonové
rezonance. Pokud dojde k agregaci vlivem naruSeni dvojvrstvy, dojde také ke zmén¢ vinové

r v ’ . ;1 Y ’ . ror N QLo T -3
délky, naruseni dvojvrstvy se pak provadi zvysenim iontové sily roztoku piidavanim soli”.

Stéricka stabilizace

Stéricka stabilizace vyuziva makromolekul (dendrimery, polymery, oligomery atd.),
které kolem ¢astice vytvoii ochrannou vrstvu. Tato metoda mize byt pouzita i v organickych

rozpoustédlech, na rozdil od metody pfedchozi.

Tento typ stabilizace je dulezity zejména v piipadech, kdy chceme zkoumat
nanocastice v prostfedi s vyssi iontovou silou (simulace fyziologickych tekutin, které maji
iontovou silu az 150 mM), tedy jejich chovéani pro bioanalytické aplikace. Takovymi
nanocasticemi jsou napiiklad oxidy Zeleza, pfipadné core-shell ¢astice Fe/Au. Stabilita téchto
¢astic v doionizované vodé je dana elektrostatickou stabilizaci, avSak jestlize chceme jejich
magnetoforetické vlastnosti zkoumat v prostifedi s vyssi iontovou silou je nutna stéricka
stabilizace, ktera zabrani vlo¢kovani ¢astic. Stabilizace se provadi modifikaci povrchu €astic
pomoci kovalentni vazby, pfipadné jiné silné specifické interakce mezi povrchem nanocastice
a stabilizatorem?!. Nejcast&jsimi stabilizatory jsou: dextran a jeho derivéty, polyethylen
glykol (PEG), Plyronic F127 a dalsi. Piikladem modifikovanych ¢astic jsou pak Castice
Fe,O3;@PEG-COOH (Obr. 5).

= repulze
B - -

Obr. 5: a) elektrostaticka stabilizace nano&astic, b) stérické stabilizace koloidii kovi®
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Elektrostéricka stabilizace

Zde se spojuji obé predchazejici metody. Jako stabilizatory jsou pouzivany
organokovy nebo iontové detergenty. Pouzité slouceniny stabilizuji ¢astice pomoci stérické
repulze — objemné molekuly navazané na povrch ¢astice, navic vSak maji tyto slou¢eniny na
sob¢ polarni skupiny, které umoznuji vznik elektrické dvojvrstvy a tim i elektrostatické

repulze.

Stabilizace ligandem nebo rozpoustédlem

Pii stabilizaci ligandem se vyuziva koordinace ¢astice kovu s ligandem, dochazi ke
koordinacni vazbé, podobné jako u komplexnich sloucenin. Jako ligandy pfi této stabilizaci

slouzi naptiklad fosfiny, aminy a také thioly spolu s jejich derivaty.

Dalsi pouzivanou metodou pro soli kovil 4. — 11. skupiny periodické tabulky prvki je
stabilizace rozpoustédlem. Takto pfipravené koloidy kovi jsou pak snadno izolovatelné jako
praskovy material, ktery je téméf monodisperzni. Vytézky jsou pomérné vysoké a koloidy se

daji pfipravit i ve vétsim méftitku.

2.2.5 Aplikace magnetickych nano¢astic

Mezi vyznamné aplikace magnetickych nanocastic patii jejich pouziti v technologiich
sanace odpadnich, podzemnich i pitnych vod. Jedna se zejména o odstrafiovani nebezpe¢nych
perzistentnich polutantd pomoci astic Fe’, technologie byla patentovana v roce 2008 (prof.
Zbofil, katedra fyzikalni chemie, UP)?. Tento postup vyuziva Gastice nulamocného Fe, které
jsou ptipravovany velkokapacitni vyrobou a jsou vyuzivany k odstranéni téchto latek: As, U,
Se, téZkych kovi, chlorovanych uhlovodikt, fosfore¢nanti a také herbicidii. Obecné se jedna o
redukéni technologie ¢isténi vod (Obr. 6). Polutanty reaguji s ¢asticemi Zeleza rtiznymi
zpusoby: precipitace na povrsich, sorpce, redukce, oxidace atd. Dale se Fe’ vyuziva na
oxida¢né-sorpcni odstranéni estrogent z odpadnich a povrchovych vod nebo degradaci
yperitu. Tyto ¢astice maji vhodny rozmér, diky Uzké velikostni distribuci 30-100 nm a jsou
stabilizovany pomoci ekologicky Setrného stabilizatoru Tween 80. Tento stabilizator
zabranuje agregaci a mimo jiné také umoziiuje dobré migraéni vlastnosti v horninovém

prostfed127’28'29.
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Pb#, Cd#, Cu?

Obr. 6: Piiklad uziti nano&astic Fe pro odstranéni t&zkych kovi z vod®

Reakce Fe® s uhlovodiky Fe® + H,0 + RX — RH + Fe?* + OH™ + X" m4 dva mechanismy:
e Reduktivni B-eliminace spociva v odstranéni dvou atomi halogenu vdzanych na dvou
sousednich atomech uhliku a vytvotfeni nasobné vazby mezi t€émito uhlikovymi atomy.
Tato reakce prevazuje.

e Sekvencni hydrogenolyza, pii které dochazi k nahrazeni atomu halogenu ve vazbé C-

X atomem vodiku: RX + 2e + H" — RH + X_.

Nanocastice Zeleza se dale vyuzivaji jako G€inna zbrail proti sinicim. Jejich vyhodou
je vysoka selektivni toxicita proti sinicim a zaroven o 2-3 tady niz$i toxicita vuc¢i dafniim,

vodnim rostlinam a zivogichtim®+%,

Dalsimi slouceninami Zeleza, které se vyuzivaji v environmentalnich aplikacich,
idealni pro oxida¢né-sorpéni technologie, jsou feraty. Jedna se o Zelezo v oxida¢nim stavu IV,
V, VI, které ma stejné oxida¢ni u¢inky jako manganistan draselny, ale je Setrnéjsi K Zivotnimu
prostiedi, protoze vznikaji oxidy zelezité. Dulezité jsou zejména zelezany (VI), a to pfi
odstraniovani téchto polutanti: chlorovanych uhlovodikl, polycyklickych aromatickych
uhlovodikii, barevnych pH indikatori, antibiotik, dusi¢nanti, arsenu, tézkych kovu,
radionuklidd, sirovodiku, kyanidd, dusikatych slou¢enin, huminovych Kyselin, organo-sirnych

latek, sifi¢itand a thiosifiCitan. Pfikladem je Zelezan draselny, ktery se pouziva pro
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odstranéni arsenu a kyanidii. Samotny mechanismus odstranéni polutantii pomoci ferata lze
popsat jako strukturni zabudovani polutantu do povrchové vrstvy, zde vznikne samostatna
faze, ktera je nasledné piekryta dal$i povrchovou vrstvou a nedochazi pak ke zpétnému

vymyvani, jak je to tomu u technik, kdy se latka pouze sorbuje na povrch®3,

Nanocastice oxidl Zeleza se vyuZzivaji pii katalytickych a fotokatalytickych reakcich.
Pouziti a-Fe;O3 je zalozeno na nanokrystalickych filmech hematitu dopovanych atomy cinu,
které¢ slouzi jako zdroj pro vysoce ucinné fotoelektrony pro piimé solarni Stépeni vody.
Nanocastice hematitu jsou také doposud nejucinngjsim katalyzatorem rozkladu peroxidu
vodiku, pii této reakci hraje zasadni roli krystalinita ¢astic. Jako magneticky fotokatalyzator
se pouziva y-Fe,03/TiO,. Samotny oxid titani€ity, ktery se pti fotokatalyze pouziva je toxicky
a jeho postprocesni separace z vodniho prostiedi je nakladna. Tento problém byl vyfeSen
navazdnim magnetickych nanoc¢éstic, které umoznuji snadné odstranéni pouzitého
katalyzatoru pomoci magnetu. Takto modifikovany fotokalyzétor je opétovné pouzitelny a

jeho uginnost je srovnatelna s komer&nim a nemodifikovanym katalyzatorem®.

