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SOUHRN

Piedlozena disertacni prace je zaméfena na problematiku nanocastic v kapilarnich
elektromigracnich analytickych technikach.

Teoretickd Cast prace je d€lena na Ctyii hlavni kapitoly. Prvni z téchto kapitol se
vénuje nanocasticim, jejich obecnym vlastnostem, a také moznostem jejich charakterizace.
Druhd kapitola je zaméfena na kapilarni elektromigraéni techniky, které jsou pro
charakterizaci nanoobjektii velmi vhodné. Je zde diskutovana historie téchto metod, principy
separace a nejbéznéjsi operacni mody s dirazem na afinitni rezim. Dalsi kapitoly se vénuji jiz
nanocasticim v téchto separacnich analytickych technikdch. ProtoZe detekce nanocastic miize
byt v kapilarni elektroforéze problematickd, jsou nejprve rozebrany pouzivané detektory,
pricemz je kvili zaméfeni prace kladen diraz na DAD a ICP-MS a moznosti on-line
prekoncentrace. Dale jsou popsany teoretické aspekty migrace nanocastic v kapilarni
elektroforéze a vlastnosti nanocéstic, které tuto migraci ovliviiuji. Zde je kladen diraz na
povrchovou chemii, protoze velmi uzce souvisi s interakénimi studiemi, ¢emuz se také vénuje
experimentalni ¢ast. Posledni ¢ast teorie se zabyva pouzitim nanocastic pro zlepSeni vlastnosti
kapilarnich elektromigra¢nich technik (napi. selektivity separace, zlepSeni detekce, uprava
vzorku, atd.).

Experimentalni ¢ast je délena do tii hlavnich okruhtl, které se zabyvaji charakterizaci
karboxylovanych magnetitovych nanocastic a jejich detekci v kapilarni elektroforéze.

Nejprve bylo studovano, jak se nanocéstice chovaji na rozhrani dvou prostiedi
s riznymi specifickymi vodivostmi. S tim souvisi tzv. ,,stacking® a ,,de-stacking* efekt. Oba
tyto efekty byly pozorovany, pokud je iontova sila zény, ve kterém jsou nanocastice
dispergovany, rozdilna od iontové sily elektrolytu, do né¢hoz jsou pii analyze ddvkovany. Pii
téchto efektech muze rovnéz dochazet k agregaci nanocastic. Toto chovani Ize vysvétlit
pomoci DLVO teorie, kterd ptedpokladd, Ze nanocéstice agreguji, pokud je pifekrocena
energetickd bariéra definovand elektrostatickymi a Van der Waalsovymi silami. Navic bylo
zjisténo, ze za optimalnich podminek, lze vzorek nanocastic ,stacking®“ efektem 76-krat
zakoncentrovat (srovnani se standardnim davkovanim).

Dal§i moznosti, jak prekoncentratni faktor nanocastic zvysit, je kombinace
»stacking® efektu s elektrokinetickym davkovanim vzorku. To je druhym tématem

experimentalni  ¢asti.  On-line  elektrokinetickd  prekoncentrace  karboxylovanych



magnetitovych nanocéstic byla studovana za ,,normalnich® podminek, a také v kiemennych
kapilarach, ve kterych je elektroosmoticky tok obracen nebo potlacen. Bylo zjiSténo, ze
k reprodukovatelnym analyzdm vede pouze pouziti kapilar kovalentné¢ pokrytych
polyvinylalkoholem. Poté¢ byla optimalizovana doba dadvkovani zony vody, doba davkovani
nanocastic a davkovaci napéti. Srovnanim s béznym hydrodynamickym davkovanim doslo
timto zpisobem k 860-nasobné prekoncentraci nanocastic.

V posledni ¢asti prace jsou studovany pomoci afinitni kapilarni elektroforézy
interakce nanocastic s polypeptidovym antibiotikem (polymyxin B). Pro specifickou a
citlivou detekci byla kapilarni elektroforéza spojena s hmotnostni spektrometrii s indukéné
vazanym plazmatem. Samotnému studiu interakci tedy predchazelo testovani funkcEnosti
spojeni téchto dvou technik. Pfi interakcni studii byla sestrojena zavislost efektivni mobility
nanocastic na koncentraci ligandu v zakladnim elektrolytu. Analyzou namétfenych dat (x-
reciprokd linearizace dle Scatcharda) byly zjiStény dvé rtizné interakéni oblasti, jez se lisi
svymi interakénimi konstantami a rovnéz stechiometrii vznikajictho komplexu. Tyto rozdily
mohou byt opét vysvétleny zaCatkem agregace nanocastic, a to z divodu snizeni
elektrostatického odpuzovéani nanocastic (zaporny naboj je kompenzovan polymyxinem B,
takZze se méni hodnota zeta potencialu). Tato hypotéza je rovnéz v souladu s tvary profila
nanocastic. Piky nanocastic jsou uzké pfi nizkych koncentracich ligandu, zatimco pfi

vysokych koncentracich jsou rozsiteny.



SUMMARY

The submitted dissertation thesis is focused on problematics of nanoparticles in
capillary electromigration analytical techniques.

The theoretical part is divided into four main chapters. The first chapter deals with
nanoparticles, their general properties, and the possibilities of their characterization. The
second chapter is focused on capillary electromigration techniques, which are very suitable
for characterization of nanoobjects. The history of these methods, principles of separation and
most common operating modes with an emphasis on affinity mode are included in this
chapter. Next chapters deal with nanoparticles in this analytical technique. Since the detection
of nanoparticles in capillary electrophoresis can be problematic, used detectors are first
discussed. Because of experimental part, DAD and ICP-MS are emphasized here and also
possibilities of on-line preconcentration are discussed. Theoretical aspects of nanoparticles’
migration in capillary electrophoresis and the properties of nanoparticles affecting this
migration are depicted. Here, the emphasis is on surface chemistry, because it is very closely
related to the interaction studies, which si the aim of experimental part too. The last part of the
theory deals with the use of nanoparticles to improve capillary electromigration techniques
(e.g. selectivity of separation, improvement of detection, sample pretreatment, etc.).

The experimental part is divided into three main areas dealing with the
characterization and detection of carboxylated magnetite nanoparticles by capillary
electrophoresis.

Firstly, nanoparticles” behaviour at the interface of two environments with different
specific conductivities was explored. This is related to the stacking and de-stacking effects.
Both of these effects have been observed when the ionic strength of the zone in which
nanoparticles are dispersed differed from the ionic strength of the running electrolyte. These
effects may also result in aggregation of nanoparticles. This behaviour can be explained by
the DLVO theory, which assumes that nanoparticles aggregate when the energetic barrier
defined by electrostatic and Van der Waals forces is exceeded. In addition, it has been found
that under optimal conditions, stacking effect allowed 76-fold preconcentration of
nanoparticles (compared to standard injection).

Another way to increase the preconcentration factor of nanoparticles is combination

of the stacking effect with the electrokinetic injection of the sample. This is the second topic



of the experimental part. On-line electrokinetic preconcentration of carboxylated magnetite
nanoparticles has been studied in fused silica capillaries and also in silica capillaries with
reversed or suppressed -electroosmotic flow. It has been found that analyzes in
polyvinylalcohol covalently coated capillaries were most reproducible. Then the the setup was
further optimized in terms of water plug injection time, sample injection time, and injection
voltage. In comparison with the standard hydrodynamic injection, the electrokinetic injection
allowed 860-fold preconcentration of nanoparticles.

Lastly, the interaction study of nanoparticles with the polypeptide antibiotic
(polymyxin B) via affinity capillary electrophoresis has been performed. For specific and
sensitive detection, inductively coupled plasma mass spectrometry instument has been
hyphenated to capillary electrophoresis instrument. After testing of the interface of these two
techniques, interactions between nanoparticles and ligand were studied. The analysis of
interaction data (x-reciprocal Scatchard linearization of dependence between effective
mobility of nanoparticles and ligand concentration in running electrolyte) showed two distinct
interaction regions. These regions differed in the strength of the interaction, and in the
stoichiometry of emerging complex. These differences can be explained by the start of
aggregation of nanoparticles due to the decrease of electrostatic repulsion of nanoparticles
(nanoparticles” negative charge is compensated by polymyxin B, so the value of zeta potential
changes). This hypothesis is also in the agreement with the peak shapes of nanoparticles.

Peaks are narrow at low ligand concentrations and broadened at high ligand concentrations.
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1 UVOD

Objev materiali nanometrovych rozméri, a také procesti a jevi probihajicich na
,hanourovni“, oteviel dokofdn dvefe jejich rozsahlému vyuziti v fadé¢ primyslovych a
védeckych odvétvi. Diky svym rozmérim a nepieberného mnozstvi materialli, z nichz mohou
byt v nejriuznéjsich tvarech ptipraveny, poskytuji nanoc¢astice velmi zajimavé vlastnosti. Ty je
navic mozno jesté ménit povrchovymi modifikacemi téchto Castic. Proto jsou nanomateridly
stale  vyhledavanéjsi v Siroké Skale oblasti lidské cinnosti. Z téchto  divodu
maji nanotechnologie obrovsky hospodarsky dopad a jsou jednim znejrychleji se
rozvijejicich technologickych odvétvi.

Nekteré nanomaterialy jsou pouzivany jiz po desetileti (napt. barveni skla), zatimco
jiné jsou objeveny nové (napt. v kosmetickych prostfedcich, textiliich, vybusnindch a
pyrotechnice) nebo jsou v soucasné dobé vyvijeny (napf. v bateriich, solarnich ¢lancich,
palivovych c¢lancich, zdrojich svétla, elektronickych pamétovych médiich, zobrazovacich
technologiich, bioanalyze a biodetektorech, dekontaminacnich technologiich, cilené dopravé
1é¢iv a lékarskych implantatech). K enormnimu nartistu v produkci nanocastic vSak doslo
v poslednich dvou dekadach. Je vhodné poznamenat, ze pravdépodobné nejvice se
nanotechnologie uplatiiuji ve zdravotnictvi nebo ptibuznych oblastech.

Nicméné, znalosti 0 mechanismu ptsobeni nebo neptiznivych ucincich téchto nové
pouzivanych materiali na ZivoCichy nebo zivotni prostfedi jsou v soucasnosti stale velmi
omezene.

Neékteré studie odhalily, ze pravé ty vlastnosti, které ¢ini z nanocéstic tak unikatni a
atraktivni material, mohou byt potencidlné¢ odpovédné také za Skodlivé ucinky na zivotni
prostiedi a zivocCichy.

Soucasny vyzkum je zaméfen na plsobeni riznych typl nanocastic zejména na vodni
organismy, rostliny a lidi. Velmi casto problematika nanocastic tkvi v jejich tézko
predvidatelném chovani v biologickych vzorcich, a proto je v tomto kontextu velmi diilezité
mit k dispozici velmi piesné techniky pro jejich charakterizaci (distribuce velikosti ¢astic,
tvar, chemické slozeni apod.) a kvantifikaci v redlnych podminkach (obrazek 1) [1].

V tomto ohledu nabizi kapilarni elektromigracni techniky velmi efektivni feSeni,

protoze poskytuji rychlé analyzy nanocastic, vCetné¢ polydisperznich systémi nebo castic



nekulovych tvari, ptfi¢emz naklady jsou relativné nizké. Kapilarni elektroforéza (CE) muze
byt tedy vyuzita pro separaci a kvantifikaci nanomateridlii s rozdilnymi tvary, velikostmi,
chemickym slozenim a povrchovymi upravami. CE vSak také poskytuje podle tvaru zaznamu
nanocastic nebo tfeba zmény jejich elektroforetickych mobilit v zavislosti na ménicich se
experimentalnich podminkach mnoho informaci i o chovani nanocastic v riznych prosttedich
(zékladnich elektrolytech, jejichz slozeni miZe byt nasimulovano tak aby pfiblizné
odpovidalo napf. t€lnim tekutinam), na rozhrani riznych prostfedi nebo miize byt dokonce
vyuzita k interak¢nim studiim nanocéstic s riznymi typy (bio)molekul. Pti takovych studiich
je velmi vyhodné kombinovat CE s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem
(ICP-MS). ICP-MS pak dovoluje stanoveni prvkového slozeni nanometriali s velmi nizkymi
detek¢nimi limity (ng/l) v komplexnich matricich [2].

ProtoZze nemusi byt nanocastice vnimany v analytické chemii jen jako analyt, ale lze
je pouzit také pro zlepSeni vlastnosti (nejen) separanich metod (prekoncentrace, rozliSeni,

detekce, atd.) je jejich problematika v této védecké discipling velmi atraktivni.
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Obrazek 1: Komplexni pohled na nanocastice. Prevzato a upraveno z publikace [1].



2 TEORETICKA CAST

2.1 NANOCASTICE

2.1.1 Historie nanocastic a uvod do nanotechnologii

Nanocastice (NPs) jsou objekty s rozméry menSimi nez 100 nm. Patii tedy mezi
koloidni soustavy. To jsou disperzni systémy tvofené ¢asticemi o rozmérech v rozmezi od 1
nm do 1000 nm. Koloidni (nano-) Castice jsou nejcastéji rozptylené v kapalném a plynném,
pfipadné ale i v pevném disperznim prostiedi [3, 4]. Pfedstavu o velikosti ,,nanosvéta™ podava

obrazek 2.

proton E. coli mince mi¢ letadlo

nanotechnologie

atom vodiku 'f

@nanoééstice stribra

fulleren

Obrazek 2: Srovnani velikosti ,,nanosvéta“ a dalSich riznych entit. Prevzato z publikace

[1].

Lidstvo pozorovalo koloidni syst¢tmy od prvnich dnt civilizace a velmi brzy se
naucilo vyuzivat jejich vlastnosti a vyrabét maslo, syry, jogurty nebo chléb, jez lze taktéz
zahrnout do téchto soustav. Navic, koloidy hraji vyznamnou roli v mnoha ptirodnich jevech
(mraky, dym apod.). I pies takto dlouhou historii, védecké zkouméni téchto ¢astic (zpocatku

zejména zlatych) zacalo poméerné nedavno.



Naptiklad alchymisté piipravovali a pouzivali rizné formy koloidniho zlata, tzv.
»Aurum Potabile® (,,pitné zlato), které povazovali za elixir Zivota, nebo tzv. ,,Cassilv
purpur k ptipravé rubinového skla. Prvni, kdo systematicky studoval koloidni Castice zlata,
byl vroce 1857 M. Faraday. Ve své praci rovnéz nastinil stabilitu takovych disperzi. Slovo
,»koloid* pak poprvé pouzil v roce 1861 T. Graham [5]. Raketovy rozvoj nanotechnologii byl
vSak zapocat na zacatku 60. let 20. stoleti. Laureat Nobelovy ceny, Richard P. Feynman, mé¢l
29. prosince 1959 v Kalifornském technologickém Institutu, na vyrocnim zasedani Americké
fyzikalni spolecnosti pfednasku s nazvem ,,There’s Plenty of Room at the Bottom*. V ramci
této prednasky predstavil technologickou vizi extrémni miniaturizace nékolik let predtim, nez
se slovo ,,chip* stalo soucasti slovnikl. Inspirovan naptiklad builkami, mluvil o problému
manipulace s vécmi ve velmi malém méfitku. Feynman pfedstavil technologii, kde by bylo
lidstvo schopno budovat nanoobjekty, atom po atomu nebo molekula po molekule. Od 80. let
20. stoleti, byla jeho vize potvrzena mnoha vyndlezy a objevy v oblasti nanotechnologii.
Nanotechnologie doslova znamené jakoukoli technologii v nanometrovém méfitku, kterou
muzeme aplikovat v realném svété [6]. Zahrnuji v sobé¢ tedy jak tzv. ,,lab on chip* technologie
(laboratof na c¢ipu) a mikro/nanoelektromechanické systémy, tak i1 pravé nanocastice.

Nanocastice nejcastéji délime do péti hlavnich skupin:

o fullereny a nanocastice na bazi uhliku,

o kovové nanocastice a NPs piipravené z oxidu kovil,
. keramické NPs,

J kvantové tecky (polovodicové a uhlikové),

. polymerni NPs.

Mezi nanoobjekty vSak muzeme zaradit také organické utvary, jako jsou dendrimery,
liposomy a micely. Navic Ize NPs pfipravovat v rtiznych tvarech (napft. kulové ¢astice, jedno-
1 vicesténné nanotrubice, nanoklece, nanodesticky, klastry atomt, nanovldkna a nanodratky
nebo rtizné kombinace téchto tvard) [3, 7], a to metodami dispergacnimi (,,top-down*) nebo
kondenzacnimi (,,bottom-up®).

V ptipadé¢ dispergacnich metod vyrabime nanocastice z latek makroskopickych
rozméri mechanickym nebo vibracnim (ultrazvukovym) rozméliovanim, piipadné
elektrickym rozpraSovanim nebo peptizaci. Naopak, u kondenzacnich metod pfipravujeme

nanocastice z analyticky disperznich systémii zménou fyzikalné-chemickych podminek



(teplotou, tlakem nebo sniZenim rozpustnosti) nebo chemickou preménou rozpusténé latky na
latku nerozpustnou riznymi typy chemickych reakci (srdzeci, redukéni, oxidacni,
hydrolytické, vyménné, apod.) [4, 8].

Diky tzv. ,,quantum size* efektu a velkému povrchu se fyzikalné-chemické vlastnosti
(mechanické, optické, elektrické, magnetické, ¢i katalytické) a interakce takovych materiala
s biologickymi systémy zasadné€ a Casto neocekavané lisi od molekul nebo makroskopickych
latek, ze kterych byly ptipraveny [7, 9]. Ptikladem mize byt zavislost UV/Vis absorp¢nich
spekter na rozdilnych tvarech a velikostech zlatych a sttibrnych nanocastic, nebo zména emise
viditeln¢ho zéafeni tzv. kvantovych te¢ek na jejich velikosti [10]. Kvili témto unikatnim
vlastnostem, a také Sirokym moznostem rtiznych povrchovych modifikaci, se béhem nékolika
poslednich dekad staly nanoobjekty stile pouzivanéjSim a vyhledavanéj§im materidlem
v mnoha oblastech lidské cinnosti, jako je napf. stavebnictvi, textilni pramysl,
elektrotechnika, strojirenstvi, optika, chemicky priimysl a mnoho dalSich [7].

Navic, u nanocastic s podobnymi rozméry jako maji biomolekuly, mize dochazet
k inkorporaci dovniti bun€k a tkani [11], coz otevira nové moznosti jejich vyuziti v medicing.
Asi nejcastéji je této vlastnosti vyuzivano v tzv. cilené dopravé 1éCiv pii 1é€bé nadort. Na
rozdil od klasické chemoterapie, kde ucinna latka postihuje celé télo, cilend terapie zvysuje
koncentraci 1é¢iva v misté onemocnéni. Muze byt tedy pouzita ke zvySeni ucinnosti, snizeni
vedlejsich ucinkli nebo k dosazeni obojiho [12, 13]. Déle 1ze nanoc¢astic v medicing vyuzit
jako fluorescenc¢nich znacek [14], pro (bio)detekci patogenti [15], detekei proteint (tzv. ,,bio
bar code* technologie) [16], pfi skenovani struktury DNA [17], ve tkdflovém inzenyrstvi [ 18],
k separaci a ¢isténi biologickych molekul a bun€k [19] nebo jich lze vyuzit jako kontrastnich
spoustu otazek ohledné chovani nanoobjektl ptfitomnych v zivych organismech. Z téchto
divodii v soucasné dob¢ existuje velkd poptdvka po vyvoji a validaci novych, vysoce

vykonnych, spolehlivych a presnych technik pro charakterizaci a kvantifikaci NPs.



2.1.2 Vlastnosti nanocastic a koloidnich soustav

2.1.2.1 Kinetické vlastnosti

V 109. stoleti bylo pozorovano (Brown), Ze malé mikroskopické Castice rozptylené
v kapalin¢ vykazuji nepravidelné pohyby, jako kdyby byly zasazeny jinymi sousednimi
molekulami. Tento nepravidelny, Browniv pohyb, vznikda narazy molekul disperzniho
prostiedi, jez jsou zplisobeny tepelnym (kinetickym) pohybem téchto molekul. Koloidni
castice se pak tedy pohybuje ve sméru vyslednice sil narazli, dokud ji dalsi narazy molekul
disperzniho prostiedi nevychyli jinym smérem. Pokud tedy nejsou silou gravitace tahnuty ke
dnu, ziistavaji tyto castice rozptyleny v disperznim prostfedi. Kinetickd stalost koloidnich
soustav zavisi na poméru rychlosti difize a sedimentace. Nanocastice jsou vlivem difuze
(Browniv pohyb), ktera pisobi proti sedimentaci, schopny udrzet se v celém objemu

disperzni faze — jsou tedy kineticky (sedimenta¢n¢) stalé [8, 21].

2.1.2.2 Optické vlastnosti

Pti interakci elektromagnetického zatreni s Casticemi koloidni soustavy lze pozorovat
1 lom a odraz zafeni, avSak nejvice charakteristickymi optickymi vlastnosti téchto soustav jsou
rozptyl zafeni nebo jeho absorpce. Podle charakteru koloidni soustavy (chemické slozeni
disperzni faze, velikost ¢astic) pak jeden z uvedenych jevl (absorpce nebo rozptyl) prevlada.
U analyticky disperznich systému se uplatiuje pfevazné absorpce, zatimco s rostouci velikosti
¢astic se zaCina vice projevovat rozptyl.

Absorpci zéateni dochazi ke zvySeni vnitini energie molekul systému, ktera se
preméni v energii tepelnou. Jak zndmo, absorpci svétla latkou popisuje Lambert-Beertiv
zéakon. Ten je vSak u koloidnich soustav komplikovan jiz zminénou zavislosti absorpce zareni
na velikosti Castic disperzni faze (obrazek 3), coz je pozorovatelné zejména u elektricky

vodivych koloidnich ¢astic (Castice kovii).
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Obrazek 3: Absorpcni spektra koloidii zlata ménici se s narustajicim stupnem disperzity
castic. S rostoucim stupnem disperzity se posouva absorpcni maximum castic zlata ke
kratsim vinovym délkam. Vyssi poradové cislo krivek odpovida vyssimu stupni disperzity.
Prevzato z publikace [§8].

Rozptyl svétla je slozitym jevem, ktery v sobé podle okolnosti zahrnuje odraz, lom,
ohyb 1 interferenci svétla a je pozorovatelny pouze u systémi s riznymi indexy lomu
disperznich ¢astic a disperzniho prostiedi. Pfi rozptylu zéfeni na rozdil od absorpce nedochéazi
k energetickym zménadm vazebnych elektront, ale kvantum pfijaté energie je nasledné
vyzateno nahodn¢ vSemi sméry, pfi¢emz se nemeni jeho vlnova délka. Na rozdil od hrubych
disperzi v koloidnich systémech, s rozméry ¢astic srovnatelnymi s vinovou délkou svétla nebo
mensimi (nanocastice), je intenzita rozptyleného svétla nizsi. Proto jsou koloidni disperze v
tenkych vrstvach obvykle v prochazejicim svétle ¢iré a jemny zakal se projevi az v silngjSich
vrstvach. Rozptyl svétla jako prvni kvalitativné pozoroval v 17. stoleti Tyndall (efekt
rozSifujiciho se paprsku prochazejiciho disperznim prostiedim je znédzornén na obrazku 4),
zatimco Rayleigh vypracoval teoreticky popis rozptylu svétla na malych, dostatecné od sebe

vzdélenych koloidnich casticich, které nevykazuji vlastni absorpci zatreni (1871) [4, 8].



koloidni soustava

Obrazek 4: Tyndalluv jev. Prevzato z publikace [§].

2.1.2.3 Elektrické vlastnosti — elektricka dvojvrstva a stabilita koloidi

Pokud jsou koloidni a nano- castice elektricky nabité, dojde v okolni kapaliné
k uspotadani iontd do struktury nazyvané elektricka dvojvrstva. Zakladni model vypracoval
Helmholtz, na zdkladé podobnosti s uspoirddanim deskového kondenzatoru, jez byl dale
zptesnén Goliym a Chapmanem a pozdéji Sternem. Sterntiv model rozdé€luje druhou polovinu
elektrické dvojvrstvy s kompenzujicimi ionty na dvé casti - kompaktni (vnitini nebo
Sternovu) a diftizni vrstvu (vné&jsi). Toto rozdéleni je velmi dulezité, ponévadz na hranici mezi
kompaktni a difuzni casti elektrické dvojvrstvy (tzv. skluznd rovina) zUstava
nevykompenzovany naboj o hodnoté urcujici tzv. elektrokineticky (zeta, {-) potencial. Ten je
odpovédny za interakci s vnéjSim elektrickym polem, tedy za tzv. elektrokinetické jevy
(elektroforéza, elektroosmodza, potencidl proudéni a sedimentacni potencidl) [8]. Vyvoj

modelu elektrické dvojvrstvy je ukdzan na obrazku 5.
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Obrazek 5: Vyvoj modelu usporadani elektrické dvojvrstvy. A) Helmholtzitv model, B)
Goiiyho-Chapmanutv model, C) Sternuitv model. ¥y znaci povrchovy potencial castice a x
je vzdalenost od povrchu castice. Prevzato a upraveno z publikace [8].

Obecné plati, ze nanoc¢astice nejsou pfili§ stabilni (vyskytuji se v tzv. metastabilnim
stavu — obrazek 6) a relativné ochotné aglomeruji do vétSich celki, coz je termodynamicky
vyhodnéjsi. Tato tendence k agregaci je zpusobena vysokou povrchovou energii a velkym
povrchem. Aby se zabranilo této aglomeraci, musi byt NPs stabilizovany, a to bud
elektrostaticky nebo stéricky. Zeta potencial hraje vyznamnou roli, také z pohledu stability.
Obecné plati, Ze ¢im je vyssi jeho absolutni hodnota, tim je vyssi i stabilita u elektrostaticky
stabilizovanych ¢astic (silné€jsi elektrostatické odpuzovani ¢astic). Pti stérické stabilizaci jsou
na nanocastice (koloidy) siln¢ koordinacné navazany ochranné ligandové vrstvy. Tyto ligandy
pak poskytuji zejména stérickou ochranu, ale rovnéz mohou Ccastice stabilizovat
elektrostaticky. Mezi takové ochranné ligandy patii napt. polymery, povrchové aktivni latky
nebo iontové kapaliny. Stabilitu koloidl a nanocastic, popisuje DLVO teorie, kterou vyvinuli
Derjaguin a Landau (1941) + Verwey a Overbeek (1948), jako rovnovdhu mezi
Coulombovymi silami a van der Waalsovymi pfitazlivymi silami (obrazek 7) [22].



Obrazek 6: Znazornéni mechanické rovnovahy: A) metastabilni, B) nestabilni a C)
stabilni poloha. Prevzato z publikace [§].
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Obrazek 7: Priklad zavislosti interakcni energie (zelend kiivka) na vzdajemné vzdalenosti
dvou objektii kulového tvaru (R = 0,5 nm, { = 15 mV), vypoctenych podle DLVO teorie.
Cervené je zndzornéna kiivka odpudivych sil, modre kiivka pFitazlivych sil. k' je zde tzv.
Debyeho délka (viz kapitola 2.3.3), R je polomér castice. Prevzato z publikace [23].
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Je ziejmé, Ze povrchovéa chemie NPs, ma zasadni dopad na jejich chovani. Naptiklad
ruzn¢ stabilizované NPs (citratem, polyethyleniminem nebo polyvinylpyrrolidonem, atd.) jsou
pritomny v riznych koloidnich forméach, lisicich se zeta potencidly a hydrodynamickymi
pruméry [24]. Navic bylo zjisténo, ze rizné formy NPs (napi. nanostiibro stabilizované
riznym mnozstvim citrdtu) mé rtzny vliv na jeho toxicitu [25]. Elektroforetickou agregaci
castic popsali Nichols a kol. [26]. Ve své praci vypocitali kritéria stability a ,,agregacni spad*
pro ne-Brownovské kulové cCastice srozdilnymi zeta potencidly a rlznymi tlouStkami
elektrickych dvojvrstev. Néktefi autoii také diskutovali vliv elektrolytu na stabilitu koloidi
[27-29]. Napiiklad Petr a kol. [30] studovali pomoci CE stabilitu o-laktalbuminem
funkcionalizovanych nanocastic typu ,,core-shell”, kde je maghemitové jadro obklopeno
vrstvou oxidu kiemicitého (y-Fe,O3@Si0,), v pufrech o rizném slozeni, rizném pH, iontové
sile apod. Je zde ukazano, jak 1ze pomoci CE podle profili piki odhalit pocatek agregace
nanocastic o pfiblizné 1-2 dny dfive, nez je viditelnd okem. Kromé toho také pouzivali
didecyldimethylammoniumbromid (DDAB) pro dynamické pokryti vnitiniho povrchu

kapilary, kviili minimalizaci interakce mezi sténou kapilary a nanoc¢asticemi.

2.1.3 Metody charakterizace NPs

Nanomaterialy jsou charakterizovany z hlediska:

° velikosti ¢astic,

° distribuce velikosti,
J morfologie,

o chemického slozenti,
o povrchového naboje.
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Bézn€¢ pouzivanymi technikami pro takovou charakterizaci jsou: transmisni
elektronova mikroskopie (TEM), mikroskopie atomarnich sil (AFM), dynamicky rozptyl
svétla (DLS, také nazyvan jako fotonova korelacni spektroskopie), fluorescencni korelacni
spektroskopie (FCS), povrchova plazmonova rezonance (SPR), analyza trasovani nanocastic
(NTA), analyticka ultracentrifugace (AUC), frakcionace tokem v asymetrickém tokovém poli
(aF-FFF nebo AF4), infraCervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FT-IR),
rentgenova difrakce (XRD), fadkovaci tunelovd mikroskopie a tadkovaci tunelova
spektroskopie (STM a STS), diferencni mobilitni analyza (DMA), Taylorova disperzni
analyza (TDA) nebo jiz zminéna UV/Vis spektrometrie.

Nicméné, nekteré tyto techniky jsou velmi ¢asoveé narocné, komplikované a vétSina z
nich vyzaduje upravu vzorku, kde néktery krok takové operace miize znicit biologicky aktivni
prostiedi. To je samoziejmé nevyhodné, protoze je velmi diilezité znat chovani a koncentraci
nanocastic v biologickych vzorcich pro stanoveni jejich toxicity, stability, a také zkoumat
interakce téchto Castic s (bio)molekulami v biologickych vzorcich nebo bunéénych médiich
[3, 31-37]. Tyto nevyhody vSak lze pfekonat pouzitim separa¢nich metod, zejména pomoci
(ultra)vysoko-u¢inné kapalinové chromatografie (HPLC, ptipadn¢ UHPLC nebo UPLC)
nebo, jak uz bylo naznaceno, riznych modi kapilarni elektroforézy (CE).

Majedi a Lee ve svém piehledovém c¢lanku shrnuli neddvné pokroky v separaci a
kvantifikaci kovovych nanoc¢éstic s diirazem na moznost pouziti prvkové specifickych
detektorti a pouzitelnost téchto technik na vzorky zivotniho prostfedi [38]. Je ziejmé, ze
kapilarni elektromigracni techniky, jez odrazeji velikost a iontové chovani NPs, ptedstavuji
jedinecny néstroj pro charakterizaci nanomaterialti ve vodném, nevodném, nebo biologickém
prostiedi [31]. To jsou hlavni divody, pro¢ se v soucasné dobé charakterizace koloidnich
¢astic nebo nanocastic (véetné mikroorganismil) témito metodami tési zvySenému zajmu. Tato
oblast vyzkumu se stale rozsituje, ackoli byla CE ptivodné vyvinuta pro separaci jinych typi

analytd [31, 39].
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2.2 KAPILARNI ELEKTROMIGRACNI TECHNIKY

2.2.1 Historie a uvod do kapilarnich elektromigra¢nich metod

Ackoliv byl termin ,,elektroforéza“ (z fectiny, obecné¢ znamend transport pomoci
elektfiny) vytvofen jiz v roce 1909 Michaelisem, prvni prikopnické elektroforetické
experimenty byly provedeny az roku 1937 Tiseliem, ktery za vyzkum elektroforézy a
adsorp¢ni analyzy (zejména objevy tykajici se komplexni povahy sérovych proteinti), ziskal
Nobelovu cenu [40]. Tiselius jako prvni pouzil elektroforézu (tzv. metodu pohyblivého
rozhrani) pro separaci sérovych proteinit — albuminu a a-, B- a y-globulinti. Touto aplikaci
zacala byt elektroforéza vnimana jako potencidlni néstroj pro separaci biologicky aktivnich
molekul. Zprvu vSak bylo pouziti elektroforetickych technik omezeno netplnou separaci
proteind, relativné velkou spotfebou vzorku a nutnosti pouzit relativné nizké intenzity
elektrického pole, kvili vznikajicim vysokym elektrickym proudim, které zpusobuji
nadmérné uvoliiovani Jouleova tepla.

Ve ctyficatych letech 20. stoleti bylo vynaloZeno velké Gsili zaméfené na vyvoj
lepSich, médii pro zonovou elektroforézu. Zatimco papirova elektroforéza byla v té dobé
pouzitelna k analyze Siroké Skaly molekul (analyza bilkovin, déleni nizkomolekularnich latek
nebo aminokyselin), gely na bazi Skrobu a pozdé€ji agardézy byly vyvinuty zejména pro
analyzu peptidli, proteinti a oligonukleotidli [41]. Pocatkem 60. let pak Hjertén polozil
zéklady kapilarni elektroforézy (CE). V tomto obdobi provadél elektroforetické experimenty
v kiemenné U-trubici o vnitfnim priméru 3 mm. To Ize povazovat za prvni zénovou
elektroforézu ve volném roztoku. V tomto uspofddani bylo dosazeno znacného sniZeni
pottebného mnozstvi vzorku proteinti pro analyzu, zaroven zvySeni UCinnosti, zlepSeni
detekénich limitd (bylo mozZzno stanovit 0,1 % proteini ve vzorku), a také doslo
k vyznamnému zvySeni pfesnosti stanoveni.

Bylo také zjiSténo, Ze snizenim primeéru trubice mize byt dosazeno lepsiho rozliseni
(elektroosméza byla v téchto pokusech eliminovana pokrytim trubice methylcelulézou).
Naptiklad Everaerts jiz v roce 1963 pouzil sklenénou kapilaru s vnitinim pramérem 0,5 mm.
Vroce 1967 Hjertén prezentoval praci, ve které predstavil zatizeni pro kapilarni zénovou

elektroforézu ve volném roztoku. Zde bylo kapilarou otaceno kolem osy, pro minimalizaci
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ucinkit konvekce. Toto zafizeni navic mohlo byt pouzito i pro dalsi, v té dob€ jiz znamé,
kapilarni elektromigracni techniky (izoelektrickd fokusace a izotachoforéza). Problémy
s konvekei byly vyfeSeny dalSim snizovanim vnitiniho priméru pouzitych kapilar (0,2 mm —
Virtanen), ¢imz bylo rovnéz dosazeno zjednoduseni Hjerténova piistroje. Jorgenson a Lukacs
pak ve své praci na pocatku 80. let pouzili kapildru o priméru 75 pm, na néz je mozno
vkladat vysoké napéti, a které jsou pouzivany dodnes [41-43]. Jorgenson také objasnil teorii,
popsal vztahy mezi provoznimi parametry a kvalitou separace a demonstroval potencial CE
stat se analytickou technikou [44].

