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Abstrakt

Tato bakalaiskd prace se zabyva charakterizaci nanokrystalti kurkuminu pomoci
kapilarni elektroforézy s UV-VIS a laserem indukovanou fluorescencni (LIF) detekei.

Kurkumin je piirodni polyfenolicka latka s mnoha biologickymi uc¢inky. Nizka
rozpustnost kurkuminu je jednim z hlavnich faktort jeho nizké biologické dostupnosti,
kterou je ale mozné zvysit piipravou nanokrystalti kurkuminu.

V experimentalni c¢asti byly zkoumany vlivy slozeni zakladniho elektrolytu
a vkladan¢ho napéti na nanokrystaly kurkuminu. Zakladni elektrolyty byly pfipraveny
z kyseliny fosfore¢né, nebo HEPES a jejich pH bylo upraveno na hodnotu 7,0 pomoci
NaOH, nebo TRIS, aby bylo otestovano, zda je tvar piku ovlivnén iontovou silou
zakladniho elektrolytu, a ne vlivem rostouci koncentrace konkrétni slozky BGE. Prvotni
experimenty nezahrnovaly vkladani napéti, ale pouze tlak 50 mbar. Dale bylo vkladano
kladné i zaporné napéti, pti¢emz byl pouzit 10mMm fosfatovy pufr, jehoz pH bylo upraveno
pomoci TRIS. VétSina experimentll byla provadéna se vzorkem 100nm nanokrystald
kurkuminu.

Nanokrystaly kurkuminu poskytovaly abnormalné Siroky pik v UV-VIS i1 LIF
detekci. Bylo zjisténo, Ze disperze zony nanokrystalll nebyla zpiisobena difuzi a Ze
k rozmyvani zon dochazi vlivem parabolického profilu toku pti aplikaci tlaku. Déle bylo
zjiSténo, ze se zvySujici se iontovou silou klesd vyska piku, k ¢emuz dochézi
pravdépodobné kviili agregaci nanokrystalii do vétSich celki, které se v experimentalnim
zaznamu projevuji jako extrémné uzké a vysoké piky. K tomuto jevu dochazelo u vSech
testovanych pufrd zhruba pii stejnych hodnotach iontové sily. Nasledné byl experimentem,
ve kterém probihal posun zény nanokrystalti vii¢i neutrdlnimu markeru pfi rizné¢ dlouhé
dobé vkladani kladného a ziporného napéti, potvrzen zaporny povrchovy néboj
nanokrystalll a jejich migrace smérem k anodé. Byl zkouman i vliv velikosti nanokrystald,
pficemz bylo zjisténo, Ze srostouci velikosti Castic dochazi k vétS§imu rozmyvani zon

vlivem parabolického profilu toku a také klesa intenzita signalu nanokrystala.
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Abstract

This Bachelor thesis deals with the characterization of curcumin nanocrystals using
capillary electrophoresis with UV-VIS and laser-induced fluorescence (LIF) detection.

Curcumin is a natural polyphenolic substance with many biological effects. Its low
solubility is one of the main reasons for its low bioavailability, however, it can be
increased by preparing curcumin nanocrystals.

In the experimental part, the effects of the composition of the background
electrolyte (BGE) and the applied voltage on the curcumin nanocrystals were investigated.
Background electrolytes were prepared using phosphoric acid, or HEPES and their pH was
adjusted to 7.0 by NaOH, or TRIS, to test whether the shape of the peak is influenced by
the ionic strength of BGE and not by the increasing concentration of a particular BGE
component. Initial experiments did not involve voltage application, but only a pressure of
50 mbar. In following experiments both positive and negative voltages were applied, using
a 10mM phosphate buffer, the pH of which was adjusted using TRIS. Most of the
experiments were conducted using a 100nm curcumin nanocrystals sample.