V medicing se vyuziva nékolik aplikaci magnetickych nanocastic (Obr. 7). Vyznamné
je nové peroralni kontrastni ¢inidlo na bazi bentonit/y-Fe,O3 pro MRI diagnostiku dutiny
bfisni, patent z roku 2009 (prof. Zbofil, katedra fyzikalni chemie, UP)*". Toto ¢inidlo jiz
proSlo uspésné klinickymi testy. Bentonit je biokompatibilni, biodegradabilni, netoxicky
jilovity alumino-silikatovy material s vrstevnatou strukturou, ktery ma obrovskou sorpéni

kapacitu diky velké plose povrchu®2°

. Dal$im pouzitim nanocastic y-Fe,Oj3 je cileny transport
lé¢iv. Castice (cca 30 nm) slouzi jako magnetické nanonosie, které maji povrch
modifikovany kyselinou palmitovou. Vyhodou takto modifikovanych castic je jejich vysoka
koloidni stabilita i pfi velké iontové sile a zvySené teplote, nizka in-vitro cytotoxicita a nizka
micelarni koncentrace. Princip cileného transportu je jednoduchy: magnetem se Castice
navedou do mista, kde ma 1é¢iva latka navdzana na jejich povrchu pusobit a zde se uvolni.
Uvolnéni latky se vétSinou provadi tak, ze se v kratké dobé méni magnetické pole, Castice
reagujici na tuto zménu se zacnou zahfivat a tim se zacne 1é¢ivo Z jejich povrchu uvolnovat.
Mnozstvi 1é¢ivé latky dopravené aZ na misto urceni timto zpiisobem je o nékolik desitek
procent vys§i, nez pii podavani klasickymi metodami, kde dochazi ke ztratdm v krevnim
feCisti nebo travici soustavé. Magnetickych vlastnosti se dale vyuziva pti tzv. magnetické
fluidni hypertermii®®*!. Zde se pouzivaji nanocastice FesOs, které diky svym rozmérim

nedisponuji magnetickymi doménami, ve kterych by byly jednotlivé magnetické momenty
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orientovany stejnym smérem. Kazda ¢astice ma pouze jeden magneticky moment, jedna se
tedy o jednodoménové castice, disledkem je pak superparamagneticky stav, kdy davaji
castice velkou magnetickou odezvu a jsou snadno ovlivnitelné magnetickym polem.
Rychlymi zménami magnetického pole se Castice zahteji na teplotu, kterd neublizi zdravym
buiikam, ale ni¢i rakovinné builkky. Podobné je to u tzv. nanostfel, zde se nevyuziva
magnetickych vlastnosti, ale ¢astice se také zahtivaji. Konkrétnim ptikladem jsou kifemikové
nanocastice obalené zlatem, na povrchu modifikované tak, aby se uchytily na rakovinnou
buriku, po uchyceni ptisobi na ¢astice laser a zahieje je na teplotu 55 °C, pii které dochazi

k destrukci rakovinnych bun&k, zatimco zdravé buiiky tuto teplotu snesou™.

Source: Nanomedicine ® 2009 Future Medicine Ltd

Obr. 7: Schéma pouziti MNPs v medicing; zobrazeni pomoci MRI, 1é¢ba pomoci magnetické

fluidni hypertermie®

Za zminku stoji také pouziti nanocéastic v kosmetickych piipravcich s UV filtry,
v pramyslovych barvivech a také jako ptisady do barevnych skel. V soucasné dob¢ se vénuje
velké pozornost kolmému zaznamu informace, ktery v budoucnu umozni zvyseni informacni

hustoty a tim zcela nahradi dosavadni podélny zaznam informace u magnetickych hard diska.
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2.3 Kapilarni elektromigracni techniky

Kapilarni elektroforéza (CE), nebo také vysokoucinna kapilarni elektroforéza (HPCE)
ma nékolik provedeni - moda. Spolecnym znakem téchto moda je kapilara, ve které dochazi
k separaci. Utinnost stovek tisic az milionti teoretickych pater a také citlivost femtomol-
zeptomol (10™"°- 10! mol) délaji z kapilarni elektroforézy nejudinngjsi a nejperspektivngjsi
analytickou separa¢ni techniku. Kombinaci Kkapilarni elektroforézy s dalsi separacni
technikou, jako je naptiklad chromatografie, se Gi¢innost separace jest¢ zvySuje a vznikaji tak

nejrizngj§i kombinace s ostatnimi analytickymi metodami®’.

Jako kapilarni elektromigra¢ni techniky jsou oznac¢ovany nasledujici metody:

e Z0Onova elektroforéza (CZE),

e izotachoforéza (CITP),

o izoelektricka fokusace (CIEF),

e elektroforéza v sitovacich prosttedich, klasickych agarosovych i polyakrylamidovych
gelt (CGE) i v kapalnych sitovacich médiich (SDS-elektroforéza bilkovin),

e Dbioafinitni elektroforéza,

e micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC) - kombinace
s chromatografickymi technikami,

e Kkapilarni elektrochromatografie (CEC) -~ kombinace s chromatografickymi

technikami.

Kapilarni elektroforéza se klasicky vyuziva kanalyze vzorku za ucelem kontroly
Cistoty a kvality, miZzeme také analyzovat komplexni smési, jako jsou biologické tekutiny
a zjistit pfitomnost jedd, lé¢iv apod. Dale je mozné sledovat s jeji pomoci biologické
a chemické pfemény, napiiklad pfemény metaboliti ¢i enzymatické reakce. Pro tuto
fyzikalné-chemicka charakterizace analytu. Mezi vlastnosti, které diky kapilarni elektroforéze
mizeme u analytu stanovit, patii: elektroforeticka pohyblivost, relativni molekulova
hmotnost, efektivni nédboj, disociaéni a asociacni konstanty, diftzni koeficienty a dalsi

charakteristiky***.
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2.4 Instrumentace kapilarni elektroforezy

Hlavnim atributem kapilarni elektroforézy je samoziejmé kapilara. Je kiemenna
(taveny kiemen) o vnitinim priméru 25 — 100 um a délce 50 — 100 cm, a vevniti pokryta
polyimidem. Alternativou mohou byt teflonové a sklenéné kapilary. Kapilara je naplnénd
elektrolytem nebo gelem, typicky objem je 1-10 ul, objem vzorku je pak 0,1 — 1 % objemu
kapilary (1-10 nl). Vyhodou kapilary je jeji relativné velky povrch vii¢i objemu, bohuzel je to
zaroven pricinnou vzniku Joulova tepla, a proto je nutné kapildru dobie chladit. DalS§im
problémem pak byva ¢isténi kapilary, neni totiz koncipovana na jednorazové pouziti a stava
se, ze dojde k jejimu ucpani nebo poskozeni povrchové modifikace. Vnitini povrch kapilary
a jeho modifikace jsou kli¢ovymi faktory pfi separaci, protoze tato plocha zajist'uje interakci
se vzorkem a elektroosmoticky tok, ktery je hybnou silou separace. Povrchové modifikace
vnitiniho povrchu kapilary se provadi bud” dynamicky, adsorbci nebo kovalentni chemickou

vazbou a miiZeme jimi ovlivnit separaci nebo také obratit elektroosmoticky tok*°.