Kapilarni elektroforetické metody, souhrnné nazyvany vysokouc¢innd kapilarni
elektroforéza (HPCE), se dnes tedy provadéji v kapilarach o vnitinim priméru nejéastéji v
rozmezi 25-100 um. Diky vysokému elektrickému odporu téchto kapilar je na né mozno
vkladat vysoké elektrické napéti (nejcastéji do 30 kV). Intenzita elektrického pole se pak
v takovych kapilardch nejcastéji pohybuje v rozmezi 100 az 500 V/cm, pii minimalnim
generovani Jouleova tepla. To lze navic ucinné odvadét diky piiznivému poméru
povrch/vnitini objem. Pouziti napéti v fadu kV mé za nasledek kratké Casy analyz, dobré
rozligeni a vysokou u&innost separace, &asto presahujici 10° teoretickych pater. Mezi dalsi
vyhody CE patii jednoduchost zafizeni, relativné nizkd provozni a potfizovaci cena, velmi
mald spotfeba vzorkl (typicky 1-20 nl) a reagencii, vCetn¢ organickych rozpoustédel a
moznost detekce analytd piimo v kapilafe. Jedna znejvétSich vyhod kapildrnich
elektromigracnich metod vSak spociva v jejich univerzalnosti. Lze pomoci nich stanovovat
jak anorganické ionty, tak slozitéjsi latky, jako naptiklad aminokyseliny, chiralni lécCiva,
vitaminy, pesticidy, organické kyseliny, barviva, tenzidy, peptidy a proteiny, sacharidy,
oligonukleotidy, fragmenty DNA, atd. Velmi =zajimavad je aplikace kapilarnich
elektromigracnich technik pro analyzu a charakterizaci vétSich objekti, jako jsou bunky, viry
nebo tieba praveé nanocastice [44, 45].

Na obrazku 8 je ukdzdno schéma pfiistroje pro kapilarni elektromigraéni techniky.
Zakladnimi ¢astmi jsou zdroj vysokého napéti, kapilara vedouci optickou drahou detekéniho
systému (DAD detektor) piipojeného k zatizeni pro sbér dat a zafizeni pro zavadéni vzorku.
CE pfistroj je v dnesni dobé v drtivé vétSiné ptipadl ovladdn pomoci osobniho pocitace.
Kapiléra, nejcastéji kiemenna (mohou byt i teflonové nebo ze skla, tzv. Pyrex), je pred
analyzou naplnéna vhodnym zdkladnim elektrolytem (pufrem) a je do ni zavedena zdéna

vzorku, a to do jejiho konce, ktery je (nejcastéji) dale od detektoru. Oba jeji konce jsou
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umistény v rezervoarech obsahujicich pufr, kde se pro zajisténi elektrického kontaktu mezi
zdrojem napéti a kapildrou nachazi také elektrody. Jedna z elektrod je kabelem pfipojena ke
zdroji napéti, zatimco druha je pfipojena k zemnicimu kabelu. Elektrody jsou vyrobeny

z inertnich materiall, nejCastéji vSak z Pt [44, 45].

smér analyzy
—’

separaéni kapilara (

zdroj zafeni —— ({ '

’f N anoda Zdroj VYSfik_éhO uzemnéni
e 1/ @ napéti
¥ (0-30kV)
ey
+ -4
LSSl
Inletovy rezervoar Outletovy rezervoir

Obrazek 8: Obecné schéma zarizeni pro kapilarni elektromigracni techniky. Prevzato a
upraveno z publikace [41].

2.2.2 Principy separace a elektroosmoticky tok

Elektroforéza je tedy pohyb elektricky nabitych cCastic (iontll) nebo molekul ve
vodivém kapalném médiu (vétSinou vodném) vlivem elektrického pole. Elektricky nabité
analyty zavedené do kapilary po aplikaci napéti migruji k pfislusnym elektrodam. A to svymi
charakteristickymi pohyblivostmi (elektroforetickymi mobilitami), jez zavisi na poméru
naboj/velikost. Pokud tedy mame ionty o stejném naboji, ale rtizné velikosti, budou mensi
ionty migrovat rychleji nez ionty vétsi. Pokud mame naopak ionty o stejné velikosti, avsak
lisici se ndbojem, budou migrovat rychleji ty ionty, které nesou vétsi naboj. Timto zpisobem
dochazi k separaci analytt [46].

Velmi dilezitym jevem, vyskytujicim se v kapilarnich elektromigracnich technikach,
je tzv. elektroosmoticky tok (EOF). Ten byl poprvé popsan Helmholtzem koncem 19. stoleti.
Elektroosmoticky tok vznika (v pfipadé kiemennych kapilar) v disledku ionizace kyselych

silanolovych skupin pfitomnych na vnitinim povrchu (kiemenné) kapilary, které jsou
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v kontaktu s elektrolytem. Pokud je tedy pH pouzitého elektrolytu vyssi, nez je pK

silanolovych skupin, dochazi k jejich disociaci (obrazek 9).

" A2 S B O B 3 B,
SE, AR, SR AR, A A AR

H,__H
-O-_ Na+ == H
HO OH O O~ O TTOH OH O OH
: . P I _ | I [ I .~
S St L S _Si _Ss1 =i S

Obrazek 9: Povrch kapilary pred a po hydrolyze. Prevzato z publikace [47].

Vysledkem je pak zaporn¢ nabitd sténa kapilary. Aby byla zachovana elektroneutralita, jsou u
povrchu kapilary silné drzeny kationty a vytvari vnitini vrstvu elektrické dvojvrstvy. Dalsi
kationty, nachazejici se v difuzni casti elektrické dvojvrstvy, se zacnou po aplikaci napéti
pohybovat 1 se svymi solvatacnimi obaly. Tim dochazi k pohybu celého roztoku uvnitf
kapilary. Elektroosmoticky tok tedy plni ulohu ,elektrokinetick¢ pumpy“. EOF je vSak
pozorovatelny nejen u kapilar vyrabénych z taveného kiemene, ale také u kapilar, které jsou
neiontové povahy (napf. teflon), coz byva piipisovano adsorpci iontl na povrch téchto kapilar
[44, 45]. Vliv pH na mobilitu elektroosmotického toku v kapilarach z riznych materiala je

ukazan na obrazku 10.
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Obrazek 10: VIiv pH na mobilitu elektroosmotického toku v kapilarach z ruznych
materialu. Prevzato z publikace [44].

Pohyb EOF je za normalnich operacnich podminek ve sméru od anody ke katodé a jeho

velikost mize byt vyjadiena mobilitou ugor:
UEOF = ¢/4mn (1)

kde ¢ je dielektricka konstanta pouzitého zakladniho elektrolytu, { je zeta potencidl pfitomny
na rozhrani vnitini a vnéjsi elektrické dvojvrstvy kapilary a # je viskozita pufru.

Na rozdil od rychlosti elektroosmotického toku, ktera zavisi 1 na velikosti
aplikovaného napéti (intenzité¢ elektrického pole), je jeho mobilita zavisla hlavné na
vlastnostech pouzit¢ho elektrolytu, kterymi jsou: pH, koncentrace nebo iontova sila nebo
pritomnost organickych rozpoustédel. Dal§imi moznostmi jak ovlivnit mobilitu EOF je
teplota, modifikace stény kapilary nebo aplikace radialniho napéti na sténu kapilary [41, 44,
46]. V systémech, kde se vyskytuje EOF je pohyblivost analyti v CE ovliviliovana jak

elektroosmotickym tokem, tak vlastni (efektivni) mobilitou (u, ; f). Experimentalné¢ métenou

veli¢inou je migracni ¢as, zn¢hoz lze pfimo vypocitat tzv. zdanlivou mobilitu (u"). Pro

zjisténi efektivni mobility analytt, je tedy potieba odecist vliv EOF (,,vektory®):
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I N N (2)

Vzhledem k tomu, Ze je mobilita EOF obycejné vyssi, nez mobilita zdporné nabitych
analytii, je veskery roztok pfitomny v kapilafe ucinné ,,Cerpan* k detektoru [46]. EOF je
vétsSinou u kapilarnich elektromigracnich technik vyhodnym jevem a to zejména ze dvou
hlavnich diivodd. Prvnim je, Ze smés aniontl a kationtli mize byt stanovena v jedné analyze.
Bez n¢j by pro stanoveni iontll v takovém vzorku bylo zapotiebi dvou analyz, ptfi¢emz kazda
by probihala pfi jiné polarité. Druhou hlavni vyhodou je, ze ionty, které¢ se pomérné€ hodn¢ lisi
svymi poméry naboj/velikost, mohou byt separovany v relativné rozumném cCase a analyza
tedy neni pfili§ dlouhd. I pfes tyto vyhody je n¢kdy lepSi EOF zastavit, zménit jeho velikost,
nebo dokonce obratit. Naptiklad analyza aniontii, mize byt obracenim EOF zna¢né€ urychlena,
zpomalenim EOF muzZe byt dosazeno lepsiho rozliSeni, jeho zastaveni byva casto vyuzivano v
kapilarni izotachoforéze, kapilarni izoelektrické fokusaci, tzv. metodé ¢aste¢ného plnéni (viz
kapitola 2.2.3.7), apod. Zastaveni nebo vyrazné snizeni elektroosmotického toku byva
realizovano chemickou modifikaci povrchu kapilary a to bud’ dynamicky, nebo kovalentnim
pokrytim. U dynamické modifikace je jednoduse modifikator pfidan do pufru. Velmi cCasto je
ktémto ucelim vyuzivano derivatd celulozy (hydroxyethylceluloza — HEC,
methylhydroxyethylceluloza — MHEC), neiontovych tenzidi (polyoxyethylensorbitan
monooleat — TWEEN, ethoxylovany p-terc.-oktylfenol — Triton X) nebo rizn¢ dlouhych
fetézcli polyethylenglykolu (PEG). Pti kovalentnim pokryti dochazi k navazani vhodnych
polymert na sténu kapildry, za vzniku monomolekularni vrstvy. Témi jsou nejcastéji
polyakrylamid (PAM), polyvinylalkohol (PVA) nebo polyvinylpyrrolidon (PVPP) [46, 48].

Nejbéznéjsi metody, jak meénit EOF jsou shrnuty v tabulce 1.
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Tabulka 1: Nejbéznéjsi metody pro kontrolu elektroosmotického toku. Prevzato
z publikace [44].
Proménna Diisledek Poznamky

Intenzita elektrického pole

Mobili taEOF se méni umérné sile
elektrického pole.

Velka intenzita el. pole generuje
vice tepla v kapilafe. Muze dojit i
ke zkratu nebo jiskieni.

pH elektrolytu Mobilita EOF klesa se snizujici se Miuze dojit ke zméné naboje
hodnotou pH a naopak . analytt

Tontova sila (1) ZvySeni I vede ke snizeni zeta Vysokd [ - véEét§i generovani
potencialu, ¢imz klesd mobilita Jouleova tepla.
EOF Nizkd I - moznost adsorpce

analytli na sténu kapilary
Deformace tvaru piku, pokud je
vodivost BGE jind nez vodivost
zony vzorku

Teplota

Zvyseni teploty vede ke snizeni
viskozity a zvySeni mobility EOF
(2-3 %/°C).

Kapilaru je potieba termostatovat

Organicka rozpoustédla

Meéni zeta potencial, permitivitu a
viskozitu elektrolytu.

Komplexni zmény EOF, je potfeba
mefit experimentalng.
Mohou ménit selektivitu separace.

Tenzidy

Me¢ni velikost a smér EOF (dochazi
ke zméné hustoty naboje nebo jeho
znaménka).

Dynamickd adsorpce na sténu
kapilary  skrz  hydrofobni a
elektrostatické interakce

Neutralni hydrofilni
polymery

Snizuji  velikost EOF stinénim
naboje  povrchu  kapilary a

zvySovanim viskozity.

Adsorpce na kapilarni sténu skrz
hydrofilni interakce.
Potlaceni interakci
kapilary.

analyt-sténa

Kovalentné pokryty povrch
kapilary

Zastavuji EOF nebo méni jeho
velikost v zavislosti na charakteru

pokryti (naboj, polarita).

Moznost mnoha modifikaci.

Muze byt problematicka stabilita
pokryti.

Zména povrchovych vlastnosti, a
tudiz interakci analyt-sténa
kapilary
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2.2.3 Mody kapilarnich elektromigracnich metod

CE analyzy mohou byt provozovany v nékolika rtiznych rezimech (mddech). Mezi

tyto mody patii:
o
.
.
.
.
.

kapilarni zénova elektroforéza (CZE)

(micelarni) elektrokineticka chromatografie (EKC, MEKC, MECC)

kapilarni elektrochromatografie (CEC)

kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF)

kapilarni izotachoforéza (CITP)

afinitni kapildrni elektroforéza (ACE)

Volba modu pak zévisi na analytu, a také na tom, co operator od analyzy ocekava

(zvySeni rychlosti, selektivity, apod.) [47]. V tabulce 2 je ukdzan piehled nejbéznéjSich modu

CE a typickych aplikaci.

Tabulka 2: Typické aplikace nejbeznéjsich modii CE. Prevzato a upraveno z publikace

[41].
CZE MEKC CEC CGE CIEF CITP ACE
Tonty Neutralni Malé Nukleové Peptidy Malé ionty Separace
latky molekuly kyseliny latek
podléhajicich
specifickym
interakcim
Malé Malé Peptidy Proteiny Proteiny Proteiny Zjistovani
molekuly molekuly interakénich
konstant
Peptidy Proteiny Aminokyseli  Peptidy
ny
Proteiny Sacharidy Ziedéné
vzorky
Sacharidy
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2.2.3.1 Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

CZE (obclas nazyvana jako elektroforéza ve volném roztoku) je pro svou
jednoduchost a univerzalnost nejcastéji pouzivanou elektroforetickou metodou. Pii analyze
v tomto uspotfadani jsou od sebe latky separovany pouze na zdklad¢ jejich poméra
naboj/velikost a nedochazi k zddnym interakcim nebo dalSim rovnovahdm (kromé obcasnych
interakci analytii, Casto proteintl, se sténou kapilary, které jsou vSak nezadouci).

Je pouzitelna pro separaci téméi vSech ionizovatenych latek, které jsou rozpustné
v pouzitém pufru. Diky dostate¢né silnému elektroosmotickému toku mohou byt kationty i
anionty separovany v jedné analyze, avSak neutrdlni latky separovany nejsou (jsou unaSeny
v jedné zoné pouze rychlosti EOF). Pro latky nerozpustné ve vodném prostiedi, 1ze pouzit
kapilarni elektroforézu v prostfedi nevodném. Nevodné systémy v CE jsou na bazi
rozpoustédel, jako je acetonitril, methanol, formamid a dimethylformamid, ke kterym se ptida

malé mnozstvi bezvodé kyseliny nebo soli [46, 47].

2.2.3.2 (Micelarni) elektrokineticka chromatografie (EKC, MEKC, MECC)

MEKC byla poprvé predstavena Terabem a kol. roku 1984 a velmi rozsifila
aplikovatelnost elektroforetickych metod. Kromé iontt 1ze diky ni analyzovat a separovat také
neutralni latky.

Princip elektrokinetické chromatografie spociva v ptidani nabité latky (nebo ¢astic)
do nosného elektrolytu, kterd dokdze rtizné silné interagovat s riiznymi neutralnimi analyty.
Tak dochazi k jejich pohybu také. V ptipadé MEKC (nejcastéjsi ptipad) tuto tlohu plni
tenzidy (velmi Casto dodecylsulfat sodny — SDS). Ty jsou do separa¢niho pufru pridavany v
dostate¢né koncentraci, aby byla umoznéna tvorba micel (nad kritickou micelédrni koncentraci
— CMC). Micely jsou utvary, jez maji (ve vodném prostiedi) hydrofobni vnitini jadro, zatimco
jejich vn&jsi povreh je hydrofilni. Vytvotfené micely pak v elektrickém poli migruji opét podle
svych pomérti naboj/velikost. Neutrdlni latky, které se liSi svymi rozd¢lovacimi koeficienty
mezi vodnou fazi (pufr) a vnitinim jadrem micel jsou pak na zakladé riizn€ silnych interakci
od sebe separovany.

Vzhledem ktomu, Zze separatni mechanismus je analogicky s mechanismem

uplatitujicim se v HPLC s reverznimi fazemi (RP-HPLC), byva micelarni faze ¢asto nazyvana
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jako ,,pseudostacionarni®. Jedna se tedy o hybridni techniku, kombinujici vyhody CZE a
HPLC.

Hydrofilni neurdlni latky, které s micelami vibec neinteraguji, jsou tedy unaseny
pouze elektroosmotickym tokem a jsou eluovany v Case #y. Jedna se tedy o EOF ,,markery®, a
patii mezi n¢ napt. metanol nebo acetonitril. Naproti tomu extrémné hydrofobni latky, které
jsou celou dobu pfitomny v micelach, tzv. ,,markery* micel, jsou eluovany v ¢ase ;. (napf.
Sudan III, dodekanofenon, tokoferol). Tyto dva extrémy definuji tzv. retencni (elu¢ni) okno,
coZ znamena, Ze mezi témito Casy je potieba aby byly eluovany vSechny analyty. Elu¢ni okno
lze zvétsit pridavkem organickych rozpoustédel nebo modifikaci stény kapilary. LepSiho
rozliSeni a selektivity 1ze v MEKC dosahnout pouZzitim jiného tenzidu, nebo vnesenim dalsi
interak¢ni rovnovahy, napt. pouziti neiontovych tenzidii nebo tieba ptidavkem cyklodextrinu
(cyklodextrinem modifikovana MEKC) [46, 47, 49].

Casy to a tmic jsou rovnéz dulezité pro vypocet kapacitnich faktorti analyti. Navic,
vzhledem k tomu, Ze existuje linearni vztah mezi logaritmy kapacitnich faktord latek a
logaritmy jejich rozdélovacich koeficientt (log P), je mozno pomoci MEKC tyto koeficienty
stanovit pouhym srovnanim s kapacitnimi faktory ziskanymi analyzou standardi o zndmych

log P za stejnych podminek [50-52].

2.2.3.3 Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

CEC je vlastné typem kapalinové chromatografie. Vyuziva vSak pro pratok mobilni
faze a undSeni analyti kolonou misto klasické pumpy (pouzivané v HPLC)
elektroosmotického toku. Kapilary pro CE v tomto pfipadé¢ plni funkci kolon a jsou nejcastéji
naplnéné sorbenty typickymi pro RP-HPLC.

Prvni CEC analyzu provedli Jorgenson a Lukacs roku 1981 za pouziti kapilary (170
um vnitini pramer), kterd byla naplnéna C18 ¢asticemi (stacionarni faze) o velikosti 10 pm.

Separace neutrdlnich latek je dosaZzeno pouze rozdilnymi interakcemi se staciondrni
fazi, zatimco nabité latky jsou separovany jak timto mechanismem, tak navic 1 diky svym
rozdilnym mobilitam. Oproti HPLC Ize u CEC zvySovat G¢innost snizovanim velikosti Castic
stacionarni faze, aniz by dochazelo ke zvySovani tlaku uvnitf kolony a je tedy mozno pouzit
delsich kapildr. Dalsi vyhodou je plochy profil elektroosmotického toku, ktery (oproti

parabolickému hydrodynamickému toku) nepiispiva tolik k rozmyvani zon [44, 49].
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2.2.3.4 Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

V tomto moddu je kapilara naplnéna gelem nebo velmi viskéznim roztokem. EOF je
Casto eliminovan, takze analyty migruji pouze svymi vlastnimi mobilitami. V CGE jsou vétsi
molekuly (a ¢astice) zpravidla vice zpomalovany viskéznim separacnim médiem, nez mensi
molekuly, takZze separace je zaloZena zejména na rozdilech ve velikostech analytd. Proto je
CGE vhodna hlavné pro separaci nabitych molekul, liSicich se velikostmi, ne vSak svymi
pomeéry naboj/velikost (fragmenty DNA).

Kapilarni gelova elektroforéza je tedy srovnatelnd s tradi¢ni plosnou elektroforézou,
protoze separacni mechanismy jsou totozné. Kapilarni format vSak nabizi oproti tradi¢nimu
uspofadani fadu vyhod, véetné moznosti pouziti 10 az 100x vyssich intenzit elektrického pole
bez nadmérného vyvoje Jouleova tepla, on-line detekci v kapilafe, automatizaci, atd.
Polymerni gely mohou byt v CGE kovalentné zesitované, vazané vodikovymi miistky nebo
jednoduse rozpusténé v pufru (nezesitovany polyakrylamid, methylceluléza, apod.) [44, 46,

47].

2.2.3.5 Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF)

CIEF je metoda zaloZzend na separaci vzorku nesoucich jak zaporné, tak kladné
nabité skupiny. Jedna se tedy zejména o proteiny a aminokyseliny. Takové analyty, které se
li§i svymi izoelektrickymi body (pI) o vice nez cca 0,005 jednotek, mohou byt touto metodou
stanoveny. pl je hodnota pH, pii které se zwitteriontova latka chova jako neutralni, protoze
ma stejny pocet kladnych i zdpornych naboji (je navenek elektroneutralni), tudiz nema
v elektrickém poli tendenci migrovat.

CIEF je provedena tak, Ze vzorek je spole¢né s pufrem nadavkovan do kapilary a je
aplikovano napéti. Pufrem je smés (bézn¢ komeréné dostupnych) amfolytii, coz jsou rovnéz
zwitteriontové latky. Tim dojde k vytvotfeni gradientu pH v kapilafe, ktery je drzen mezi
silnou kyselinou (anolyt) a silnou zasadou (katolyt). Slozky vzorku se zastavi tam, kde
dosahnou svého pl. Po dosazeni ustalené¢ho stavu je potieba, aby vzorek prosel detektorem,
coz je realizovano hydrodynamicky (tlakem) nebo elektroforeticky (vyména anolytu za

katolyt nebo obracené, nebo ptidavkem soli bud’ do anolytu nebo do katolytu).
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Touto metodou je mozno stanovit velmi zfedéné vzorky, protoze je ddvkovano vétsi
mnozstvi vzorku a jednotlivé slozky vzorku jsou fokusovany do tuzkych vysoce

koncentrovanych zon. Pomoci CIEF lze rovnéz stanovit pl vzorku [44, 46].

2.2.3.6 Kapilarni izotachoforéza (CITP)

Izotachoforéza je jednou =z nejstarSich elektroforetickych technik a lze pii ni
analyzovat jen jeden druh iontd. Je také jedinou elektroforetickou technikou, ktera probiha
v diskontinualnim systému elektrolyti.

Kapiléra, ve které je potlac¢en EOF, je v CITP naplnéna tzv. vedoucim (,,leading®)
elektrolytem, jehoz ionty (ty, které jsou analyzovany — kationty nebo anionty) maji nejvetsi
mobilitu v celém systému. Tzv. ,outletovy* rezervoar (blize detektoru) je rovnéz naplnén
timto roztokem. Vzorek je pak nadavkovan a na tzv. ,,inletovy* konec kapilary (davkovaci,
ktery je dale od detektoru) je nasazen rezervoar, jez je naplnén tzv. koncovym (,,terminating‘)
dojde k postupné separaci ionti dle jejich efektivnich pohyblivosti. Jakmile je dosazeno
ustaleného stavu, vSechny zény se pohybuji stejnou rychlosti (izotachoforetickd migrace).
Tato rychlost je dana mobilitou iontl vedouciho elektrolytu. Jednotlivé zony vzorku jsou pak
sefazeny dle klesajicich mobilit a nakonec migruji ionty koncového elektrolytu [49]. Navic,
diky koncentracnimu piizptisobeni (,,Kohlraschova regula¢ni funkce*) jsou majoritni slozky
vzorku nafedény, zatimco stopové jsou zakoncentrovany. Koncentrace je pak umérna délce

zony. Tuto techniku Ize tedy rovnéz pouzit k prekoncentraci zfedénych analytt [46].

2.2.3.7 Afinitni kapilarni elektroforéza (ACE)

Uvod do ACE

Podobné jako afinitni HPLC, je ACE zaloZena na kombinaci (bio)specifickych
interakci typu antigen-protilatka, enzym-inhibitor, hormon-receptor, apod. Obecné metody,
které¢ vyuzivaji (bio)afinitni princip, maji vyhodu v tom, Ze se v nich uplatiuje jedna z
nejvyznamnéjSich vlastnosti biomolekul, kterou je specifické rozpoznavani. To tvofi zaklad

vSech vysoce selektivnich biologickych procest [53, 54].
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Afinitni kapilarni elektroforéza byva tedy pouzivana pro separaci latek, které
podléhaji takovymto specifickym interakcim (obecné receptor (analyt)-ligand). Tyto interakce
mohou probihat na povrchu kapilary, na niz byl pfedtim navazan ligand (podobné jako
v CEC) nebo castéji a také vyhodné&ji, kdy jsou ligand 1 cilovy analyt (receptor) pfitomny ve
volném roztoku (podobné jako v EKC) [55, 56].

Teorie

Vice nez pro separaci analyta je vSak ACE vyuzivano pro studium interakci analyt-
ligand. Sila nekovalentnich interakci mezi dvéma interagujicimi slouceninami nebo tfeba
pravé nanocasticemi je tedy charakterizovana zdéanlivou konstantou stability vzniklého
komplexu (nazyvana také jako vazebna, asociacni nebo interak¢ni konstanta), kterd je

definovana vztahem:

Ky = —— (3)

kde /4], [L] a [AL] jsou rovnovazné molarni koncentrace analytu A4, ligandu L a jejich

komplexu AL [57]. Tento vztah vychazi z obecné rovnice:

A+L2 AL 4)

Prvni rovnice, ktera dava do souvislosti elektroforetickou mobilitu a zdanlivou
vazebnou konstantu byla odvozena jiz v roce 1951 pro popis interakce mezi kademnatymi a
jodidovymi ionty Albertym a Kingem [58].

Pii ACE jednoduse zvySujeme koncentraci ligandu v zékladnim elektrolytu.
Zakladnim principem stanoveni vazebnych konstant je tedy méfeni zmény migracnich Cast,
resp. znich spocitanych efektivnich mobilit volného analytu a komplexu analyt-ligand.
Zm¢éna je zpusobena jinym pomérem mezi nabojem a velikosti volného analytu a vznikajiciho
komplexu (viz kapitola 2.3.4.2) [55, 57]. Tento on-line piistup je nejpouzivanéjsi. ACE vSak
muze byt provadéna i v off-line mdédu, kdy je analyt smichdvan s pufrem obsahujicim
vzrustajici mnozstvi ligandu. Takovy roztok je pak inkubovan po ur¢itou dobu a nésledné

analyzovan pomoci CZE. Tento pfistup je vyuzivan, pokud je kinetika disociace komplexu
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pomald [59]. VSechny tyto pfistupy jsou rovnovazné. Existuji i nerovnovazné, které jsou vsak,
co do vyhodnoceni, mnohem slozitéjsi [60].

ACE analyzy jsou nejcastéji provadény ve vodnych prostiedich [56, 61], nicméné je
mozno pouzit vodnych pufri s pfidavkem organické slozky [62, 63] nebo nevodnych
prostiedi [64, 65].

Vzhledem ktomu, Ze je v kapilarni elektroforéze nejcastéji vyuzito UV/Vis
detektoru a pfidany ligand mlze absorbovat zateni v této oblasti, je n€kdy vyhodné vyuziti
selektivniho detektoru (napt. ICP-MS [66]) nebo miize byt ACE provedena v tzv. ,,partial-
filling“ mdédu (metoda c¢astecného plnéni). Pfi této metod¢ je kapildra naplnéna pufrem
obsahujicim ligand jen z¢asti a podminky jsou zvoleny tak, aby ligand nedoséhl detektoru
(nemigruje viibec, migruje mnohem pomaleji nez analyt nebo migruje opacnym smeérem) [57,
67].

Obecné miize byt asociace mezi analytem a ligandem popsana vazebnou izotermou:
y = dx/(f+ex) (5)

Zavisla proménnd y je experimentadlné zmeétfend odezva systému analyt-ligand (v tomto
ptipadé efektivni elektroforeticka mobilita). Proménnd x v rovnici je koncentrace volného
ligandu a konstanty d, e a f se vztahuji k vlastnostem analytu, ligandu a komplexu, zahrnujici
vazebnou konstantu a informaci o stechiometrii. Pokud je volny analyt davkovan do
elektrolytu obsahujiciho ligand, vysledna efektivni mobilita analytu (,u:f ! ) v rovnovaze s
ligandem je dana primérem absolutnich mobilit volnych ( ,ug) a vazanych (,ugL ) forem

analytu:

eff _ 4] 0 [AL] o
Ha" = Tapm®a T A ata (6)

Zavedenim vztahu (3), 1ze rovnici (6) pfevést na nasledujici tvar rovnice vazebné izotermy:

eff _ 1 0 Kp[L] o
Mo = Tk, A+1+Kb[L] AL (7)
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Pro urceni vazebné konstanty komplexu Ize tuto rovnici transformovat do linearizovanych

forem [55, 58]. Rizné metody linearizace jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3: Riizné metody linearizace grafii. Prevzato z publikace [58].

Metoda stanoveni K, ('“ZL )
0 _ eff
My — U
. . — = K[L] = fIL] . L
izotermni = us, Smeérnice musi byt stanoveno
experimentalné
ff— 0
ugt —u
o = =Ky (1 = ul) + Ky (uh, — ) = F(uf = uf) - . -
x reciproka [L] -smérnice usek/smérnice
[L] 1 1
=- x[L] + = fug" = uf)
y reciproka ,ujff —u§ MGy — K K, (HEL ) 4 4 smérnice/Gsek 1/smérnice
1 1 1 + 1 £ 1 )
= - X— = —
0
dvojité reciproka ,Uiff — M Ky(uy, — 1) (L]~ ug, —ug (L] usek/smérnice 1/asek
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2.3 KAPILARNI ELEKTROFOREZA NANOCASTIC

2.3.1 Historie zkoumani nanocastic pomoci CE

Historicky prvni pokus analyzovat vétsi objekty pomoci CE je datovan do roku 1987,
kdy Hjertén a kol. [68] ukazali moznosti analyzy bunék a virti kapilarni elektroforézou. Ve
své praci popsali, jakym zpisobem byly virus tabakové mozaiky (TMV) a bakterie kmene
Lactobacillus casei unaseny elektroosmotickym tokem (EOF) uvnitt kapilary. Analyza TMV
je ukadzana na obrazku 11. VanOrman a Mclntire jako prvni zacali s CE syntetickych
polymernich ¢astic. Nejprve studovali separaci razné velkych polystyrénovych mikrocastic
pomoci kapilarni zénové elektroforézy (CZE), coz piipisovali rizné silnym interakcim astic
se sténou kapilary [69, 70]. Ve své pozdé&jsi publikaci ukazali shodu mezi elektroforetickymi
mobilitami stejného typu ¢astic zjisténymi pomoci CZE a laserovou Dopplerovou velocimetrii

(LDV) [71]. Dalsi, kdo se zabyval timto typem analytti, byl Chrambach a kol. [72].

intenzita signalu

L\_ £

- -TL...

"¢54$:p'_é:

migracni ¢as (min)

Obrazek 11: Kapilarni zonova elektroforéza viru tabakové mozaiky. — Prevzato
z publikace [6§].
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Zatimco velkd ¢ast pocateCnich praci zabyvajicich se analyzou koloidi kapilarni
elektroforézou byla provedena na ¢asticich polystyrenu [39, 69-75] a ¢asticich oxida kovil
mikrometrovych a sub-mikrometrovych velikosti [76-78], jsou v dnesni dobé pomoci CE
analyzovany témeét vSechny typy nanoobjektid [3]. Trapiella-Alfonso a kol. [79] neddvno
shrnuli postupy a metodologie v CE, jez byly vyvinuty jak pro fizeni a optimalizaci syntéz
nanocastic, tak i pro jejich charakterizaci ve smyslu jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti, a
také strategie vedouci ke zlepSeni detek¢nich limiti elektroforetickych metod. Publikovali
také clanek, kde je kladen diraz na CE metody vyvinut¢é pro NPs pouzivané v
biomedicinskych védach, které pomahaji predpovidat chovani téchto objektii v biologickych
systétmech [80]. Zatimco Liu ve svém clanku sumarizuje moznosti analyzy a aplikace
nanocastic zlata nejen v elektroforéze, ale i v HPLC nebo FFF [81], Hu a kol. [82] vénuji
vetsi pozornost charakterizaci a analytické separaci fluorescen¢nich uhlikovych kvantovych
tecek. Existuji také nckteré piehledové prace, jez podavaji obecny piehled o stanoveni a

analyze riznych typt nanocastic v CE [83-86].

2.3.2 Detekce nanocastic a moznosti jejiho zlepSeni v kapilarni

elektroforéze

2.3.2.1 UV/Vis detektory a jejich vlastnosti

Detektory pracujici na principu absorpce zafeni v UV/Vis (zejména DAD) jsou pro
svou univerzalnost, a také diky mozZnosti méfeni piimo v kapilare, nejpouzivanéj$imi
detektory v CE.

DAD (n¢kdy téz PDA) pracuje na principu pruchodu zatfeni ze zdroje, kterym je
deuteriova vybojka, kapilarou. Ta je v daném misté zbavena vrstvy polyimidu. Proslé zareni
je pak rozloZeno holografickou miizkou a takto rozloZzené zafeni dopadé na desticku, na niz je
umistén velky pocet fotodiod. Na kazdou z miniaturnich fotodiod dopada zétivy tok o urcité
vlnové délce =zeslabeny absorbujici latkou v kapilate. Kazdd z fotodiod je spojena
s kondenzatorem nabitym na urcitou hodnotu. Vznikly fotoelektricky proud (vznika po
dopadu zéfeni na diodu) vybije kondenzator umérné velikosti intenzity zareni. Nasledné se

kondenzator dobije a je méfen spotiebovany proud na jeho dobiti [87].
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Velkou vyhodou tohoto detektoru je simultdnni zdznam v celé oblasti UV/Vis
spektra. Nicméné, vzhledem k tomu, zZe UV/Vis detektory pracuji na principu Lambert-
Beerova zakona, jsou pfi pouziti v CE jejich vyhody zastinény nizkou citlivosti (velmi mala
optickd dréha dana vnitinim primérem kapilary). Detekéni limity jsou proto vyssi, typicky v
radu 10 uM [88]. Navic lze ocekavat, ze koncentrace nanocastic v biologickych vzorcich a ve
vzorcich zivotniho prostfedi budou velmi malé, a proto je Casto potieba, aby byla detekce
téchto analyta citlivéjsi [89]. Toho lze v piipadé UV/Vis detektorti docilit pouzitim napft. tzv.

,bubble® cel, ,,Z“-cel nebo cel s vicenasobnym odrazem (obrazek 12) [46].

A B C

e \
w_—’ — NN
| % /N

reflexni vrstva

Obrazek 12: Moznosti prodlouzeni optické drahy v kapilare. A) , bubble* cela, B) ,,Z*-
cela a C) cela s vicenasobnym odrazem.

Jinym zplsobem, jak docilit vyssi citlivosti pfi detekci NPs v CE, je pouziti jinych
detektorti, napt. amperometrickych nebo detektort s laserem indukovanou fluorescenci (LIF)
[44, 46, 87, 90]. Posledni dobou se vSak pro tyto ucely jevi jako velmi slibné spojeni CE
s ICP-MS, protoze dovoluje pifimou analyzu nanomaterialti ve slozitych matricich, casto bez

nutnosti extrakce nebo jinych narocnych tprav vzorku [91].
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2.3.2.2 Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

Uvod a historie

Hmotnostni spektrometrie s indukéné véazanym plazmatem (ICP-MS) vznikla
spojenim dvou dobie zavedenych technik, a to indukéné vazaného plazmatu (ICP) a
hmotnostni spektrometrie (MS).