Curcumin nanocrystals provided an abnormally wide peak in both UV-VIS and LIF
detection. It was found that the dispersion of the nanocrystal zone was not caused by
diffusion, and that the blurring of zones occurs due to parabolic flow profile when pressure
is applied. Furthermore, peak height was found to decrease with increasing ionic strength,
which is likely due to the aggregation of nanocrystals into larger units, which are shown as
extremely narrow and high peaks in experimental record. This phenomenon occurred for
all buffers tested at roughly the same ionic strength values. Subsequently, the negative
surface charge of nanocrystals and their migration towards the anode were confirmed by an
experiment in which the zone of nanocrystals moved towards the neutral marker at
different times of positive and negative voltage application. The impact of nanocrystal size
has also been studied, where increase in particle size resulted in greater blurring of zones

due to parabolic flow profile, as well as decreasing signal intensity of nanocrystals.
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SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

BGE
CE
CE-LIF

CE-UV/VIS

CEC
CGE
CIEF
CITP
CZE
DLS
DMSO
DPPC
DPPG

EOF
HEPES

HPH
HPLC

MEKC

MEEKC

MPEG-2000-DMPE

MS
NCs

zakladni elektrolyt (background electrolyte)

kapilarni elektroforéza (capillary electrophoresis)

kapilarni elektroforéza s laserem indukovanou fluorescencni detekci
(capillary electrophoresis with laser-induced fluorescence)
kapilarni elektroforéza s detekci v ultrafialové a viditelné oblasti
zateni (capillary electrophoresis with UV/VIS detection)

kapilarni elektrochomatografie (capillary electrochromatography)
kapilarni gelova elektroforéza (capillary gel electrophoresis)
kapilarni izoelektricka fokusace (capillary isoelectric focusing)
kapilarni izotachoforéza (capillary isotachophoresis)

kapilarni zénova elektroforéza (capillary zone electrophoresis)
dynamicky rozptyl svétla (dynamic light scattering)
dimethylsulfoxid (dimethylsulfoxide)

dipalmitoylfosfatidylcholin (dipalmitoylphosphatidylcholine)
dipalmitoylfosfatidylglycerol sodny (sodium
dipalmitoylphosphoglycerole)

elektroosmoticky tok (electroosmotic flow)
N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethanosulfonové kyselina
(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)
vysokotlakova homogenizace (high-pressure homogenization)
vysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid
chromatography)

micelarni elektrokineticka chromatogratie (micellar electrokinetic
chromatography)

elektrokinetickd chromatografie v mikroemulzi (microemulsion
electrokinetic chromatography)

sodna stl N-(karbonyl-methoxypolyethylenglykol 2000)-1,2-
dimyristoyl-sn-glycero-3-fosfoethanolaminu (N-(carbony!-
methoxypolyethylenglycol 2000)-1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanol-amine sodium salt)

hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

nanokrystaly (nanocrystals)
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SEM
SLS
TEM

TRIS
XRD

skenovaci elektronova mikroskopie (scanning electron microscopy)
staticky rozptyl svétla (static light scattering)

transmisni elektronova mikroskopie (transmission electron
microscopy)

tris(hydroxymethyl)aminometan (¢ris(hydroxymethyl)aminomethane)

rentgenova difrakce (X-ray diffraction)



1 CiL PRACE

Cilem této bakalafské prace bylo prozkoumat moznosti charakterizace nanokrystalt
kurkuminu pomoci kapilarni elektroforézy s detekci v UV-VIS (ultrafialové a viditelné)

oblasti a s laserem indukovanou fluorescen¢ni detekci.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 KURKUMIN

2.1.1 Obecné informace

Kurkumin je pfirodni latka, kterd se nachazi v kotfeni kurkumy (Curcuma longa;
tumeric), rostliny pivodem z jizni Asie. Je to hlavni bioaktivni slouCenina kurkumy
a odpovida za vétSinu jejich biologickych ucinkt [1]. Kurkumin propijcuje kurkumé
charakteristickou Zlutou barvu a v praxi je vyuzivan jako barvivo pod oznacenim E100,
které je souCdsti mnoha potravin a kofenicich smési [2]. Tato latka je soucasti tradicni
asijské kuchyn¢ a byla dlouho pouzivdna pro své lécebné UcCinky v tradiéni indické
ajurvédské medicing.

Kurkumin ma mnoho rtiznych biologickych t¢inki, véetné silnych antioxidantnich
vlastnosti, které pomadhaji chranit organismus pfed poskozenim volnymi radikaly
a oxida¢nim stresem. Také mé& vyznamné protizanétlivé ucinky, které mohou poméhat
sniZovat zanét v téle a pfispivat k ochrané proti riznym chorobdm. Kurkumin se také
projevil jako potencidlné uzitecny v prevenci a 1écbé rtznych onemocnéni, vcetné
kardiovaskularnich chorob, neurodegenerativnich onemocnéni (jako je Alzheimerova

choroba) a nékterych typl rakoviny [3].