Jak vyplyva z piedpony elektro-, dalsi dulezitou soucasti kapilarni elektroforézy je
zdroj elektrického napéti, které vytvari elektrické pole, ve kterém dochazi k migraci nabitych
Castic. Na konci kapilary se vétSinou nachazi detektor a mluvime pak o on-line detekci. Kvili
zminénym malym objemim vzorku je nutnd vysoka citlivost detektoru. NejpouzivanéjSimi
typy detektor jsou UV-Vis, fluorescen¢ni a vodivostni (Schéma 1). On-line detekce patii
mezi velké vyhody této techniky, protoze se tak eliminuji dalsi chyby spojené s detekci po
samotné separaci. Zjevnou vyhodou je také minimalni spotfeba vzorku a rychlost s jakou

separace probiha**’,

R vyhodnoceni signalu
detektor
davkovani vzorku
(zacatek prace)
vzorek
lektrolyt f elektrolyt (pufr
ee yt (pufr) zdroj napeti YL(pLIE)
30 kV

Schéma I: Instrumentace kapilarni elektroforézy
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2.5 Zakladni fyzikalni principy kapilarni elektroforézy

Separaci latek v kapilarni elektroforéze umoznuje nékolik veli¢in, které na vzorek
pusobi. Analyt obsahuje ionty, které maji naboj a ve stejnosmérném elektrickém poli se diky

nému pohybuji k piislusné elektrod¢, rychlost tohoto pohybu je dana vztahem:
m=V/E 1)

kde m je elektroforetickd mobilita (zna¢i se také jako pe), v je rychlost iontu/nabité ¢astice a E
je intenzita elektrického pole. Elektroforeticka mobilita je pro konkrétni ion v konkrétnim
prostfedi konstantni. Na nabitou ¢astici dale v kapilate plsobi dvé sily: sila elektrického pole
Fe a proti ni pusobici sila frikéni Fy, kterd souvisi s odporem prostiedi v kapilare.

Matematicky jsou tyto sily dany vztahy:

Fe=qE 2)
kde g je naboj ¢astice a E jiz zminéna intenzita elektrického pole.

F¢ = -6mnrv (3)

Kde r je hydrodynamicky polomér nabité ¢astice, n pak viskozita prostiedi.
Tyto sily ptisobi proti sobé a ovliviiuji pohyblivost nabité Castice, tedy jeji elektroforetickou

mobilitu a ta je pak popsana vztahem:

m = v/E = q/6mnrv 4)

Z uvedenych zavislosti mobility na prostfedi a silach, které na Castice plisobi, vyplyva, Ze
malé a vysoce nabité ¢astice budou mit hodnoty elektroforetickych mobilit vyssi, nez velké a

méng nabité &astice**.

2.5.1 Elektroosmoticky tok (EOF)
Elektroosmoticky tok je fyzicky tok kapaliny kapilarou, ktery je vyvolany pisobenim

stejnosmérného elektrického pole, je disledkem vlastnosti fazového rozhrani mezi
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pohyblivou (kapalnou) ¢asti a nepohyblivou (vnitini sténa kapilary) ¢asti kapilary. Vyhodou

EOF je plosny profil toku kapaliny v kapilédfe, ktery je dan malymi vnitinimi rozméry

a) )

Vv kapilafe (Schéma II).

b) ]

Schéma Il: a) laminarni proudéni v kapilaie (HPLC, CZE s potlacenym EOF), b) plosny profil
dany EOF v klasické CZE

Na vnitinim povrchu kifemenné kapilary jsou tzv. silanolové skupiny, zvolenim
vhodného pracovniho elektrolytu dosdhneme jejich hydratace. ,,Kysely‘ vodik silanolové

skupiny miiZze v zavislosti na pH vodného prostredi disociovat:

-SiOH + Hy0 — -SiO” + Hy0" (5)

Z rovnice vyplyva, ze po disociaci vznikne na vnitini strané kapilary piebytek
zaporného elektrického naboje, tento naboj je okamzité kompenzovan stejné velkym nabojem
kationtl z elektrolytu. Kationy jsou k vnitini strané kapilary siln¢ pfitahovany, tim vznika
Sternova elektrickd dvojvrstva. Sternova dvojvrstva je v dasledku silnych pfitazlivych sil
mezi ionty nepohybliva, jsou kni pfitahovany dal$i ionty z elektrolytu, sily které na né
pusobi, vSak nejsou tak silné a mluvime pak o difuzni dvojvrstvé, ve které ionty mohou
migrovat (Obr. 8).
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Obr. 8: Sténa kapilary s disociovanymi SiOH skupinami’

Po vloZeni stejnosmérného elektrického napéti zacnou ionty migrovat. Kationty
migruji smérem ke katodé a jsou odpuzovany od stény kapilary diky vrstvé anionti.
V disledku pohybu kationtli vcetné jejich solvatacnich obalti dochéazi k piesunu celého

objemu kapaliny v kapilafe smérem od anody ke katodé.

EOF je silné zavisly na pH, viskozité elektrolytu, jeho koncentraci a také dielektrické
konstanté rozpoustédla. Jak je patrné z vySe uvedeného pohybu celého objemu kapaliny
v kapilare, diky EOF lze separovat jak kationty, tak anionty, ¢astice bez naboje pak budou
tvofit samostatnou zénu. Je dulezité vytvotit pro EOF spravné podminky, protoze stejné tak

jako miize separaci urychlit, mize ji také zhorsit.

2.5.2 Zeta-potencial jako charakteristika koloidniho systému

Stejné jako na povrchu kapilary vznika elektrickd dvojvrstva i na povrchu ¢astic
s povrchovym nabojem dispergovanych v roztoku, obecné mluvime o koloidnim systému,
ktery dale charakterizujeme jako celek. Se vzniklou elektrickou dvojvrstvou rozlisujeme také
dva typy potencialovych rozdila - elektrochemicky potencidl a elektrokineticky potencial.
Elektrochemicky potencial je dan celkovym potencialovym rozdilem mezi povrchem ¢astice a
objemem kapaliny, jeho ptimym dusledkem jsou jevy spojené s vedenim elektrického proudu

a membrénové potencialy. Druhym typem je elektrokinteticky potencidl, nebo také zeta-
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potencial ({-potencial). Zeta-potencidl je potencialovy rozdil mezi objemem kapaliny a tenkou
vrstvou protiiontd poutanou k povrchu ¢astice, kterd je na rozhrani mezi kompaktni
(Sternovou) a diftzni ¢asti elektrické dvojvrstvy (Obr. 9). V objemu roztoku se zeta-potencial
snizuje po pridavku elektrolytu, kdy dochazi ke stlaceni diftizni vrstvy a vice iontl prechazi
do kompaktni vrstvy. Naopak pii fedéni systému se difuzni vrstva rozsifuje a zeta-potencial se

zvysuje.