ICP je popisovano jako idealni zdroj iontd pro anorganickou hmotnostni
spektrometrii. Velmi vysoké teplota plazmového vyboje (~ 10 000 K) zajistuje témet uplné
rozlozeni vzorku na jeho atomy a ioniza¢ni energie ICP (15,8 eV) umoziiuje ionizaci vetSiny
prvki periodické tabulky, s vyjimkou F, He a Ne, za vzniku kladné nabitych iontt [92, 93].

ICP-MS je dnes nepochybné nejrychleji se rozvijejici technikou pro multielementéarni
analyzu ultra-stopovych koncentraci kovili, polokovii a nékterych nekovi, ktera je dnes k
dispozici. Na trh byl prvni ICP-MS pfistroj s kvadrupolovym analyzatorem uveden roku
1983. Dnes je tato technika rutinné vyuzivana pro mnoho rtiznych a rozmanitych aplikaci.
Témi nejbéznéjSimi, které dnes predstavuji ptiblizné¢ 80 % ICP-MS analyz, jsou aplikace
environmentalni, geologické, archeologické, polovodicové, biomedicinské, a také
nanotechnologie.

Prestoze lze touto technikou obecné stanovit stejny soubor prvki jako jinymi
technikami atomové spektrometrie, jako je plamenovd atomova absorpce (FAA),
elektrotermicka atomizace (ETA) a optickd emisni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem (ICP-OES), ma oproti zminénym technikdm ICP-MS fadu vyhod. Mezi tyto
vyhody patii zejména moznost simultdnni multielementarni analyzy, informace o izotopovém
slozeni a vysoka selektivita [93]. ICP-MS tedy pfedstavuje univerzalni techniku
dosahujici detekénich limith v fadu sub-ppt. Nejde vSak jen o nizké detekéni limity, ale 1 o
velmi Siroky linearni dynamicky rozsah ICP-MS, bézné piesahujici deset fadi. To dovoluje
souCasné stanoveni jak matri¢nich prvki, tak i minoritnich prvkl (necistot). Dalsi velkou
vyhodou je moznost spojeni se separa¢nimi technikami (napt. HPLC, GC, FFF, CE). Takto
spojen¢ techniky pak dovoluji analyzu rGznych specii prvki a ICP-MS pak plni tlohu

mimoftadné citlivého, prvkovée specifického detektoru [93-95].
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CE-ICP-MS

Praci, kde jsou oba pfistroje spojeny, poprvé publikoval v roce 1995 Olesik a kol.
[96]. Rozhrani musi udrzet elektricky kontakt s vystupnim koncem CE kapildry, aby byl
zajistén stabilni elektricky proud, coz je nutné pro ziskani reprodukovatelnych
elektroforetickych separaci. Schématické znazornéni podobného rozhrani vyvinutého v nasi
laboratofti je ukdzano v kapitole 4.3.5 na obrazku 31. Problematika spojeni CE s ICP-MS je
detailn¢ rozebrana v prehledovém c¢lanku, ktery publikovali Prange a Profrock [97].

Dnes je CE-ICP-MS vyuzivano zejména pro speciacni analyzy zejména kovovych
prvkil ve slozitych matricich [98]. Typickym ptikladem je analyza léciva (na bazi kovu)
v télnich tekutinach, kdy CE- ICP-MS rozliSuje signal uzitého lé¢iva a jeho metabolitii. Lze
tedy fici, Zze CE-ICP-MS je jednim z mala analytickych néstroji, které 1ze pouzit k detailnimu
studiu transportu a interakci takového léCiva s biomolekulami v lidském téle, a ktery tak mutze
napomoci vysvétlit mechanismus jeho G¢inku na molekularni Grovni [66, 99].

Kromé¢ toho, tskali (stabilita plazmového vyboje, polyatomické interference, aj.) se
zavadénim mobilnich fazi (a pomocnych kapalin) obsahujicich vysoky obsah organickych
rozpoustédel ¢i rozpusténych soli v mobilni fazi, vyskytujici se pfi Castéjsi kombinaci HPLC-
ICP-MS, nejsou pro spojeni CE-ICP-MS tak vyznamna [100]. U CE-ICP-MS rovnéz odpadaji
pouziti tékavych pufrt, které jsou kompatibilni s ESI-MS nebo aplikaci takového uspotadani,

kdy netekavé slozky nedosahnou iontového zdroje (ESI) [101].

Princip ICP-MS

Schéma hmotnostniho spektrometru s indukéné vazanym plazmatem je na obrazku
13. Vzorek je pieveden na aerosol ve zmlzovaci proudem nosného plynu (Ar). Vznikly
polydisperzni aerosol je pak zbaven vétsich kapek v mlzné komote a vysledny jemny aerosol
je zavadén do ICP. Zde dochazi diky vysoké teploté¢ (6 000 — 10 000 K) k jeho rychlé
desolvataci, odpateni, atomizaci a ionizaci obsazenych prvkd.

Argonové plazma je vytvoreno v tzv. plazmové hlavici, diky radiofrekvencnimu
generatoru a indukéni civee. Oscilacemi v elektromagnetickém poli dochazi v prostiedi

argonu (po dodéani elektronti z Teslova generatoru) ke kolizim rychle se pohybujicich
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elektront s neutralnimi atomy Ar. Tim dochézi k dalSimu odtrhdvéani elektronii z atomii Ar.
Touto fetézovou reakcti, je pak tvofeno a udrzovano plazma [95, 102, 103].

Kladné nabité ionty produkované v plazmatu jsou potom extrahovany do vakuové
¢asti hmotnostniho spektrometru ptes ,,interface™ tvoreny dvojici konusti a fokusovany
iontovou optikou do hmotnostniho analyzatoru (nejcastéji kvadrupdlovy analyzator).

V hmotnostnim analyzatoru jsou pak ionty déleny podle svych pomérd m/z
(hmotnost/naboj). Kvadrup6lovy hmotnostni analyzator (obrazek 14) je tvofen Ctyfmi tyCemi
s kruhovym (idedln¢€ hyperbolickym) prafezem, kdy na protilehlé tyce je soucasné vkladano
stejnosmérné napéti shodné polarity (U) a vysokofrekvencni stiidavé (V) napéti. Pomér
stejnosmérného a sttidavého elektrického pole je fixni, avS§ak amplituda vkladaného napéti na
tyCe je postupné ménéna tak, aby bylo mozné skenovat cely rozsah m/z od 0 do 300 Da. Dané
nastaveni napéti umozni prichod pouze jednoho iontu, ostatni se vybiji na tyCich a jsou
odstranény vakuovymi pumpami. Proslé ionty potom dopadaji na detektor, jimz je
elektronasobi¢. Podminky na kvadrupolu se méni béhem zlomka vtefiny, takze umoziluji

analyzu v celém hmotnostnim spektru béhem n¢kolika sekund [102, 103].

ovladani detektoru iontova plazmoyy hofak

- : expanzpi
a kvadrupolu optika kbifiGra ‘| RF
. vhnitfni vneJS|\ generator peristaltické
detektor kvadrupdl kuzel kuzel » ¢erpadlo
,,,,,,,,,, \\ \‘L milzna /
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HMOTNOSTNI SPEKTROMETR - PLAZMOVY ZDROJ

Obrazek 13: Schéma hmotnostniho spektrometru s indukcéné vazanym plazmatem.
Prevzato z publikace [102].
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Vystup k detektoru

Ion s nestabilni trajektorii

Vstup z
iontového zdroje

Ion se stabilni
trajektorii

Zdroje DC a
RF napéti

Obrazek 14: Schéma kvadrupolového analyzatoru. Prevzato z publikace [104].

2.3.2.3 On-line prekoncentracni techniky v CE

Diskontinualni systemy

Dalsim zpisobem, jak zvysit citlivost elektroforetickych technik, je vyuziti tzv. on-
line prekoncentracnich technik. Ty jsou povétSinou zaloZzeny na tom, Ze probihaji v tzv.
diskontinudlnich systémech (kapildra je naplnéna dvéma nebo vice rtiznymi elektrolyty
s riznymi vlastnostmi). Po aplikaci napéti dojde k vytvoreni heterogenniho elektrického pole
v kapilafe a analyt se chova v kazdé zon¢ jinak. Intenzita elektrického pole je nepfimo umérna
koncentraci a mobilité¢ slozek elektrolytu. Proto je vétsi ve ziedénych elektrolytech nez
v koncentrovanych. To je typické pro davkovéani vzorku, ktery je rozpuStén v méné vodivé
matrici, nez je elektrolyt. Po aplikaci napéti zane analyt migrovat v zéné¢ matrice a po
dosazeni koncentrovangjSiho elektrolytu se zpomali (na tomto rozhrani se tedy
zakoncentruje), protoze elektroforetickd mobilita je vlastné konstantni. Na tomto principu je
zalozeno zakoncentrovani, tzv. normalni ,,stacking® efekt, jez mize byt rizné¢ modifikovan

[105].
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wStacking “ efekt a jeho modifikace

V poslednich nékolika letech bylo vyuZito on-line ,,stacking® efektu k prekoncentraci
a studiu nanocastic v CE na rozhrani dvou raznych prosttedi. Napft. Liu a kol. [80, 106, 107]
se ve svych publikacich zabyvali zakoncentrovanim vzorku z velkého objemu, tzv. ,large
volume sample stacking® metodou, pro analyzu Ag a Au nanocastic. Jak napovida nazev, tato
technika vyuziva ,stacking®™ efekt pii davkovani velkého mnozstvi vzorku. Po nadédvkovani
dlouhé zény vzorku je aplikovano napéti pii zaporné polarit¢ (v piipadé prekoncentrace
anionti, které se pohybuji rychleji nez EOF opa¢ného sméru). Po aplikaci napéti se anionty
pohybuji smérem k detektoru, zatimco kationty a neutrdlni latky v matrici migruji zpét do
»inletového rezervoaru. Jakmile prochézejici proud dosdhne 95-99% své ptivodni hodnoty, je
polarita zménéna a dojde k separaci pomoci CZE [108]. V téchto studiich byl pouzit micelarni
BGE, takze ,,stacking* efekt probihal pii podminkdach MEKC. V tomto ptipadé¢ se jedna o
zakoncentrovani s pfepindnim polarity, tzv. ,reversed electrode polarity stacking mode*
(REPSM). Technika prekoncentrace latek rozptylenych v matrici bez micel, pfi davkovani do
micelarniho pufru je téZ znam jako tzv. nameteni (,,sweeping*) [109-112]. Cacho a kol. [113]
publikovali roku 2014 studii zabyvajici se ,stackingem na bazi pH“, kdy zfedéné
karboxylované maghemitové NPs dispergované v acetitovém pufru o pH 4,5 byly davkovany
do boratového pufru o pH 9,5. Tato technika je zndma pod nazvem ptrechodné pH rozhrani,
tzv. ,,dynamic pH junction* a je zalozena na zmén¢ ionizace latek v prostiedich o rtizném pH.
Pokud je pouzit zminény systém (v kyselém pufru je rozptylen slabé kysely analyt), dojde po
aplikaci napéti k titraci hydroxidovymi ionty z bazického prostiedi. Zaporné nabity analyt pak
zane migrovat smérem k anodé. Jakmile vSak dosdhne kyselého prostfedi, bude opét
protonovan a tedy zastaven [105, 108]. Pro prekoncentraci lze rovnéz vyuzit tzv. pfechodnou
izotachoforézu (tCITP). Napi. Riley a kol. [114] pouzili tCITP k prekoncentraci a separaci
riznych zlatych nanomaterialti. U této techniky je vedouci ion davkovan spolecné se
vzorkem, proto je izotachoforeticky krok pouze pfechodny a separace dale probihd jako v

ptipadé klasické CZE.
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Elektrokineticke davkovani a kombinace s dal§imi on-line prekoncentracnimi

technikami

On-line  prekoncentracni  techniky = mohou byt Gfinn¢  kombinovany
s elektrokinetickym davkovanim vzorku. To je velmi zajimavou alternativou vici davkovani
hydrodynamickému, kdy je cely roztok davkovan do kapilary tlakem.

Elektrokinetick¢ davkovani je provadéno na zakladé procesu elektromigrace [49].
Mnozstvi nadavkovanych slozek vzorku je pak timérné jejich zdanlivé mobilité. Proto uz jen
samotné elektrokinetické davkovani mulze slouzit jako prekoncentracni technika pro ionty
s nejvyssimi zdanlivymi mobilitami [105, 115, 116].

Prvni vyvinutd technika, kdy je kombinovano elektrokinetické davkovani se
»stacking® efektem, se nazyva zakoncentrovani s vyuzitim elektrokinetického déavkovani,
»field-enhanced sample injection (FESI) nebo ,,field-amplified sample injection” (FASI). Je
tedy zalozena na elektrokinetickém davkovani vzorku pfipraveného v matrici s nizkou
vodivosti [117-123]. Casto je pied davkovanim vzorku hydrodynamicky davkovana kratka
zona vody pro zvySeni intenzity elektrického pole.

Pozdé&ji byly predstaveny dalsi kombinace s jinymi technikami. Napiiklad Quirino a
kol. [124] ptedstavili techniku nameteni s vyuzitim elektrokinetického davkovani kationtt,
nazvanou ,.cation selective exhaustive injection — sweeping™ v micelarni elektrokinetické
chromatografii (CSEI-sweeping-MEKC). Pii této metod¢ je kapilara nejprve naplnéna
nemicelarnim elektrolytem, nasleduje davkovani pufru o vysoké vodivosti prostého
organickych rozpoustédel. Nakonec je ddvkovéana kratkd zona vody. Po elektrokinetickém
davkovani kationtovych analyt (pfipravenych v matrici s nizkou vodivosti) jsou oba konce
kapilary umistény do micelarniho elektrolytu a je aplikovano napéti o zaporné polarité.
Micely z katodického rezervoaru pii této metod€ vstupuji do kapilary a fokusuji analyty do
uzkych zén. Analogii je pak nameteni s vyuzitim elektrokinetického dévkovani aniontd —
»anion selective exhaustive injection — sweeping* v micelarni elektrokinetické chromatografii
(ASEI-sweeping-MEKC). Kombinace FESI a ptfechodné izotachoforézy byla piedstavena
Hirokawou a kol. [125]. Tato metoda je zndma jako tzv. ,electrokinetic supercharging*
Horakova a kol. [126] zase pouzili kombinaci FESI a ,,dynamic pH junction®, coz vedlo (ve

srovnani s klasickou CZE) k 4600-nasobné prekoncentraci dvou slabych kyselin.
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2.3.3 Teoretické aspekty migrace mnanocastic v kapilarni

elektroforéze

Separace nanocastic v CE je disledkem rozdill jejich elektroforetickych mobilit v
zéavislosti na separacnim médiu, v némz jsou dispergovany (roli zde hraje naboj, velikost, ale i
tvar NPs) [1, 127]. Pokud chceme nanocastice analyzovat pomoci CE, musi mit elektricky
naboj. Tento (povrchovy) nadboj koloidi/nanocastic je tvofen bud’ ionizaci povrchovych
funkénich skupin molekul (disociace, rozpousténi, nahrazenim iontd v krystalové miizce)
nebo adsorpci iontd pritomnych v disperznim médiu na povrchu pevnych ¢éstic [128]. Latky
nesouci elektricky naboj migruji vlivem elektrické energie separaénim prostiedim (pufrem)

elektroforetickou rychlosti, v, ktera je dana vztahem:

v=,ueff.E (8)

kde u, f je elektroforeticka pohyblivost (mobilita) a £ aplikované elektrické pole. Separace je

dosazeno, jestlize rGzné analyty migruji kapilarou rtiznymi rychlostmi. Elektroforeticka

mobilita je dana vztahem:

Hesp = q/0mnr )
kde g je ndboj ionizované latky, # je viskozita pufru a » hydrodynamicky polomér rozpusténé
latky [46].

To vSak neni platné pro nanocastice. V roztoku elektrolytu je nabitd castice
obklopena iontovou atmosférou, kterd je diftuzni ¢asti elektrické dvojvrstvy (EDL) vytvorené
diky rozloZeni naboje na rozhrani povrch ¢éstice/roztok elektrolytu. Diftzni ¢ast EDL, kde
jsou akumulovany proti-ionty, zatimco pfitomnost ko-iontll je sniZena, je charakterizovana
svou tloustkou, ¥ ' (Debyeho délka), jeZ je explicitni funkei iontové sily, I (x ~ ') [129] (viz
obrazek 15).
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Obrazek 15: Jednoduché schematické zndzornéni elektrické dvojvrstvy kolem
koloidni/nano- castice. Prevzato a upraveno z publikace [130].

Podle teorie elektroforézy (izolovanych) nevodivych nabitych kulovych ¢astic
(vyvinutych Overbeekem a Boothem [131]) musime vzit v tvahu nasledujici sily:

(1) elektrostatickou silu vyvijenou na nabité Castice pusobenim vnégj$iho
pole

(11) Stokesovo tfeni zpisobené viskozitou okolniho média

(ii1))  elektroforetickou retardaci zptasobenou elektrostatickou silou vyvijenou
na iontovém oblaku proti-ionty vné&jSim polem (pohyb kapaliny
obklopujici ¢astici je opacny nez smér Castice)

(iv)  relaxaéni uinek zpusobeny deformaci iontového oblaku

Pti pouziti vnéjSiho elektrického pole totiz neni iontovy oblak obklopujici ¢éstice
symetricky, a to z divodu rozdilného pohybu ¢astic vzhledem k iontim v iontovém oblaku.
Tento deformovany iontovy oblak ma za nasledek zpomalovani migrujicich ¢astic, protoze
pro obnoveni puvodni symetrie je nutny relaxacni Cas. Relaxacni doba pak zavisi na
pohyblivostech ionti v iontovém oblaku. Proto, v pfipadé vyznamného relaxacniho efektu,
ma pohyblivost iontl elektrolytu méftitelny dopad na elektroforetickou pohyblivost nanocéstic

[31]. Obecné plati, ze mobilita nanoc¢éstic je dana Henryho rovnici [132]:

Hps = (26£00)/(31) flkca) (10)

38



kde ¢, a g je relativni elektrickd permitivita elektrolytu a elektrickd permitivita vakua, { je
elektrokineticky (zeta) potencidl, # je dynamicka viskozita kapaliny a f(xa) je Henryho funkce
(a je vzdalenost od stfedu Castice ke skluzné roving), kterd nabyva hodnot od 1, pfi ka <<'1
(Hiickeltiv limit), do 1,5, pfi ka >> 1 (Smoluchovského limit). V praxi maze byt ve vétSing
ptipadii @ v Henryho rovnici nahrazena polomérem castice R, protoze je piedpokladdano, ze
vzdélenost mezi ,,pevnym* okrajem ¢éstice a skluznou rovinou nepiesahuje 1 nm. Je pak tedy
vyjadfovana jako f(xR).

Henryho funkci Ize urc€it dle teorie vyvinuté Ohshimou [133]. Ten zde spojuje teorie
elektroforézy kulovych ,,tvrdych® koloidnich ¢astic (von Smoluchowski, Hiickel, Henry,
Overbeek, Booth, Dukhin, O'Brien, White a dalsi), kulovych polyelektrolyti (Hermans, Fujit,
Overbeek, Stigter, Imai a Iwasa) a castic pokrytych vrstvou polyelektrolytd — ,,mékkych
castic* (Donath, Pastuschenko, Jones, Wunderlich, Levine, Sharp, Brooks, Ohshima a dalsi)
[133].

Stanoveni elektroforetické mobility tak umoziiuje ziskat informace o zeta potencidlu
anebo velikosti ¢astic [31]. CE nanocastic tudiz poskytuje informace o distribuci velikosti
NPs, povrchovém naboji, difiznim koeficientu a umoznuje separaci raznych populaci

nanocastic [134].

2.3.4 Faktory ovliviiujici elektroforetickou mobilitu nanoc¢astic

2.3.4.1 Velikost nanocastic

O’Brien a White ve své studii zroku 1978 ukazali, Ze elektroforeticka mobilita
koloidnich ¢astic jakéhokoliv tvaru je nezdvisla na dielektrickych vlastnostech castic. Zavisi
pouze na jejich velikosti, tvaru a na vlastnostech prostiedi (pH, iontova sila), ve kterém jsou
dispergovany, s ¢imz souvisi jejich zeta potencial [135]. Je tedy zfejmé, Ze nanocastice které
maji identické povrchové vlastnosti, mohou byt separovany ve volném roztoku na zakladé
jejich rozdilné velikosti (uvazujeme-li ¢astice kulového tvaru) [136].

Podle Overbeek-Boothovy teorie je mobilita nanocastic explicitné zavisla na
produktu xR (obrazek 16), pticemz se (dle prostiedi a naboje ¢astic) mize zvétsovat, pokud
roste velikost ¢astic nebo naopak miize byt mensi (bere v ivahu elektroforetickou retardaci i
relaxacni efekt) [70, 137]. Napiiklad Liu a kol. [138] prokazali linedrni zvySovani mobility

,core-shell“ Au/Ag nanocastic s jejich zvétsujici se velikosti. Zatimco v praci d'Orlyé a kol.
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[139], zkoumajici maghemitové nanocastice o relativné malé velikosti (6-10 nm), je zavislost
opacna. Nicméné je naznaceno, Ze pii vyssich iontovych silach se tato zavislost miize obratit.
To vSak nebylo experimentalné¢ potvrzeno, protoze pufry o takové iontové sile nejsou

kompatibilni s CE analyzami.

10
9
8
7
6
g ®
= 2
(@]
E 3
=
>
i ]
-~
L 2
()]
1
001 01 1 10 100 1000

Obrazek 16: Zavislost elektroforetické mobility kulovych castic, o ruznych hodnotach {
potencialu, na produktu kR. Prevzato z publikace [70].

Velmi zajimavy pfistup pro separaci ruzné¢ velkych nanocastic kapilarni
elektroforézou je pouziti kolon, kde alesponi jeden rozmér kolony je mensi nez 150 nm.
V téchto ,,nanokolondch® je mozno separovat nanocastice riiznych velikosti v tzv. ,single
particle” modu s velmi dobrym rozliSenim za velmi kratkou dobu. Napiiklad Weerakoon-
Ratnayake a kol. [140] pouzili ,nanostérbinu® piipravenou v polymethylmethakrylatu o
rozmérech 100 um x 5 um x 150 nm (délka x Sitka x hloubka). V této ,,nanokoloné* bylo

dosazeno separace jednotlivych nanocéstic stfibra o velikosti 60 a 100 nm za mén¢ nez dvé

vtetiny (R; > 1, E = 1500 V/cm).
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Vzhledem k podobnym pohyblivostem NPs ve volném roztoku muize byt velmi
obtizné separovat Castice s rlznymi rozméry pouze pomoci CZE. Pro zlepSeni ucinnosti
separace je tedy mozno vyuzit napt. kapilarni gelové elektroforézy (CGE), ktera spociva
v pfidani polymerni latky do =zakladniho elektrolytu (polyethylenglykol, linearni
polyakrylamid, polyvinylpyrrolidon, polyvinyalkohol, ...). Separace je pak zlepSena
sitovacim efektem [141, 142].

Pro separaci castic, kde se jejich rozméry 1isi jen velmi malo, se také ukazalo velmi
vhodné spojeni CE s odpatfovacim detektorem rozptylu svétla — ELSD (,,evaporative light
scattering detector*). Takové uspotadani vede ke kratkym analyzdm s dobrym rozliSenim, coz
bylo ukézéno napt. v piipad¢ zlatych nanocastic [89] nebo nanocéstic z SiO, [143]. Pro lepsi
rozliSeni u separace rtizn¢ velkych nanocastic zlata vyvinuli Ciriello a kol. [144] novou
metodu, pii niz se pii elektroforetické separaci aplikuje gradient elektrického pole. Pii
okamzité zméné elektrického pole je polarizace vyvolana relaxaci dramaticky ovlivnéna, a
tudiz je ovlivnéna 1 elektroforetickd pohyblivost castic. Velikostni charakterizaci
polyvinylalkoholovych ,,mikrobublin“ (PVA-MB) v lidské krevni plazmé provedli Josefsson
a kol. [145]. Takové utvary se pouzivaji jako kontrastni latky pro ultrazvukové zobrazovani.
Navic je tato metoda pouzitelna pro Fe-PVA-MB obsahujici superparamagnetické nanocastice
oxidu Zeleza, jez mohou slouzit jako multimodalni kontrastni latky a jsou tak vhodné pro
zesileni signalu v MRL

Oukacine a kol. [146] ve své praci doplnili separacni vlastnosti CE o absolutni
stanoveni velikosti NPs, zaloZzené na Taylorové disperzni analyze (TDA). In-line spojeni CE-
TDA zde bylo uspésné realizovano pro separaci s naslednou charakterizaci dvou typt
latexovych nanocéstic s relativné malym rozdilem ve velikostech (56 a 70 nm). Je tedy
dalezité zminit, ze pfistroje pro kapilarni elektroforézu jsou také vhodné pro meéfeni na
zéklad¢ teorie Taylorovy disperze [147-150].

Fichtner a kol. [151] zjistili, Ze data z elektroferogramti ziskané CE méfenim mohou
byt bez kalibracni zavislosti pfimo pfeménény na urceni rozlozeni velikosti Castic ve
zkoumaném vzorku (s malou relativni chybou < 12% pfi srovnani vysledki z TEM méteni).
Toho 1ze dosdhnout za predpokladu, ze zeta potencidl je na povrchu zkoumanych nanocastic
homogenni a nezavisly na jejich velikosti a Ze elektroforeticka mobilita rizné velkych ¢éstic

je zavisla na relaxacnim efektu.

41



2.3.4.2 Povrchova chemie nanocastic

Charakterizace povrchové chemie nanocdastic pomoci CE

d'Orlyé a kol. [152] ukézali, jak mize byt CE vyuzita pro stanoveni hustoty
povrchového naboje nanocastic. Ve své praci separovali ,,core-shell“ nanocastice
v-Fe;O3@Si0, funkcionalizované amino- skupinami a polyethylenglykolem v rizném
poméru. Takové nanocastice maji stejnou velikost, ale 1isi se hustotou povrchového néboje.
Byl tedy sledovan vztah mezi elektroforetickou pohyblivosti ¢astic a mnozstvim ptipojenych
aminoskupin, kdy dochdzi k monotonnimu nartstu efektivni pohyblivosti castic se
vzrustajicim pomérem APTES/PEOS latek v derivatiza¢ni smési v rozmezi od 0,25 do 1,75
(obrazek 17). Podobné prace byly publikovany také s uhlikovymi kvantovymi teckami (Hu a
kol. [153]) nebo s polystyrenovymi nanocasticemi (Riley a kol. [154]).
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Obrazek 17: A) Reakcni schéma syntézy APTES/PEOS funkcionalizovanych ,, core-shell
(y-Fe,03;@Si0;) nanocastic a B) VIiv molarniho pomeru APTES/PEOS v reakcéni smési
na elektroforetickou mobilitu pro osm riiznych populaci nanocastic pokrytych
amino/PEG skupinami. Prevzato a upraveno z publikace [152].
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Horska a kol. [155] zjistili, Ze dokonce samy pufry pouzivané v CE mohou ovlivnit
povrchovou chemii nanocastic. V této praci je ukazano, ze piidavek MOPS (jeZ je bézné
pouzivan jako zékladni elektrolyt pro CE analyzy) k citratem stabilizovanym zlatym
nanocasticim, ma za nasledek uvolovani citratu z téchto Castic. Kapiladrni elektroforéza,
spole¢né s laserovou Dopplerovou elektroforézou (LDE) a dynamickym rozptylem svétla,
byla také pouzita pro popis funkcionalizace a kontrolu koloidni a chemické stability
nanocastic oxidu zinku a gallia dopovanych trojmocnym chromem (ZnGa; 99504:Crogos)
[156]. To je novy perzistentné luminiscenéni material pro in vivo zobrazovani. Stejnych
metod bylo také pouzito pro charakterizaci kvantovych teek funkcionalizovanych
ftalocyaninem [157].

V soucasné dobé€ je pro charakterizaci nanocastic (z hlediska velikosti a povrchové
chemie) velmi slibné spojeni CE s ICP-MS detekei, pracujici v rezimu jednotlivych ¢astic,
tzv. ,single particle (SP) mode®. Ve srovnani s typickou ICP-MS analyzou, kde jsou v
prabéhu Casu signaly analytu konstantni, citliva SP-ICP-MS miuze byt pouzita pro detekci
jednotlivych NPs individudlng, pokud je vzorek dostatecné ziedén [158]. Vzhledem k tomu,
ze signal detekovaného iontového oblaku Castice je povazovan za imérny hmotnosti ¢astic,
muze byt odvozena velikost nanocastice (za predpokladu kulového tvaru, zndmé hustoty
pevného materidlu atd.), a lze také zjistit koncentraci ¢astic ve vzorku [159]. Pokroky v SP-
ICP-MS analyzach byly nedavno shrnuty v ptehledovych ¢lancich, jez publikovali Laborda a
kol. [160] a Montano a kol. [161]. Napiiklad Mozhayeva a Engelhard pouzili CE-SP-ICP-MS
pro separaci nanocastic stiibra s riznymi povrchovymi modifikacemi [158]. V jejich dalsi
praci byla tato metoda vylepSena novym systémem, poskytujicim casové rozliSeni v fadu
mikrosekund a implementaci on-line prekoncentra¢ni metody, tzv. ,reversed electrode
polarity stacking mode* (REPSM) [159], viz kapitola 2.3.2.3.

Nekteré dalsi publikace [91, 162, 163] se také zabyvaji charakterizaci povrchové
chemie nanocastic ve smyslu naboje, nicméné také ukazuji, jak se povrchova chemie castic
méni pii interakci s jinymi molekulami. Poukazuji tedy na moZnost vyuziti kapildrnich

elektromigracnich technik pro popis takovych interakei.
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Studium interakci (nejen) pomoci kapilarni elektroforézy

Nekovalentni molekuldrni interakce s nanocasticemi

Vzhledem k tomu, ze je zkoumdni interakci mezi nanocasticemi a dal$i slozkou
pritomnou v zékladnim elektrolytu jednim z cilii disertacni prace, budou moznosti studia
interakci probrany detailnéji. Obecné hraji nekovalentni molekularni interakce zasadni roli v
mnoha chemickych a biologickych systémech. Jako ptiklad Ize uvést: zrychleni a uskutecnéni
chemickych reakci zalozenych na tvorbé komplexnich meziprodukti reaktant-katalyzator,
signalni transdukce zajiSténd tvorbou vazby hormon-receptor, regulace enzymové aktivity
vytvofenim vazeb enzym-substrat nebo enzym-inhibitor, komplexace antigen-protilatka,
transport iontll probihajici prostiednictvim interakci ion-ionofor a mnoho dalsich [62].

Jak bylo nastinéno, nanoc¢éstice mohou interagovat s mnoha (bio)molekulami, coz je
v soucasnosti intenzivné zkoumdno hlavné pro jejich interakce s proteiny. Vysledny ,,obal*
nanocastic (n¢kdy nazyvany také jako ,.korona®) pak miize tvofit ochrannou vrstvu, ktera
zvySuje stabilitu (zminéno v kapitole 2.1.2.3), rozpustnost ve vodé¢ nebo tieba
biokompatibilitu NPs [164, 165]. Je tedy zfejmé, ze pfitomnost proteinové (nebo jiné)
»Korony* zpusobuje také zdsadni zmény chovani nanocastic i v biologickych systémech. Jako
piiklad Ize uvést usnadnéni vstupu takto modifikovanych castic do nitra bunck [166].
Navazani proteini je tedy jednim z kliCovych prvkl, ktery pak ovliviiuje biodistribuci
nanocastic v celém téle [167]. To mulze byt pfinosné pro NPs, jez jsou pouzivany pro
diagnostické nebo terapeutické ucely.

Bylo vsak také zjiSténo, Ze nanocéstice mohou iniciovat a katalyzovat sraZeni
proteind, jejich denaturaci, zmény jejich struktury [168, 169], a také mohou naruSovat
vzajemné interakce mezi proteiny [170]. To mize mit za nasledek selhani funkei proteini, a
tedy neptiznivé biologické ucinky [59]. Z téchto divodl je studium nekovalentnich interakci
nanocastic s jinymi latkami velmi dilezité, a to hlavné kvili jejich obrovskému vyznamu
nejen v ruznych (bio)chemickych a biologickych procesech, ale také v separacnich a jinych

analytickych metodach.
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Metody stanoveni interakénich konstant

Nejcastéji pouzivanymi technikami pro stanoveni interakcnich konstant jsou UV-Vis
a fluorescencni spektrofotometrie [171, 172], metody pracujici na zaklad¢é fazové distribuce
[173], infracervend spektroskopie [174], nuklearni magneticka rezonance [64, 175, 176],
hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem (ESI-MS) [173], rovnovéazna dialyza
[177], izotermicka titraéni kalorimetrie [61, 178], voltametrie [179], gelova elektroforéza
[180], povrchovd plasmonova rezonance [181, 182], cirkularni dichroismus, analyticka
ultracentrifugace [176], dynamicky rozptyl svétla, elektronovd mikroskopie [172],
mikroskopie atomarnich sil [183], gelova permeacni chromatografie [184], a jiné [185].

Obecné jsou tyto techniky pifi meétfeni interakci NP-ligand dominantni kvali
jednoduchosti ptfi pfimém meéfeni interakéni smési. Nékteré z téchto metod vSak nemaji
dostatecnou citlivost, vyzaduji, aby byly NPs luminiscencni nebo naopak luminiscenci
zhaSely. Jiné problémy mohou byt zplisobeny spektralnimi interferencemi nebo nezbytnosti

imobilizace ligandu anebo NPs [59].

ACE a ACE-ICP-MS pro stanoveni interakénich konstant

Kapiléarni elektroforéza je dobie zndma nejen jako efektivni separa¢ni metoda, ale
také jako vyborna technika pro studium chemickych reakci a rovnovah, véetné jejich kinetiky
[186] a mé& oproti uvedenym technikdim mnoho jiz zminénych vyhod (zejména vysoka
ucinnost separace, kratkd doba analyzy, velmi nizka spotieba chemikalii a vzorki, méteni
interakci ve volném roztoku, apod.) [187]. Muze byt tedy v afinitnim mddu (ACE) rovnéz
vyuzita pro interakéni studie mezi NPs a jinymi (bio)molekulami (odhad vazebné nebo
disocia¢ni konstanty komplext, on-line snimani vazebného procesu nebo dokonce speciacni
zmény nanocastic jako konjugatl se sérovymi proteiny za mimobunécnych podminek [188]).
Dalsi velkou vyhodou ACE je, ze neni nutné mit dokonale Cisty analyt, pokud obsazené
necistoty neinterferuji se zénami analytli nebo moZznost studia interakci analytu s vice nez
jednim ligandem zéaroven (pokud se neovliviiuji navzajem) [57].

Studium interakci nanocastic bylo provedeno napiiklad s t€émito latkami: kyselina
lipoova a dihydrolipoova [9, 162], peptidy [189-191], proteiny [9, 91, 186, 188, 192-200],
DNA [154], enzymy [201-203], protilatky [204, 205] nebo Iéky [206]. Lze také zkoumat
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vazebné vlastnosti tzv. molekularné vtisténych nanocastic [207, 208], o nichz bude pojednano
dale (kapitola 2.4.3).

Navic, vzhledem k velikosti interak¢ni konstanty 1ze odhadnout, o jaky typ interakce
se jedna (elektrostatickd, hydrofobni atd.) [191].