2.1.2 Struktura a vlastnosti kurkuminu

Kurkumin je polyfenolickd, symetrickd molekula zndma také jako
diferuloylmethan. Chemicka struktura kurkuminu je zndzornéna na Obrazku 1. Nazev
kurkuminu podle IUPAC je (1E,6E)-1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)hepta-1,6-dien-
3,5-dion a jeho molekulova hmotnost ¢ini 368,38 g/mol. M4 tii funkéni skupiny ve své
struktufe: dva aromatické kruhy obsahujici o-methoxyfenolické skupiny, spojené
sedmiuhlikovym fetézcem skladajicim se z a,f-nenasyceného B-diketonového zbytku.

Diketonova skupina vykazuje keto-enol tautomerii, kterd miZe existovat v riznych
typech konformeri v zavislosti na prostiedi [4]. Bis-keto forma pievlada v kyselych
a neutralnich vodnych roztocich a v bunéénych membranach. Pii pH 3-7 je kurkumin
donorem vodiku. Naopak nad pH 8 ptrevladd enol forma a kurkumin je donorem
elektront [3]. V krystalické formé existuje v cis-enolové konfiguraci, kde je stabilizovan
rezonan¢ni vodikovou vazbou a jeho struktura se sklada ze tfi substituovanych planarnich

skupin propojenych dvéma dvojnymi vazbami [4].



-11 -

MeO OMe

HO OH

OMe

HO OH

Obrézek 1 — Tautomerie kurkuminu za fyziologickych podminek - pfevzato z [3]

Kurkumin je prakticky nerozpustny ve vodé€ pii kyselém nebo neutralnim pH, je
vSak rozpustny v bazickém prostiedi. Hodnoty pKa. pro disociaci tfi kyselych protoni
v kurkuminu byly stanoveny na 7,8; 8,5 a 9,0. V zasaditém prostfedi, tedy kdyz dochazi
k disociaci, se sloucenina rychle rozklada hydrolyzou [5]. Degrada¢nimi produkty
kurkuminu jsou napfiklad trans-6(4'-hydroxy-3'-methoxyfenyl)-2,4-dioxo-5-hexanal,
ferulovy aldehyd, ferulova kyselina, feruloylmethan a vanilin. Rozklad je vyznamné
omezen, kdyZ je kurkumin vazan na lipidy, liposomy, albuminy, cyklodextrin, cucurbituril,
tenzidy, polymery a mnoho dalSich makromolekularnich a mikroheterogennich systémi.
Kurkumin se mnohem rychleji rozklada pii expozici sluneénimu svétlu. Fotodegradace
muze byt urychlena pfitomnosti nanoc¢astic TiO2 [4].

Kurkumin je snadno rozpustny v polarnich rozpoustédlech jako je napiiklad DMSO
(dimethylsulfoxid), methanol, ethanol, acetonitril, chloroform, ethylacetat atd. Je malo
rozpustny v uhlovodikovych rozpoustédlech jako je cyklohexan a hexan [4].

Kurkumin vykazuje solvatochromismus, coz znamend, Ze se jeho fluorescence
meéni v zdvislosti na polarit¢ prostiedi a vodikovych vazbach. Fluorescencni vlastnosti
kurkuminu zévisi také na pH rozpoustédla, obsahu soli a keto-enolové tauromerii. Diky
témto vlastnostem byl kurkumin diive vyuZivan ke studiu procesit v biologickych
systémech s cilem navrhnout nanonosice 1é¢ivych latek a vyvinout biosenzory [6]. Na
Obrazku 2 jsou zndzornéna fluorescencni excitatni a emisni spektra kurkuminu

v rozpoustédlech s rozdilnou polaritou.
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Obrazek 2 - Normalizované fluorescencni excitacni (A) a emisni (B) spektrum kurkuminu

v rozpoustédlech s rozdilnou polaritou - pfevzato z publikace [7] a upraveno

2.1.3 Nanokrystaly kurkuminu

I ptes své slibné 1écebné vlastnosti mad kurkumin nékolik omezeni, ktera brani jeho

Sirokému klinickému vyuziti. Peroralni podani 10-12 mg kurkuminu vykézalo u lidi

hladinu kurkuminu v krevnim séru pfiblizn€ 50 ng/ml, coZz poukazuje na minimalni

dostupnost kurkuminu v krevnim obéhu pro dosazeni jeho 1écebnych ucink [8, 9].