Zeta-potencial odpovida naboji difazni ¢asti elektrické dvojvrstvy, tento naboj pak
charakterizuje a zaroven ovliviiuje stabilitu koloidnich systému. K uréeni tohoto ndboje se
vyuzivaji elektrokinetické jevy (odtud i nazev elektrokineticky potencial), jedna se o kinetické
déje zptisobené pisobenim elektrického pole na koloidni soustavu. Mezi zakladni typy téchto
elektrokinetickych jevl patii vedle elektroosmézy, sedimentaéniho potencidlu a potencidlu
proudéni, také elektroforéza. Pravé elektroforéza se pro ur€eni zeta-potencialu vyuziva
nejcast&ji***,

Vztah, ktery odvodili P. Debye a E. Hiickel pro vypocet elektroforetické rychlosti
idealni kulovité ¢astice s polomérem r umoziuje vypocet zeta-potencialu z méteni elektrické

pohyblivosti koloidnich ¢astic:
v=(2D(E)/(3nL) (6)

kde E je napéti vlozené na kapilaru o délce L, n je viskozita disperzniho prostiedi, D je

dielektrickd konstanta a v je pravé méiena elektroforeticka rychlost.

m—l Elektricka dvojvrstva

Rovina skluzu

Castice se zapornym
povrchovym nabojem

Difuzni vrstva

Povrchowy potencial
Sterniv potencial

Potencial zeta

Yzdalenost od povrchu Eastice

Obr. 9: Vznik zeta-potenciélu a elektrické dvojvrstvy na povrchu zdporné nabité Castice™®
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2.6 Prekoncentrace v kapilarni elektroforéze

V ptipadé kapilarni elektroforézy je nezbytné dulezita ptiprava vzorku pied samotnou
analyzou/separaci, jak tomu ostatné¢ byva v kazdé analytické metod¢. Bézné se provadi
zakoncentrovani vzorku u ostatnich technik pro piipady, kdy je koncentrace analytu ve vzorku
velmi nizka, to plati i pro kapilarni elektroforézu a moznosti jak zakoncentrovani dosdhnout je
nékolik. Off-line prekoncentraéni metody jsou shodné jak pro kapilarni elektroforézu, tak pro
ostatni metody, princip je jednoduchy: pted samotnou separaci v kapilafe pouZijeme jinou
techniku, naptiklad extrakci tuhou fazi, extrakt odebereme a nasledn¢ davkujeme do kapilary,
kde probihéa separace. In-line prekoncentrace je podobna piedchozimu postupu, avsak vzorek,
ktery je prekoncentrovan prvni technikou je nasledné piimo davkovan do Kkapilary,
neodebirdme ho tedy a déle s nim nemanipulujeme jako u off-line prekoncentrace. V ¢em je

ale kapilarni elektroforéza vyjimecna je tfeti moznost — on-line prekoncentrace.

Pti on-line prekoncentraci se vzorek zakoncentrovavd piimo v kapildte vybérem
vhodnych elektrolyti. Variant provedeni on-line prekoncentrace je opét nékolik, vyuziva se
izotachoforéza (CITP), micelarni elektrokinetickd chromatografie (MEKC), prekoncentrace
na gradientu pH, avSak pro tuto praci je dulezitd hlavné metoda vyuZzivajici zakoncentrovani
zesilenim pole — ,,stalking®, tedy prekoncentrace na zakladé rozdilnych intenzit elektrického

p0|e46,47

2.6.1 On-line prekoncentrace — stacking

v

Jestlize je vzorek vodivejsi nez pracovni elektrolyt/pufr, dojde k tzv. rozmyti zony vzorku
a separace je neuspesnd. Pokud ale bude vzorek naopak méné vodivy, nez pracovni pufr, pak
nastane jeho zakoncentrovani na rozhrani s pracovnim elektrolytem - stacking. Metody zajistujici

prekoncentraci pomoci rozdilu intenzit elektrického pole je mozné rozdélit na dva typy.

Prvni typ vyuziva elektrokinetické davkovéani vzorku a je oznacovan jako Field
Amplified Sample Injection — FASI. Tato metoda je vhodna pro ionty analytu, které migruji
stejnym smérem jako EOF (zpravidla kationty). Jestlize je vodivost vzorku dostate¢né nizka
(naptiklad pokud je vzorek rozpustén ve vode€) oproti pracovnimu elektrolytu, pak pii bézné
dob¢ davkovani 10 — 30 sekund bude davkovano dostate¢né mnozstvi analytu, a to diky
zesilujicimu efektu elektrického pole, dojde k vytvofeni ostré zony vzorku na rozhrani

vzorek/pracovni pufr. Dale se pii tomto postupu doporucuje nejdiive nadavkovat malé
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mnozstvi vody, aby se zabranilo ruseni vznikajici zony na rozhrani s pracovnim pufrem. Po
davkovani vzorku je opét davkovan pracovni pufr a tim za¢ne separacni proces. Nevyhodou
tohoto postupu je silna zavislost mnozstvi iontt, které jsou davkovany na vodivosti vzorku,

pokud totiZ vodivost neni mozno kontrolovat, pak budou vysledky nespolehlivé (Obr. 10).

Background Background
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Obr. 10: a) zdéna vzorku, bez stackingu, b) stacking na rozhrani zon s riznou specifickou

konduktivitou

Druhy typ vyuziva hydrodynamické davkovani — Field Amplified Sample Stacking —
FASS. Tato metoda nema nevyhodnou zavislost na vodivosti vzorku, jelikoz hydrodynamické
davkovani nepracuje s vodivosti vzorku, ten je davkovan rovnomérné vlivem rozdilnych
tlakt. I z tohoto diivodu se jedna o metodu pouzivanou &astdji nez FASI. Uzka zéna vzorku
vznika po aplikaci elektrického pole, v prvnim pfipadé se tvofila prakticky okamzité. I zde
vznikd problém, pokud vodivost iontli ve vzorku neni dostatecné nizka, dojde k ovlivnéni
rozliSeni peakt, avSak jejich plocha bude zachovéana v dostate¢né mite, aby se vysledky daly

reprodukovat.

Limitujicimi faktory pro tyto metody je tedy hlavné vodivost vzorku, dale také vznik
Joulova tepla, které vznika v dusledku vysoké intenzity elektrického pole v mistech kapilary,
kde se nachazi velmi malo vodivy vzorek. Plati zde nepfimd iméra — ¢im mensi méné vede
dand cast kapilary proud, tim vétsi intenzita elektrického pole na ni pusobi a tim dochézi
Kk zahtivani. Dal§im problémem je rozdil rychlosti EOF v ¢asti kapilary obsahujici vzorek a

Vv ¢asti obsahujici pracovni pufr. Elektroosmotickd mobilita navic vzrusta se snizujici se
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koncentraci soli. Oba tyto faktory vedou ke zvySujici se elektroosmotické mobilité v zoné
vzorku, nez v z6né pracovniho elektrolytu, coz vede dale ke zméné tlaku mezi t€émito zoénami
a dusledkem je zména rychlostniho profilu toku kapaliny v kapilafe z téméf rovného na
parabolicky. Zménény profil ma za nasledek rozmyvani peaki, coz je nezadouci, a proto je
dalezité veénovat velkou pozornost vybéru pracovniho elektrolytu se spravnou

elektroosmotickou mobilitou vzhledem ke zkoumanému vzorku.

Stacking lze vyuzit nejen pro analyzu kationtdl, ale také aniontl, zde se vyuziva
manipulace s pH pracovniho pufru. Cilem je, aby pH vzorku bylo odlisné od pH pracovniho
pufru tak, aby efektivni mobility iontd ve vzorku byly vys§i nez v pracovnim pufru a tim

dochazelo k zakoncentrovéni na vzniklém pH rozhrani*“°.

2.7 Nanomaterialy v kapilarni elektroforeze

S rostoucim vyznamem a produkci nanomaterial se objevuji stale nové a nové snahy
0 jejich zakomponovani do zavedenych technik v riznych odvétvich chemie. V analytické
chemii se v soucasné dobé vyuzivaji hlavné nanomateridly na bazi uhliku — fullereny a
uhlikové nanotrubice. Piikladem je pouziti uhlikovych nanotrubic jako stacionarni faze pro
extrakci v pevné fazi (SPE)*.