Maruszak a kol. [209] ukazali, ze ACE miize slouzit jako rychld metoda pro ,,in-
process‘ kontrolu syntézy konjugat ucinnych latek (API) se zlatymi nano¢éasticemi. Pomoci
CE zde bylo dohlizeno na to, jestli je reakénim krokem provadénym za ucelem ziskani
konjugati Au NPs a API dosazeno ocekavaného produktu bez ptitomnosti volnych API, coz
byl kriticky parametr urcujici kvalitu syntetizovaného materialu. Zajimava bio-aplikace studia
interakci byla studovana Beloborodovem a kol. [210]. Bylo zjisténo, Zze komplexy mezi
tyCovitymi viriony (které 1ze také povazovat za nanoobjekty) a bivalentnimi protilatkami mély
absolutni hodnoty elektroforetickych pohyblivosti o mnohem vétsi nez nevazané viriony nebo
protilatky. To je zpiisobeno tvorbou zesiténych agregatii viriond, u nichz je ndboj umérny
poctu zesitovanych viriond, a frikéni koeficient je zhruba imérmny druhé odmocniné tohoto
poctu. Proto je elektroforetickd pohyblivost piiblizné tmérna druhé odmocniné poctu
zesiténych viriond.

V mnoha, nékterych jiz zminénych, publikacich [9, 63, 66, 91, 186, 188, 192, 194,
196], které se zabyvaji interakcemi mezi NPs a rliznymi jinymi molekulami je opét velmi
vyhodné vyuzito spojeni CE s ICP-MS (limity detekce, prvkova specificita, Siroky linearni
dynamicky rozsah, atd.). Navic, vzhledem k tomu, Ze takto spojené techniky stale poskytu;ji
stechiometrické, termodynamické a kinetick¢é informace o interakcich mezi kovovymi
speciemi a (bio)molekulami, je tim vyrazné rozsSiteno aplikacni pole atomové (hmotnostni)
spektrometrie [66, 100]. Charakterizace interakci kovovych nanocastic nebo nanocastic
obsahujicich kovy (stale vyuzivanéjSimi v medicin€) s biomolekulami pomoci CE (s dirazem
pravé na pouziti ICP-MS jako detektoru) pro studium biotransformaci téchto c¢astic, byly
shrnuty v n€kolika pfehledovych ¢lancich. Ty publikovali naptiklad Aleksenko a kol. [211,
212], Songe a kol. [213] nebo Prange a kol. [97], ktefi se mimo kombinaci CE a ICP-MS
rovnéz vénuji spojeni CE-ESI-MS pro tyto tcely.
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2.3.4.3 Dalsi faktory ovliviiujici mobilitu NPs

Chovani nanocastic v kapilarni elektroforéze nedavno komplexné popsali Pyell a kol.
[214-216]. V jejich pracich byly studovany hydrofiln¢ funkcionalizované nanocastice zlata,
rovnéz v kombinaci s Taylorovou disperzni analyzou (TDA). Tyto metody umoziuji
objektivni a pfesné stanoveni stfedniho vaZeného hydrodynamického priméru, zeta
potencidlu a efektivniho poctu ndbojii téchto nanocéstic, pfiCemz musi byt zohlednéna
polarizace elektrické dvojvrstvy a mobilita tak musi byt korigovana [215]. Rovnéz potvrdili,
ze pozmeénena (jiz zminéna korekce na mobilitu) analyticka rovnice vyvinuta Ohshimou [217]
pfiblizné umozniuje vypocet priub&hu kalibracnich kfivek a konverzi elektroferogrami na
byt kapilarni izotachoforéza (CITP) pouzita k pfimému méfeni ndboje biomakromolekul nebo
koloidnich castic [214]. Gopmandal a Ohshima podrobné studovali elektroforetické chovani
»mekkych Castic” [218]. Lze ptedpokladat, Ze naboje vnitiniho jadra a polymerové vrstvy
jsou zavislé na pH a maji opacné nabité funkéni skupiny. Byl tedy potvrzen vyznamny vliv
pH na hustotu naboje jadra i vrstvy polyelektrolytu, a tedy na celkové elektroforetické
chovani ,,mékkych castic*.

DalSim zpisobem, jak Ize ovlivnit elektroforetickou mobilitu nanocastic, je ptidavek
povrchové aktivni latky do roztoku zakladniho elektrolytu. Vliv pfitomnosti dodecylsulfatu
sodného (SDS) na elektroforetické chovani zlatych [219] (obrazek 18) a stiibrnych [220]
nanocastic (obrazek 19) zkoumali Liu a kol. Pfidavkem SDS do elektrolytu je zvySena
schopnost CE separovat nanocastice téchto kovii. Nabité povrchové aktivni latky se vazi k
povrchu nanocastic zlata, resp. stfibra, a zpisobuji tak zménu poméru naboje k velikosti
nanocastice (zména povrchové chemie). Pii vysokych koncentracich SDS (povrch nanocastic
je pln¢€ obsazen SDS) byl pozorovan linearni vztah mezi elektroforetickou pohyblivosti a
velikosti ¢astic zlata o priméru 5,3 az 38 nm [219] nebo také Au/Ag ,,core-shell* nanocastic o
praméru 24,3 az 90,2 nm (obrazek 20) [138]. Jejich prace také demonstruje, ze pfitomnost
povrchové aktivni latky zvysSuje rozliSeni separace nanocastic, nebo miize dokonce zabranit

koagulaci NPs béhem separac¢niho procesu [220].
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Obrazek 18: Vliiv koncentrace SDS na elektroforetickou mobilitu zlatych nanocastic. (4)
5,3 nm, (B) 19 nm. BGE: 10 mM CAPS pH 10,0; aplikované napéti 20 kV. Prevzato
z publikace [219].
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Obrazek 19: Viiv SDS na separaci Ag NPs o ruzné velikosti (,,1°“ = 17,0 nm; ,,2“ = 49,7
nm). (A) 0 mM, (B) 20 mM SDS. BGE: 10 mM Tris pH 8,5; aplikované napeéti 20 kV.
Prevzato z publikace [220].
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Obrazek 20: Vliv velikosti Au/Ag nanocastic typu , core-shell” na elektroforetickou
mobilitu pri pouZiti SDS. (A) Elektroferogramy Au/Ag nanocastic o riiznych velikostech
(,1“ =243 nm; ,,2° = 40,7 nm; ,,3“ = 53,6 nm; ,,4“ = 74,7 nm a ,,5“ = 90,2 nm).
BGE: 10 mM CAPS + 40 mM SDS pH 9,7, aplikované napéti 20 kV; detekce 400 nm. (B)
Zavislost elektroforetickych mobilit Au/Ag nanocdstic na jejich velikosti. Prevzato
z publikace [138].

Novy piistup ke studiu sub-mikronovych suspenzi Céstic oxidu kiemicitého byl
zalozen na soucasné aplikaci tlaku a napéti béhem elektroforetické separace. Neni velkym
piekvapenim, Ze soucasna aplikace napéti i1 tlaku behem CZE ovliviiuje celkovou mobilitu
castic (se zvySujicim se tlakem a velikosti Castic roste také celkova mobilita NPs) [221].

Vanifatova a kol. [222] také studovali vliv doby nastfiku, tlaku pfi néstiiku,
elektrického pole a typu elektrolytu na CE analyzu maghemitovych (y-Fe,O3;) nanocastic.
Naproti tomu, Radko a Chrambach sledovali faktory ovliviiujici selektivitu, rozliSeni a
rozsifovani piklt béhem analyzy karboxylovanych polystyrenovych latexovych sub-
mikronovych ¢astic [74]. Vliv slozeni pufru, proti-iontu, pH a iontov¢ sily na elektroforetické
chovani a mobilitu vzorku obsahujiciho nanocastice oxidovaného uhliku z plamene olejové

lampy byly zase podrobn¢ studovany Bakerem a Colonem [223].
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24 APLIKACE NANOCASTIC V KAPILARNICH
ELEKTROMIGRACNICH TECHNIKACH

Aplikace nanocastic se nejen v kapilarnich elektromigracnich, ale i v ostatnich
separacnich technikdch tési velkému zajmu. To je zpiisobeno zejména jejich pfiznivym
pomérem povrch/objem [224].

Pravdépodobné nejcastéjsi aplikace nanocastic v kapilarnich elektromigrac¢nich
separacnich technikach je jejich pouziti jako stacionarni nebo ,,pseudostacionarni® faze v
chromatografickych a elektrochromatografickych separacich. Zde byvaji vyuzity zejména pro
zlepSeni selektivity, chemické stability a ucinnosti separace [225]. Mohou vSak byt také
vyuzity pro chirdlni separace, zakoncentrovani rtiznych analytd nebo upravu vzorku pted
vlastni analyzou, pro zesileni signalu analyt, pokryti vnitini stény kapilary, v novych
pristupech analyzy DNA pomoci CE nebo dokonce na jejich bazi mohou fungovat

elektrochemické detektory.

2.4.1 ,Pseudostacionarni“ faze v (micelarni) -elektrokinetickeé

chromatografii

Nejcastéji pouzivané nanocastice v elektrokinetické chromatografii (EKC) jsou
¢astice uhliku. Do zakladniho elektrolytu je mozno piidat uhlikové nanotrubice, jez navic
mohou byt pro dalsi zlepSeni vlastnosti (napt. selektivita) rizn¢ funkcionalizovany. Ty pak
slouzi jako ,,pseudostacionarni faze v CE, kterd mulze s rliznymi analyty interagovat na
zaklad¢ van der Waalsovych sil nebo elektrostatickych interakci polarnich funkénich skupin.
Také mohou byt porézni, a proto se na né¢ mohou analyty adsorbovat. Napftiklad,
karboxylované vicesténné uhlikové nanotrubice (MWCNTSs) byly pouzity pro separaci
nesteroidnich protizanétlivych 1é¢iv [226], grafitizované MWCNTs pokryté vrstvou
povrchové aktivovanych latek pak byly pouzity pro analyzu fytochemickych sloucenin v
biologickych tekutinach [227]. Jednosténné uhlikové nanotrubice (SWCNTSs) byly pouzity

napf. pro analyzu smési vitamint, chlorofenoli, penicilini a pro zlepSeni separace izomera
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norefedrinu [228, 229]. DalSim, pro tyto G¢ely pouzivanym, uhlikovym materidlem je fulleren
[230, 231] a grafenové kvantové tecky [232].

Lze vSak také pouzit mnoha jinych nanomaterialti, jako je Au [233], oxid kiemicity
[234, 235], TiO, [236], kationtové latexové nanocastice [237] nebo organokovové
nanokrystaly [238].

Dalsi moznosti je pfidani NPs do pufru pii MEKC pro vneseni dalsi interakéni
rovnovahy. Timto zpiisobem je mozno zvySovat selektivitu podobné jako v cyklodextrinem
modifikované EKC [239, 240].

Mohou byt studovéany také interakce mezi nanocasticemi (pokud jsou pouzivany jako
ptisady v EKC) a analyty. Grela a kol. [191] studovali vliv polymernich ¢astic na separaci
peptidi. Rovnéz zjistili, Ze interakce mezi pouzitymi nanocasticemi a peptidy jsou prevazné

iontového charakteru.

2.4.2 Stacionarni faze v kapilarni elektrochromatografii

NPs pouzivané v CEC mohou byt k vnifni sténé kapildry vazany dynamicky
(adsorpci) [241, 242] nebo kovalentné [243-245]. Qu a kol. [246] pfipravili permanentné
pokryté¢ kolony iontovou adsorpci Au NPs na sténu kapilary modifikovanou vrstvami
polyelektrolytu (,,polyelectrolyte multilayer” — PEM). Takové pokryti se ukazalo byt velmi
stabilni (pro vice nez 810 analyz). Kapilara je stfidavé promyvéana roztokem polyelektrolytu
(polydiallyldimethylammonium chlorid — PDADMAC a polystyren sulfonat - PSS) a disperzi
kationovych Au nanocastic. Kapildra je tedy pokryta vrstva po vrstvé (,layer-by-layer®)
nékolika vrstvami polyelektrolytu a nanocastic. Takto rizné pokryté kapilary (obrazek 21)

byly potom pouzity pro separaci proteinti obsazenych ve vajecnych bilcich.
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Obrazek 21: Schéma pripravy trech typi kapilar pokrytych vrstvami polyelektrolytii a
ruzné nabitych nanocastic zlata ,, self-assembly” procesem. Prevzato a upraveno
z publikace [246].

Podobny postup pouzili Liu a kol. [247] k piiprave tzv. ,,open tubular® kolon pro
kapilarni elektrochromatografii (OTCEC) s navdzanymi zlatymi nanocasticemi. Ty posléze
vyuzili k separaci tfech neutralnich steroidl. Posledni vrstva vSak neobsahuje nanocastice, ale
tzv, ,,self-assembly* procesem jsou na n¢ navazany alkanthioly a dithioly s rizné dlouhym
uhlikatym fetézcem. Schéma piipravy takto pokrytych kapilar je uvedeno na obrazku 22.

V préci je také ukdzano, ze délka fetézce a pocet vrstev hraje pro separaci zasadni roli.
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Obrazek 22: Schéma pripravy kapilar jednovrstve a vicevrstve pokrytych alkanthioly a
nanocasticemi zlata ,,self-assembly* procesem. Prevzato a upraveno z publikace [247].

Liu a kol. [248] pouzili pro zlepSeni enantioseparace vybranych 1é¢iv (Naproxen,
Warfarin, Pranoprofen) grafen oxidem kovalentné modifikovanou stacionarni fazi na bazi
glycidylmethakrylatu.

Dalsi moznosti, jak vyuzit nanocastic ve staciondrnich fazich je ptiprava poréznich
polymernich monolitickych kolon, kdy je povrch pora diky NPs zvétSen. Pro srovnani: prvni
generace monolitickych kolon na bazi organickych polymerii neobsahuje mezopodry a jejich

povrch nepresahuje 50 m?/g, zatimco monolity na bazi &astic oxidu kiemicitého maji typicky
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povrch kolem 300 m*/g. Navic, pokud jsou pouZity zlaté nano&astice, tak mohou byt opst dale
modifikovany navazanim alkanthiola [249].

Zhang a kol. [250] provedli chiralni separaci tryptofanu mikro¢ipovou elektroforézou
za pouziti stacionarni faze, kterd byla vytvofena ndslednou imobilizaci polydopaminu, Au
NPs a DNA na povrchu sklenéného mikrofluidniho kanalu pomoci ,,layer-by-layer procesu.
Vyhody takto ptipraveného mikro€ipu spocivaji nejen ve zvétSeni specifické oblasti
mikrofluidniho Cipového kanalu, ale pfedevSim ve zjednoduSeni imobilizace chirdlniho
selektoru.

Velky potencial pro separaci biologickych vzorkli ma stacionarni faze na bazi
polymerem modifikovanych vldknovych mezopdrovitych SiO; nanocastic [251].

Hu a kol. [252] publikovali ptehledovy clanek, ktery je zaméfen na nejnovéejsi
aplikace a pokroky v pouziti NPs ve stacionarnich fazich pro CEC. Popsali zde rizné postupy
pro jejich imobilizaci, v€etné fyzikalni adsorpce NPs, moznosti kovalentniho navazani NPs a
dalsi metody pro mnoho rtiznych typi nanocastic. Také Tarongoy a kol. [253] se zabyvali
velmi neddvnym vyvojem v oblasti OTCEC, vcetné pouziti riznych typti NPs, zatimco
Guihen publikovala podrobny piehled o aplikacich zlatych nanocéstic s navazanymi
alkylthioly v kapilarni elektroforéze a kapilarni elektrochromatografii [254]. Obecny piehled
nejnov¢jSich aplikaci nanomateridldl pouzivanych, jak pro ,,pseudostacionarni faze
v elektrokinetické chromatografii, tak pro stacionarni faze v mikroCipové elektroforéze a

kapilarni elektrochromatografii ve své publikaci shrnuji Gonzéles-Curbelo a kol. [255].

2.4.3 Nanocastice jako chiralni selektory v CE

B-cyklodextrin (B-CD), jez mlze byt riizné¢ modifikovan, je asi nejcastéji pouzivany
chirdlni selektor v CE separacich. M4 nepoléarni vnitini dutinu, zatimco jeho vné&jsi povrch je
poléarni [256]. Jeho schopnost separovat enantiomery mtize byt zvySena, pokud je navdzan na
rizné typy nanocastic, zejména MWCNTs, jak ukazuje Na a kol. [257].

Bylo vsak také ukdzéano, ze uhlikové nanostruktury (SWCNTs a MWCNTs) mohou
slouzit jako chiralni selektory ptimo. Naptiklad Moliner-Martinez a kol. [258] je vyuzili pro
separaci enantiomert derivat efedrinu.

Novy pfistup k ziskani chiralni separace optickych izomert aminokyselin studoval
Huang a kol. [259]. Pfi této metodé¢ byly zlaté nanocastice modifikovany chirdlnimi

iontovymi kapalinami.
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Velmi efektivnim zptsobem, jak provadét chirdlni separace, je vyuziti polymernich
nanocastic, do nichz jsou cilové analyty doslova ,,vtisknuty. Jednd se o tzv. ,,molecularly
imprinted polymer (nano)particles (MIPs). MIPs jsou tedy chirdlni selektory, jez jsou
specifické via¢i urCitému analytu. Jsou vyrabény tak, ze monomerni prekurzory jsou
orientovany kolem templatu (analytu) a nasledné¢ polymerovany v rozpoustédle, za
pfitomnosti iniciatoru a sitovaciho (,,cross-linking*) monomeru. Timto zplisobem vznika
okolo templatu dobie definovana chemicky komplementarni 3D struktura [224, 260, 261].
Schématicky je vznik MIPs zndzornén na obrazku 23. Wu a kol. [262] pro separaci chiralnich
sloucenin vyuzili stejny pfistup, kde byly pouzity magnetické MIPs o velikosti 400 nm jako
stacionarni faze pro mikrocipovou kapildrni elektrochromatografii. V tomto mikroCipu byly

tedy zminéné MIPs drzeny magnetem.
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Obrazek 23: Schéma pripravy MIPs. 1) samovolnd orientace pritomnych molekul v
roztoku, 2) polymerace, 3) odstranéni templatu. Prevzato z publikace [261].

55



2.4.4 Nanocastice pro prekoncentraci a upravu analyta v CE

Pro off-line prekoncentraci analytli 1ze pouzit napt. extrakci pevnou fazi (SPE) nebo
disperzni mikroextrakci tuhou fazi (DMSPE). Napiiklad Contin a kol. [263] jako prvni
predstavili vyvoj MIPs pro selektivni extrakci koenzymu Q10 pired CE analyzou. Ruiz-
Palomero a kol. [264] pak vyuzili nanomaterialu (sulfatovana nanocelul6za) jako sorbentu,
pred CE stanovenim analytu rovnéz nanometrovych rozmérii, coz byly vtomto ptipadé
nanocastice stiibra.

Liu a kol. [265] stanovovali pomoci MEKC tfi neutrdlni steroidy (testosteron,
progesteron a testosteron propiondt). Nejprve kombinovali off-line SPE prekoncentraci (jako
sorp¢ni material zde byl pouzit silikagel modifikovany navazanim zlatych nanocéstic) a on-
line prekoncentracni techniku (tzv. ,,sweeping®). Pfi tomto postupu bylo dosazeno 700-,
1090-, a 1100-nasobného zlepSeni detekcnich limitli pro zminéné analyty. Ve své pozd¢jsi
praci pouzili pro on-line prekoncentraci a separaci stejnych steroidnich analyti pomoci
micelarni elektrokinetické chromatografie Au NPs funkcionalizované thiolovymi skupinami.
Tyto ¢astice byly jednoduse ptidany do zékladniho elektrolytu pouzitého pro separaci [266].

Magnetické Castice, reagujici na magnetické pole, je mozno vyuzit pro separaci
bunék [267], dynamickou DNA hybridizaci (metoda pro analyzu genové exprese) [268], pro
prekoncentraci kovovych ionti [269] a pro mnoho dalSich aplikaci [270-272]. Pro dosazeni
selektivni a citlivé CE analyzy lze rovnéZz pouzit tzv. multifunkénich magnetickych Castic
(MFMPs). Pomoci téchto castic Okamoto a kol. [273] doséhli pti CE analyze v afinitnim
modu on-line prekoncentrace a selektivni separace nizkohustotnich lipoproteintt od

vysokohustotnich (obrazek 24).
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Obrazek 24: A) Princip on-line prekoncentrace a selektivni separace lipoproteini za
pouziti magnetickych multifunkcnich castic (MFMPs), B) CE analyza MFMPs bez pouZiti
magnetického pole (1) a pri podminek prekoncentrace za pouziti magnetického pole (I1);
davkovani aplikaci napéti 10 kV po dobu 10 (I) a 600 s (II). Prevzato a upraveno
z publikace [273].

Kitagawa a kol. [274] provad¢li on-line prekoncentraci a separaci fosfopeptidi také
pomoci metody ,,sweeping*. Je pomérné dobfe zndmo, Ze ¢astice oxidu titani¢it¢tho mohou v
kyselém prostiedi zachycovat fosfopeptidy, zatimco za alkalickych podminek jsou z téchto
¢astic eluovany. Pti této metod¢ byla kapilara naplnéna alkalickym roztokem elektrolytu, poté
byla nadavkovéna dlouhd zdéna nanocastic TiO, (1%) rozptylenych rovnéz v alkalickém
roztoku. Nakonec byl do kapilary davkovan velky objem vzorku fosfopeptidu (rozpustény v
kyselém roztoku). Vzhledem ke komplexaci na povrchu ¢astic, po aplikaci separacniho napéti
byly analyty zakoncentrovany do uzké zony.

MIP magnetické nanocastice byly také pouzity pro prekoncentraci a specifické
stanoveni ultra-stopového mnozstvi methylrtuti ve vzorku pfirodnich vod pomoci kapilarni

elektroforézy ve spojeni s ICP-MS [275]. Limit detekce zde byl stanoven na 0,084 pg/ml.
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Wang a kol. [276] popsali novou strategii pro ,,screening® inhibitor enzyml z
ptirodnich produktt kapilarni elektroforézou s ptredkolonovym enzymovym vsadkovym
reaktorem pfipravenym z magnetickych Au nanocastic. Podobny pfistup pouzili Liu a kol.
[277], avSak za pouziti amino-skupinami funkcionalizovanych magnetickych (Fe;O4-NH;)
nanocastic.

Adam a Vaculovicova velmi neddvno shrnuli ve svém piehledovém c¢lanku vyuziti
nanomateridlti pro pfedbéznou tpravu vzorka v kapilarni elektroforéze, zeyména ve smyslu
jejich pouziti pro extrakci a preciSténi vzorkil a v prekoncentracnich technikéch, at’ uz jde o

on-line nebo off-line spojeni téchto metod s kapilarni elektroforézou [278].

2.4.5 Nanocastice pro zesileni signalu analyti v CE

Zlaté nanocastice mohou byt velmi uziteCné pro zesileni signalu v imunoanalyzach
na bazi CE. Napt. Zhang a kol. [279] piedstavili technologii zalozenou na sendvicové
imunoanalyze (IA) ciguatoxinu (CTX3C), kterd je znazornéna na obrazku 25. Pfi této metodé
je pouzito dvou riiznych typtt NPs. Prvnim typem jsou magnetické, protilatkou (anti-CTX3C)
funkcionalizované, nanocastice (,,imuno-snimaci sondy*). Druhym typem jsou Au NPs, na
jejichz povrch je navazana protilatka a nékolik molekul kienové peroxidazy (rozpoznavaci
prvky). On-line tvorba imunokomplexu je realizovana piimo ve vstupnim konci kapilarny na
néjz je privedeno vnéjsi rotujici magnetické pole. Komplex miize byt pak u¢inné separovan
pomoci CE a citlivé detekovan v elektrochemickém ¢lanku, protoze HRP katalyzuje reakci
mezi H,O, a o-aminofenolem za vzniku 2-aminophenoxazonu. Au NPs zde tedy slouzi jako
multienzymovy nosi¢, jez umoziuje navazani vice molekul kienové peroxidazy (HRP) na

jednu nanocastici, ¢imz je pii detekei vznikajici elektrochemicky signal zna¢né amplifikovan.
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Obrazek 25: Princip CE imunoanalyz na bdzi nanocastic. Nejprve jsou vytvoreny
magnetické sondy Fe;O4-protilatka 1, které jsou nadavkovany do kapilary a za
pritomnosti rotujictho magnetického pole jsou nadavkovany analyty (antigen). Potom
jsou davkovany predem pripravené komplexy HRP-Au NPs-protilatka 2 a po inkubaci
dojde k ,,sendvicovému *“ imunokomplexu. Nasleduje separace a elektrochemicka detekce.
Prevzato a upraveno z publikace [279].

Dalsi moznosti je vyuziti fotoluminiscence, jez poskytuji kyselinou thioglykolovou
modifikované kvantové teCky CdTe. Tato fotoluminiscence je dale zvySena v pfitomnosti
aminoglykosidi. Timto zptisobem provedli Khan a kol. [280] stanoveni kanamycinu ve
vzorcich mléka, vakcin€ proti zluté zimnici a fi€ni vodé. Navic pro off-line prekoncentraci
opét vyuzili SPE kolon na bazi MIP NPs.

Alsudir a kol. [281] zase ukazali, Ze citlivost UV detekce nanocastic ZnO miize byt
selektivné zvySena adsorpci dithiothreitolu a L-cysteinu na povrch NPs.

Nedavné aplikace kvantovych tecek nebo nanocastic ke zvySeni emise
chemiluminiscence pii detekci v kapilarnich elektromigracnich technikdch poskytly
vyznamny pokrok pfi feSeni analytickych problémt v rliznych oblastech, jako je klinicka,
environmentdlni a potravinova analyza. Tyto pokroky jsou sumarizovany napf.

v prehledovém c¢lanku, ktery vypracovali Lara a kol. [282].
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2.4.6. Nanocastice pro modifikace vnitrnich stén CE kapilar

Jak jiz bylo zminéno, v mnoha piipadech je analyt, velmi ¢asto proteiny, adsorbovan
na nijak neoSetfenych sténach kapilary, nejcastéji zhotovenych z tavené¢ho kiemene. To pak
znemoziiuje provedeni spolehlivych analyz. Tento jev lze potlacit pokrytim vnitinich stén
kapilar polymery, ¢imz jsou pfitomné silanolové skupiny odstranény. Nékdy muze byt pro
takové pokryti uzite¢né pouziti nanocastic.

Napriklad Yu a kol. [283] vyvinuli a testovali kovalentné¢ a ,self-assembly*
procesem pokryté kapilary karboxylovanymi fullereny a grafen oxidem (obrazek 26). Ty byly
pripraveny za pouziti fotosenzitivniho diazoresinu jako vazebného Cinidla tak, ze na sténu
kapilary byl nejprve navazan ,layer-by-layer metodou diazoresin a fulleren 60, resp. grafen
oxid. Toto pokryti, zaloZzené na iontovych vazbach, bylo nasledn¢ fotochemicky (UV
zafenim) konvertovano na kovalentni vazbu. Jak bylo ukazano, na rozdil od grafen oxidem
pokrytych kapilar, maji kapilary oSetiené fullerenem dobrou schopnost potlacit adsorpci
proteinti na vnitini povrch kifemennych kapilar, takze bylo dosaZeno separace vybranych
proteinti s dobrym rozliSenim. Dal$i vyhodou je, Ze diazoresin zde nahrazuje jindy pouzivana,
vysoce toxicka silaniza¢ni ¢inidla.

Hajba a Guttman neddvno ve své publikaci zhodnotili nejnovéjsi trendy v oblasti
pripravy dynamicky a permanentné pokrytych kapilar, v€etné vyuziti nanocastic, jako novych
materiald, jez lze k témto Gcelim pouzit [284]. Je zfejmé, ze nanomateridly maji diky svym
jedineénym vlastnostem (zejména piiznivému pomeéru plocha/objem a diky tomu, Ze existuje
spousta moznosti, zceho mohou byt vyrobeny a jak mohou byt modifikovany) velky
potencial se v této oblasti uplatnit.

Dal$im diivodem, pro¢ modifikovat sténu kapildry nano¢ésticemi, miize byt ptiprava
mikroreaktorti s imobilizovanymi enzymy piimo v kapilafe, tzv. ,,immobilized microenzyme
reactors (IMERs). Ty pak mohou byt vyuzity pro in-line enzymatické reakce. Ramana a kol.
[285, 286] vyvinuli pro tyto ucely metodu, kdy jsou na sténé kapilary zachyceny magnetické

NPs, na které jsou potom enzymy imobilizovany.
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Obrazek 26: Schématické zndzornéni pripravy diazoresin-fullerenem pokrytych kapilar.
Prevzato z publikace [283].

2.4.7 Elektrochemické detektory na bazi nanocastic v CE

Také elektrochemické detektory pouzivané pro CE analyzy mohou byt na bazi
nanocastic. Mezi vlastnosti takovych detektori pak patfi zejména vysoka citlivost,
jednoduchost zatizeni, nizké naklady a moznost miniaturizace.

Naptiklad Zhang a kol. [88] vyvinuli kompozitni elektrodu na béazi uhlikovych
nanotrubic (CNT) a polydimethylsiloxanu (PDMS) pro CE stanoveni péti fenolickych
bioaktivnich slozek v Rhizoma Chuanxiong, rostliné pouzivané v tradi¢ni ¢inské medicing.
Takto ptipravena elektroda se vyznacovala vysokou citlivosti, znatelné¢ niz§im aplikovanym
potencidlem (ve srovndni skompozitni elektrodou na bézi grafen-PDMS), dobrou

reprodukovatelnosti, nizkymi provoznimi néklady a dobrym rozliSenim signalti. Wang a kol.
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[287] pouzili mikro-diskové elektrody modifikované platinovymi nanocasticemi pro
stanoveni peroxidu vodiku a kyseliny askorbové. Vlastnosti uhlikovych a kovovych
nanomateridli pouzitych pro elektrochemickou detekci v CE, mikro¢ipové elektroforéze a
papirovych mikrofluidnich zatizeni jsou shrnuty v publikaci, jez vypracovali Garcia-Carmona

a kol. [288].

2.4.8 Nanocastice pro zlepSeni analyzy DNA pomoci CE

Ohno a kol. [289] diskutovali u¢inek razné velkych nanocastic oxidu kiemicit¢ho na
separaci fragmentdl DNA pomoci mikro-kapilarni elektroforézy. Na obrazku 27 je ukazano,
jak ptfidavek rtizn€ velkych nanocastic ovliviluje mobilitu DNA fragmentti. Nejlepsi bylo
pouziti ¢astic o velikosti 20 nm (Huang a kol. [290]). Podobn¢ 1ze separaci DNA fragmentt
zlepsit pouzitim uhlikovych nanotrubic [291]. Pro zlepSeni sekvenovani DNA pomoci
kapilarni gelové elektroforézy byly také pouzity poly(N,N-dimethylakrylamidem) — PDMA
funkcionalizované Au NPs. Tyto ¢astice byly ptidany do pufru obsahujici ,,kvazi-propustnou

sit** vytvofenou linearnim polyakrylamidem a PDMA, za vzniku polymer/kovové kompozitni
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Obrazek 27: Vliv pritomnosti zlatych nanocastic v elektrolytu na rozliseni separace
fragmentii DNA. BGE: 25 mM glycin + 0,2 % PEO (8 MDa) + 0,5 ug/ml ethidium
bromid pH 9,0; aplikované napéti 15 kV; davkovani aplikaci napéeti 1 kV po dobu 10 s;
fluorescencni detekce za pouziti He-Ne laseru (excitacni vinova délka 543,6 nm).

A) pufr neobsahuje nanocastice , B) pufr obsahuje Au NPs (56 nm). Prevzato z publikace
[290].
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3 CIiLE DISERTACNI PRACE

Tématem disertacni prace bylo studium chovani karboxylovanych magnetickych
nanocastic, na bazi Fe;O4 (moznost prekoncentrace a jejich charakterizace), v kapilarnich

elektromigracnich technikéch, pficemz byly stanoveny tfi cile:

1. Studium NPs pii tzv. ,stacking” efektu, a tedy popis chovani nanocéstic na
rozhrani dvou prostfedi o rtiznych vlastnostech. Navic, protoze je tohoto efektu nejcastéji
vyuzivano pro on-line prekoncentraci analytti, bylo rovnéz cilem zjistit, pti jakém ztedéni lze

tyto nanocastic pomoci ,,stacking* efektu jesté detekovat.

2. Studium moznosti elektrokinetického davkovani zkoumanych nanocastic do
kapilary a nalezeni vhodnych podminek pro dosazeni maximalniho prekoncentra¢niho faktoru
pii  pouziti on-line prekoncentracni techniky, tzv. zakoncentrovdni s vyuZzitim

elektrokinetického davkovani (FESI).

3. Studium interakci karboxylovanych Fe;O4 nanocéstic s polypeptidovym
antibiotikem polymyxinem B (charakterizace povrchové chemie nanoc¢éstic), pomoci afinitni

kapilarni elektroforézy, kterd byla pro selektivni a citlivou detekci analytii spojena s ICP-MS.

Reseni cilti vedlo k publikadnim vystuptim:
1. D. Baron, P. Dolanska, Z. Mediikova, R. Zbofil, J. Petr, On-line stacking of
carboxylated magnetite core-shell nanoparticles in capillary electrophoresis, J Sep Sci, 40

(2017) 2482-2487.

2. D. Baron, C. Cacho, J. Petr, Electrokinetic preconcentration of magnetite core -
carboxylic shell nanoparticles by capillary electrophoresis, J Chromatogr A, 1499 (2017) 217-
221.

3. D. Baron, J. Rozsypal, A. Michel, J.M. Siaugue, T. Pluhacek, J. Petr, Study of

interactions between carboxylic magnetite nanoparticles and polymyxin B by capillary

electrophoresis with inductively coupled plasma mass spectrometry, J] Chromatogr A, zaslano.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 STUDIUM ,,STACKING* EFEKTU
KARBOXYLOVANYCH MAGNETITOVYCH NANOCASTIC

4.1.1 Chemikalie

4.1.1.1 Pufry

Zakladni elektrolyty pro studium ,,stacking* efektu byly pfipraveny z kyseliny borité
a hydroxidu sodného. Chlorid sodny byl vyuzit pro studium stability nanocastic v zévislosti
na vzristajici iontové sile. VSechny tyto chemikélie byly o Cistoté p. a. a byly zakoupeny od
spole¢nosti Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Pouzitd voda byla deionizovana (18,2
MQ.cm), ¢ehoz bylo dosazeno pfistrojem Direct-Q 3 od firmy Millipore (Billerica, MA,
USA). Pii ptipravé zakladnich elektrolytl byly rovnéz pouzity pufry pro kalibraci pH metru,
které byly zakoupeny od spole¢nosti Hanna Instruments (Woonsocket, RI, USA).

4.1.1.2 Nanocastice

Studované nanocéastice byly poskytnuty tymem prof. RNDr. Radka Zbotila, Ph.D.
Tyto nanocéstice byly pfipraveny v Regionalnim centru pokrocilych technologii a materiali
(RCPTM) v Olomouci podle postupu, ktery popsali Bakandritsos a kol. [293].

Karboxylované magnetické nanocastice (MNPs) byly pfipraveny syntézou, ktera
zahrnuje hydrolytickou transformaci hydroxospecii Fe*" v magnetitové nano&astice (Fe;04),
za pritomnosti polykarboxylového polymeru (konkrétné polyakrylové kyseliny). 660 mg
polyakrylové kyseliny (PAA) bylo rozpusténo v redestilované vodé (30 ml). Do tohoto
roztoku, ktery byl michan (350 rpm) a zahiivan na 40 °C byl ptfiddn 1 ml roztoku NaOH o
koncentraci 10 M. Pfipraveny roztok siranu zeleznat¢ho (720 mg FeSO4.7H,O ve 20 ml
redestilované vody, pfedem okyselené piidavkem 60 pl 37 % HCI) byl za stdlého michani
pfidan k roztoku PAA. Smés byla poté zahtata na 60 °C a michana dal$ich 90 minut. Potom

byla smés voln¢ ochlazena na laboratorni teplotu a utvorené NPs byly magneticky odd¢€leny.