Nizka biologicka dostupnost kurkuminu je pfedevSim zpusobena tfemi faktory:

nizkou rozpustnosti ve vod¢, Spatnou absorpci v travicim traktu a rozsdhlou metabolickou

preménou molekuly [10]. Rozpustnost kurkuminu ve vodném pufru o pH 5,0 je 11 ng/ml

[5], coz ukazuje, Ze je nemozné piipravit vodny roztok kurkuminu pro intravenézni pouziti
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[11]. Hlavnim faktorem pfispivajicim ke Spatné absorpci kurkuminu je jeho lipofilni
povaha. I kdyz vysoce lipofilni povaha kurkuminu brani jeho rozpustnosti ve vodé, stale
umoziuje kurkuminu piekonat hematoencefalickou bariéru. Bylo prokézano, ze kurkumin
je po perordlnim podéni detekovatelny v mozku a 1écba kurkuminem u mysi na modelu
Alzheimerovy choroby vedla k vyznamnému zlepsSeni kognitivnich funkci.

Castou metodou pro zvyseni vstiebatelnosti a biologické dostupnosti kurkuminu je
jeho enkapsulace do liposomi. Liposomy jsou kulové dvouvrstvé vezikuly, které chrani
hydrofobni slouceniny (jako je kurkumin) a interaguji s vodnym prostiedim pro zlepSeni
jejich rozpustnosti. Liposomalni systém je idealni pro lipofilni charakteristiky kurkuminu,
kde je kurkumin uvéznén v lipofilni membrané [10].

Biologickou dostupnost kurkuminu je mozné zvysit také piipravou nanokrystald,
které maji zvySenou rozpustnost a stabilitu a mohou mit potencial zlepsit terapeutické
ucinky této slouceniny [3]. Kurkumin i nanokurkumin maji stejnou chemickou strukturu
[12]. Nanokrystalické 1éky maji vySsi rozpustnost diky vétsi specifické povrchové ploSe,
ktera ptichdzi do styku s rozpoustédlem. Vyvoj uspésné formulace nanokrystald zavisi
na procesu stabilizace. Krystalizace kurkuminu je casové zavisly proces, ktery trva
90 minut ve smési alkoholu a vody. Po 90 minutidch za¢nou krystaly kurkuminu agregovat
atvofit precipitat. Tenzidy, vcetné dodecylsulfatu sodného, cetyltrimethylamonium
bromidu, Tweenu 80, Tritonu X-100 a polymert typu Pluronic, mohou vytvaret micely
a poskytnout potfebnou stabilizaci molekul kurkuminu, ¢imz lze ptedejit agregaci ¢astic [8,
12].

Suspenze nanokrystalii (nanosuspenze) je systém obsahujici pouze Cisté krystaly
1é¢iva a minimalni mnozstvi tenzidi (surfaktantl) a/nebo polymeri pro stabilizaci, bez
dalSich nosicti nebo nosnych ¢astic [11]. Pomoci vhodné povrchové stabilizace je mozné
vytvofit koloidné stabilni nanosuspenzi, kterd zvySuje bioaktivitu béZné piirodni
slouceniny na turoven srovnatelnou s klinicky schvalenymi cytostatiky [6]. Navic
nanosuspenze muze chranit zachycena lé¢iva pied degradaci, hydrolyzou a oxidaci, mtze
cilit na infek¢ni mista, prodlouZzit dobu cirkulace v téle a sniZit toxicitu a nezddouci G€inky

zpusobené nékterymi tenzidy, organickymi rozpoustédly nebo polymery [11].

2.1.3.1 Priprava nanokrystali kurkuminu

Nejpouzivangj§i vyrobni metody pro nanokrystaly kurkuminu jsou mleti
v kulickovém mlyné a vysokotlaka homogenizace (HPH; high-pressure homogenization)

[13]. Nanokrystaly pro farmaceutické vyuziti jsou obvykle pfipravovany metodami sraZeni
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nebo mokrého mleti [6]. Posledni zminénou metodou byly ptipraveny nanokrystaly pouzité
v této praci, proto bude nasledovat stru¢ny popis jejiho principu.