V kapilarni elektroforéze byly uhlikové nanotrubice pouzity pro pokryti kapilary a
jako pseudostacionarni faze, kdy byly nanotrubice piimo soucasti pracovniho elektrolytu49’50.
Na druhou stranu i samotna kapilarni elektroforéza je vyuzivana pro separaci nanomaterialt,
at’ uz se jedna o zminéné nanotrubice, nebo o separaci nanocastic — kovové nanocéstice,
kvantové teéky49'51. Tato technika ma velkou vyhodu ve schopnosti nejen vzorek separovat,
ale také ho charakterizovat v jednom kroku, coz neplati o dosud nejpouzivanéjsich technikach
pro charakterizaci nanocastic — Dynamicky rozptyl svétla (Dynamic Light Scattering — DLS)
a Transmisni elektronovad mikroskopie (Transmission Electron Microscopy — TEM). Obé
techniky se vyuzivaji pro klasifikaci velikosti nanocastic, ptipadné velikostni distribuce.
Vyuziti CE vS§ak umoziluje jednak separaci nanocastic na frakce podle velikosti ¢astic a déle
charakterizaci téchto ¢astic — informace o nadboji, absorbanci, a to v jednom kroku, rychle a

s malou spotiebou vzorku, vyhodou je také cenova dostupnost CE na rozdil od TEM®2

28



2.7.1 Separace nanocastic kapilarni elektroforézou

Nanoc¢astice mohou byt separovany v kapilarni elektroforéze, pokud spliuji
nasledujici podminky: musi byt rozpustné, nabité a stabilni v pracovnim elektrolytu (BGE —
background electrolyte). Stabilita nanocastic byla probrana v samostatné kapitole. Pro
zajisténi rozpustnosti a povrchového naboje se povrch castic pokryje latkou s funkénimi
skupinami, které disociuji, a tim zajist'uje nabiti. Naptiklad nanocastice s povrchem pokrytym
PEG a funk¢ni skupinou —COOH na konci fetézce. Takto ziskany naboj je pak pfimo umérny
velikosti Castice: ¢im véEtsi Castice, tim vétsi povreh, tedy vice navazanych PEG-COOH a tim
vétsi naboj. Castice s karboxylovymi skupinami na povrchu maji negativni naboj a migruji
k anodé. Je dilezité rozlisit funkcionalizaci ¢astic za Gcelem zlepSeni rozliSeni pii separaci ¢i
jejich nabiti a funkcionalizaci, ktera vznika ptimo pfi pfipravé a ma jiny acel™,

Na separaci castic ma zasadni vliv pH, slozeni matrice a také slozeni BGE —
piitomnost soli, tenzidd apod. Tenzidy jsou velmi dilezitou soucasti BGE, protoze zajist'uji
mobilitu ¢astic v roztoku. Jsou vyuzivany jako stabilizatory castic pifi jejich velikostni
separaci jelikoz zabranuji aglomeraci ¢astic dusledkem elektrostatické repulze. Jednim
z nejéastéji pouzivanych tenzidu je natrium dodecylsulfat (SDS — Sodium Dodecyl Sulfate).
Bylo prokazano, Ze se zvysujici se koncentraci SDS v BGE se také zvySuje elektroforeticka
mobilita nanoc¢éstic. Mobilita se zvySuje v dusledku zvySujiciho se celkového néboje Castic —

v v v ’ r “onr o s -52,54
v&t§i mnozstvi naadsorbovaného SDS = vatsi naboj*>>*.

Stejné diilezitym krokem jako separace Castic je pak samotna detekce. NejcastéjSimi
typy detekci je UV-Vis a fluorescenéni detekce. Nicméné v soucasné dobé jsou zkoumany i
moznosti detekce pomoci Ramanovy spektroskopie nebo kombinace s hmotnostni
spektrometrii. Obecné lze fict, ze oba nové zpusoby detekce maji velké vyhody v nizkych
limitech detekce a také vysoké selektivité, zvlaste Ramanova spektroskopie. Nevyhodou vsak
zastava on-line spojeni s CE, které je sice velice zadouci, ale jeho provedeni je velmi
problematické. Za ucelem zvySeni detekéniho limitu a zachovani osvédcenych detekénich
metod se proto experimentuje s prekoncentraénimi technikami. Pouziti REPSM (Reversed
Electrode Polarity Stacking Mode) pfi separaci zlatych nanoc¢éstic vedlo k zvySeni citlivosti
on-line detekce 260krat a po optimalizaci podminek (pH, doba prekoncentrace, koncentrace

SDS a BGE) se detekéni limit pro zlaté nanocastice zvysil 30krat a pro Au/Ag core-shell
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castice dokonce 140krat. Z tohoto divodu se prekoncentracni techniky jevi jako slibnou

alternativou pro analyzu stopovych mnoZstvi nano&astic napiiklad v Zivotnim prostiedi®>°.

2.8 Stacking — vedlejsi jev ovliviiujici charakterizaci nanocastic

Velice dulezité je pii charakterizaci nanocastic kapilarni elektroforézou neopomenout
vedlejsi jevy, které mohou vnikat z riznych pfi¢in a budou ovliviiovat velikost i tvar peakd.
Je dulezité tyto jevy popsat, piipadné se jim pokusit zabranit. Vyse uvedeny stacking,
potazmo prekoncentrani jevy mohou vznikat i samovolné v dusledku rozdild pH (pH
mediated stacking), rozdild intenzit elektrického pole, vodivosti mezi zonou vzorku a BGE,

apod.>”.

Castym jevem pii zkoumani nanoéastic pomoci CE je pravé rozdil mezi vodivosti
media, ve kterém jsou Ccastice piipraveny a vodivosti pracovniho elektrolytu. Z vyse
uvedeného popisu prekoncentracnich jevli vime, Ze tento rozdil bude mit pravdépodobné za
nasledek stacking a dojde k ovlivnéni tvaru peaki. Interakce mezi ¢asticemi budou zkreslené

a jejich interpretace chybna, jestlize dostate¢n¢ vznikajici jev nepopi§eme57.

V experimentalni ¢asti této diplomové prace byl zkouman stacking jako vedlejsi jev a

jeho vliv na tvar peaku a zkresleni informaci o velikosti zkoumanych nanocastic.
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3. CILE PRACE

Cilem této prace bylo zjistit, jakym zptisobem ovliviiuje rizna iontova sila pouzitych
elektrolytti vysledky analyzy magnetickych nanocastic kapilarni elektroforézou. Prace méla
za Ukol prokédzat prekoncentraci magnetickych nanocéastic na rozhrani zén s rtiznou
specifickou konduktivitou stejné jako k tomu dochazi u metod vyuzivajicich zakoncentrovani
zesilenim pole (,,stacking® metody). Vedle samotného ditkazu prekoncentrace meéla prace

také popsat podminky, pti kterych k efektu dochazi a ovéfit limitujici faktory.

Analyza byla zaméfena nejprve na aniontové nanocastice. Experimenty prokéazaly
vyse uvedenou hypotézu a nasledné byly zjistény 1 limitujici faktory prekoncentrace. Poté
byly analyzovany také kationtové nanocastice. 1 v pfipadé druhého typu nanocastic byla
hypotéza prokazana a limitujici faktory, které byly zjistény u aniotovych nanocastic plati také
pro kationtové nanocastice. Proto lez chovani nanocastic v takto nastavenych podminkéach

pokladat za jasny trend.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie

Jako pracovni elektrolyt byl pouzit pufr, ktery se skladal z kyseliny borité a hydroxidu
sodného. Pro pfipravu karboxylovanych core-shell nanocastic byly pouiity57’58: sodna sul
poly-akrylové kyseliny (45 % roztok), heptahydrat siranu zeleznatého, kyselina
chlorovodikova. Chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma (Sigma, St. Louis, MO, USA) a
byly v ¢istoté p.a.