64



Odseparované nanocastice byly suspendovany v redestilované vodé (40 ml) a centrifugovany
(10 000 g, 60 min). MNPs byly poté opct suspendovany v redestilované vod¢ a
ultrazvukovany (15 min). Vznikla disperze byla pro oddé¢leni ptipadnych agregatii podrobena
jeste jednou centrifugaci (2 000 g, 20 min). Nakonec byl odebran supernatant, ktery byl
uchovan pii 4 °C.

Morfologie pfipravenych MNPs pokrytych polyakrylovou kyselinou (PAA) je

uvedena na obrazku 28, kde je rovnéz vyobrazena povrchova vrstva tvoiena PAA.

4.1.2 Charakterizace nanocastic

TEM snimky pfipravenych karboxylovanych MNPs byly pofizeny mikroskopem
JEOL JEM-2010 pracujicim pfi 160 kV a rozliseni 1,9 A.

No? -1 o

Obrazek 28: TEM snimky PAA stabilizovanych MNPs.

DLS méfeni bylo pouzito ke stanoveni stiedniho hydrodynamického praméru (75
nm) a hodnot zeta potencidlu (-46 mV), pfistrojem Malvern Zetasizer Nano S90 (Malvern
Instruments Ltd., Worcestershire, UK). Operacni parametry byly ndsledujici: index lomu:
2,42; viskozita: 0,8872 cP; teplota: 25 °C, prosttedi: voda, absorbance materialu: 0,01; index
lomu prostiedi: 1,330; detekéni tihel: 173°; vlnova délka: 633 nm). Méfeni bylo provedeno na
Latvian Institute of Organic Synthesis (Laboratory of Membrane active compounds and

B-Diketones) v Rize.
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Pomér mezi magnetitem (92,6 %) a polymerem (7,4 %) byl urcen
termogravimetrickou analyzou (STA 449C Jupiter).

Koncentrace [Fe] = 0,0187 M, odpovida 1,44 mg magnetitu/ml.

V praci je koncentrace NPs vyjadiena fedicim faktorem p, ktery je definovan tak, ze
jeho hodnota je rovna jedné, pokud neni vysledna ptipravena disperze nijak fedéna (v ptipadé
téchto nanocastic tedy plati, ze p = 1 u ¢astic o koncentraci 1,44 mg magnetitu/ml, p = 0,1
pokud jsou fedény 10x apod.).

Stabilita pifipravenych MNPs byla stanovend pomoci DLS méfeni, kdy byla
sledovana zavislost hodnot hydrodynamického priméru (dy) karboxylovanych MNPs na
koncentraci pfidaného NaCl. Vyznamné destabilizace MNPs bylo dosazeno pii koncentracich

nad 0,5 M NaCl (vodny roztok).

4.1.3 Priprava zakladnich elektrolytu

Vsechny pufry byly pfipraveny rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi kyseliny borité
ve vodé tak, aby vznikly roztoky o koncentraci 5 — 250 mM. Vzniklé roztoky byly potom za
stdlého michdni titrovany roztokem hydroxidu sodné¢ho o koncentracich 50 a 10 % (w/w) az
na pozadovanou hodnotu pH (9,5). Hodnota pH byla pribézné sledovana pomoci pH metru.

Pufry byly uchovany v lednici pfi teploté 4 °C.

4.1.4 Instrumentace a experimentalni podminky

Vsechny analyzy byly provedeny na pfistroji HP 3DCE vybavenym detektorem
s diodovym polem — DAD (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko). Pro vyhodnoceni
naméfenych dat byla pouzita vinova délka 200 nm. Profily nanocastic byly vyhodnocovany
vzdy v 10 % vysky piku na jeho zacatku a konci a v jeho vrcholu.

Analyzy byly provedeny v neupravenych kiemennych kapildrach, zakoupenych od
spolecnosti Polymicro Technologies (Phoenix, AZ, USA), s vnitinim primérem 50 um.
Celkova délka kapilary byla 33 cm, efektivni délka k detektoru byla 24,5 cm. Aplikované
nap¢ti bylo 10 kV a kazeta s kapilarou byla termostatovana na teplotu 25 °C. Kazdy den byla
kapilara pfed méfenim proplachnuta roztokem NaOH o koncentraci 0,1 M po dobu 10 min a

deionizovanou vodou po stejnou dobu. Pied kazdou analyzou byla kapilara proplachnuta 0,1
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M NaOH (2 minuty), deionizovanou vodou (2 minuty) a pufrem (3 minuty). VSechny
proplachy byly provedeny tlakem 940 mbar.

Vsechna méteni byla opakovana 3x, pokud neni uvedeno jinak.
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4.2 ELEKTROKINETICKA PREKONCENTRACE
KARBOXYLOVANYCH MAGNETITOVYCH NANOCASTIC

4.2.1 Chemikalie

4.2.1.1 Pufry

Zakladni elektrolyt byl opét slozen z kyseliny borité a hydroxidu sodného, poptipadé
byl modifikovan piidavkem cetyltrimethylammonium bromidu (CTAB). Pro obraceni EOF
byl také pouzit didecyldimethylammonium bromid (DDAB).

Pro pokryti kapilar polyakrylamidem byly pouzity nasledujici chemikalie: hydroxid
sodny, kyselina dusi¢na, 3-(trimethoxysilyl)propylmethakrylat, absolutni ethanol, akrylamid,
peroxodisiran draselny a tetramethylethylendiamin.

Vsechny tyto chemikalie byly zakoupeny od spolec¢nosti Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA).

Veskera voda, ktera byla pouzita pro tuto cast prace, byla ziskdna ze stejné
deionizacni stanice, jako v piipadé studia ,,stacking* efektu.

Rovnéz pufry pouzité pro kalibraci pH metru byly stejné, jaké jsou uvedeny

v kapitole 4.1.1.1.

4.2.1.2 Nanocastice

Pro studium moznosti elektrokinetického davkovani a prekoncentrace nanocastic byl

pouzit stejny material jako v kapitole 4.1.1.2.
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4.2.2 Priprava zakladnich elektrolytu

Vzhledem k tomu, Ze byl v této ¢asti prace také pouzit pufr o slozeni H;BO3/NaOH o
pH 9,5, byl pfipraven stejnym zplisobem, jako je popsano v kapitole 4.1.3. Takto pfipraveny
puft byl (pro obraceni elektroosmotického toku v kapilafe) modifikovan rozpusténim pevného
cetyltrimethylammonium bromidu (CTAB), tak aby vznikl roztok CTAB o koncentraci 5
mg/ml (viz kapitola 5.2.1.2). Didecyldimethylammonium bromid (DDAB) byl rozpoustén ve
vodé, koncentrace byla rovnéz 5 mg/ml.

Pufry byly uchovavany v lednici pfi teploté 4 °C.

4.2.3 Priprava polyakrylamidem pokrytych kapilar

Polyakrylamidem pokryté kapilary byly piipraveny podle postupu popsanym
Maierem a kol. [294]. V prvnim kroku je kfemenna kapilara nejprve promyvéana hydroxidem
sodnym o koncentraci 1 M po dobu 3 hodin, nasleduje promyti deionizovanou vodou po dobu
30 min a nakonec HNO; o koncentraci 1 M po dobu 90 min. Dal§im krokem je silanizace
hydroxylovych skupin pfitomnych na povrchu kapilary, kdy je kapildra po dobu 3 hodin
promyvana 1 % (v/v) roztokem 3-(trimethoxysilyl)propylmethakrylatu v absolutnim etanolu.
Po tomto procesu je kapilara opét 30 min promyvana deionizovanou vodou. Poslednim
polymerizaénim krokem je promyti 4 % (w/v) roztokem akrylamidu v Cerstvé prevarené a
nasledné (na laboratorni teplotu) zchlazené deionizované vodé s ptidavkem 0,1 % (w/v)
peroxodisiranu draselného a 0,1 % (v/v) tetramethylethylendiaminu po dobu 12 hodin.
Nakonec je kapildra promyta deionizovanou vodou po dobu 30 min a profouknuta vzduchem

(20 min).
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4.2.4 Instrumentace a experimentalni podminky

Ke vSem meéfenim bylo opét vyuzito pfistroje pro CE analyzy HP 3DCE s DAD
detektorem (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko). Nanocéstice byly v pribchu
analyz monitorovany pii vinové délce 200 nm. Piky nanocastic byly pfi této vinové délce
vyhodnocovany v jejich nejvyssim bodé.

Vsechny pouzité¢ kapilary mély vnitini primér 50 pm a celkovou délku 33,5 cm
(efektivni délka cinila 25 cm). Kfemenné kapilary pouzité v ¢asti 5.2.1.1 (Elektrokinetické
davkovani nanocastic za ,normalnich® podminek) byly také pouzity pro pokryti
polyakrylamidem a byly zakoupeny od spole¢nosti Polymicro Technologies (Phoenix, AZ,
USA). PVA pokryté kapilary (G1600-67219) byly zakoupeny od spolecnosti Agilent
Technologies (Waldbronn, Germany). Analyzy probihaly pfi aplikaci napéti -10 kV
(neupravena kapilara, kapilary s obracenym i potlaCenym elektroosmotickym tokem) a 10 kV
(pouze neupravena kapilara). Kapiladra byla termostatovana na teplotu 25 °C. Pfed prvnim
pouzitim byla nepokryta kapilara promyta 0,1 M NaOH (30 min) a deionizovanou vodou (30
min), PAM a PVA pokryté kapilary byly promyty jen deionizovanou vodou (60 min). Pfed
kazdou analyzou byly vSechny kapilary promyvéany deionizovanou vodou (5 min) a pouzitym
elektrolytem (5 min). V ptipad¢ pouziti DDAB pro obraceni EOF (viz kapitola 5.2.1.2) byla
pied promytim pufrem kapilara promyta vodnym roztokem DDAB o koncentraci 5 mg/ml (5
min). Promyvaci tlak byl 930 mbar.

Pokud neni uvedeno jinak, byla v§echna méfeni opakovéana 3x.
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4.3 STUDIUM INTERAKCI MEZI KARBOXYLOVANYMI
MAGNETITOVYMI NANOCASTICEMI A POLYMYXINEM B
POMOCI CE-ICP-MS

4.3.1 Chemikalie

4.3.1.1 Pufry

Zakladni elektrolyty pouzité v této ¢asti prace byly pfipraveny z imidazolu, kyseliny
octové, kyseliny fosfore¢né a hydroxidu sodného. Tyto chemikalie byly zakoupeny od
spolecnosti Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Pro studium interakci byl ptipraveny fosfat
sodny modifikovan piidavkem polymyxinu B, ktery byl zakoupen od spole¢nosti SERVA
FeinBiochemica (Heidelberg, Némecko/New York, USA). Struktura polymyxinu B je na
obrazku 29.

HoN

>_NH HN—Q ‘CHS
Hs
H3C NH o
H I 3

HoN >:o

/

0 HN NH,
Y —
NH HN—<\

HaC—, 0

Obrazek 29: Struktura polymyxinu B.
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4.3.1.2 Nanocastice

Nanocastice pouzité pro studium interakci poskytnul prof. Jean-Michel Siaugue

(Sorbonne Universités, Paris, France).

4.3.2 Charakterizace nanocastic

Nanocastice byly po syntéze charakterizovany pomoci AFM, DLS a zetametrii.
Topografie nanocastic byla méfena pomoci mikroskopu atomarnich sil (AFM) Dimension
Icon (Bruker, Billerica, MA, USA) vybavenym softwarem NanoScope 9.1. Disperze
nanocastic pro AFM méfeni byla 10 000x zfedéna deionizovanou vodou a 5 ul tohoto vzorku
bylo naneseno na ¢erstvé ustipnuty slidovy substrat (SPI Chem Mica, muskovit tfidy V-4, SPI
supplies, West Chester, PA, USA). Vzorek byl poté vysusen v exsikatoru. Byl pouzit hrot
ScanAsyst Air upevnény na nosniku pokrytém Al vrstvou (nominalni rezonancni frekvence
70 kHz a nominalni silova konstanta 0,4 N.m™"). Snimky byly ziskiany méfenim v PeakForce
poklepovém moddu (skenovaci rychlost 0,501 Hz a rozliSeni 512 pixeld). Pro zpracovéni a
upravu snimkl bylo pouzito programu NanoScope Analysis 1.5. Touto technikou byla
stanovena velikost jadra nanocastic: 60 (£ 5) nm. AFM snimky jsou na obrazku 30.

Zeta potencial a hydrodynamicky primér, méfeny pomoci Malvern Zetasizer Nano
S90 (Malvern Instruments, Worcestershire, UK) ve fosfatovém pufru, byl -13,9 (= 1,1) mV a
71,05 (= 0,1) nm (operacni parametry byly stejné jako v kapitole 4.1.2). DLS Mc¢teni bylo
rovnéz provedeno na Latvian Institute of Organic Synthesis (Laboratory of Membrane active
compounds and B-Diketones) v Rize.

Koncentrace [Fe] = 0,0078 M, odpovida 0,602 mg magnetitu/ml.
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60.6 nm

-38.7 nm

Obrazek 30: AFM snimky (2D a 3D) magnetitovych karboxylovanych nanocastic
pouzitych pro studium interakci s polymyxinem B.
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4.3.3 Priprava vzorki

Jako ,marker elektroosmotického toku byl ve vzorku NPs pfitomen
dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Vzorek smé&si Pb>" a Cd*" kationtdi byl pfipraven z certifikovanych referen¢nich
materidlii (CRM) vodnych kalibra¢nich roztokt kovii Pb a Cd o koncentraci 1 000 £ 2 mg/l
tady ASTASOL" od spole¢nosti Analytika, spol. s.r.o. (Praha, Ceska republika). Tyto roztoky,
a také CRM roztok Fe o koncentracil00 pg/l (od stejné spolecnosti) byly rovnéz pouzity pro
doladéni ICP-MS parametrt. Ladici roztok Li, Y, Ce a Tl o koncentraci 1 pg/l byl dodan
spolecnosti Agilent Technologies (Tokyo, Japan).

Deionizovanad voda (mérny odpor 18,2 MQ.cm) byla ziskdna z dvoustupnové
deionizacni stanice Milli-Q water od firmy Millipore (Molsheim, Francie).

Pufry pouzité pro kalibraci pH metru byly zakoupeny od spolecnosti VWR
International (Radnor, PA, USA).

4.3.4 Priprava zakladnich elektrolytu

Nejprve byly ptipraveny roztoky imidazolu (10 mM) a kyseliny fosfore¢né (25 mM)
v deionizované vodé. Imidazol byl titrovan kyselinou octovou na pH 4,5, zatimco roztok
H;PO4 byl titrovan 50 a 10 % (w/w) roztokem hydroxidu sodné¢ho na pH 7.,4. Titrace
probihaly za stalého michani, pficemZz hodnota pH byla sledovana pomoci pH metru.
Fosfatovy pufr byl pro studium interakci modifikovéan ptidavkem polymyxinu B. Nejprve byl
pfipraven zasobni roztok PMB o koncentraci 1 mM rozpuSténim odpovidajictho mnozstvi
PMB ve fosfatu. Tento zasobni roztok byl potom fedén fosfatovym pufrem na pozadované
koncentrace 10 nM — 25 uM.

Vsechny pfipravené zékladni elektrolyty byly uchovany v lednici pfi teploté 4 °C.

4.3.5 Instrumentace a experimentalni podminky

Pro vSechny analyzy, které byly provedeny za ucelem studia interakci nanocastic
s polymyxinem B bylo vyuzito pfistroje CE 7100 (Agilent technologies, Waldbronn,
Germany), ktery byl pomoci rozhrani vyvinutého v laboratofi (obrazek 31 a 32) spojen

s ORS-ICP-MS Agilent 7700x (Agilent Technologies, Tokyo, Japan).
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Obrazek 31: Schéematické znazorneni spojeni CE s ICP-MS.

Obrazek 32: Fotografie spojeni CE s ICP-MS.
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Rozhrani se skldda z ctyfcestného kiizového spoje (,,cross-piece), zemnici
elektrody, vstupu pro pomocnou kapalinu a ,,MicroMist* mikrokoncentrického zmlzovace.
Separacni kapiléra je tedy vedena skrz Ctyfcestny kiiZzovy spoj, kde je uzemnéna a jeji konec
je omyvan pomocnou kapalinou (20x fedény pouzity fosfatovy pufr bez ptidavku PMB).
Vytok z ,,outletového* konce CE kapildry je pak misen s pomocnou kapalinou piiblizné¢ 1 mm
pfed zGzenim vnitini kapildry zmlZzovace. Vysledny roztok byl pak pies tento koncentricky
zmlzova¢ a chlazenou mlznou komoru dle Scotta piimo zaveden do indukéné vazaného
plazmatu (ICP).

Interakce byly studovany v kfemennych kapilarach o délce 47 cm a vnitinim
priméru 50 um (Molex, Lisle, IL, USA) aplikovanim napéti 25 kV pfi teploté pii 25 ° C. Pted
prvni pouzitim a kazdy den pfed zaCatkem meéieni byla kapildra promyta 0,1 M NaOH (20
min) a deionizovanou vodou (20 min). Pfed kazdou analyzou byla kapilara promyta 0,1 M
NaOH (2 min), deionizovanou vodou (2 min) a pouzitym elektrolytem (4 min). Promyvaci
tlak byl 935 mbar.

Vzorek nanocastic (p = 0,02) s ptidavkem DMSO (10 %) byl davkovan tlakem 50
mbar po dobu 5 s. Profily nanocastic byly vyhodnocovany vzdy v 10 % vySky piku na jeho
zacatku a konci a v jeho vrcholu.

Pied spojenim kapilarni elektroforézy k ICP-MS byly optimalizovany ICP-MS
podminky (pozice plazmové hlavice, pfikon generatoru, iontova optika, prutok Ar, atd.), a to
s vyuzitim komer¢né dostupného ladiciho roztoku Li, Y, Ce a Tl o koncentraci 1 pg/l, zatimco
vodny kalibra¢ni standard Fe o koncentraci 100 pg/l byl pouzit pro optimalizaci pritoku helia
oktapolovou kolizni celou (potlaceni spektralnich interferenci) a pro jemné doladéni
parametrti ICP-MS k dosazeni maximalni intenzity vSech métenych izotopi zeleza

Optimalizované ICP-MS podminky jsou nasledujici: ptikon generatoru: 1550 W,
prutok vné¢jsiho plazmového plynu: 14,95 1/min, pratok pomocného plynu/nosny Ar: 0,9
/min, pritok stfedniho plazmového plynu (do zmlZzovace): 1,1 1/min, pritok ptidavného
(,,make up*) Ar: 0,25 1/min, pratok He v kolizni cele: 3 ml/min, integracni ¢as: 100 ms pro

izotopy '*C, **S, **Fe, *°Fe a °'Fe.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 STUDIUM ,,STACKING* EFEKTU
KARBOXYLOVANYCH MAGNETITOVYCH NANOCASTIC

5.1.1 Uvod

»otacking efekt MNPs byl studovan v zékladnim elektrolytu o slozeni
H;BO3;/NaOH, pH 9,5, protoze tento elektrolyt poskytoval nejvice reprodukovatelné profily
analyzovanych nanocastic. ,,Stacking* efekt byl studovan pfi rizné iontové sile jak BGE, tak 1
roztoku vzorku (tabulka 4) a pti rizné dob¢ davkovani 5, 10, 20, 30 a 60 s. Zeta potencial
karboxylovanych magnetitovych nanocéstice typu ,,core-shell” je v H3:BO3/NaOH pufru o pH
9,5 a koncentraci 50 mM roven -43 mV. V tomtéz pufru, avSak o koncentraci 5 mM, je zeta

potencial roven -38 mV.

Tabulka 4: Studovana prostredi

Zikladni elektrolyt Prostredi vzorku

100 mM H;BO;/NaOH, pH 9,5 deionizovana voda

10 mM H;BO3/NaOH, pH 9,5

100 mM H;BOs/NaOH, pH 9,5

50 mM H3;BO;/NaOH, pH 9,5 deionizovana voda

5 mM H;BO5/NaOH, pH 9,5

50 mM H;BO3/NaOH, pH 9,5

100 mM H;BO;/NaOH, pH 9,5

25 mM H;BOs/NaOH, pH 9,5 deionizovana voda

25 mM H;BOs/NaOH, pH 9,5

100 mM H;BOs/NaOH, pH 9,5

10 mM H3BOs/NaOH, pH 9,5 deionizovana voda

10 mM H;BO;/NaOH, pH 9,5

100 mM H;BO;/NaOH, pH 9,5

77




5.1.2 Studium chovani nanocastic dispergovanych v riznych

prostiedich

5.1.2.1 Homogenni elektrické pole

V této ¢asti prace bylo zkoumano chovani karboxylovanych MNPs, které byly pii
davkovani dispergovany ve stejném elektrolytu jako BGE. Obrazek 33 tedy pfedstavuje
priklad analyzy nanocastic dispergovanych v 50 mM H;BO3;/NaOH o pH 9,5 davkovanych
taktéz do 50 mM H3;BO3;/NaOH o pH 9,5. Byl pozorovan linedrni nartst ploch pikii ve vSech
ptipadech pouzitych elektrolytti (100, 50, 25 a 10 mM H3;BO3/NaOH, pH 9,5), coZ je, mimo

jiné, ukdzéano v tabulce 5.

Tabulka 5: Linearita zavislosti mezi plochami piku a dobou davkovani ve studovanych
elektrolytech. * znaci nelinearitu.

Rovnice
zavislosti  mezi
plochou piku ()
a dobou
Zakladni elektrolyt | Prostredi vzorku davkovani (x) R
100 mM deionizovana voda y=20,766x + 949,64 0,3834*
10 mM y=81,159x + 244,13 0,9840*
100 mM y=108,2x - 35,473 0,9999
50 mM deionizovana voda y=18,601x + 596,63 0,6177*
5 mM y=154,976x + 326,34 0,9705*
50 mM y=173,269x + 36,454 0,9999
100 mM y="74,6063x - 56,497 0,9984
25 mM deionizovana voda y=17,732x + 726,09 0,7905*
25 mM y=91911x+ 56,264 0,9999
100 mM y=064,414x - 4,127 0,9985
10 mM deionizovana voda 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
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Obrazek 33: Prubéh analyz MNPs v homogennim elektrickéem poli pri riuzné dobé
davkovani (5, 10, 20, 30 a 60 s). BGE: 50 mM H3;BO;3;/NaOH pH 9,5; davkovani tlakem
50 mbar; analyzy v neupravené kiremenné kapilare (celkova délka 33,0 cm, efektivni
délka 24,5 cm); aplikované napeéti 10 kV; teplota 25 °C; detekce pri 200 nm.

Jak je vidét na obrazku 34, vypocltené mobility NPs klesaji se zvySujicim se
souc¢inem xR. Vzhledem k tomu, Ze produkt xR je zavisly na tloustce elektrické dvojvrstvy
nanocastic (¢im vyssi /, tim vysS$i hodnota «x) a poloméru NPs (R), 1ze predpokladat, ze pokles
mobilit NPs z -34 (+ 2) x10” m*V's™ na -24 (+ 1) x10° m*V™'s” pii zvySovani iontové sily
elektrolytu byl zptisoben snizenim tloustky elektrické dvojvrstvy (ionizace karboxylovanych

MNPs by méla zistat stejnd, tak jako i primér jadra NPs).
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Obrazek 34: Zavislost elektroforetické mobility karboxylovanych MNPs na produktu kR.
MNPs dispergovany (p = 0,1) v BGE: 50 mM H3;BO3;/NaOH pH 9,5; davkovani tlakem 50
mbar po dobu 10 s; analyzy v neupravené kiremenné kapilare (celkova délka 33,0 cm,
efektivni délka 24,5 cm), aplikované napéti 10 kV; teplota 25 °C; detekce p7i 200 nm.

Jak jiz bylo zminéno (kapitola 2.3.3), x je reciproka hodnota Debyeho délky
(tloustka elektrické dvojvrstvy), ktera je explicitni funkei iontové sily roztoku elektrolytu (x ~
1" %). Tontova sila pouzitych pufril byla vypogitana pomoci programu Peakmaster, hodnota «
pak podle nésledujici rovnice [70]:

Kk = 3,288VI (11)

5.1.2.2 Studium ,,stacking* efektu

Jak bylo zminéno v kapitole 2.3.2.3, ,,stacking* efekt v CE nastane, pokud ma zéna
vzorku niz§i vodivost, nez je vodivost BGE. V tabulce 4, jsou uvedeny prostiedi, ve kterych
byl studovan ,stacking® efekt pro karboxylované MNPs dispergované ve vodé nebo ve
ziedéném BGE (vzdy H;BOs/ NaOH o pH 9,5, avSak o rizné koncentraci). Ptiklady profila

NPs pfi ,,stacking™ efektu jsou ukazany na obrazku 35.
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Obrazek 35: Vliv doby davkovani karboxylovanych MNPs na profily piki pri ,, stacking “
efektu. MNPs dispergovany v 5 mM H3;BO3;/NaOH pH 9,5 (p = 0,1); BGE: 50 mM
H;BO3/NaOH pH 9,5; davkovani tlakem 50 mbar; analyzy v neupravené kremenné
kapilare (celkova délka 33,0 cm, efektivni délka 24,5 cm); aplikované napéeti 10 kV;
teplota 25 °C; detekce pri 200 nm.

Je zteymé, ze Sitka piku (vyhodnocovand vzdy v 10 % vySky na zacatku a konci
piku) pfi ,stacking” efektu klesd, coz je rovnéz graficky znazornéno na obrazku 36.
Z nam¢tfenych dat je také ziejmé (tabulka 5), ze pfi ,stacking™ efektu dochéazi pteruseni
linearity zavislosti ploch piki NPs na dob¢ davkovani. To miize byt zpiisobeno ztencenim
elektrické dvojvrstvy NPs, protoze pii tomto efektu dochazi k ,restrukturalizaci® zony

nanocastic, kdy je snizovana vzdalenost mezi NPs.
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Obrazek 36: Viiv doby davkovani karboxylovanych MNPs na profily piki pri ,,stacking “
efektu. MNPs dispergovany v 5 mM H3;BO3;/NaOH pH 9,5 (p = 0,1); BGE: 50 mM
H;BO3;/NaOH pH 9,5; davkovani tlakem 50 mbar; analyzy v neupravené kiremenné
kapilare (celkova délka 33,0 cm, efektivni délka 24,5 cm),; aplikované napeti 10 kV;
teplota 25 °C; detekce pri 200 nm.

Pfi vétsim mnozstvi nanocastic davkovanych do kapilary, je také pozorovana zména
mobilit (obrazek 35, 60 s). Ve srovnani s koncem piku (u, fre -38 x10” m*V's™) je mobilita
NPs na jeho zacatku témet nulova (u, fre -4.9 x10” m?V's™), a proto lze piedpokladat, Ze
maji za téchto podminek nanocéstice tendenci agregovat. To je v souladu s DLVO teorii [295-
297], viz kapitola 2.1.2.3. Z té vyplyva, ze snizeni tloustky elektrické dvojvrstvy zvySovanim
iontové sily, kdy dochazi k ,restrukturalizaci zony NPs, miize snizit energetickou bariéru,
kterou je pro agregaci Castic potfeba piekonat (viz kapitola 5.1.2.1). Protoze je energeticka
bariéra ddna souCtem energii danych elektrostatickymi odpudivymi silami a Van der
Waalsovymi silami, dochdzi snizenim elektrické dvojvrstvy k poklesu piispévku energie

elektrostatickych odpudivych sil. To znamena celkové snizeni energetické bariéry. Nicméng,
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za téchto podminek neni agregace pfili§ vyrazna (obrazek 35). Rozhodujicim faktorem
ovlivityjicim §itku piku nanocastic tedy bude ziejmé distribuce ¢astic v nadavkované zong.

Je také zajimavé, Ze existuje rozdil pfi davkovani karboxylovanych MNPs z
boratového elektrolytu a vody (obrdzek 36). Tento rozdil je pravdépodobné zplisoben jinymi
hodnotami pH zminénych prostfedi (voda méa pH 7,0), a také zménou iontové atmosféry NPs
(zeta potencial karboxylovanych MNPs je -46 mV ve vodé a -38 mV v boratu o koncentraci 5
mM).

Obrovsky rozdil ve vodivostech (iontovych silach) mezi obéma zoénami (zoéna vzorku
a pufru) muze vést také ktzv. indukované agregaci. Tento piedpoklad byl potvrzen
davkovanim karboxylovanych MNPs dispergovanych v 5 mM H;BO3;/NaOH o pH 9,5 do
BGE o stejném slozeni, avSak o koncentraci 250 mM. Za téchto podminek byla pozorovéana
indukovana agregace pouzitych NPs (obrazek 37), na niz poukazuje vytvareni uzkych profili
NPs s viditelnou adsorpci NPs na kapilarni sténu. Mobilita na zacatku piku je opét blizka
nulové hodnoté, coz znamena tvorbu zdanlivé téméf nenabitych NPs, které se na sténu
kapilary mohou adsorbovat. Tento mechanismus miize byt opét piesnéji vysvétlen snizenim
energetické bariéry, coZ umoziuje tvorbu agregatli anebo adsorpci NPs na sténu kapilary

(dochézi rovnéz k stlaceni elektrické dvojvrstvy vytvorené na povrchu kapilary).
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Obrazek 37: Analyza nanocastic, pri niz dochazi k indukované agregaci. MNPs
dispergovany v 5 mM H3;BO3;/NaOH pH 9,5 (p = 0,1); BGE: 250 mM H3;BO3;/NaOH pH
9,5, davkovani tlakem 50 mbar po dobu 30 s, analyzy v neupravené kiemenné kapilare
(celkova délka 33,0 cm, efektivni délka 24,5 cm); aplikované napéti 10 kV; teplota 25 °C;
detekce pri 200 nm.
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Z uvedenych vysledkll lze tedy rozliSit dva mozné zplisoby chovani NPs pfii
»stacking® efektu, a to:
(1) on-line prekoncentrace

(i1) indukovana agregace

Obecné feceno, on-line prekoncentrace NPs je charakterizovdna zuzovanim piku,
pricemz je udrzena stabilni disperze NPs. V tomto ptipad¢ tedy dochazi pouze k poklesu
vzajemné vzdalenosti mezi jednotlivymi nanocasticemi, coz je doprovazeno redukei tloustky
elektrické dvojvrstvy. Naopak, indukovana agregace NPs se vyznacuje takovou
»restrukturalizaci zony nanocastic, kterd vede k tvorb¢ agregatii. Lze predpokladat, Ze takova
agregace muze byt vyvolana nejen rozdily ve vodivostech davkované zony NPs a BGE, jimz
je naplnéna kapilara, ale také miize byt zplisobena napiiklad rozdilnym pH obou zo6n.

Vzhledem ktomu, ze ,stacking” efekt slouzi v kapilarnich elektromigracnich
technikédch zejména k on-line prekoncentraci analytl, bylo také zkouméno, pti jak velkém
ziedéni Ize NPs pfi tomto efektu jesté detekovat. Toto méteni bylo realizovano dispergovanim
rizného mnozstvi karboxylovanych MNPs v 10 mM H3;BO3/NaOH o pH 9,5 a davkovanim
takto pfipraveného vzorku po dobu 60 s do kapilary naplnéné BGE o slozeni 100 mM
H3;BO3/NaOH o stejné hodnoté pH. Z obrazku 38 je ziejmé, ze dokonce 100-nasobn¢ ziedéné
MNPs (p = 0,01) lze diky této metodé analyzovat. Navic, zavislost ploch piki MNPs na
faktoru fedéni je linearni, kde rovnice ptimky je: y = 46,97 (£ 0,72)x + 0,05 (£ 0,04).
Hodnoty smérodatnych odchylek pro ¢tyfi opakovani jsou uvedeny v zavorkach, piicemz
koeficient determinace (R?) je 0,9995. Za téchto podminek byly MNPs 76-krat
zakoncentrovany ve srovnani s ,,béznym‘ davkovanim (50 mbar po dobu 10 s), kdy jsou
pouzité MNPs dispergovany v BGE o stejném slozeni, jakym je naplnéna kapilara (100 mM
H3BO3/NaOH o pH 9,5).
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Obrazek 38: Analyzy ziedeénych MNPs (p = 0,1; 0,05, 0,025 a 0,01) pri ,, stacking“
efektu. MNPs dispergovany v 10 mM H3;BO3;/NaOH pH 9,5; BGE: 100 mM H3;BO3;/NaOH
pH 9,5; davkovani tlakem 50 mbar po dobu 60 s, analyzy v neupravené kiremenné
kapilare (celkova délka 33,0 cm, efektivni délka 24,5 cm),; aplikované napeti 10 kV;
teplota 25 °C; detekce pri 200 nm.

5.1.2.3 Studium ,,de-stacking* efektu

Nakonec, byl zkouman opacny efekt, tedy tzv. ,,de-stacking®, pii némz je zoOna
vzorku vodivéjsi nez BGE, do néhoz je davkovana. Podminky, pfi kterych byl ,,destacking*
studovan jsou popsany v tabulce 4. Piiklady profili NPs pii ,,de-stackingu® jsou uvedeny na
obrazku 39. Je zifejmé, ze pii tomto efektu roste Sitka piku, (viz obrazek 36) a jeho tvar je
deformovan. Muzeme predpokladat, Zze vysokd iontova sila (a tedy nizkd intenzita
elektrického pole) v zoné vzorku karboxylovanych MNPs zpiisobuje nizkou mobilitu ¢astic
(,,mald tloustka® elektrické¢ dvojvrstvy). Mobilita ¢astic pak na rozhrani obou z6n (zona
vzorku a BGE) vzroste, takZe nanocastice zde za¢nou migrovat rychleji. Toto vedlo ke dvéma
ucinkim: (i) nekteré z NPs byly timto efektem zrychleny, coz zpusobilo rozsiteni piki a (ii)
nékteré z NPs si udrzely stejnou hustotu naboje, ktera je blizko nulové hodnoty (tyto objekty

nemohly byt tak snadno ,,de-stackingem® urychleny po dosazeni prostiedi s vyssi intenzitou

elektrického pole), coz zplisobilo nartst ploch piki s témito nizkymi mobilitami (tabulka 5).
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Obrazek 39: Analyza nanocastic, pri niz dochazi k ,,de-stackingu . MNPs dispergovany
ve 100 mM H3;BO3;/NaOH pH 9,5 (p = 0,1); BGE: 25 mM H;BO3;/NaOH pH 9,5;
davkovani tlakem 50 mbar po dobu 30 s, analyzy v neupravené kiemenné kapilare
(celkova délka 33,0 cm, efektivni délka 24,5 cm); aplikované napéti 10 kV; teplota 25 °C;
detekce pri 200 nm.

5.1.3 Zavér

V této cCasti prace bylo pomoci kapilarni elektroforézy zkouméno, jak se
karboxylované magnetitové nanocastice chovaji na rozhrani prosttedi (elektrolytl), které se
1i$1 svymi specifickymi vodivostmi. Bylo zji§téno, Ze zoéna davkovanych nanocéastic miize byt
na tomto rozhrani v dasledku ,,stacking® a ,,de-stacking® efekti deformovana, takze piky
nanocastic mohou byt zizeny nebo rozsiteny. Pii ,,stacking efektu (Casto vyuZzivana on-line
prekoncentracni technika) téchto nanocastic lze obecné fici, ze jsou mozné dva zpisoby
chovani NPs: (i) on-line prekoncentrace, kterd vede ke snizeni Sitky piku se zachovanim
stability disperze a (ii) indukovana agregace, kdy je pifekondna energeticka bariéra
(definovana elektrostatickymi a Van der Waalsovymi silami) zabranujici spojovani nanocastic

do vétsich utvara.