Mokré mleti je efektivni metodou pro vytvareni nanocastic. Je zalozené na
zmenSovani velikosti ¢astic dané latky suspendované ve vhodném disperznim rozpoustédle
[14]. Pro mleti je pfidavano inertni, netoxické mleci médium, jako je napiiklad pryskyfice,
sklo nebo stabilizovany oxid zirkoni¢ity. Casto jsou pfidavany i povrchové aktivni latky
nebo disperzanty. Smés cirkuluje pies mleci komoru, dokud nedoséhne pozadované
velikosti ¢astic. Vysledkem je nanosuspenze dané latky ¢i 1éCiva [15].

Pro zachovani nanorozmért finalniho produktu a zabranéni nechténé rekrystalizace
je zasadni pfidéni stabilizacnich latek. Aplikace stabilizatorii ve formé tenzidii nebo
polymernich povlakli je také nezbytnd kvili odolnosti v naro¢ném prostfedi lidského
organismu. Stabilizace nanokrystalli je obvykle zalozena na elektrostatické repulzi nebo
stérickém branéni. Vhodny stabilizator by nemél poskytovat pouze koloidni stabilitu
nanokrystalll, ale mé&l by také ovlivnit rychlost rozpousténi 1écivé latky. Jedna ze slibnych
strategii stabilizace nanokrystali jsou fosfolipidy, které jsou znadmy svou skvélou

biokompatibilitou [6].

2.1.3.2 Analyza a charakterizace nanokrystali kurkuminu

Nanokrystaly kurkuminu mohou byt charakterizovany riznymi analytickymi
technikami, jako je kapilarni elektroforéza (CE), UV-VIS spektroskopie, fluorescenéni
spektroskopie, vysokoucinnd  kapalinovd chromatografie =~ (HPLC), hmotnostni
spektrometrie (MS) [16], dynamicky a staticky rozptyl svétla (DLS a SLS), skenovaci
elektronova mikroskopie (SEM), transmisni elektronova mikroskopie (TEM) a rentgenova
difrakce (XRD) [6], které umoznuji detailni zkoumani struktury, velikosti, distribuce a
dalsich vlastnosti nanokrystalii kurkuminu, coz je diilezité pro pochopeni jejich biologické

aktivity a ucinkd. V této praci byly zkoumany moznosti charakterizace nanokrystalt v CE.
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2.2 KAPILARNI ELEKTROFOREZA

Kapilarni elektroforéza (CE; capillary electrophoresis) je analyticka metoda, ktera
umoziiuje separaci nabitych c¢astic na zadkladé jejich elektroforetické mobility
(pohyblivosti) pomoci aplikovaného napéti v prostiedi zakladniho elektrolytu (background
electrolyte; BGE) [17]. Elektroforeticka mobilita zavisi na naboji, velikosti dané Castice a
viskozité roztoku [18]. Rychlost, kterou se Castice pohybuje, je pfimo imérna intenzité
elektrického pole a naboji Castice, nepfimo imérnd hydratovanému poloméru castice a

viskozité roztoku. Nenabité ¢astice nejsou ovlivnény elektrickym polem [17].

2.2.1 Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok (EOF; electroosmotic flow) je zplsoben aplikaci vysokého
napéti na kapilaru naplnénou elektrolytem. Kifemenné kapilary maji na svém povrchu
siloxanové skupiny, které v pfitomnosti vody hydrolyzuji za vzniku silanolovych skupin.
Pokud ma pufr protékajici kfemennou kapildrou pH vyssi nez 3, silanolové skupiny
disociuji a vnitini sténa kapilary ziskd zaporny naboj [17], kterym jsou pfitahovany
kationty, coz vede k vytvofeni elektrické dvojvrstvy. Kationty adsorbované na vnitini
sténu kapildry tvofi stacionarni ¢ast, zatimco difuzni vrstva se miize voln€ pohybovat podél
kapilary. Vznikly elektricky potencidl mezi stacionarni a difuzni vrstvou se nazyva zeta
potencial (elektrokineticky potencial) [18]. V pfitomnosti aplikovaného elektrického pole
migruje difuzni vrstva smérem ke katod¢, ¢imz vytvaifi EOF. ProtoZe elektroforeticka
mobilita aniontl je ¢asto mensi nez mobilita EOF, negativni ¢astice jsou také strhavany
EOF smérem ke katod€ a mohou projit detektorem, 1 kdyZ jejich vlastni mobilita sméfuje k
anodé. To neplati u velmi rychlych anorganickych aniontd, jejichz mobilita je srovnatelna
nebo vyssi nez mobilita EOF. Mobilita EOF je pfimo umeérna velikosti zeta potencialu a
nepiimo umeérnd viskozité roztoku. Nejrychlejsi EOF je s pufrem o pH zhruba 9, kdy jsou

vSechny silanolové skupiny ionizovany [17].