4.2 Techniky

Charakterizace karboxylovanych-MNPs

Pro charakterizaci nanocastic byl vyuzit transmisni elektronovy mikroskop (TEM)
JEOL JEM-2010, pouzité napéti 160 kV, rozliseni 1,9 A. Dale byl pouzit Mossbaueriiv
spektrometr pro charakterizaci jadra core-shell ¢astic — a-Fe. Byly vyuzity hyperjemné
parametry Mossbauerova spektra ziskané pii pouziti zdroje °’Co(Rh). Céstice byly také
charakterizovany za pomoci dynamického rozptylu svétla — DLS, velikost odpovidala 30 nm.
Vyuzita byla také termogravimetricka analyza na pfistroji STA 449 C Jupiter (Netzsch

Instrument).

Electroforetickd analyza - instrumentace

Analyzy byly provedeny na pristroji HP *°CE s DAD (Diode Array Detection)
detektorem — detekce s diodovym polem (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko),
vinové délky nastavené pro UV detekci byly 200 nm a 254 nm, prvni vinova délka byla
pouzita k vyhodnoceni dat. Pro méfeni byly pouZzity nepokryté kiemenné kapilary (Polymicro
Technologies, Inc., Phoenix, AZ, USA) s vnitinim primérem 50 pm (celkova délka kapilary

33 cm, efektivni délka pak 24,5 cm). Kazeta s kapilarou byla termostatovana na 25 °C.

Kapilédra byla promyta denné pied kazdym experimentem 0,1 M NaOH (10 min.) a
poté deionizovanou vodou (10 min.). Pfed kazdou analyzou byla kapilara promyta 0,1 M
NaOH (2 min.), deionizovanou vodou (2 min.) a pufrem (3 min.). VeSkeré promyvani bylo

pod tlakem 940 mbar.
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Elektrolyty byly pfipraveny rozpuSténim odpovidajictho mnozstvi kyseliny borité
Vv deionizované vodé¢ (18 MQcm, Millipore, Billerica, MA, USA) a pH bylo vytitrovano 50 %
(w/w) hydroxidem sodnym na zvolenou hodnotu. Efektivni mobility nanocastic byly

vyhodnoceny na pocatku peaku (10 % vysky), vrcholu a konce (10 % vysky).
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

Karboxylované nanocastice magnetitu byly piipraveny pomoci prekurzorové syntézy,
Vv pfitomnosti poly-akrylové kyseliny. Morfologie takto ziskanych ¢astic byla ovéfena pomoci
Zero-Field °"Fe Mossbauerovy spektroskopie, ze spektra bylo patrné, Ze magnetické &astice
jsou tvofeny nestechiometrickou formou magnetitu. Déle byla provedena analyza poméru
mezi obalem castic a jadrem v pfipraveném materialu, termogravimetrickou analyzou bylo

zjisténo, ze polymer zastupuje 7,4 % a magnetické jadro pak 92,6 % vzorku.

Jako pracovni elektrolyt byl po nékolika experimentech vybran borat/NaOH, pH 9,5.
Profil nanocastic byl pii pouziti tohoto elektrolytu nejlépe reprodukovatelny. Poté byl
studovan vliv razné iontové sily (pracovniho elektrolytu a také elektrolytu obsahujicim
Castice) a rtizné doby davkovani vzorku (5; 10; 20; 30 a 60 sekund) na velikost peaku

studovanych nanocastic. Prehled iontovych sil pouzitych elektrolytt viz Tab. I.

Studovane karboxylované nanoc¢astce magnetitu mély pramérny polomér 88 nm a
zeta-potencial -43 mV v pracovnim elektrolytu (borat/NaOH, pH 9,5 s iontovou silou 50
mM). Pii iontové sile pracovniho elektrolytu 5 mM pak byly namétené hodnoty poloméru 73

nm a zeta-potencialu -38 mV.

Tabulka I.: Pouzité elektrolyty pro aniontové Castice

Pracovni elektrolyt Vzorek

100 mM boréat/NaOH pH 9,5 H.O

10 mM borat/NaOH pH 9,5
100 mM boréat/NaOH pH 9,5
50 mM borat/NaOH pH 9,5 H,O

5 mM borat/NaOH pH 9,5
50 mM borat/NaOH pH 9,5
100 mM boréat/NaOH pH 9,5
25 mM borat/NaOH pH 9,5 H,O

25 mM borat/NaOH pH 9,5
100 mM boréat/NaOH pH 9,5
10 mM borat/NaOH pH 9,5 H,O
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10 mM borat/NaOH pH 9,5
100 mM boréat/NaOH pH 9,5

5.1 Homogenni elektrické pole

Zabyvali jsme se chovanim nanocastic davkovanych ve stejném elektrolytu jako byl
pracovni elektrolyt. Na Obr. 11 je vidét analyza nanocastic dispergovanych v 50 mM
boratu/NaOH pH 9,5 a nasledné davkovanych do pracovniho elektrolytu (rovnéz 50 mM
borat/NaOH, pH 9,5).

mAU 3
180 3 inj. time 5 8
; a /
160 3
120 4
100 - /\ inj. time 20's
80 9
60 J\ inj. time 30's
40 1
20
E /_\ inj. time 60 s
0 3 T 1 T 1 T L 1
2 4 6 8 10 12 14

min
Obr. 11: Karboxylované MNPs dispergované v 50 mM borat/NaOH pH 9,5 davkované do
pracovniho elektrolytu borat/NaOH pH 9,5>°

Ve vsech studovanych ptipadech (100 mM, 50 mM, 25 mM a 10 mM - Tab. II) doslo
Kk linearnimu zvyseni plochy peaku. Mobilita ¢astic zavisi na sou¢inu xR (kde « je tloustka
elektrické dvojvrstvy zavisla na iontové sile elektrolytu, tedy ¢im vyssi iontova sila, tim bude

vyS$$i hodnota x, a R je polomér ¢astice).



Tabulka II: Linearni zavislost plochy peaku na dobé davkovani vzorku pro pouzité elektrolyty

Pracovni Vzorek Rovnice zavislosti plochy peaku (y) a R

elektrolyt doby davkovani vzorku (x)

100 mM H,0 y = 20.766x + 949.64 0.3834*
10 mM y = 86.159x + 244.13 0.9840*
100 mM y =108.2x — 35.473 0.9999

50 mM H,0O y =18.601x + 596.63 0.6177*
5 mM y =54.976x + 326.34 0.9705*
50 mM y = 73.269x + 36.454 0.9999
100 mM y = 74.663x — 56.497 0.9984

25 mM H,0 y =17.732x + 726.09 0.7905*
25 mM y =91.911x + 56.264 0.9999
100 mM y =64.414x — 4.127 0.9985

10 mM H,0 y = 23.962x + 203.55 0.9735*
10 mM y =42.302x + 13.536 0.9999
100 mM y =31.142x — 32.17 0.9788