86



5.2 ELEKTROKINETICKA PREKONCENTRACE
KARBOXYLOVANYCH MAGNETITOVYCH NANOCASTIC

5.2.1 Studium elektrokinetického davkovani NPs a jejich

prekoncentrace za riznych podminek

5.2.1.1 Elektrokinetické davkovani nanocastic za ,,normalnich“ podminek

Vzhledem k tomu, Ze v této Casti prace byl studovan stejny typ karboxylovanych
magnetickych nanocastic jako v ptfedchozim ptipadé, bylo elektrokinetické davkovani vzorku
studovano rovnéz za pouziti H3BO3;/NaOH o pH 9,5, jako zakladniho elektrolytu. Pfi téchto
podminek vSak nedoslo k elektrokinetickému nadavkovani MNPs (p = 0,1) do kapilary pfi
kladné ani zaporné polarité aplikovaného napéti (10 kV). To bylo pravdépodobné zpiisobeno
pritomnosti silného EOF o mobilité 42 (+ 1) x10® m*V~'s™ (pro stanoveni byl jako tzv. ,,EOF
marker pouzit mesityloxid) v kapilatre. Pro ziskani mobilit karboxylovanych MNPs byly tyto
¢astice (p = 0,1) analyzovany po jejich hydrodynamickém nadavkovani (tlakem 50 mbar po
dobu 5 s). Za téchto podminek maji NPs efektivni mobilitu -29 (+ 1) x10” m?V's™. P¥
elektrokinetickém davkovani za pouziti napéti se zdpornou polaritou, je smér
elektroosmotického toku opacény, nez je smér MNPs, tudiz podle vypoctenych mobilit
nemohou byt nanocastice nadavkovany (obrazek 40). Pii pouziti napéti o kladné polarité je
tedy EOF hnaci silou a musi byt brana v uvahu zdanliva mobilita nanocasic a teoreticky by
mélo dojit k nadadvkovani téchto Castic do kapilary. Protoze vSak nebyl pfi analyze za téchto
podminek pozorovan zadny signal, ktery by odpovidal pfitomnosti NPs, zda se, ze jejich

zdanliva mobilita (~ 13 x10”° m*V™'s™) je p#ili§ nizka pro nadavkovani téchto MNPs.
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Obrazek 40: Schémata experimentalnich usporadani a mobilit NPs a elektroosmotického
toku v neupravené kapilare a v kapilarach s obracenym (CTAB) a potlacenym EOF.

5.2.1.2  Elektrokinetické  davkovani nanocastic pri  obraceném
elektroosmotickém toku

Podle ptedchozich vysledki se tedy zdd, ze analyzované MNPs nemohou byt
elektrokineticky davkovany, pokud je k analyze pouZita nijak neupravend kifemenna kapilara.
Proto byl tento zptisob davkovani dale studovan, pti pouziti dynamicky pokryté vnitini stény
kapilary. Z téchto divodi byly vybrany dvé kationové povrchové aktivni latky, které byly jiz
diive pro dynamické pokryti kapilary pfi praci s vétSimi objekty pouzity. Prvni z nich byl
cetyltrimethylammonium bromid (CTAB), ktery pouzili Petr a kol. [298] pro analyzu

mikroorganismii pomoci CE po jejich elektrokinetickém nadavkovani. Druhym pouzitym
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tenzidem stejného typu byl didodecyldimethylammonium bromid (DDAB). Ten byl jiz dfive
pouzit pro analyzu nanoc¢astic pomoci kapilarni elektroforézy (opét Petr a kol. [30]).

Na zaklad¢ zminénych publikaci byly pro analyzu karboxylovanych MNPs testovany
dva zékladni elektrolyty:

(1) 50 mM H3BO;/NaOH o pH 9,5 s pfidavkem 5,0 mg/ml CTAB

(i1) 50 mM H;BO3;/NaOH o pH 9,5, kdy byla kapilara pred analyzou

proplachnuta roztokem DDAB o koncentraci 5,0 mg/ml ve vode¢.

Naméiené mobility elektroosmotického toku byly -43 (+ 1) x10° m?*V's! (CTAB) a
-52 (£ 2) x10° m*V's" (DDAB). Pro ziskani mobilit karboxylovanych MNPs byly &astice
(p = 0,1) analyzovany v téchto pufrech po jejich hydrodynamickém nadavkovani (tlakem 50
mbar po dobu 5 s). Stanovené mobility NPs m&ly nésledujici hodnoty: 22 (£ 1) x10® m*V's™
(CTAB) a 26 (+ 1) x10° m’V''s' (DDAB). Z vysledkl je patrné, Ze tyto kationtové
povrchové aktivni latky elektrostaticky interaguji s pouzitym typem nanocéstic. Tyto
samovoln¢ probihajici (,,self-assembly*) interakce MNPs s CTAB nebo DDAB se zdaji byt
velmi rychlé, coz vede k tvorbé pomémé stabilni disperze MNPs, piicemz dochazi k obraceni
povrchového naboje (karboxylované MNPs maji na rozdil od disperze ve vodé nebo pufru pti
téchto podminkéch kladnou efektivni mobilitu).

Lze tedy piredpokladat, Ze analyzované karboxylované MNPs mohou byt pii
podminkach, kdy je EOF v diasledku ptitomnosti CTAB a DDAB obracen, elektrokineticky
nadavkovany do kapilary. Smér jejich migrace je pak stejny se smérem elektroosmotického
toku. Také, pokud jsou brany v potaz hodnoty vypoctenych zdanlivych mobilit MNPs
(~ -21 x10° m*V's™ pro CTAB a ~ -26 x10° m?V™'s” pro DDAB), se zd4, Ze mohou byt
pouzité nanocastice za téchto podminek nadavkovany. Absolutni hodnota zdanlivych mobilit
&astic je v obou piipadech vyssi, neZ pii pouziti pufru bez tenzidi (~ 13 x10” m*V-'s™).

Bylo také zjiSténo, Ze ptitomnost CTAB v roztoku zékladniho elektrolytu je pro
vytvotfeni disperze MNPs, jez jsou elektrostaticky pokryty timto tenzidem zésadni. Naopak,
pritomnost DDAB v elektrolytu neni pro elektrokinetické nadavkovani analyzovanych
nanocastic nutna.

Za téchto podminek bylo ddvkovani provadéno po dobu 10 s pfi -10 kV (pfi pouziti
obou tenzidll), ptiCemz odpovidajici elektricky proud se pohyboval kolem 35 pA (CTAB) a
45 pA (DDAB). Nutnost ptfitomnosti CTAB oproti DDAB v zékladnim elektrolytu pii
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analyze MNPs je pravdépodobné zplsoben odliSnym mechanismem ,,self-assembling*
procesu. Jiz diive bylo popséno, ze DDAB na rozdil od CTAB mize vlivem elektrického pole
ovlivnit disperzi NPs [30]. Je patrné (obrazek 41), ze je za téchto podminek mozno MNPs
nadavkovat. Nicméné, opakovatelnost elektrickych proudi byla horsi (byly ziskany
neopakovatelné¢ analyzy), proto pouziti CTAB a DDAB nebylo dale studovéano. Také
davkovani zony vody (tlakem 50 mbar po dobu 5 s) pred davkovanim vzorku nemélo na

analyzu vyznamny vliv.
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Obrazek 41: Analyza nanocastic pri obraceném elektroosmotickem toku pouZitim DDAB.
MNPs dispergovany (p = 0,1) v BGE: 50 mM H3;BO;3;/NaOH pH 9,5, davkovani MNPs po
dobu 10s aplikovanim napéti -10 kV; analyza kremenné kapilare proplachnuté pred
mérenim roztokem DDAB o koncentraci 5,0 mg/ml ve vode (celkova délka 33,0 cm,
efektivni délka 24,5 cm), aplikované napéti -10 kV; teplota 25 °C; detekce pri 200 nm.
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5.2.1.3 Elektrokinetické @ davkovani nanocastic pri  potlaceném

elektroosmotickém toku

Vzhledem k tomu, Ze pouziti obracené¢ho elektroosmotického toku neni pro analyzu
karboxylovanych MNPs vyhodné, bylo déale pro tyto ucely studovdno vyuziti permanentné
pokrytych kapilar, kdy je EOF potlacen. Analyty by tedy mély migrovat pouze svou vlastni
efektivni mobilitou (29 x10° m?V's™), a proto lze ¥ci, ze by jejich chovani v takovém
systému mélo byt vice predvidatelné (obrazek 40).

Je zajimavé, Ze kapilary pokryté vrstvou polyakrylamidu, pfipravené podle postupu
diive popsanym Maierem a kol. [294], nebyly pro tyto analyzy opét vhodné, pravdépodobné
kvuli adsorpci MNPs na takto oSetfeny povrch kapilary. Nicméné¢, diky komeréné dostupnym
kapilaram pokrytym vrstvou polyvinylalkoholu (PVA) od spole¢nosti Agilent Technologies,
byla analyza téchto nanocastic umoznéna. V téchto PVA pokrytych kapilarach byl zbytkovy
EOF metodou dle Williamse a Vigha [299] zmé&fen na 0,27 (+ 0,04) x10” m*V's™. To je
hodnota téméi zanedbatelnd, a proto MNPs migruji opravdu pifevazné jen svou vlastni
efektivni mobilitou. Dalsi studie elektrokinetického davkovani analyzovanych nanocastic tedy
probihala v téchto komeréné dostupnych PVA kapilérach.

Protoze bylo zjisténo, ze -elektrokinetické davkovani karboxylovanych MNPs
dispergovanych v 50 mM H3BO3/NaOH o pH 9,5 (p = 0,1) pfi pouziti PVA pokrytych kapilar
je mozné, bylo provedeno davkovani aplikovanim napéti -10 kV po dobu 10 s (odpovidajici
elektricky proud byl pfiblizné 28 pA). V tomto piipadé byly i elektrické proudy pii opakovani
pomérné stabilni, takze byla tato metoda pouzita pro dalsi analyzy pouzitych MNPs.

V dal$im kroku byl zkoumén vliv davkovani zony vody pred elektrokinetickym
davkovanim vzorku MNPs (p = 0,1). Zéna vody byla davkovéna tlakem 50 mbar po dobu 0 az
15 s. Poté nasledovalo elektrokinetické davkovani karboxylovanych MNPs aplikaci napéti -10
kV po dobu 60 s (obrazek 42). Z obrazku 42 je ziejmé, Ze je pro analyzu nejvhodnéjsi
(nejvetsi plocha piku MNPs), kdyz je zona vody davkovana po dobu 10 s, zatimco davkovani
vody po dobu 5 sse jevi jako vyrazné nejhorsi. To je pravdépodobné zptlisobeno riiznymi
ucinky prostfedi na nanocastice. Jak bylo diskutovano, v prostiedich o rtizné iontové sile
(boratovy pufr a voda) se méni tloustka elektrické dvojvrstvy, avSak velmi dilezitou roli
mohou hrat také elektroforeticka retardace a relaxacni procesy iontového oblaku (kapitola

2.3.3).
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Obrazek 42: Vliiv doby davkovani zony vody na plochu piku davkovanych nanocastic.
BGE: 50 mM H3;BO;3;/NaOH pH 9,5, davkovani MNPs po dobu 60 aplikovanim napéti -10
kV, p = 0,01, zona vody davkovana tlakem 50 mbar, analyzy v PVA pokryté kapilare
(celkova délka 33,5 cm, efektivni délka 25,0 cm); aplikované napéti -10 kV; teplota
25 °C; detekce pri 200 nm.

Pot¢ bylo optimalizovdno nejvyhodnéjsi prostiedi, ve kterém byly MNPs
dispergovany (p = 0,01), pro ziskani nejlepsiho prekoncentratniho faktoru. Mezi studované
prostiedi patfily H3BO3/NaOH pufry o pH 9,5 a koncentracich 50, 20 a 5 mM a deionizovana
voda. Jak lze ocekavat, pokles koncentrace elektrolytu, v némz byly MNPs dispergovany,
vedlo k vys§im signalim téchto Castic (,,stacking® efekt). Nejlepsi vysledky byly ziskany pro
MNPs dispergované ve vod€. Efekt davkovani zény vody byl stejny, jak bylo popsano v
piedchozim odstavcei. Optimalni bylo tedy davkovani vody tlakem 50 mbar po dobu 10 s.

DalSim studovanym parametrem byl u¢inek davkovaciho napéti. Pro davkovani bylo
pouzito -20, -10 a -5 kV (vSe po dobu 60 s). ZvySovanim napéti dochazi k vétSimu mnozstvi
nadavkovanych MNPs (p = 0,01), ¢imz je samoziejmé zvétSen 1 signal. Nicmén¢, timto
dochazi rovnéz 1 k nartstu elektrického proudu, coz zpusobuje nestabilitu béhem davkovani
(ztejmé kvili vétSimu generovani Jouleva tepla). Protoze byly pii napéti -20 kV piislusné

elektrické proudy pfiblizn€ 78 pA, bylo pro piisti experimenty vybrano napéti -10 kV.
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Jako posledni byla optimalizovana doba davkovani. Karboxylované MNPs
dispergované ve vode (p = 0,001) byly davkovéany napétim -10 kV po dobu od 10 s do 360 s
(6 min) do 50 mM H;BO3;/NaOH o pH 9,5, pficemz pied elektrokinetickym davkovanim
nanocastic probéhlo hydrodynamické davkovani zony vody tlakem 50 mbar po dobu 10 s.
Obrazek 43 ukazuje elektroforetické profily MNPs pii téchto podminkach. Je ziejmé, Ze
zvySeni doby davkovani vedlo k naristu mnozstvi nanoc¢éstic v kapilate. Obrazek 44 ukazuje
zavislost ploch pikiit MNPs na dob¢ davkovani. Tato zavislost je linearni v pripad¢ davkovani
po dobu od 10 s do 240 s, kdy rovnice pfimky je y = 19,19 (£ 0,38)x + 149,47 (+ 43,09),
s koeficientem determinace R? = 0,9987. Jak je vid&t na obrazku 43, pii vyssi dob& davkovani
(240 s), jsou pozorovany deformované profily MNPs. To mtize byt zplisobeno tim, Ze je zona
nanocastic prilis velkd a tudiz neni dostatek Casu na to, aby byla fokusovdna do piku
Gaussovského tvaru pred tim, nez dosahne detektoru. Proto ani doba davkovani 360 s nevedla
k Uspésné analyze. MNPs totiz za téchto podminek promigrovaly k detekénimu okénku

v kapilafre diive, nez byla doba davkovani ukoncena.

absorbance (mAU)

migracni ¢as (min)

Obrazek 43: Profily piku nanocastic v zavislosti na dobé davkovani. BGE: 50 mM
H;BO3;/NaOH pH 9,5, davkovani MNPs po dobu 10, 20, 30, 60, 120 a 240 s aplikovanim
napeti -10 kV; p = 0,001, zona vody davkovana tlakem 50 mbar po dobu 10 s; analyzy v
PVA pokryté kapilare (celkova délka 33,5 cm, efektivni délka 25,0 cm), aplikované napéti
-10 kV; teplota 25 °C; detekce pri 200 nm.
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Obrazek 44: Zavislost ploch pikit MNPs na dobé davkovani. BGE: 50 mM H;BO3;/NaOH
pH 9,5, davkovani aplikaci napeti -10 kV; p = 0,001 zona vody davkovana tlakem 50
mbar po dobu 10 s; analyzy v PVA pokryté kapilare (celkova délka 33,5 cm, efektivni
deélka 25,0 cm),; aplikované napéti -10 kV; teplota 25 °C; detekce pri 200 nm.

Nakonec byl odhadnut faktor prekoncentrace, jako pomér plochy piku MNPs za
optimélnich podminek pii elektrokinetickém davkovani vyndsobeny pomérem fedéni pfi
elektrokinetickém a hydrodynamickém davkovani (100) a plochy piku, jez byla ziskéna
pouzitim klasického davkovani. Optimalizované¢ podminky pro elektrokinetické davkovani
jsou tedy nasledujici: vzorek karboxylovanych MNPs byl dispergovan ve vode (p = 0,001), a
takto byl davkovan napétim -10 kV po dobu 120 s do 50 mM H3;BO3/NaOH pufru o pH 9,5,
kdy elektrokinetickému davkovani vzorku nanocastic piedchazelo hydrodynamické
davkovani zony vody tlakem 50 mbar po dobu 10 s. Za klasické davkovani pro CE bylo
povazovano hydrodynamické davkovani nanocastic (p = 0,1), tlakem 50 mbar po dobu 5 s.

Takto vypocteny prekoncentracni faktor ¢inil 860.
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5.2.2 Zavér

V této casti prace byla pomoci kapilarni elektroforézy studovana on-line
elektrokinetickd prekoncentrace karboxylovanych magnetitovych NPs, za ,,normalnich*
podminek a za podminek, kdy je elektroosmoticky tok obracen nebo potlacen. Jako zékladni
elektrolyt byl pouzit 50 mM H3;BO3/NaOH o pH 9,5. Bylo zjisténo, Ze zdanlivé mobility NPs
jsou pravdépodobné pfiili§ nizké, aby mohly byt tyto Castice elektrokineticky nadavkovany za
»hormalnich® podminek. Pouziti CTAB a DDAB pro dynamické pokryti kapilar (obraceny
EOF) a PVA kovalentné¢ pokrytych kapilar (potlaceny EOF) elektrokinetické davkovani
pouzitych nanocastic umoznilo, avSak reprodukovatelnych analyz bylo dosazeno pouze
v pfipadé pouziti PVA pokrytych kapilar. Za optimélnich podminek bylo touto metodou

dosazeno 860-ndsobné prekoncentrace pouzitych nanoc¢astic oproti standardnimu davkovani.
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5.3 STUDIUM INTERAKCI MEZI KARBOXYLOVANYMI
MAGNETITOVYMI NANOCASTICEMI A POLYMYXINEM B
POMOCI CE-ICP-MS

5.3.1 Testovani spojeni CE s ICP-MS

CE byla spojena s ICP-MS pomoci rozhrani vyvinutého v laboratofi (viz kapitola
4.3.5). Funk¢nost spojeni byla ovéfena metodou pouzivanou pro stanoveni kationti kovi
[300]. Na obrazku 45 je ukazan piiklad analyzy smési Cd*" a Pb>" iontd s piisluinymi

kalibra¢nimi zavislostmi.
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Obrdzek 45: Piiklad CE-ICP-MS analyzy smési Cd°" a Pb’" kationti (1 ppm)
s prislusnymi kalibracnimi zavislostmi. BGE: 10 mM imidazol/CH;COOH pH 4,5;
davkovani 50 mbar po dobu 5 s; analyza v kifemenné kapilare o délce 70 cm a vnitinim
prumeru 50 um,; aplikované napéti 30 kV; teplota 25 °C.

ICP-MS podminky: prikon generdatoru: 1550 W, pritok vnéjsiho plazmového plynu:
14,95 l/min,; pritok pomocného plynu/nosny Ar: 0,9 l/min; pritok stiredniho plazmového
plynu (do zmlzovace): 1,09 l/min; pritok pridavného (,, make up ) Ar: 0,25 l/min; prutok
He v kolizni cele: 3 ml/min; integracni ¢as: 70 ms pro izotopy 'Cd a *"Pb.
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5.3.2 Interakcni studie Fe304@COOH-PMB

5.3.2.1 Experimentalni ¢ast

Po otestovani spojeni byla provedena interak¢éni studie magnetitovych
karboxylovanych nanocastic s polymyxinem B pomoci ACE-ICP-MS.

Polymyxin B (PMB) je antibiotikum primarné uzivané pro lécbu infekci
zpusobenych rezistentnimi gram-negativnim bakteriemi. Mechanismus uc¢inku spociva
v navazani na lipopolysacharidovou buné¢nou sténu a jeji neutralizaci, ¢imz dojde k naruSeni
jeji integrity. Jedna se o dekapeptidové cyklické kationtové antibiotikum obsahujici lipofilni a
hydrofilni skupinu (lipofobni). Jeho navazanim na lipid A, hlavni slozku endotoxinu, dochazi
k deaktivaci endotoxinu [301].

Vzhledem k tomu, Ze je ideou vyvinout v laboratofi mikrofluidni zafizeni na kterém
by byla testovana bakterialni rezistence vii¢i polymyxinu B, ktery by byl zachycen na tomto
typu nanocastic, je dilezité védet, jak tyto nanocastice se zminénym antibiotikem interaguji.

Pro on-line interakéni studie bylo pouzito typické uspofadani ACE. Polymyxin B byl
postupn¢ pifidavan do zakladniho elektrolytu, kterym byl 25 mM H;PO4s/NaOH o
fyziologickém pH (7,4). Za téchto podminek byla z migracnich ¢asti nanocastic a ,,markeru*
elektroosmotického toku (DMSO) vypocitdna efektivni mobilita nanocastic, resp.
vznikajictho komplexu Fe;O4@COOH-PMB. Slozeni pufru a jeho pH bylo vybrano na
zéaklad¢ budouciho pouziti v navrhovaném mikrofluidnim zatizeni. Aplikované napéti bylo
optimalizovéano pii pouziti 20, 25 a 30 kV, pficemz jako nejlepsi se ukazalo 25 kV (stale
reprodukovatelné analyzy v rozumném c¢ase). Koncentrace polymyxinu B byla ménéna od 0

do 250 x107" mol/l.
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Obrazek 46. Priklad CE-ICP-MS analyz karboxylovanych magnetitovych nanocastic (p =

0,02) s riiznymi koncentracemi pridaného PMB do zdkladniho elektrolytu.

BGE: 25 mM H;PO,/NaOH pH 7,4, davkovani 50 mbar po dobu 5 s, analyza v kiremenné

kapilare o délce 47 cm a vnitrnim prumeru 50 um,; aplikované napéti 25 kV, teplota

25°C.

ICP-MS podminky: prikon generatoru: 1550 W; pritok vnéjsiho plazmového plynu:

14,95 l/min; prutok pomocného plynu/nosny Ar: 0,9 l/min; prutok stredniho plazmového

plynu (do zmlzovace): 1,1 l/min; prutok pridavného (,,make up*) Ar: 0,25 l/min, pritok

ge v kolizni cele: 3 ml/min,; integracni cas: 100 ms pro izotopy IZC, 34S, 54Fe, Fe a
Fe.

Obrazek 46 ukazuje ptiklad analyzy CE-ICP-MS Fe;04@COOH NPs s riznymi
koncentracemi polymyxinu B. Pro vypocet mobilit byly z divodii nejvétsich odezev pouzity

izotopy **S (DMSO) a *°Fe (NPs). Z namé&fenych dat vyplyvaji dvé rozdilné oblasti interakei
(obrazek 49), a to:

(1) oblast koncentrace PMB 1-50 x10” mol/l
(i1) oblast koncentrace PMB 100-250 x10™" mol/I.
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Je zajimavé, ze se tyto oblasti 1isi také tvarem (Sitkou) profilh NPs (obrazek 47).
Zatimco NPs vytvareji relativné ostré piky, kdyz BGE obsahuje nizké koncentrace
polymyxinu B, jsou tyto piky mnohem S§ir$i a jejich intenzita je rovnéZz nizsi, pokud je v BGE

obsaZena vyssi koncentrace PMB (viz také obrazek 46).
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Obrazek 47: Zavislost Sirky pikit na koncentraci pridaného PMB.

Pro ovéfeni toho, Ze nanocastice skutecné interaguji s PMB, byla rovnéz provedena
tlakem asistovana (50 mbar) CE-ICP-MS. NPs byly analyzovany ve fosfatovém pufru, do
néhoz byl piidan polymyxin B o koncentraci 300 x10”7 mol/l (obrazek 48). Pik, ktery
odpovida izotopu *C v piiblizng druhé minuté analyzy, kdy migruji i nano&astice (izotop
*®Fe), 1ze povaZovat za ditkaz vzniku komplexu Fe;0,@COOH-PMB. Izotop '*C zde
odpovidd uhliku z PMB, protoze pti koncentraci 0 mol/l PMB v pufru, nebyl v Case, kdy
migruji NPs detekovan zadny '>C pik. Lze tedy fici, Ze obsah uhliku, ktery by pochazel ze
vzorku Fe;O4@COOH nanocastic je pfiliS nizky na to, aby byl odliSen od signalu pozadi
zékladniho elektrolytu. Tato analyza ukazuje jedinecnost ICP-MS prvkové specifické detekce

pro studium interakci pomoci ACE.
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Obrazek 48: Tlakem asistovana ACE-ICP-MS analyza — potvrzeni interakce PMB

s nanocasticemi. Doba davkovani: 100 mbar po dobu 10 s; koncentrace PMB: 300 x1 0’
mo/l.

5.3.2.2 Vyhodnoceni

Pro odhadnuti interakénich konstant a stechiometrie mezi karboxylovanymi
magnetitovymi nanoc¢asticemi byl sestaven graf zavislosti efektivnich mobilit nanoc¢éstic na
koncentraci PMB (obrazek 49A). Tento graf byl potom linearizovan (obrazek 49B) x-
reciprokou metodou dle Scatcharda (viz kapitola 2.2.3.7, tabulka 3).
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Obrazek 49: A) Graf zavislosti efektivnich mobilit nanocastic v zavislosti na koncentraci
pridaného polymyxinu B
B) linearizovand forma grafu A dle Scatcharda (x-reciproka linearizace).
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Na linearizovaném grafu jsou opét zietelné dvé rtizné oblasti interakce nanocastic
s polymyxinem B (obrazek 49B), odpovidajici nizké (1-50 x10” mol/l) a vyssi (100-250 x107
mol/l) koncentraci PMB. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 6. Prvni oblast (nizkd koncentrace
polymyxinu B) je reprezentovana pomérné¢ vysokou interakéni konstantou se stechiometrii,
kde statisticky jedna nanocastice interaguje s n€kolika molekulami polymyxinu B (n = 0,7),
zatimco v druhé oblasti (vyssi koncentrace polymyxinu B) se jedna o mnohem slabsi interakci
(K»= 14,9 x10° vs. K, = 16,0 x10%), aviak stechiometrie je zde otoend, takZe o mnoho vice
NPs interaguje s n€kolika molekulami polymyxinu B (n = 3,5). To je schématicky znazornéno
na obrazku 50. Obréaceny stechiometricky pomér v druhé oblasti mize také znamenat, Zze NPs
vytvareji agregaty, které interaguji s polymyxinem B. Tato hypotéza je v souladu s tim, ze
Fe;04@COOH NPs jsou ve fosfatovém pufru zaporné nabité (zeta potencial je zde roven
-13,9 mV) a interaguji s kladn¢ nabitym polymyxinem B (hodnoty pK jsou vys$si nez 9 [302]).
Tim dochazi ke sniZzovani jejich celkového zeta potencidlu, pficemz pokud je toto sniZeni
dostate¢né, muze dojit k agregaci nanocastic (elektrostatické odpuzovani NPs je prekonano

pritazlivymi silami).

Tabulka 6: Vysledky ACE-ICP-MS.

Koncentrace polymyxinu B K, (M) n
1-50x107 mol.L™" 14,9 (+ 4,4) x10° 0,7 (£0,3)
100 — 250 x10”7 mol.L™! 16,0 (+2,2) x10° 3,5 (£0,5)
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Obrazek 50: Znazorneni hypotézy, jak Fe;0,@COOH nanocastice interaguji
s polymyxinem pri jeho nizsich (1-50 x10-7 mol/l ) a vyssich (100-250 x10-7 mol/l)
koncentracich.

5.3.3 Zavér

Tato Cast prace je nejprve zaméfena na testovani spojeni kapilarni elektroforézy s ICP-MS,
pro aplikace, kdy je vyhodné mit citlivéjsi a specifickou detekci. Testovani spojeni probéhlo
na jednoduché metodé pro separaci dvou kovovych kationti (Cd*" a Pb*"). Pomoci t&chto
spojenych technik byly poté studovany interakce karboxylovanych magnetitovych NPs s
polymyxinem B v prostiedi pufru o fyziologickém pH, aby se prokazalo, ze tyto NPs mohou
byt pouzity pro zachyceni polymyxinu B ve vyvijeném zafizeni pro testovani bakteridlni
rezistence. Diky schopnosti ICP-MS analyzovat rizné izotopy, mezi nézZ patii nejen >*Fe,
*SFe, °"Fe pochazejici z nano&astic a **S pochazejici z ,,markeru® elektroosmotického toku
(DMSO), ale také '>C (PMB), lze tuto interakci dokézat. Bylo zji§téno, Ze pouZité nano&astice
interaguji se zminénym antibiotikem dvéma riznymi zptlisoby, které se mezi sebou lisi silou
interakénich konstant (14,9 x10° vs. 16,0 x10%) a stechiometrickymi poméry (0,7 vs. 3,5).
Obraceni stechiometrie lze vysvétlit zacatkem agregace NPs v disledku snizeni
elektrostatického odpuzovadni mezi nanocasticemi, kdyZ je zvySovana Kkoncentrace
polymyxinu B. Z pohledu vyvijeného zafizeni pro testovani bakteridlni rezistence je tedy
dilezita optimalizace koncentrace PMB. K tspéSnému zachyceni PMB (vysoké4 hodnota K})
dojde pouze v nizkych koncentracich PMB, kdy nenastava agregace NPs. To je v rozporu se
skutecnosti, Ze agregované NPs by byly pravdépodobné snadnéji zachyceny v kanalu zafizeni
aplikaci magnetického pole. Sila interakce mezi agregovanymi NPs a PMB vSak

pravdépodobné nebude stacit k uspésnému zachyceni PMB.
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6 ZAVER

V souladu se stanovenymi cili bylo v rdmci experimentalni casti predlozené prace
studovano chovani karboxylovanych magnetitovych nanocastic v kapilarni elektroforéze, a to
na rozhrani dvou prostiedi sriznymi vlastnostmi (zména specifické vodivosti nebo
pritomnost ligandu, s nimz mohou interagovat).

Nejprve bylo studovdno chovani nanocastic na rozhrani prostiedi s rtiznymi
specifickymi vodivostmi, kdy dochazi k tzv. ,,stacking® efektu. V této ¢asti bylo zjisténo, ze
pii ,,stacking efektu miize dochazet ke dvojimu chovani, podle velikosti rozdilu iontové sily.
Prvnim moznym chovéanim je prekoncentrace, jez je u ,,stacking* efektu Zaddouci. Nanocastice
se mohou vyskytovat ve vzorcich ve velmi malém mnozstvi, a proto je velmi vyhodné je
timto efektem zakoncentrovat. DalSim zplGsobem chovani NPs na tomto rozhrani je tzv.
indukovana agregace, k niz dojde, pokud je rozdil specifickych vodivosti (iontové sily) obou
elektrolytt velmi vyrazna.

»otacking® efekt 1ze kombinovat s elektrokinetickym dédvkovanim vzorku, coz bylo
predmétem dalSiho studia téchto nanocastic. Bylo zjisténo, Ze elektrokinetick¢ davkovani
téchto Castic je mozné pouze za podminek, kdy je elektroosmoticky tok obracen nebo
zastaven. To je zptsobeno pravdépodobné tim, ze za ,,normalnich* podminek jsou vypoctené
zdanlivé mobility davkovanych nanocastic pfiliS nizké. Vzhledem k tomu, Ze pti dynamickém
pokryti kapilar pomoci CTAB a DDAB (obraceny EOF) a kovalentnim pokryti pomoci
polyakrylamidu (zastaveny EOF) nebylo mozno ziskat reprodukovatelné analyzy, byly pro
tento ucel pouzity komeréné dostupné PVA kovalentné pokryté kapilary. Za optimalnich
podminek doslo k 860-nasobné prekoncentraci.

Jako posledni byla studovdna zména chovani nanocastic v elektroforéze, pokud je
v zékladnim elektrolytu pfitomen ligand, ktery snimi mulze interagovat. Tim se méni
povrchova chemie nanocéstic, coz pii vysSich koncentracich mlze opét znamenat jejich
agregaci. Pro dikaz interakce nanocastic s pouzitym ligandem (antibiotikum polymyxin B) a
zlepSeni detekce (nizsi detek¢ni limity, prvkova specificita) bylo vyuzito spojeni CE s ICP-
MS, jez bylo v laboratofi nejprve vyvinuto a testovano.

Vzhledem k tomu, Ze jsou nanotechnologie jednim z nejrychleji se rozvijejicich

oblasti lidské ¢innosti, je charakterizace nanocastic (z pohledu jejich stability a povrchové
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chemie) a jejich citliva detekce (pouziti citlivych detektorti a prekoncentracnich technik)
velmi dualezitd. Z téchto divodi mohou dosazené vysledky pfispét k lepSimu porozuméni
chovani nanocastic v riznych prosttedi a pii jejich pokrocilejSich aplikacich (napf.
pripravované zafizeni pro studium bakterialni rezistence).

Diserta¢ni prace jednoznacné ukazuje, Ze kapilarni elektromigracni techniky jsou
vybornym néstrojem pro charakterizaci nanocastic, pficemz jejich vlastnosti 1ze jesté vylepsit,

pokud je CE spojena s ICP-MS.
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8 SEZNAM ZKRATEK

ACE afinitni kapilarni elektroforéza

AD amperometricka detekce

AF-FFF (AF4) frakcionace tokem v asymetrickém tokovém poli

AFM mikroskopie atoméarnich sil

API aktivni farmaceutickd ingredience

APTES 3-aminopropyltriethoxysilan

APTMS 3-aminopropyltrimethoxysilan

ASEI elektrokinetick¢é davkovani aniontl (,,anion selective exhaustive

injection®)

AUC analytickd ultracentrifugace
BGE zakladni elektrolyt

CD cyklodextrin

CE kapilarn elektroforéza

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

CMC kritickd micelarni koncentrace
CNT uhlikové nanotrubice

CRM certifikovany referen¢ni material
CSEI elektrokinetick¢ davkovani kationtli (,,cation selective exhaustive

injection®)

CTAB cetyltrimethylammonium bromid
CTX3C ciguatoxin

CZE kapilarni zonova elektroforéza

DAD detektor s diodovym polem

DDAB didodecyldimethylammonium bromid
DLS dynamicky rozptyl svétla
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DLVO

DMA
DMSO
DMSPE
DNA
EDL
EKC
ELSD
EOF
ESI
ETA
FAA
FASI
FCS
FESI
FFF
FT-IR
GC
HEC
HPCE
HPLC
HRP

1A

ICP
OES
IMERs
LBL
LDE
LDV
LIF
MEKC (MECC)

zkratka teorie, kterou vyvinuli Derjaguin a Landau (1941) + Verwey a
Overbeek (1948)

diferencni mobilitni analyza

dimethylsulfoxid

disperzni mikroextrakce tuhou fazi

kyselina deoxyribonukleova

elektricka dvojvrstva

elektrokineticka chromatografie

odparovaci detektor rozptylu svétla

elektroosmoticky tok

ionizace elektrosprejem

elektrotermické atomizace

plamenové atomova absorpce

polem zesilené davkovani vzorku (,,field-amplified sample injection*)
fluorescencni korela¢ni spektroskopie

polem zesilené davkovani vzorku (,,field-amplified sample injection®)
frakcionace polem

infraCervena spektrometrie s Fourierovou transformaci
plynové chromatografie

hydroxyethylceluldza

vysokouc¢inna kapilarni elektroforéza

vysokoucinna kapalinova chromatografie

kfenova peroxidaza

imunoanalyza

induk¢éné vazané plazma

optickd emisni spektrometrie

mikroreaktory s imobilizovanymi enzymy

vrstva po vrstve (,,layer-by-layer®)

laserova Dopplerova elektroforéza

laserova Dopplerova velocimetrie

laserem indukovana fluorescence

micelarni elektrokineticka chromatografie
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MFMPs
MHEC
MIPs
MNPs
MOPS
MRI

MS
MWCNTs
NPs
NTA
ORS
OTCEC
PAA
PAM
PDA
PDADMAC
PDMA
PDMS
PEG
PEM
PEO
PEOS
PMB
PSS

PVA
PVA-MB
PVPP
RCPTM
REPSM

RP-HPLC
SDS

multifunkéni magnetické (nano)castice
methylhydroxyethylceluldza

molekularné vtisténé polymery

magnetické nanoc¢astice
3-(N-morfolino)propansulfonova kyselina
zobrazovani magnetickou rezonanci
hmotnostni spektrometrie

vicesténné uhlikové nanotrubice
nanocastice

,»hanoparticle tracking® analyza
oktapolovy reakéni systém

,open tubular* kolony pro kapilarni elektrochromatografii
polyakrylova kyselina

polyakrylamid

detektor s diodovym polem
polydiallyldimethylammonium chlorid
poly(N,N-dimethylakrylamid)
polydimethylsiloxan

polyethylenglykol (polyethylenoxid)
vicevrstvé pokryti vrstvami polyelektrolytt
polyethylenoxid (polyethylenglykol)
2-[methoxy(polyethylenoxy)propyl]trimethoxysilan
polymyxin B

polystyren sulfonat

polyvinylalkohol

polyvinylalkoholové ,,mikrobubliny*
polyvinylpyrolidon

Regionalni centrum pokrocilych technologii a materiali

zakoncentrovani s pfepinanim polarity (,,reversed electrode polarity

stacking mode®)

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie s obracenymi fazemi

dodecylsulfat sodny
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SPE

SPR
STM

STS
SWCNTs
tCITP
TDA
TEM
TEOS
™V
TWEEN
UHPLC (UPLC)
uv

Vis

XRD

extrakce tuhou fazi

povrchova plasmonova rezonance
fadkovaci tunelova mikroskopie
fadkovaci tunelova spektroskopie
jednosténné uhlikové nanotrubice
pfechodna kapildrni izotachoforéza
Taylorova disperzni analyza
transmisni elektronova mikroskopie
tetraethylortosilikat

virus tabakové mozaiky
polyoxyethylensorbitan
ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie
ultrafialovy

viditelny

rentgenova difrakce
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SOUHRN

Piedlozena disertacni prace je zaméfena na problematiku nanocastic v kapilarnich
elektromigracnich analytickych technikach.