2.2.2 Metody kapilarni elektroforézy

Riizné varianty kapilarni elektroforézy zahrnuji kapildrni zénovou elektroforézu
(CZE), kapilarni gelovou elektroforézu (CGE), micelarni elektrokinetickou kapildrni
chromatografii (MEKC), elektrokinetickou chromatografii v mikroemulzi (MEEKC),
kapilarni elektrochromatografii (CEC), kapilarni izoelektrickou fokusaci (CIEF)
a kapilarni izotachoforézu (CITP) [19].
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Nejjednodussi elektroforetickou metodou je kapilarni zonova elektroforéza (CZE;
capillary zone electrophoresis), ve které separace probihd vyhradné na zakladé rozdila v
elektroforetickych mobilitach. Optimalizace této metody zahrnuje predevsim vybér slozeni
zakladniho elektrolytu, jehoz pH ovlivituje disociaci [18] a elektroosmoticky tok (EOF) a
pokud se jedna o slabé elektrolyty tak ma vybér pH elektrolytu vliv i na mobilitu analytt.
Kromé toho se optimalizuje iontova sila zakladniho elektrolytu, rozméry kapilary a

aplikované napéti.

2.2.3 Experimentalni usporadani

Zakladni experimentalni uspotadani pro kapilarni elektroforézu je zobrazeno na
Obrazku 3. Oba konce kiemenné kapilary jsou umistény do elektrodovych nadobek, které
jsou naplnény zakladnim elektrolytem, stejné jako samotnd kapilara. Vnitini promér
kifemenné kapilary se obvykle pohybuje mezi 25 az 100 um [19] a délka kapilary je

vétsinou v rozsahu 30-80 cm [18].

kapilira potitaé

katoda

anoda

pufr

pufr

vstupni vialka vialka se vzorkem vistupni vialka

vysokonapétovy
zdroj

Obrazek 3 — Schématické znazornéni zakladniho uspofadani kapilarni elektroforézy —
pievzato z publikace [19]

Prostor kapilar miiZze byt termostatovan pro zajiSténi reprodukovatelnych vysledk.
Udrzeni stalé teploty je dilezité kvuli zavislosti elektroforetické mobility analytli na
viskozité roztoku, ktera klesa s rostouci teplotou kolony [17]. Kapilarni format separa¢niho
prostoru umoznuje efektivni odvod Jouleova tepla, coz umoziuje pouziti vysokych intenzit
elektrického pole, a tim i dosaZeni vysokych G¢innosti a rychlosti separace. Miniaturizace
separa¢niho prostoru je také dilezitym faktorem pro dosazeni vysoké citlivosti [18].

Vzorek je nejcastéji davkovan pomoci natlakovani vstupni nadobky. Po zavedeni
zony vzorku do kapilary je konec kapilary obsahujici vzorek ponotfen zpét do elektrodoveé

nadobky a k systému je pfipojeno stejnosmérné napéti (az 30 kV) [18]. Po aplikaci napéti
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na elektrody vznika elektrické pole, které iniciuje migraci vzorku od anody ke katod¢ skrze
kapilarni trubici. Pfed zavedenim vzorku do kolony musi byt kapildra proplachnuta
pozadovanym roztokem zakladniho elektrolytu [17].

Blizko katodického konce kapilary se miize nachdzet malé okénko, které umoziuje
prichod UV-VIS svétla skrze zony analyti a méfeni absorbance [17]. Ziskany zdznam
casového pritbéhu absorpce se nazyva elektroforeogram, ktery umoziuje ziskat kvalitativni
a kvantitativni informace o slozZeni analyzovaného vzorku [18].

Krom¢ nejbéznéjstho UV-VIS absorpéniho detektoru je mozné pouzit
1 fluorescencni detektory, radiometrické detektory pro radioaktivni latky, detektory laserem
indukované fluorescence, konduktometrické detektory, elektrochemické detektory

a hmotnostni spektrometry [19].