*Linearita je poruSena se zvySujici se dobou davkovani

Na Obr. 12 je vidét zavislost mobility na soucinu kR, mobilita se snizuje se zvySujici
se hodnotou xR. Z této zavislosti mizeme odvodit, ze mobilita ¢astic bude zaviset na iontové
sile elektrolytu, jelikoZ polomér Castic se neméni, ale tlouStka elektrické dvojvrstvy x ano.
Predpokladame tedy, Ze se zvySujici se iontovou silou dochdzi ke ztenceni elektrické

dvojvrstvy a tim dochazi ke snizeni mobility (z 34 x 10° m?V's™ na 24 x 10° m?v's™).
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Obr. 12: Zavislost elektroforetické mobility karboxylovanych MNPs na sou¢inu kR>®

5.2 Stacking

Ke stackingu dochazi v ptipadé, kdy ma zoéna vzorku nizsi vodivost nez pracovni
elektrolyt. VV Tab. I. je uveden piehled pouzitych elektrolytli, ve kterych byly Castice
dispergovany a davkovany. Na Obr. 13 jsou vidét profily zony nanocastic za podminek, pfi

kterych doch&zi ke stackingu.

mAU
360 1
1 inj. time 5
320 1 P
280 1 A inj. time 10's
240 1

200 | /\ inj. time 20 s
160 1
120 '.A._A inj. time 30 s
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0
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min

Obr. 13: Analyza karboxylovanych MNPs dispergovanych v 5 mM borat/NaOH pH 9,5 a
davkovanych do pracovniho elektrolytu 50 mM borat/NaOH pH 9,5
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Je patrna snizujici se Sitka peaku vlivem stackingu. Byla pozorovéna linedrni zavislost
Sitky peaku na dobé davkovani vzorku (Obr. 14 - 17). Zajimava je prodleva v této zavislosti,
ktera mize byt zplsobena snizujici se Sitkou elektrické dvojvrstvy a naslednou

restrukturalizaci mezi ¢asticemi, které jsou si pak bliz.

7 BGE 100 mM

-~ S in water
= Sin 10 mM
Sin 100 mM

Peak width (min)

0 10 20 30 40 50 60 70
Injection time (s)

Obr. 14: Zavislost sitky peakti na dobé davkovani karboxylovanych MNPs

Na Obr. 14 je vidét zavislost Sitky peaku nanocastic na dob& davkovéani vzorku,
mefeni byla provedena pro ¢astice dispergované v prostfedich s riznou iontovou silou a stejné
jako na Obr. 15, je vidét jak doba davkovani spolu s vyssi iontovou silou zptuisobuje znacné
roz$iteni peaku, oproti tomu vzorek dispergovany ve vodé, ktery byl davkovan do pracovniho

elektrolytu s iontovou silou 100 mM neprojevil tendenci k rozsiteni.
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Obr. 15: Zavislost sifky peaku na dobé davkova karboxylovanych MNPs

Déle je z Obr. 16 patrna ptima linearita spolu s dobou davkovani. V ptipadé, kdy byl
vzorek dispergovan v prostiedi totozném s BGE byla Sitka peaku zavisla pouze na dobé
davkovi a neprojevily se dalsi efekty. Oproti tomu kiivka vzorku dispergovaném ve vodé ma
klesajici tendenci, tedy dochéazelo ke zGzeni peaku oproti kiivce, kterd znarodiuje vzorek

dispergovany v prostiedi s vyssi iontovou silou.

7 BGE 25 mM
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2 /
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Obr. 16: Zavislost Sitky peaku na dobé dovakovani karboxylovanych MNPs
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7 BGE 10 mM
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Obr: 17: Zavislost $itky peaku na dobé davkovani karboxylovanych MNPs

S pfibyvajicim mnozstvim vzorku jsme pozorovali deformaci tvaru peaku (Obr. 11 -
60s). Mobilita ¢astic na zadatku peaku je témé&F nulova (-4,9 x 10° m?v*s™), mobilita na
konci peaku je -38x10° m?V's?. Ztohoto chovéni usuzujeme, Ze pii velkém mnoZstvi
davkovanych ¢astic dochazi k jejich agregaci. Navic je moznd restrukturalizace cCastic mezi
sebou, v disledku zmensujici se elektrické dvojvrstvy jak bylo zminéno v pfedchozi kapitole.
Ztencujici se elektrickd dvojvrstva pak vede ke snizeni energetické bariéry, ktera brani
agregaci (jak je popsano v DLVO teorii). Pfedpokladame-li, ze celkova energeticka bariéra je
déana souctem elektrostatickych repulzi a Van der Walsovych sil, pak ztenCujici se elektricka
dvojvrstva vede ke zmenSeni elektrostatické repulzi a tim 1 ke snizeni energetické bariéry
mezi ¢asticemi.

Zajimava byla zména pti davkovani vzorku dispergovanem ve vodé (pH 7), coz vedlo
k vytvofeni jednak gradientu pH, ale také rozhrani dvou zén s riznymi iontovymi silami
(zeta-potencial karboxylovanych-MNPs je ve vodé -59 mV a vboratu pak -38 mV).
V disledku téchto vlivi jsou profily nanoc¢astic velmi deformované a ur€eni jejich mobility je

zatizeno mnoha chybami.

40



Z vyse uvedeného jsme piedpokladali vznik agregatii nanocastic v disledku velkého
rozdilu vodivosti mezi zonou vzorku a pracovniho elektrolytu. Tuto hypotézu jsme ovéfili
experimentem, kdy jsme Castice dispergovali v boratu/NaOH s pH 9,5 a iontovou silou 5 mM
a jako pracovni elektrolyt jsme pouzili borat/NaOH s pH 9,5 a iontovou silou 250 mM. Takto
pfipravené podminky opravdu zpusobily agregaci (Obr. 18) a také viditelnou adsorbci na
sténach kapilary a kratké Siroké profily ¢astic. I v tomto piipadé byla vypoctend mobilita
¢astic témet nulova, coz vedlo ke vzniku téméf nenabitych Castic sorbujicich se na sténu
kapilary. Vysvétleni tohoto chovani je jako v pfedchozim ptipad¢ sniZzena energeticka bariéra

pro vznik agregati, ptipadné adsorbce na sténach kapilary.

mAU
60 1
40 |
20 |

0 4

5 10 15 min

Obr. 18: Analyza karboxylovanych MNPs dispergovanych v5 mM borat/NaOH pH 9,5 a
davkovanych do pracovniho elektrolytu 250 mM borat/NaOH pH 9,5

Z uvedenych experimentd jsou patrné dva typy chovani analyzovanych nanocastic.
Nanocastice maji tendenci k on-line prekoncentraci, kdy si zachovévaji stabilni disperzi, ale
vzdalenost mezi Casticemi se zmensi (ztencujici se elektricka dvojvrstva) a zpiisobi tak zizeni
peaku. Druhym typem je pak agregace, kdy se elektricka dvojvrstva ztenéi natolik, Ze se snizi
energetickd bariéra pro vznik agregati. Dochazi k restrukturalizaci zoény nanoCéstic a
nasledné tvorb¢ agregatii. Z experimentli leze prepokladat vznik agregatii nejen v disledku

z6n s velkym rozdilem vodivosti, ale také naptiklad pii vzniku pH gradientu.

De-stacking

Po experimentech prokazujicich efekt stackingu na zonu vzorku jsme se zabyvali také

vytvofenim opaénych podminek. Pouzili jsme opét elektrolyty uvedené v Tab. I. Na Obr. 19
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je vidét rozsifeni peaku a jeho deformace. Vysvétleni t€chto zmén souvisi opé€t se ztencujici se
elektrickou dvojvrstvou disledkem zvysujici se iontové sily, ¢astice maji snizenou mobilitu a
zaroven dochazi k jejich urychleni na hranici se zonou pracovniho elektrolytu. Pozorovali
jsme dva razné efekty, které ovlivnili tvar peaku. Prvnim efektem byla deformace peaku
v disledku castic, které byly urychleny a pohybovaly se rychleji nez ty ¢astice, které si
zachovaly puvodni, téméf nulovou hustotu povrchového naboje a nemohly byt urychleny.