Nejprve bylo studovéano, jak se nanocéstice chovaji na rozhrani dvou prostredi
s riznymi specifickymi vodivostmi. S tim souvisi tzv. ,,stacking® a ,,de-stacking* efekt. Oba
tyto efekty byly pozorovany, pokud je iontova sila zény, ve kterém jsou nanocastice
dispergovany, rozdilna od iontov¢ sily elektrolytu, do n¢hoz jsou pii analyze davkovany. Pti
téchto efektech muze rovnéz dochéazet k agregaci nanocastic. Toto chovani lze vysvétlit
pomoci DLVO teorie, kterd ptedpokladad, Ze nanocéstice agreguji, pokud je pifekrocena
energetickd bariéra definovand elektrostatickymi a Van der Waalsovymi silami. Navic bylo
zjisténo, Ze za optimalnich podminek, lze vzorek nanocastic ,stacking® efektem 76-krat
zakoncentrovat (srovnani se standardnim davkovanim).

Dal§i moznosti, jak prekoncentratni faktor nanocastic zvysit, je kombinace
»stacking efektu s elektrokinetickym davkovanim vzorku. On-line elektrokineticka
prekoncentrace karboxylovanych magnetitovych nanocastic byla studovdna za ,,normalnich*
podminek, a také v kiemennych kapilarach, ve kterych je elektroosmoticky tok obracen nebo
potlaten. Bylo zjisténo, Ze kreprodukovatelnym analyzadm vede pouze pouziti kapildr
kovalentné¢ pokrytych polyvinylalkoholem. Srovnanim s béznym hydrodynamickym
davkovanim doslo timto zptisobem k 860-nasobné prekoncentraci nanocastic.

V posledni ¢asti prace jsou studovany pomoci afinitni kapilarni elektroforézy
interakce nanocastic s polypeptidovym antibiotikem (polymyxin B). Pro specifickou a
citlivou detekci byla kapilarni elektroforéza spojena s hmotnostni spektrometrii s indukéné
vazanym plazmatem. Samotnému studiu interakci tedy ptfedchazelo testovani funkcnosti
spojeni téchto dvou technik. Pfi interakcni studii byla sestrojena zavislost efektivni mobility
nanoc¢astic na koncentraci ligandu v zdkladnim elektrolytu. Analyzou naméfenych dat
(x-reciproka linearizace dle Scatcharda) byly zjiStény dvé rtizné interakéni oblasti, jez se 1isi
svymi interak¢nimi konstantami a rovnéz stechiometrii vznikajiciho komplexu. Tyto rozdily
mohou byt opét vysvétleny zaCatkem agregace nanocastic, a to z divodu snizeni
elektrostatického odpuzovani nanocastic (zdporny naboj je kompenzovan polymyxinem B,
takZze se méni hodnota zeta potencialu). Tato hypotéza je rovnéz v souladu s tvary profila
nanocastic. Piky nanocastic jsou uzké pii nizkych koncentracich ligandu, zatimco pii

vysokych koncentracich jsou rozsifeny.



SUMMARY

The submitted dissertation thesis is focused on problematics of nanoparticles in
capillary electromigration analytical techniques.

Firstly, nanoparticles” behaviour at the interface of two environments with different
specific conductivities was explored. This is related to the stacking and de-stacking effects.
Both of these effects have been observed when the ionic strength of the zone in which
nanoparticles are dispersed differed from the ionic strength of the running electrolyte. These
effects may also result in aggregation of nanoparticles. This behaviour can be explained by
the DLVO theory, which assumes that nanoparticles aggregate when the energetic barrier
defined by electrostatic and Van der Waals forces is exceeded. In addition, it has been found
that under optimal conditions, stacking effect allowed 76-fold preconcentration of
nanoparticles (compared to standard injection).

Another way to increase the preconcentration factor of nanoparticles is combination
of the stacking effect with the electrokinetic injection of the sample. On-line electrokinetic
preconcentration of carboxylated magnetite nanoparticles has been studied in fused silica
capillaries and also in silica capillaries with reversed or suppressed electroosmotic flow. It has
been found that analyzes in polyvinylalcohol covalently coated capillaries were most
reproducible. In comparison with the standard hydrodynamic injection, the electrokinetic
injection allowed 860-fold preconcentration of nanoparticles.

Lastly, the interaction study of nanoparticles with the polypeptide antibiotic
(polymyxin B) via affinity capillary electrophoresis has been performed. For specific and
sensitive detection, inductively coupled plasma mass spectrometry instument has been
hyphenated to capillary electrophoresis instrument. After testing of the interface of these two
techniques, interactions between nanoparticles and ligand were studied. The analysis of
interaction data (x-reciprocal Scatchard linearization of dependence between effective
mobility of nanoparticles and ligand concentration in running electrolyte) showed two distinct
interaction regions. These regions differed in the strength of the interaction, and in the
stoichiometry of emerging complex. These differences can be explained by the start of
aggregation of nanoparticles due to the decrease of electrostatic repulsion of nanoparticles
(nanoparticles” negative charge is compensated by polymyxin B, so the value of zeta potential
changes). This hypothesis is also in the agreement with the peak shapes of nanoparticles.

Peaks are narrow at low ligand concentrations and broadened at high ligand concentrations.



1 UVOD

Objev materiali nanometrovych rozméri, a také procesti a jevl probihajicich na
»hanourovni“, oteviel dokofdn dvefe jejich rozsahlému vyuziti v fad¢ primyslovych a
védeckych odvétvi. Diky svym rozmérim a nepieberného mnozstvi materidlti, z nichz mohou
byt v nejrizngjSich tvarech ptipraveny, poskytuji nanoc¢astice velmi zajimavé vlastnosti. Ty je
navic mozno jeSt¢ meénit jejich povrchovymi modifikacemi. Proto jsou nanomateridly stale
vyhledavangjsi v Siroké Skale oblasti lidské Cinnosti. Z téchto diivodid maji nanotechnologie
obrovsky hospodaisky dopad a jsou jednim z nejrychleji se rozvijejicich technologickych
odvétvi.

Nicméné, znalosti 0 mechanismu ptsobeni nebo neptiznivych ucincich téchto nové
pouzivanych materiali na zivocichy nebo zivotni prostfedi jsou v soucasnosti stile velmi
omezené. Proto je velmi dilezit¢é mit k dispozici velmi piesné techniky pro jejich
charakterizaci (distribuce velikosti ¢astic, tvar, chemické slozeni apod.) a kvantifikaci
v realnych podminkach [1].

V tomto ohledu nabizi kapilarni elektromigracni techniky velmi efektivni feSeni,
protoZze poskytuji rychlé¢ analyzy nanocastic, v€etné polydisperznich systémii nebo Céstic
nekulovych tvari, ptficemz néklady jsou relativné nizké. Kapilarni elektroforéza (CE) muze
byt tedy vyuZzita pro separaci a kvantifikaci nanomaterialli s rozdilnymi tvary, velikostmi,
chemickym slozenim a povrchovymi upravami. CE vSak také poskytuje podle tvaru zaznamu
nanocastic nebo tfeba zmény jejich elektroforetickych mobilit v zavislosti na ménicich se
experimentalnich podminkach mnoho informaci i o chovani nanocastic v riznych prosttedich
(zakladnich elektrolytech, jejichz slozeni miize byt nasimulovano tak aby pfiblizné
odpovidalo napf. té€lnim tekutinam), na rozhrani riiznych prostiedi nebo miize byt dokonce
vyuzita k interakénim studiim nanoc¢astic s riznymi typy (bio)molekul. Pfi takovych studiich
je velmi vyhodné kombinovat CE s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem
(ICP-MS). ICP-MS pak dovoluje stanoveni prvkového slozeni nanometrial s velmi nizkymi
detek¢nimi limity (ng/l) v komplexnich matricich [2].

ProtoZe nemusi byt nanocastice vnimény v analytické chemii jen jako analyt, ale lze
je pouzit také pro zlepSeni vlastnosti (nejen) separanich metod (prekoncentrace, rozliSeni,

detekce, atd.) je jejich problematika v této védecké disciplin€ velmi atraktivni.



2 KAPILARNI ELEKTROFOREZA NANOCASTIC

2.1 Historie zkoumani nanocastic pomoci CE

Historicky prvni pokus analyzovat vétsi objekty pomoci CE je datovan do roku 1987,
kdy Hjertén a kol. [3] uk4zali moZnosti analyzy buné€k a virt kapilarni elektroforézou. Ve své
praci popsali, jakym zplsobem byly virus tabdkové mozaiky (TMV) a bakterie kmene
Lactobacillus casei unaSeny elektroosmotickym tokem (EOF) uvnitt kapilary.

Zatimco velka Cast pocateCnich praci zabyvajicich se analyzou koloidi kapilarni
elektroforézou byla provedena na c&asticich polystyrenu [4-11] a casticich oxidid kovl
mikrometrovych a sub-mikrometrovych velikosti [12-14], jsou v dne$ni dobé pomoci CE

analyzovany témet vSechny typy nanoobjekta [15].

2.2 Detekce nanoclastic a mozZnosti jejiho zlepSeni v kapilarni

elektroforéze

2.2.1 UV/Vis detektory a jejich vlastnosti

Detektory pracujici na principu absorpce zateni v UV/Vis (zejména DAD) jsou pro
svou univerzalnost, a také diky moznosti meétfeni piimo v kapilafe, nejpouzivanéjSimi
detektory v CE.

Velkou vyhodou tohoto detektoru je simultinni zdznam v celé oblasti UV/Vis
spektra. Nicméné¢, jeho vyhody byvaji zastinény nizkou citlivosti (velmi mala optickd draha
dand vnitinim primérem kapildry). Detekéni limity jsou proto vyssi, typicky v fadu 10 pM
[16]. Navic lze ocekavat, Ze koncentrace nanocastic v biologickych vzorcich a ve vzorcich
zivotniho prostfedi budou velmi malé, a proto je Casto potieba, aby byla detekce téchto
analyt citlivéjsi [17]. Toho Ize docilit pouzitim jinych detektorti, napt. amperometrickych
nebo detektorti s laserem indukovanou fluorescenci (LIF) [18-21]. Posledni dobou se vSak pro
tyto ucely jevi jako velmi slibné spojeni CE s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym
plazmatem (ICP-MS), protoze dovoluje pfimou analyzu nanomateriala ve slozitych matricich,

Casto bez nutnosti extrakce nebo jinych naroénych tprav vzorku [22].



2.2.2 CE-ICP-MS

Praci, kde jsou oba pfistroje spojeny, poprvé publikoval v roce 1995 Olesik a kol.
[23]. Rozhrani musi udrzet elektricky kontakt s vystupnim koncem CE kapilary, aby byl
zajistén stabilni elektricky proud, coz je nutné pro ziskani reprodukovatelnych
elektroforetickych separaci. Schématické znazornéni podobného rozhrani vyvinutého v nasi
laboratofi je ukdzano v kapitole 4.3.5 na obrazku 3. Problematika spojeni CE s ICP-MS je
detailn¢ rozebrana v prehledovém c¢lanku, ktery publikovali Prange a Profrock [24].

Dnes je CE-ICP-MS vyuzivano zejména pro speciacni analyzy zejména kovovych
prvkil ve slozitych matricich [25]. Typickym ptikladem je analyza lé¢iva (na bazi kovu)
v télnich tekutinach, kdy CE- ICP-MS rozliSuje signal uzitého lé¢iva a jeho metabolitii. Lze
tedy fici, Zze CE-ICP-MS je jednim z mala analytickych nastroji, které 1ze pouzit k detailnimu
studiu transportu a interakci takového léCiva s biomolekulami v lidském téle, a ktery tak mtze

napomoci vysvétlit mechanismus jeho G¢inku na molekularni Grovni [26, 27].

2.2.3 On-line prekoncentracni techniky v CE

DalSim zplsobem, jak zvysit citlivost elektroforetickych technik, je vyuZiti tzv. on-
line prekoncentracnich technik. Ty jsou povétSinou zalozeny na tom, Ze probihaji v tzv.
diskontinualnich systémech (kapildra je naplnéna dvéma nebo vice raznymi elektrolyty
s riznymi vlastnostmi). Po aplikaci napéti dojde k vytvoreni heterogenniho elektrického pole
v kapiléfe a analyt se chova v kazdé zon¢ jinak. Intenzita elektrického pole je nepfimo imérna
koncentraci a mobilit¢ slozek elektrolytu. Proto je vétsi ve ziedénych elektrolytech nez
v koncentrovanych. To je typické pro davkovani vzorku, ktery je rozpustén v méné vodivé
matrici, nez je elektrolyt. Po aplikaci napéti zacne analyt migrovat v zén€¢ matrice a po
dosazeni koncentrovanéjSiho elektrolytu se zpomali (na tomto rozhrani se tedy
zakoncentruje), protoze mobilita je vlastn¢ konstantni. Na tomto principu je zalozeno

zakoncentrovani, tzv. normalni ,,stacking® efekt, jez mize byt rizné modifikovan [28].

Elektrokineticke davkovani a kombinace s dal§imi on-line prekoncentracnimi

technikami

On-line  prekoncentracni  techniky = mohou byt uc¢inné kombinovany
s elektrokinetickym davkovanim vzorku. Prvni vyvinutd technika, kdy je kombinovéano

elektrokinetické davkovani se ,,stacking” efektem, se nazyvd zakoncentrovani s vyuZzitim



elektrokinetického davkovéni, ,field-enhanced sample injection” (FESI) nebo ,field-
amplified sample injection” (FASI). Je tedy zaloZena na elektrokinetickém davkovani vzorku

pripraveného v matrici s nizkou vodivosti [29-35].

2.3 Teoretické aspekty migrace nanocastic v kapilarni

elektroforéze

Obecné plati, Ze mobilita nanocastic je ddna Henryho rovnici [36]:

Hyps = (26r600)/(3n) f(kR) (1)

kde ¢, a ¢y je relativni elektrickd permitivita elektrolytu a elektricka permitivita vakua,  je
elektrokineticky (zeta) potencial, 7 je dynamicka viskozita kapaliny a f(xR),je Henryho funkce
(¢ je reciprokd hodnota Debyeho délky — tloustka elektrické dvojvrstvy a R je polomér
Castice).

Stanoveni elektroforetické mobility tak umoziuje ziskat informace o zeta potencialu
anebo velikosti ¢astic [37]. CE nanocastic tudiz poskytuje informace o distribuci velikosti
NPs, povrchovém naboji, difiznim koeficientu a umoziiuje separaci ruznych populaci

nanocastic [38].

2.4 Studium interakci pomoci kapilarni elektroforézy

Kapilarni elektroforéza je dobie znadma nejen jako efektivni separa¢ni metoda, ale
také jako vyborna technika pro studium chemickych reakci a rovnovah, vCetné jejich kinetiky
[39]. Mize byt tedy v afinitnim modu (ACE) rovnéz vyuzita pro interakcni studie mezi NPs a
jinymi (bio)molekulami [40].

Pro interakce NPs s riznymi jinymi molekulami je ¢asto vyhodné vyuzito spojeni CE

s ICP-MS (limity detekce, prvkova specificita, Siroky linearni dynamicky rozsah, atd.).



3 CIiLE DISERTACNI PRACE

Tématem disertacni prace bylo studium chovani karboxylovanych magnetickych
nanocastic, na bazi Fe;O4 (mozZnost prekoncentrace a jejich charakterizace), v kapildrnich

elektromigracnich technikéch, pficemz byly stanoveny tfi cile:

1. Studium NPs pii tzv. ,stacking” efektu, a tedy popis chovani nanocéstic na
rozhrani dvou prostfedi o rtiznych vlastnostech. Navic, protoZze je tohoto efektu nejcastéji
vyuzivano pro on-line prekoncentraci analytli, bylo rovnéz cilem zjistit, pti jakém ztedéni 1ze

tyto nanocastic pomoci ,,stacking* efektu jesté detekovat.

2. Studium moznosti elektrokinetického davkovani zkoumanych nanocastic do
kapilary a nalezeni vhodnych podminek pro dosazeni maximalniho prekoncentra¢niho faktoru
pfi  pouziti on-line prekoncentra¢ni techniky, tzv. zakoncentrovdni s vyuzitim

elektrokinetického davkovani (FESI).

3. Studium interakci karboxylovanych Fe;O4 nanocéstic s polypeptidovym
antibiotikem polymyxinem B (charakterizace povrchové chemie nanoc¢éstic), pomoci afinitni

kapilarni elektroforézy, kterd byla pro selektivni a citlivou detekci analytii spojena s ICP-MS.

Reseni cilti vedlo k publikadnim vystuptim:
1. D. Baron, P. Dolanska, Z. Mediikova, R. Zboftil, J. Petr, On-line stacking of
carboxylated magnetite core-shell nanoparticles in capillary electrophoresis, J Sep Sci, 40

(2017) 2482-2487.

2. D. Baron, C. Cacho, J. Petr, Electrokinetic preconcentration of magnetite core -
carboxylic shell nanoparticles by capillary electrophoresis, J Chromatogr A, 1499 (2017) 217-
221.

3. D. Baron, J. Rozsypal, A. Michel, J.M. Siaugue, T. Pluhacek, J. Petr, Study of
interactions between carboxylic magnetite nanoparticles and polymyxin B by capillary

electrophoresis with inductively coupled plasma mass spectrometry, J] Chromatogr A, zaslano.



4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 STUDIUM ,,STACKING* EFEKTU
KARBOXYLOVANYCH MAGNETITOVYCH NANOCASTIC

4.1.1 Chemikalie

4.1.1.1 Pufry

Zakladni elektrolyty pro studium ,,stacking® efektu byly pfipraveny z kyseliny borité
a hydroxidu sodného. Chlorid sodny byl vyuzit pro studium stability nanocastic v zavislosti
na vzristajici iontové sile. VSechny tyto chemikélie byly o Cistoté p. a. a byly zakoupeny od
spolecnosti Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Pouzitd voda byla deionizovand (18,2
MQ.cm), ¢ehoz bylo dosazeno pfistrojem Direct-Q 3 od firmy Millipore (Billerica, MA,
USA). Pii ptipravé zakladnich elektrolytl byly rovnéz pouzity pufry pro kalibraci pH metru,
které byly zakoupeny od spole¢nosti Hanna Instruments (Woonsocket, RI, USA).

4.1.1.2 Nanocastice

Studované nanocastice byly poskytnuty tymem prof. RNDr. Radka Zbotila, Ph.D.
Tyto nanocéstice byly pfipraveny v Regionalnim centru pokrocilych technologii a materiali
(RCPTM) v Olomouci podle postupu, ktery popsali Bakandritsos a kol. [43].

Morfologie ptipravenych MNPs pokrytych polyakrylovou kyselinou (PAA) je

uvedena na obrazku 1, kde je rovnéz vyobrazena povrchova vrstva tvofena PAA.

4.1.2 Charakterizace nanocastic

TEM snimky pfipravenych karboxylovanych MNPs byly pofizeny mikroskopem
JEOL JEM-2010 pracujicim pti 160 kV a rozliseni 1,9 A.



Obrazek 1: TEM snimky PAA stabilizovanych MNPs.

DLS méieni bylo pouzito ke stanoveni stfedniho hydrodynamického priméru (75
nm) a hodnot zeta potencidlu (-46 mV), pfistrojem Malvern Zetasizer Nano S90 (Malvern
Instruments Ltd., Worcestershire, UK). M¢étfeni bylo provedeno na Latvian Institute of
Organic Synthesis (Laboratory of Membrane active compounds and -Diketones) v Rize.

Pomér mezi magnetitem (92,6 %) a polymerem (7,4 %) byl urcen
termogravimetrickou analyzou (STA 449C Jupiter).

Koncentrace [Fe] = 0,0187 M, odpovida 1,44 mg magnetitu/ml.

V praci je koncentrace NPs vyjadiena fedicim faktorem p, ktery je definovan tak, ze
jeho hodnota je rovna jedné, pokud neni vysledné piipravena disperze nijak fedéna (v piipadé
téchto nanocastic tedy plati, ze p = 1 u ¢astic o koncentraci 1,44 mg magnetitu/ml).

Stabilita piipravenych MNPs byla stanovend pomoci DLS méfeni, kdy byla
sledovana zavislost hodnot hydrodynamického priméru (dy) karboxylovanych MNPs na
koncentraci piidaného NaCl. Vyznamné destabilizace MNPs bylo dosazeno pfi koncentracich

nad 0,5 M NaCl (vodny roztok).



4.1.3 Priprava zakladnich elektrolytu

Vsechny pufry byly pfipraveny rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi kyseliny borité
ve vodé tak, aby vznikly roztoky o koncentraci 5 — 250 mM. Vzniklé roztoky byly potom za
stdlého michdni titrovany roztokem hydroxidu sodné¢ho o koncentracich 50 a 10 % (w/w) az
na pozadovanou hodnotu pH (9,5). Hodnota pH byla priabézné sledovdna pomoci pH metru.

Pufry byly uchovany v lednici pfi teploté 4 °C.

4.1.4 Instrumentace a experimentalni podminky

Vsechny analyzy byly provedeny na piistroji HP 3DCE vybavenym detektorem
s diodovym polem — DAD (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko). Pro vyhodnoceni
naméfenych dat byla pouzita vinovéa délka 200 nm. Profily nanoc¢éstic byly vyhodnocovany
vzdy v 10 % vysky piku na jeho zacatku a konci a v jeho vrcholu.

Analyzy byly provedeny v neupravenych kiemennych kapilarach, zakoupenych od
spolecnosti Polymicro Technologies (Phoenix, AZ, USA), s vnitinim primérem 50 um.
Celkova délka kapilary byla 33 cm, efektivni délka k detektoru byla 24,5 cm. Aplikované
nap¢ti bylo 10 kV a kazeta s kapilarou byla termostatovana na teplotu 25 °C. Kazdy den byla
kapilara pfed méfenim proplachnuta roztokem NaOH o koncentraci 0,1 M po dobu 10 min a
deionizovanou vodou po stejnou dobu. Pied kazdou analyzou byla kapilara proplachnuta
0,1 M NaOH (2 minuty), deionizovanou vodou (2 minuty) a pufrem (3 minuty). VSechny
proplachy byly provedeny tlakem 940 mbar.

Vsechna méteni byla opakovana 3x, pokud neni uvedeno jinak.



4.2 ELEKTROKINETICKA PREKONCENTRACE
KARBOXYLOVANYCH MAGNETITOVYCH NANOCASTIC

4.2.1 Chemikalie

4.2.1.1 Pufry

Zakladni elektrolyt byl opét slozen z kyseliny borité a hydroxidu sodného, poptipadé
byl modifikovan piidavkem cetyltrimethylammonium bromidu (CTAB). Pro obraceni EOF
byl také pouzit didecyldimethylammonium bromid (DDAB).

Pro pokryti kapilar polyakrylamidem (PAM) byly pouzity nasledujici chemikalie:
hydroxid sodny, kyselina dusi¢nd, 3-(trimethoxysilyl)propylmethakrylat, absolutni ethanol,
akrylamid, peroxodisiran draselny a tetramethylethylendiamin.

Chemikalie byly zakoupeny od spolecnosti Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Veskera voda, ktera byla pouzita pro tuto cast prace, byla ziskdna ze stejné
deionizacni stanice, jako v piipadé studia ,,stacking* efektu.

Rovnéz pufry pouzité pro kalibraci pH metru byly stejné, jaké jsou uvedeny

v kapitole 4.1.1.1.

4.2.1.2 Nanocastice

Pro studium moznosti elektrokinetického davkovani a prekoncentrace nanocastic byl

pouzit stejny material jako v kapitole 4.1.1.2.

4.2.2 Priprava zakladnich elektrolytu

Vzhledem k tomu, ze byl v této ¢asti prace také pouzit pufr o slozeni H3;BO3;/NaOH o
pH 9.5, byl pfipraveny stejnym zpiisobem, jako v kapitole 4.1.3. Takto pfipraveny pufr byl
(pro obraceni elektroosmotického toku v kapilafe) modifikovan rozpusténim pevného
cetyltrimethylammonium bromidu (CTAB), tak aby vznikl roztok CTAB o koncentraci 5
mg/ml Didecyldimethylammonium bromid (DDAB) byl rozpoustén ve vodé, koncentrace
byla rovnéz 5 mg/ml (viz kapitola 5.2.1.2).

Pufry byly uchovavany v lednici pfi teploté 4 °C.



4.2.3 Instrumentace a experimentalni podminky

Ke vSem méfenim bylo opét vyuzito pfistroje pro CE analyzy HP 3DCE s DAD
detektorem (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko). Nanocastice byly v prubehu
analyz monitorovany pii vinové délce 200 nm. Piky nanocastic byly pfi této vinové délce
vyhodnocovany v jejich nejvyssim bodé.

Vsechny pouzité¢ kapilary mély vnitini primér 50 um a celkovou délku 33,5 cm
(efektivni délka cinila 25 cm). Kfemenné kapilary pouzité v ¢asti 5.2.1.1 (Elektrokinetické
davkovani nanocastic za ,normalnich® podminek) byly také pouzity pro pokryti
polyakrylamidem a byly zakoupeny od spole¢nosti Polymicro Technologies (Phoenix, AZ,
USA). PVA pokryté kapilary (G1600-67219) byly zakoupeny od spolecnosti Agilent
Technologies (Waldbronn, Germany). Analyzy probihaly pfi aplikaci napéti -10 kV
(neupravena kapilara, kapilary s obracenym i potlacenym elektroosmotickym tokem) a 10 kV
(pouze neupravena kapilara). Kapildra byla termostatovana na teplotu 25 °C. Pfed prvnim
pouzitim byla nepokryta kapilara promyta 0,1 M NaOH (30 min) a deionizovanou vodou (30
min), PAM a PVA pokryté kapilary byly promyty jen deionizovanou vodou (60 min). Pfed
kazdou analyzou byly vSechny kapilary promyvany deionizovanou vodou (5 min) a pouzitym
elektrolytem (5 min). V ptipad¢ pouziti DDAB pro obraceni EOF (viz kapitola 5.2.1.2) byla
pted promytim pufrem kapilara promyta vodnym roztokem DDAB o koncentraci 5 mg/ml (5
min). Promyvaci tlak byl 930 mbar.

Pokud neni uvedeno jinak, byla v§echna méfeni opakovana 3x.
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4.3 STUDIUM INTERAKCI MEZI KARBOXYLOVANYMI
MAGNETITOVYMI NANOCASTICEMI A POLYMYXINEM B
POMOCI CE-ICP-MS

4.3.1 Chemikalie

4.3.1.1 Pufry

Zakladni elektrolyty pouzité v této ¢asti prace byly pfipraveny z imidazolu, kyseliny
octové, kyseliny fosfore¢né a hydroxidu sodného. Tyto chemikalie byly zakoupeny od
spolecnosti Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Pro studium interakci byl pfipraveny fosfat
sodny modifikovan piidavkem polymyxinu B, ktery byl zakoupen od spole¢nosti SERVA
FeinBiochemica (Heidelberg, Némecko/New York, USA).

4.3.1.2 Nanocastice
Nanocastice pouzité pro studium interakci poskytnul prof. Jean-Michel Siaugue

(Sorbonne Universités, Paris, France).

4.3.2 Charakterizace nanocastic

Nanocastice byly po syntéze charakterizovany pomoci AFM, DLS a zetametrii.
Topografie nanoc¢éstic byla méfena pomoci mikroskopu atomérnich sil (AFM) Dimension
Icon (Bruker, Billerica, MA, USA) vybavenym softwarem NanoScope 9.1. Touto technikou
byla stanovena velikost jadra nanocastic: 60 (= 5) nm. AFM snimek jsou na obrazku 2.

Zeta potencial a hydrodynamicky primér, méfeny pomoci Malvern Zetasizer Nano
S90 (Malvern Instruments, Worcestershire, UK) ve fosfatovém pufru, byl -13,9 (= 1,1) mV a
71,05 (= 0,1) nm. DLS Méfeni bylo provedeno na Latvian Institute of Organic Synthesis
(Laboratory of Membrane active compounds and B-Diketones) v Rize.

Koncentrace [Fe] = 0,0078 M, odpovida 0,602 mg magnetitu/ml.
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Obrazek 2: AFM snimek magnetitovych karboxylovanych nanocastic pouzitych pro
studium interakci s polymyxinem B.

4.3.3 Priprava vzorki

Jako ,marker” elektroosmotického toku byl ve vzorku NPs pfitomen
dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Vzorek smési Pb>" a Cd*" kationtli byl pripraven z certifikovanych referenénich
materidlii (CRM) vodnych kalibra¢nich roztokt kovii Pb a Cd o koncentraci 1 000 £ 2 mg/l
tfady ASTASOL® od spole¢nosti Analytika, spol. s.r.o. (Praha, Ceska republika). Tyto roztoky,
a také CRM roztok Fe o koncentracil00 pg/l (od stejné spole¢nosti) byly rovnéz pouzity pro
doladéni ICP-MS parametrd. Ladici roztok Li, Y, Ce a Tl o koncentraci 1 pg/l byl dodan
spolecnosti Agilent Technologies (Tokyo, Japan).

Deionizovand voda (mérny odpor 18,2 MQ.cm) byla ziskana z dvoustupnové
deionizac¢ni stanice Milli-Q water od firmy Millipore (Molsheim, Francie).

Pufry pouzit¢ pro kalibraci pH metru byly zakoupeny od spolecnosti VWR
International (Radnor, PA, USA).
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4.3.4 Priprava zakladnich elektrolytu

Nejprve byly pfipraveny roztoky imidazolu (10 mM) a kyseliny fosfore¢né (25 mM)
v deionizované vod¢. Imidazol byl titrovan kyselinou octovou na pH 4,5, zatimco roztok
H;PO4 byl titrovan 50 a 10 % (w/w) roztokem hydroxidu sodného na pH 7.,4. Titrace
probihaly za stalého michani, pficemz hodnota pH byla sledovana pomoci pH metru.
Fosfatovy pufr byl pro studium interakci modifikovéan ptidavkem polymyxinu B. Nejprve byl
pripraven zasobni roztok PMB o koncentraci 1 mM rozpusténim odpovidajictho mnozstvi
PMB ve fosfatu. Tento zasobni roztok byl potom fedén fosfatovym pufrem na pozadované
koncentrace 10 nM — 25 uM.

Vsechny pfipravené zdkladni elektrolyty byly uchovéany v lednici pii teploté 4 °C.

4.3.5 Instrumentace a experimentalni podminky

Pro vSechny analyzy, které byly provedeny za tcelem studia interakci nanocastic
s polymyxinem B bylo vyuzito pfistroje CE 7100 (Agilent technologies, Waldbronn,
Germany), ktery byl pomoci rozhrani vyvinutého v laboratofi (obrazek 3) spojen s ORS-ICP-
MS Agilent 7700x (Agilent Technologies, Tokyo, Japan).

<«<—— uzemnéni

= do ICP-MS
ol
\

zmlzovac

separacni kapilara

T

pfivod pomocné kapaliny

Obrazek 3: Schématické znazornéni spojeni CE s ICP-MS.

Rozhrani se skladd z Ctyfcestného kiizového spoje (,,cross-piece®), zemnici
elektrody, vstupu pro pomocnou kapalinu a ,,MicroMist*“ mikrokoncentrického zmlZzovace.
Separacni kapilara je tedy vedena skrz Ctyfcestny kiizovy spoj, kde je uzemnéna a jeji konec

je omyvan pomocnou kapalinou (20x fedény pouzity fosfatovy pufr bez pridavku PMB).
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Vytok z ,,outletového* konce CE kapildry je pak misen s pomocnou kapalinou pfiblizn¢ 1 mm
pfed zGzenim vnitini kapildry zmlZzovace. Vysledny roztok byl pak pies tento koncentricky
zmlzova¢ a chlazenou mlznou komoru dle Scotta piimo zaveden do indukcéné vazaného
plazmatu (ICP).

Interakce byly studovany v kiemennych kapildrach o délce 47 cm a vnitinim
priméru 50 um (Molex, Lisle, IL, USA) aplikovanim napéti 25 kV pfi teploté pti 25 ° C. Pted
prvni pouzitim a kazdy den ptfed zacatkem meéifeni byla kapilara promyta 0,1 M NaOH (20
min) a deionizovanou vodou (20 min). Pfed kazdou analyzou byla kapilara promyta 0,1 M
NaOH (2 min), deionizovanou vodou (2 min) a pouzitym elektrolytem (4 min). Promyvaci
tlak byl 935 mbar.

Vzorek nanocastic (p = 0,02) s ptidavkem DMSO (10 %) byl davkovan tlakem 50
mbar po dobu 5 s. Profily nanocastic byly vyhodnocovany vzdy v 10 % vySky piku na jeho
zacatku a konci a v jeho vrcholu.