Castice, které nemohly byt urychleny, zptsobily v peaku zvétSeni &asti reprezentujici nizkou

mobilitu.
mAU 3
210 ; inj. time 5 s
E A A )

240 §

210 1 -l inj. time 10 s
A\

180 3

150 § f\/\ inj. time 20 s

120 5

o0 | A" U inj. ime 30's

60 -

30 4 inj. time 60 s

0 3 ] 1 T 1 T T I
2 4 6 8 10 12 14

min
Obr. 19: Analyza karboxylovanych MNPs dispergovanych v 100 mM borat/NaOH pH 9,5 a
davkovanych do pracovniho elektrolytu 25 mM borat/NaOH pH 9,5

5.3 Kationtové ¢astice

Po experimentech se zaporné nabitymi Casticemi, které byly popsany v ptedchozich
kapitolach, byly stejnym zplsobem analyzovany také kladné nabité Castice. Syntéza téchto
nano&astic je popséna v praci Massart®® a d’Orlye®™. Magnetické &astice byly tentokrat

funkcionalizovany amino skupinou.
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Nejdiive bylo opét nutné najit vhodny pracovni elektrolyt, ktery bude poskytovat
nejlépe reprodukovatelny profil zony nanocastic. Po né€kolika experimentech byl zvolen
MOPS/NaOH pH 7,5. Dale bylo nutné zvolit vhodné pokryti kapilary, a promyti pied

samotnou analyzou. Kapilara byla pokryta DDAB a promyti bylo zvoleno podle préace Petr®.

Nasledné experimenty byly stejné¢ jako u aniontovych nanocastic zaméfeny na

prostiedi s riznou iontovou silou, viz Tab. III, a také na riznou dobu davkovani vzorku.

Tabulka I1I: Pouzité elektrolyty pro kationtové Castice

Pracovni elektrolyt Vzorek

100 MM MOPS/NaOH pH 7,5 H,0

10 mM MOPS/NaOH pH 7,5
100 mM MOPS/NaOH pH 7,5
50 mM MOPS/NaOH pH 7,5 H,0

5 mM MOPS/NaOH pH 7,5
50 mM MOPS/NaOH pH 7,5
100 mM MOPS/NaOH pH 7,5
25 mM MOPS/NaOH pH 7,5 H,0

25 mM MOPS/NaOH pH 7,5
100 mM MOPS/NaOH pH 7,5
10 mM MOPS/NaOH pH 7,5 H,0

10 mM MOPS/NaOH pH 7,5
100 mM MOPS/NaOH pH 7,5

Vysledky provedenych analyz vykazovaly totozné trendy jako aniontové nanocastice.
Byla pozorovanyma jasna tendence k prekoncentraci na rozhrani zon s riiznou iontovou silou
az naslednd agregace. Pro srovnani jsou uvedeny na Obr. 20 — 23 Sifky peakl zony
nanocastic.

Na Obr. 20 je patrné, ze pii davkovani vzorku dispergovaném v prostiedi s nizkou

iontovou silou se kiivky pfilis nelisi, avSak vyssi iotova sila vykazuje drobnou nelinearitu.
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Obr. 20: Zavislost Sifky peaku na dobé davkovani pro aniontové MNPs

Na Obr. 21 je vidét mirna prodleva v linearni zavislosti a to pro kiivku znazorfujici
vzorek dispergovany ve vodé€. Stejny jev je vidét i na zavislostech z Obr. 14 a Obr. 15, které

rovnéz zobrazuji zavislosti pro pracovni elektrolyt s iontovou silou 50 mM a 100 mM.

BGE 50 mM
6_
5_
=
E 47
=
= 3 - %
= —&— S in water
§ 2 —m —Sin5mM
o —4— Sin50mM
17 —® — Sin 100 mM
0 r r r ’
5 10 20 30 60
Injection time (s)

Obr. 21: Zavislost $ifky peaku na dobé davkovani pro aniontové MNPs
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BGE 25 mM
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Obr. 22: Zavislost $ifky peaku na dobé davkovani pro aniontové MNPs
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Obr. 23: Zavislost sifky peaku na dobé davkovani pro aniontové MNPs

Z uvedenych dat je patrna silna podobnost s piedchozi analyzou karboxylovanych
MNPs. Efekt prekoncentrace byl prokazan u obou typt analyzovanych nanocastic a tim byl

dokézan jasny trend chovani v podminkéch s rtiznou intovou silou.
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6. ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala obecnym popisem chovani karboxylovanych
magnetitovych nanocastic v kapilarni elektroforéze, na rozhrani dvou zo6n s riznou
specifickou konduktivitou. Bylo pozorovano zzeni tvaru peaku ale také rozsifeni, a to
v zavislosti na rozdilu specifickych konduktivit stykajicich se zon elektrolytd. Zuzovani
peaku bylo zpiisobeno dvéma jevy, jednak k nému dochazelo pfi zakoncentrovani ¢astic na
rozhrani zon vzorku a pracovniho elektrolytu, dochéazelo tedy k on-line prekoncentraci
a Castice si zachovaly stabilni disperzi. Ve druhém piipad¢ bylo zzeni zpisobeno vznikem
agregatl v disledku snizeni energetické bariéry pro jejich vznik (pfi¢inou byla
pravdépodobné ztencend elektrickd dvojvrstva a tim snizend elektrostaticka repulze mezi
Casticemi).

Provedené experimenty byly zopakovany pro kationtové nanocastice, které byly
funcionalizovany amino skupinou. Vysledky byly prakticky shodné s pozorovanym chovanim
u karboxylovanych nanocastic a potvrdily tak obecny trend chovani nanocastic v prostiedich

S ruznou iontovou silou.

Tato prace upozoriiuje na mozné kapilarni efekty, které zplisobuji deformaci tvaru
peaku pii analyze nanocastic. Je tfeba tyto jevy blize prozkoumat, abychom je mohli
zahrnout, pfipadné eliminovat pfi dalSich analyzach. Kapilarni elektroforéza je slibnou
technikou pro analyzu napiiklad mezicasticovych interakci, avSak jestlize pfi této ¢i jiné

analyze dojde ke stackingu, jeji vysledky budou zkreslené a nepiesné.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BGE — Back Ground Elektrolyte

CE — Capillary Electrophoresis

CEC — Capillary ElectroChromatography

CIEF — Cappilary IsoElectric Focusing

CGE — Capillary Gel Electrophoresis

CITP — Capillary IsoTachoPhoresis

CZE — Capillary Zone Electrophoresis

DAD — Diode Array Detektor

DDAB — DodecylDimethylAmmonium Bromide
DLS - Dynamic Light Scattering

EOF — ElectroOsmotic Flow

FASI — Field Amplified Sample Injection

FASS — Field Amplified Sample Stacking

HPCE — High Performance Capillary Electrophoresis
MEKC — Micellar ElecktroKinetic Chromatography
MNPs — Magnetic NanoParticles

MOPS — 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid
MRI — Magnetic Resonance Imaging

PEG — PolyEthylen Glykol

REPSM — Reversed Electrode Polarity Stacking Mode
SDS — Sodium Dodecyl Sulfate

SERS — Surface-Enhanced Raman Spectroscopy
SPE — Solid Phase Extraction

STM — Scanning Tunneling Microscopy

TEM — Tansmission Electron Microscopy
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