Pied spojenim kapilarni elektroforézy k ICP-MS byly optimalizovany ICP-MS
podminky (pozice plazmové hlavice, ptikon generatoru, iontova optika, pritok Ar, atd.), a to
s vyuzitim komer¢né dostupného ladiciho roztoku Li, Y, Ce a Tl o koncentraci 1 pg/l, zatimco
vodny kalibra¢ni standard Fe o koncentraci 100 pg/l byl pouzit pro optimalizaci pritoku helia
oktapolovou kolizni celou (potlaceni spektralnich interferenci) a pro jemné doladéni
parametri ICP-MS k dosazeni maximalni intenzity vS§ech méfenych izotopt zeleza

Optimalizované ICP-MS podminky jsou nasledujici: pfikon generatoru: 1550 W,
pratok vné¢jsiho plazmového plynu: 14,95 lI/min, pritok pomocného plynu/nosny Ar: 0,9
/min, pritok stfedniho plazmového plynu (do zmlZzovace): 1,1 1/min, pritok ptidavného
(,,make up*) Ar: 0,25 1/min, prutok He v kolizni cele: 3 ml/min, integracni ¢as: 100 ms pro

izotopy '*C, **S, **Fe, *°Fe a °'Fe.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 STUDIUM ,,STACKING* EFEKTU
KARBOXYLOVANYCH MAGNETITOVYCH NANOCASTIC

5.1.1 Uvod

»Stacking efekt modelovych MNPs byl studovan v zédkladnim elektrolytu o slozeni
H;BO3;/NaOH, pH 9,5, protoze tento elektrolyt poskytoval nejvice reprodukovatelné profily
analyzovanych nanocastic. ,,Stacking* efekt byl studovan pfi rizné iontové sile jak BGE, tak i
roztoku vzorku a pfi rizné dobé davkovani 5, 10, 20, 30 a 60 s. Zeta potencial
karboxylovanych magnetitovych nanocéstice typu ,,core-shell” je v H3:BO3/NaOH pufru o pH
9,5 a koncentraci 50 mM roven -43 mV. V tomtéz pufru, avSak o koncentraci 5 mM, je zeta

potencial roven -38 mV.

5.1.2 Studium chovani nanocastic dispergovanych v riznych

prostiedich

5.1.2.1 Homogenni elektrické pole

V této Casti prace bylo zkoumano chovani karboxylovanych MNPs, které byly pfi
davkovani dispergovany ve stejném elektrolytu jako BGE. Byl pozorovan line4drni narast
ploch pikil ve vSech piipadech pouzitych elektrolytt (100, 50, 25 a 10 mM H3;BOs/NaOH, pH

9,5), coz je, mimo jiné, ukazano v tabulce 1.
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Tabulka 1: Linearita zavislosti mezi plochami piku a dobou davkovani ve studovanych
elektrolytech. * znaci nelinearitu.

Rovnice
zavislosti  mezi
plochou piku ()
a dobou
Zakladni elektrolyt | Prostiedi vzorku davkovani (x) R’
100 mM deionizovana voda y=20,766x + 949,64 0,3834*
10 mM y=81,159x + 244,13 0,9840*
100 mM y=108,2x - 35,473 0,9999
50 mM deionizovana voda y=18,601x + 596,63 0,6177*
5 mM y=154,976x + 326,34 0,9705%*
50 mM y="173,269x + 36,454 0,9999
100 mM y="T4,663x - 56,497 0,9984
25 mM deionizovana voda y=17,732x + 726,09 0,7905*
25 mM y=91911x+ 56,264 0,9999
100 mM y=064,414x - 4,127 0,9985
10 mM deionizovana voda y=123,962x + 203,55 0,9735*
10 mM y=42,302x + 13,536 0,9999
100 mM y=31,142x - 32,17 0,9788

Jak je vidét na obrazku 4, vypoctené mobility NPs klesaji se zvySujicim se soucinem
kR. Vzhledem k tomu, Ze produkt xR je zavisly na tloust'ce elektrické dvojvrstvy nanocéstic
(¢im vyssi 7, tim vyss$i hodnota x) a poloméru NPs (R), 1ze ptredpokladat, ze pokles mobilit
NPs z-34 (+ 2) x10° m*V's' na -24 (+ 1) x10° m?V''s” pi zvySovani iontové sily
elektrolytu byl zptsoben snizenim tloustky elektrické dvojvrstvy (ionizace karboxylovanych
MNPs by méla zlstat stejnd, tak jako i primér jadra NPs).

Iontova sila pouzitych pufrti byla vypocitana pomoci programu Peakmaster, hodnota
x pak podle nasledujici rovnice [6]:

Kk = 3,288VI (2)
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Obrazek 4: Zavislost elektroforetické mobility karboxylovanych MNPs na produktu xR.
MNPs dispergovany (p = 0,1) v BGE: 50 mM H3;BO3;/NaOH pH 9,5, davkovani tlakem 50
mbar po dobu 10 s; analyzy v neupravené kiemenné kapilare (celkova délka 33,0 cm,
efektivni délka 24,5 cm), aplikované napéti 10 kV; teplota 25 °C; detekce pri 200 nm.

5.1.2.2 Studium ,,stacking* efektu

Jak bylo zminéno v kapitole 2.2.3, ,,stacking* efekt v CE nastane, pokud ma zéna
vzorku nizsi vodivost, nez je vodivost BGE. Piiklady profili NPs pii ,,stacking™ efektu jsou

ukdzany na obrazku 5.
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Obrazek 5: Viiv doby davkovani karboxylovanych MNPs na profily piki pri |, stacking “
efektu. MNPs dispergovany v 5 mM H3;BO3;/NaOH pH 9,5 (p = 0,1); BGE: 50 mM
H;BO3;/NaOH pH 9,5; davkovani tlakem 50 mbar; analyzy v neupravené kiemenné
kapilare (celkova délka 33,0 cm, efektivni délka 24,5 cm); aplikované napeti 10 kV;
teplota 25 °C; detekce pri 200 nm.
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Je ztejmé, ze Sitka piku (vyhodnocovana vzdy v 10 % vySky na zacatku a konci
piku) pii ,,stacking® efektu klesd, coz je rovnéz graficky zndzornéno na obrazku 6. Je také
zietelné (tabulka 1), ze pfi ,,stacking efektu dochazi preruseni linearity zavislosti ploch piki
NPs na dobé davkovani. To mlze byt zpusobeno ztencenim elektrické dvojvrstvy NPs,
protoze pii tomto efektu dochazi k ,restrukturalizaci zony nanocastic, kdy je snizovana

vzdalenost mezi NPs.
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Obrazek 6: Vliv doby davkovani karboxylovanych MNPs na profily piki pri ,, stacking
efektu. MNPs dispergovany v 5 mM H3;BO3;/NaOH pH 9,5 (p = 0,1); BGE: 50 mM
H;BO3/NaOH pH 9,5; davkovani tlakem 50 mbar; analyzy v neupravené kiemenné
kapilare (celkova délka 33,0 cm, efektivni délka 24,5 cm); aplikované napéeti 10 kV;
teplota 25 °C; detekce pri 200 nm.

Pfi vétSim mnozstvi nanoc¢astic ddvkovanych do kapilary, je také pozorovana zména
tvaru piku (obrazek 5, 60 s). Ve srovnani s koncem piku (u, fre 38 x10”° m*V'sT) je
mobilita NPs na jeho zacatku téméef nulova (u off 4.9 x10° m*’V's"), a proto lze
predpokladat, Ze maji za téchto podminek nanocastice tendenci agregovat (DLVO teorie). Za

téchto podminek vSak neni agregace tak vyraznd, a proto rozhodujicim faktorem

ovlivityjicim §itku piku nanocastic bude zfejme distribuce ¢astic v nadavkované zoné.
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Obrovsky rozdil ve vodivostech (iontovych sildch) mezi obéma zénami (zéna vzorku
a pufru) muze vést také ktzv. indukované agregaci. Tento piedpoklad byl potvrzen
davkovanim karboxylovanych MNPs dispergovanych v 5 mM H;BO3;/NaOH o pH 9,5 do
BGE o stejném slozeni, avSak o koncentraci 250 mM. Za téchto podminek byla pozorovéana
indukovana agregace pouzitych NPs, na niz poukazuje vytvafeni uUzkych profili NPs s
viditelnou adsorpci NPs na kapilarni sténu. Mobilita na zacatku piku je opét blizka nulové
hodnoté, coz znamend tvorbu zdanlivé téméei nenabitych NPs, které se na sténu kapilary
mohou adsorbovat. Tento mechanismus mize byt opét pfesnéji vysvétlen snizenim
energetické bariéry, coZ umoziuje tvorbu agregatli anebo adsorpci NPs na sténu kapildry
(dochézi rovnéz k stlaceni elektrické dvojvrstvy vytvorené na povrchu kapilary).

Z uvedenych vysledkli lze tedy rozliSit dva mozné zplsoby chovani NPs pfi
»stacking* efektu, a to:

(1) on-line prekoncentrace

(i1) indukovand agregace

Obecné feceno, on-line prekoncentrace NPs je charakterizovana zuzovanim piku,
pficemz je udrzena stabilni disperze NPs. V tomto piipadé tedy dochazi pouze k poklesu
vzajemné vzdalenosti mezi jednotlivymi nanocasticemi, coz je doprovazeno redukcei tlouStky
elektrické dvojvrstvy. Naopak, indukovana agregace NPs se vyznacuje takovou
Lrestrukturalizaci® zony nanocastic, ktera vede k tvorb¢ agregatt.

Vzhledem ktomu, ze ,stacking“ efekt slouzi v kapildrnich elektromigra¢nich
technikdch zejména k on-line prekoncentraci analytl, bylo také zkouméno, pii jak velkém
ziedéni Ize NPs pfi tomto efektu jesté detekovat. Toto méfeni bylo realizovano dispergovanim
rizného mnozstvi karboxylovanych MNPs v 10 mM H3;BO3/NaOH o pH 9,5 a davkovanim
takto pfipraveného vzorku po dobu 60 s do kapilary naplnéné BGE o slozeni 100 mM
H3;BO3/NaOH o stejné hodnoté pH. Z obrazku 7 je ziejmé, Zze dokonce 100-nasobné ziedéné
MNPs (p = 0,01) lze diky této metodé analyzovat. Navic, zavislost ploch pikii MNPs na
faktoru fedéni je linearni (R = 0,9995). Za téchto podminek byly MNPs 76-krat
zakoncentrovany ve srovnani s ,,béznym* davkovanim (50 mbar po dobu 10 s), kdy jsou
pouzité MNPs dispergovany v BGE o stejném sloZeni, jakym je naplnéna kapildra (100 mM
H;BOs/NaOH o pH 9,5).
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Obrazek 7: Analyzy ziredéenych MNPs (p = 0,1; 0,05; 0,025 a 0,01) pri ,, stacking * efektu.
MNPs dispergovany v 10 mM H3;BO3;/NaOH pH 9,5; BGE: 100 mM H3;BO3;/NaOH pH
9,5, davkovani tlakem 50 mbar po dobu 60 s, analyzy v neupravené kiremenné kapildre
(celkova délka 33,0 cm, efektivni délka 24,5 cm); aplikované napéti 10 kV; teplota 25 °C;
detekce pri 200 nm.

5.1.2.3 Studium ,,de-stacking* efektu

Nakonec, byl zkouman opacny efekt, tedy tzv. ,,de-stacking®, pii némz je zdna
vzorku vodivéjsi nez BGE, do n¢hoz je davkovana. Je ziejmé, Ze pii tomto efektu roste Sitka
piku, (viz obrazek 6) a jeho tvar je deformovan. Miizeme predpokladat, Ze vysoka iontova sila
(a tedy nizké intenzita elektrického pole) v zéné vzorku karboxylovanych MNPs zptsobuje
nizkou mobilitu ¢astic (,,mala tloustka*“ elektrické dvojvrstvy). Mobilita castic pak na
rozhrani obou zén (zéna vzorku a BGE) vzroste, takze nanocastice zde za¢nou migrovat
rychleji. Toto vedlo ke dvéma ucinkim: (i) n€které z NPs byly timto efektem zrychleny, coz
zpusobilo rozsiteni pika a (i1) nékteré z NPs si udrzely stejnou hustotu naboje, ktera je blizko
nulové hodnoty (tyto objekty nemohly byt tak snadno ,,de-stackingem* urychleny po dosazeni
prostiedi s vyssi intenzitou elektrického pole), coz zplsobilo narast ploch pikil s témito

nizkymi mobilitami (tabulka 1).
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5.2 ELEKTROKINETICKA PREKONCENTRACE
KARBOXYLOVANYCH MAGNETITOVYCH NANOCASTIC

5.2.1 Studium elektrokinetického davkovani NPs a jejich

prekoncentrace za riznych podminek

5.2.1.1 Elektrokinetické davkovani nanocastic za ,normalnich“ podminek

Vzhledem k tomu, Ze v této ¢asti prace byl studovan stejny typ karboxylovanych
magnetickych nanocastic jako v ptfedchozim ptipadé, bylo elektrokinetické davkovani vzorku
studovano rovnéz za pouziti H3BO3;/NaOH o pH 9,5, jako zakladniho elektrolytu. Pii téchto
podminek vSak nedoslo k elektrokinetickému nadavkovani MNPs (p = 0,1) do kapilary pfi
kladné ani zaporné polarité aplikovaného napéti (10 kV). To bylo pravdépodobné zpiisobeno
pritomnosti silného EOF o mobilité 42 (+ 1) x10® m*V~'s™ (pro stanoveni byl jako tzv. ,,EOF
marker® pouzit mesityloxid) v kapilare. Karboxylované MNPs maji za téchto podminek
efektivni mobilitu -29 (+ 1) x10” m*V~'s™. P¥i elektrokinetickém davkovani za pouziti nap&ti
se zapornou polaritou, je smér elektroosmotického toku opacny, nez je smér MNPs, tudiz
podle vypoctenych mobilit nemohou byt nanoc¢éstice nadavkovany. Pti pouziti napéti o kladné
polarité je tedy EOF hnaci silou a musi byt brana v tvahu zdanlivd mobilita nanocasic a
teoreticky by mélo dojit k nadavkovani téchto Castic do kapilary. Protoze vSak nebyl pii
analyze za téchto podminek pozorovan zadny signal, ktery by odpovidal pfitomnosti NPs, zda
se, ze jejich zdanlivd mobilita (~ 13 x10? m*V's™) je prilis nizkd pro nadavkovani téchto

MNPs.

5.2.1.2  Elektrokinetické = davkovani nanocastic pri  obraceném

elektroosmotickém toku

Podle ptedchozich vysledki se tedy zdd, ze analyzované MNPs nemohou byt
elektrokineticky davkovany, pokud je k analyze pouzita nijak neupravena kiemenna kapilara.
Proto byl tento zptisob davkovani dale studovan, pfi pouziti dynamicky pokryté vnitini stény
kapilary. Z téchto divoda byly déale pro analyzu karboxylovanych MNPs testovany dva
zékladni elektrolyty:
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(1) 50 mM H3BO;/NaOH o pH 9,5 s pfidavkem 5,0 mg/ml CTAB
(11) 50 mM H3BO3/NaOH o pH 9,5, kdy byla kapilara pfed analyzou

proplachnuta roztokem DDAB o koncentraci 5,0 mg/ml ve vode¢.

Naméfené mobility elektroosmotického toku byly -43 (+ 1) x10° m*V™'s™ (CTAB) a
-52 (¢ 2) x10° m*V's! (DDAB). Pro ziskani mobilit karboxylovanych MNPs byly &astice
(p = 0,1) analyzovany v téchto pufrech po jejich hydrodynamickém nadavkovani (tlakem 50
mbar po dobu 5 s). Stanovené mobility NPs mély nasledujici hodnoty: 22 (+ 1) x10® m*V's
(CTAB) a 26 (+ 1) x10° m?’V's' (DDAB). Z vysledkl je patrné, Ze tyto kationtové
povrchové aktivni latky elektrostaticky interaguji s pouzitym typem nanocastic. Tyto
samovoln¢ probihajici (,,self-assembly*) interakce MNPs s CTAB nebo DDAB se zdaji byt
velmi rychlé, coz vede k tvorbé pomérné stabilni disperze MNPs, pfi¢emz dochéazi k obraceni
povrchového naboje (karboxylované MNPs maji na rozdil od disperze ve vodé nebo pufru pti
téchto podminkach kladnou efektivni mobilitu).

Lze tedy predpokladat, ze analyzované karboxylované MNPs mohou byt pii
podminkach, kdy je EOF v dusledku ptfitomnosti CTAB a DDAB obracen, elektrokineticky
nadavkovany do kapilary. Smér jejich migrace je pak stejny se smérem elektroosmotického
toku. Také, pokud jsou brany v potaz hodnoty vypoctenych zdanlivych mobilit MNPs
(~ -21 x10° m*V''s™ pro CTAB a ~ -26 x10® m*V''s” pro DDAB), se zd4, ze mohou byt
pouzité nanocastice za téchto podminek naddvkovany. Absolutni hodnota zdanlivych mobilit
&astic je v obou piipadech vyssi, neZ pii pouziti pufru bez tenzidi (~ 13 x10° m*V™'s™).

Bylo také zjisténo, ze ptitomnost CTAB v roztoku zakladniho elektrolytu je pro
vytvotfeni disperze MNPs, jez jsou elektrostaticky pokryty timto tenzidem zdsadni. Naopak,
pritomnost DDAB v elektrolytu neni pro elektrokinetické nadavkovani analyzovanych
nanocastic nutna.

Za téchto podminek bylo davkovani provadéno po dobu 10 s pfi -10 kV (pfi pouziti
obou tenzidi), piicemz odpovidajici elektricky proud se pohyboval kolem 35 pA (CTAB) a
45 pA (DDAB). Nutnost ptfitomnosti CTAB oproti DDAB v zékladnim elektrolytu pii
analyze MNPs je pravdépodobné zplsoben odlisnym mechanismem ,,self-assembling®
procesu. Jiz diive bylo popséno, ze DDAB na rozdil od CTAB miize vlivem elektrického pole
ovlivnit disperzi NPs [44]. Za téchto podminek mozno MNPs naddvkovat. Nicméng,

opakovatelnost elektrickych proudii byla horsi (byly ziskany neopakovatelné analyzy), proto
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pouziti CTAB a DDAB nebylo dale studovano. Také davkovani zony vody (tlakem 50 mbar

po dobu 5 s) pfed davkovanim vzorku nemélo na analyzu vyznamny vliv.

5.2.1.3  Elektrokinetické davkovani nanocastic pri potlaceném

elektroosmotickém toku

Pti potlaceném elektroosmotickém toku migruji analyty pouze svou vlastni efektivni
mobilitou (-29 x10” m*V~'s™), a proto Ize fici, Ze by jejich chovéni v takovém systému mélo
byt vice predvidatelné.

Diky komer¢né dostupnym kapilaram pokrytym vrstvou polyvinylalkoholu (PVA)
od spole¢nosti Agilent Technologies, byla analyza téchto nano¢astic umoznéna. Dalsi studie
elektrokinetického davkovani analyzovanych nanocastic tedy probihala v téchto kapilarach.

Protoze bylo zjisténo, ze -elektrokinetické déavkovani karboxylovanych MNPs
dispergovanych v 50 mM H3;BO3;/NaOH o pH 9,5 (p = 0,1) pfi pouziti PVA pokrytych kapilar
je mozné, bylo provedeno davkovani aplikovanim napéti -10 kV po dobu 10 s (odpovidajici
elektricky proud byl pfiblizné 28 pA). V tomto ptipad¢ byly i elektrické proudy pii opakovani
pomérné stabilni, takze byla tato metoda pouzita pro dalsi analyzy pouzitych MNPs.

V dalSim kroku byl zkouman vliv davkovani zony vody pied elektrokinetickym
davkovanim vzorku MNPs (p = 0,1). Zéna vody byla davkovéna tlakem 50 mbar po dobu 0 az
15 s (obrazek 8). Poté nasledovalo elektrokinetické davkovani karboxylovanych MNPs
aplikaci napéti -10 kV po dobu 60 s. Z obrazku 8 je ziejmé, Ze je pro analyzu nejvhodnéjsi
(nejveétsi plocha piku MNPs), kdyz je zéna vody davkovana po dobu 10 s, zatimco davkovani
vody po dobu 5 s se jevi jako vyrazné nejhorsi. To je pravdépodobné zplisobeno rtiznymi
ucinky prostiedi na nanocastice. V prostfedich o rizné iontové sile (boratovy pufr versus
voda) se méni tloustka elektrické dvojvrstvy, avSak velmi dulezitou roli mohou hrat také

elektroforetickd retardace a relaxacni procesy iontového oblaku.
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Obrazek 8: Vliv doby davkovani zony vody na plochu piku davkovanych nanocastic.
BGE: 50 mM H;BO3;/NaOH pH 9,5, davkovani MNPs po dobu 60 aplikovanim napéti -10
kV, p = 0,01; zona vody davkovana tlakem 50 mbar, analyzy v PVA pokryté kapilare
(celkova délka 33,5 cm, efektivni délka 25,0 cm), aplikované napéti -10 kV; teplota
25 °C; detekce pri 200 nm.

Poté bylo optimalizovano nejvyhodnéjsi prostfedi, ve kterém byly MNPs
dispergovany (p = 0,01), pro ziskani nejlepSiho prekoncentracniho faktoru. Mezi studované
prostiedi pattily H;BO3/NaOH pufry o pH 9,5 a koncentracich 50, 20 a 5 mM a deionizovana
voda. Jak lze ocekavat, pokles koncentrace elektrolytu, v némz byly MNPs dispergovany,
vedlo k vysSim signaliim téchto Castic (,,stacking* efekt). Nejlepsi vysledky byly ziskany pro
MNPs dispergované ve vod¢. Efekt davkovani zony vody byl stejny, jak bylo popsano v
pfedchozim odstavci. Optimalni bylo tedy davkovani vody tlakem 50 mbar po dobu 10 s.

Dalsim studovanym parametrem byl G¢inek davkovaciho napéti. Pro davkovani bylo
pouzito -20, -10 a -5 kV (vSe po dobu 60 s). ZvySovanim napéti dochazi k vétSimu mnozstvi
nadavkovanych MNPs (p = 0,01), ¢imz je samozfejmé& zvétSen i signdl. Nicméné, timto
dochdzi rovnéz i1 k nartstu elektrického proudu béhem davkovani, coz zplisobuje nestabilitu
béhem davkovani (ziejme kvili vétSimu generovani Jouleva tepla). Protoze byly pii napéti
-20 kV pfislusné elektrické proudy piiblizné¢ 78 pA, bylo pro pfisti experimenty vybrano
napéti -10 kV.

Jako posledni byla optimalizovdna doba davkovani. Karboxylované MNPs
dispergované ve vode¢ (p = 0,001) byly davkovany napétim -10 kV po dobu od 10 s do 360 s
(6 min) do 50 mM H3;BO3;/NaOH o pH 9,5, pficemz pted elektrokinetickym dévkovanim
nanocastic probéhlo hydrodynamické davkovéani zény vody tlakem 50 mbar po dobu 10 s.

Obrazek 9 ukazuje elektroforetické profily MNPs pfi téchto podminkach. Je ziejmé, Ze
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zvySeni doby davkovani vedlo k narGistu mnoZstvi nanocastic v kapilare. Zavislost ploch pikt
MNPs na dobé& davkovani je linearni od 10 s do 240 s (R* = 0,9987). Jak je vidét na obrazku
9, pii vyssi dobé davkovani (240 s), jsou pozorovany deformované profily MNPs. To mtize
byt zplisobeno tim, Ze je zéna nanocastic piilis velkd a tudiz neni dostatek ¢asu na to, aby byla
fokusovana do piku Gaussovského tvaru ptfed tim, nez dosahne detektoru. Proto ani doba
davkovani 360 s nevedla k Usp&$né analyze. MNPs totiz za téchto podminek promigrovaly

k detekénimu okénku v kapilare diive, nez byla doba davkovani ukoncena.

absorbance (mAU)

migracni ¢as (min)

Obrazek 9: Profily pikii nanocastic v zavislosti na dobé davkovani. BGE: 50 mM
H;BO3/NaOH pH 9,5, davkovani MNPs po dobu 10, 20, 30, 60, 120 a 240 s aplikovanim
napeti -10 kV; p = 0,001, zona vody davkovana tlakem 50 mbar po dobu 10 s; analyzy v
PVA pokryté kapilare (celkova délka 33,5 cm, efektivni délka 25,0 cm); aplikované napeti
-10 kV; teplota 25 °C; detekce pri 200 nm.

Nakonec byl odhadnut faktor prekoncentrace, jako pomér plochy piku MNPs za
optimalnich podminek pti elektrokinetickém davkovani vynasobeny pomérem fedéni pfi
elektrokinetickém a hydrodynamickém davkovani (100) a plochy piku, jez byla ziskéna
pouzitim klasického dévkovani. Optimalizované podminky pro elektrokinetické davkovani
jsou tedy nasledujici: vzorek karboxylovanych MNPs byl dispergovan ve vode (p = 0,001), a
takto byl davkovan napétim -10 kV po dobu 120 s do 50 mM H3BO3/NaOH pufru o pH 9,5,
kdy elektrokinetickému davkovani vzorku nanocastic piedchdzelo hydrodynamické
davkovani zony vody tlakem 50 mbar po dobu 10 s. Za klasické davkovani pro CE bylo
povazovano hydrodynamické davkovani nanocastic (p = 0,1), tlakem 50 mbar po dobu 5 s.

Takto vypocteny prekoncentracni faktor ¢inil 860.
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53 STUDIUM INTERAKCIi MEZI KARBOXYLOVANYMI
MAGNETITOVYMI NANOCASTICEMI A POLYMYXINEM B
POMOCI CE-ICP-MS

5.3.1 Interak¢ni studie Fe;O,@COOH-PMB

5.3.1.1 Experimentalni ¢ast

Po otestovani spojeni byla provedena interak¢éni studie magnetitovych
karboxylovanych nanocastic s polymyxinem B pomoci ACE-ICP-MS.

Vzhledem k tomu, Ze je ideou vyvinout v laboratoii mikrofluidni zatfizeni na kterém
by byla testovana bakterialni rezistence vii¢i polymyxinu B, ktery by byl zachycen na tomto
typu nanocastic, je dulezité vedeét, jak tyto nanocéstice se zminénym antibiotikem interaguji.

Pro on-line interakéni studie bylo pouzito typické uspotradani ACE. Polymyxin B byl
postupné piidavan do zékladniho elektrolytu, kterym byl 25 mM H;PO4+/NaOH o
fyziologickém pH (7,4). Za téchto podminek byla z migracnich ¢ast nanocastic a ,,markeru*
elektroosmotického toku (DMSO) vypocitdna efektivni mobilita nanocéstic, resp.
vznikajictho komplexu Fe;O4@COOH-PMB. Slozeni pufru a jeho pH bylo vybrano na
zéklad¢ budouciho pouziti v navrhovaném mikrofluidnim zafizeni. Aplikované napéti bylo
optimalizovéano pii pouziti 20, 25 a 30 kV, pficemz jako nejlepsi se ukazalo 25 kV (stale
reprodukovatelné analyzy v rozumném case). Koncentrace polymyxinu B byla ménéna od 0

do 250 x107" mol/l.
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Obrazek 10: Priklad CE-ICP-MS analyz karboxylovanych magnetitovych nanocastic (p =

0,02) s riiznymi koncentracemi pridaného PMB do zdkladniho elektrolytu.

BGE: 25 mM H;PO,/NaOH pH 7,4, davkovani 50 mbar po dobu 5 s, analyza v kifemenné

kapilare o délce 47 cm a vnitinim prumeéru 50 um; aplikované napéti 25 kV; teplota

25°C.

ICP-MS podminky: prikon generatoru: 1550 W; pritok vnéjsiho plazmového plynu:

14,95 l/min; prutok pomocného plynu/nosny Ar: 0,9 l/min; prutok stredniho plazmového

plynu (do zmlzovace): 1,1 l/min; prutok pridavnéeho (,,make up*) Ar: 0,25 l/min, pritok

ge v kolizni cele: 3 ml/min; integracni cas: 100 ms pro izotopy IZC, 345, 54Fe, Fe a
Fe.

Obrazek 10 ukazuje ptiklad analyzy CE-ICP-MS Fe;04@COOH NPs s riznymi
koncentracemi polymyxinu B. Pro vypocet mobilit byly z diivodii nejvétsich odezev pouzity
izotopy **S (DMSO) a “°Fe (NPs). Z namé&fenych dat vyplyvaji dvé rozdilné oblasti interakei
(obrazek 12), a to:

(1) oblast koncentrace PMB 1-50 x107 mol/l

(i1) oblast koncentrace PMB 100-250 x10™" mol/I.

Je zajimavé, ze se tyto oblasti 1i8i také tvarem (Sitkou) profilit NPs. Zatimco NPs
vytvareji relativné ostré piky, kdyz BGE obsahuje nizké koncentrace polymyxinu B, jsou tyto
piky mnohem S$ir§i a jejich intenzita je rovnéz niz$i, pokud je v BGE obsaZena vyssi

koncentrace PMB.
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Pro ovéfeni toho, ze nanocastice skuteéné interaguji s PMB, byla rovnéz provedena
tlakem asistovana (50 mbar) CE-ICP-MS. NPs byly analyzovany ve fosfatovém pufru, do
néhoZ byl pfidan polymyxin B o koncentraci 300 x10”7 mol/l (obrazek 11). Pik, ktery
odpovida izotopu '*C v piiblizng druhé minuté analyzy, kdy migruji i nano&astice (izotop
*%Fe), lze povazovat za dikaz vzniku komplexu Fe;04@COOH-PMB. Izotop 2C zde
odpovida uhliku z PMB, protoze pfi koncentraci 0 mol/l PMB v pufru, nebyl v ¢ase, kdy
migruji NPs detekovan zadny '*C pik. Lze tedy Fici, Ze obsah uhliku, ktery by pochazel ze
vzorku Fe;O4@COOH nanocastic je prili§ nizky na to, aby byl odliSen od signdlu pozadi
zéakladniho elektrolytu. Tato analyza ukazuje jedine¢nost ICP-MS prvkové specifické detekce

pro studium interakci pomoci ACE.

60000 1

56
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Obrazek 11: Tlakem asistovana ACE-ICP-MS analyza — potvrzeni interakce PMB

s nanocdsticemi. Doba davkovani: 100 mbar po dobu 10 s; koncentrace PMB: 300 x107
mo/l.

intenzita signalu (counts)

5.3.1.2 Vyhodnoceni

Pro odhadnuti interakénich konstant a stechiometrie mezi karboxylovanymi
magnetitovymi nanocasticemi byl sestaven graf zavislosti efektivnich mobilit nanoc¢éstic na
koncentraci PMB (obrazek 12A). Tento graf byl potom linearizovan (obrazek 12B)

x-reciprokou metodou dle Scatcharda.
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Obrazek 12: A) Graf zavislosti efektivnich mobilit nanocastic v zavislosti na koncentraci
pridaného polymyxinu B
B) linearizovana forma grafu A dle Scatcharda (x-reciproka linearizace).

Na linearizovaném grafu jsou opét zietelné dvé rizné oblasti interakce nanocastic
s polymyxinem B (obrazek 12B), odpovidajici nizké (1-50 x107 mol/ll) a vyssi
(100-250 x10” mol/l) koncentraci PMB. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 2. Prvni oblast
(nizké koncentrace polymyxinu B) je reprezentovana pomérné vysokou interakéni konstantou
se stechiometrii, kde statisticky jedna nanocéstice interaguje s nckolika molekulami
polymyxinu B (n = 0,7), zatimco v druhé oblasti (vyssi koncentrace polymyxinu B) se jedna o
mnohem slabsi interakci (K, = 14,9 x10% vs. K, = 16,0 x103), avsak stechiometrie je zde
otocend, takze o mnoho vice NPs interaguje s n¢kolika molekulami polymyxinu B (n = 3,5).
To je schématicky znazornéno na obrazku 13. Obraceny stechiometricky pomér v druhé
oblasti mize také znamenat, Ze NPs vytvaieji agregaty, které interaguji s polymyxinem B.
Tato hypotéza je v souladu s tim, ze Fe;04@COOH NPs jsou ve fosfatovém pufru zaporne
nabité (zeta potencial je zde roven -13,9 mV) a interaguji s kladné nabitym polymyxinem B
(hodnoty pK jsou vyss$i nez 9 [47]). Tim dochazi ke snizovani jejich celkového zeta
potencidlu, pficemz pokud je toto snizeni dostatecné, muize dojit k agregaci nanocastic

(elektrostatické odpuzovani NPs je prekonano pfitazlivymi silami).
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Tabulka 2: Vysledky ACE-ICP-MS.

Koncentrace polymyxinu B K, (M) N
1-50x107 mol.L™" 14,9 (+ 4,4) x10° 0,7 (£0,3)
100 — 250 x10”7 mol.L™! 16,0 (£2,2) x10° 3,5(£0,5)
nizka koncentrace PMB vysoka koncentrace PMB
o 0 0 5°°% ° °
o O 9 o
o g O O
Oo @ O o
o © . O
O
O O
O Fe,0,@COOH NPs O O O O O

O  Polymyxin B

Obrazek 13: Znazorneni hypotézy, jak Fe;O,@COOH nanocdstice interaguji
s polymyxinem pri jeho nizsich (1-50 x10-7 mol/l ) a vyssich (100-250 x10-7 mol/l)
koncentracich.

30



6 ZAVER

V souladu se stanovenymi cili bylo v ramci experimentélni Casti predloZzené prace
studovano chovani karboxylovanych magnetitovych nanocéstic v kapilarni elektroforéze, a to
na rozhrani dvou prostiedi sriznymi vlastnostmi (zména specifické vodivosti nebo
pritomnost ligandu, s nimz mohou interagovat).

Nejprve bylo studovdano chovani nanocastic na rozhrani prostiedi s rtiznymi
specifickymi vodivostmi, kdy dochazi k tzv. ,,stacking® efektu. V této ¢asti bylo zjisténo, ze
pii ,,stacking efektu miize dochazet ke dvojimu chovéni, podle velikosti rozdilu iontové sily.
Prvnim moznym chovéanim je prekoncentrace, jez je u ,,stacking™ efektu zaddouci. DalSim
moznym zpusobem chovani NPs na tomto rozhrani je tzv. indukovana agregace, k niz dojde,
pokud je rozdil specifickych vodivosti (iontové sily) obou elektrolytti velmi vyrazna.

»Stacking® efekt 1ze kombinovat s elektrokinetickym davkovanim vzorku, coz bylo
pfedmétem dalSiho studia téchto nanocastic. Bylo zjisténo, ze elektrokinetické davkovani
téchto Castic je mozné pouze za podminek, kdy je elektroosmoticky tok obracen nebo
zastaven. Za optimalnich podminek pii pouziti PVA pokrytych kapilar doslo k 860-nadsobné
prekoncentraci.

Jako posledni byla studovana zména chovani nanocéstic v elektroforéze, pokud je
v zakladnim elektrolytu pfitomen ligand, ktery snimi miize interagovat. Tim se méni
povrchovd chemie nanocastic, coz pii vysSich koncentracich mlize opét znamenat jejich
agregaci. Pro diikaz interakce nanocastic s pouzitym ligandem (antibiotikum polymyxin B) a
zlepSeni detekce (niz$i detekéni limity, prvkova specificita) bylo vyuzito spojeni CE s ICP-
MS, jez bylo v laboratofi nejprve vyvinuto a testovano.

Vzhledem k tomu, Ze jsou nanotechnologie jednim z nejrychleji se rozvijejicich
oblasti lidské Cinnosti, je charakterizace nanoc¢astic (z pohledu jejich stability a povrchové
chemie) a jejich citliva detekce (pouziti citlivych detektori a prekoncentracnich technik)
velmi dilezitd. Z téchto divodi mohou dosazené vysledky pfispét k lepSimu porozuméni
chovani nanocastic v riznych prosttedi a pii jejich pokrocilejSich aplikacich (napf.
ptipravované zatizeni pro studium bakteridlni rezistence).

Diserta¢ni prace jednoznacné ukazuje, ze kapilarni elektromigracni techniky jsou
vybornym nastrojem pro charakterizaci nanocastic, pri¢emz jejich vlastnosti Ize jesté vylepsit,

pokud je CE spojena s ICP-MS.
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