2.2.4 Nanocastice v kapilarni elektroforéze

Dvé nejcastéji pouzivané techniky kapilarni elektroforézy pro separaci
nanomaterialti jsou MEKC a CZE. U obou technik jsou koncentrace a pH pouzitych pufri
klicové pro dosazeni vysoké kvality separace a tvaru pikt [20]. Kapilarni elektromigracni
metody jsou piedev§im separa¢ni metody. Umoznuji frakcionaci disperzi podle rozdili ve
velikosti ¢astic nebo podle rozdilii v zeta potencidlu [21]. Jednou z vyhod pouziti CE je
moznost spojeni této techniky s riznymi detektory. UV detektor je nejbéznéjsi detektor
pouzivany pii charakterizaci nanomaterialti [20].

Mechanismus separace nanocastic neni tak pifimoc€ary jako u tradi¢nich
molekularnich a iontovych latek v CE, vnitini hydrodynamické a elektroforetické
vlastnosti nano€astic, pted a po modifikaci povrchu, se ukazaly byt efektivnim nastrojem
pro charakterizaci nanostruktur [22]. Existuji rizné zptisoby klasifikovani nanocastic, které
zohlediuji jejich fyzikalné-chemické vlastnosti (chemické sloZeni, velikost, tvar, vnitini
struktura, modifikace povrchu, agregace, magneticka susceptibilita nebo optické vlastnosti)
[23].

V elektrolytickém roztoku je zndmo, Ze nabita ¢astice je obklopena "iontovou atmosférou",
ktera je difuzni casti elektrické dvojvrstvy [23]. U nabitych koloidnich Ccastic lze
predpokladat, ze dominantnimi silami mezi ¢éasticemi jsou odpudivé sily zpisobené
elektrostatickou interakci a ptitazlivé sily zptisobené Londonovymi a Van der Waalsovymi

interakcemi [21].
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Je tedy tfeba zohlednit elektrostatickou silu plisobici na nabitou Castici externim
polem; Stokesovo tieni zplisobené viskozitou okolniho média; elektroforetickou retardaci
zpusobenou elektrostatickou silou plisobici na iontovy oblak s opaénym nabojem externiho
pole (pohyb kapaliny obklopujici ¢astici opacnym smérem nez ¢astice) a relaxacni efekt
zpusobeny deformaci iontového oblaku [21-23].

Deformace iontového oblaku muze byt zplisobena vysSi koncentraci
elektrolytickych iontd. Tato deformace zplsobi snizeni odpudivé energie a ovliviiuje
rychlost koagulace (elektroforetické agregace Castic). Proto systém pii zvySovani iontové
sily zakladniho elektrolytu ptfechazi ze stabilizovaného systému s pomalou koagulaci na
systém nestabilni, kdy je koagulace rychla. Tento efekt lze oCekavat i v zavislosti na
intenzité elektrického pole [21]. Iontova sila zékladniho elektrolytu je tedy dulezitym
parametrem pii optimalizaci kazdé metody vyuzivajici kapilarni elektroforézu ve volném
roztoku pro velikostné selektivni separaci nanocastic. [21]

Stanoveni elektroforetické mobility, kterd zavisi na koncentraci Castic, umoziuje

ziskat informace o zeta potencidlu a/nebo o velikosti ¢astic [21].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie a instrumentace

3.1.1 Chemikalie

- thiomocovina 99% (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

- hydroxid sodny 1 mol/l (Agilent Technologies, Santa Clara CA USA)

- HEPES (CgH1sN204S) p. a. (Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)

- TRIS (Tris(hydroxymethyl)aminomethan) >99,8% (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA)

- kyselina o-fosfore¢na 85% p. a. (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika)

- hydrogenfosfore¢nan sodny p. a. (Lachema, Brno, Ceska republika)

- dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p. a. (Lach-Ner, Neratovice, Ceska
republika)

- nanokrystalil kurkuminu Q01 (100 nm), Q03 (40 nm) a Q05 (400 nm)

3.1.2 Instrumentace

- kapilarni elektroforéza 7100 s UV-VIS detekci (Agilent Technologies, Waldbronn,
Némecko) a s laserem indukovanou fluorescencni detekci Zetalif LED 480 nm
(Picometrics, Francie)

- kfemennd kapildra o délce 50,0 cm s vnitinim primérem 50 pm (Polymicro
Technologies, Phoenix, USA), efektivni délka pro UV-VIS detektor 41,5 cm a pro
LIF detektor 29 cm

- pH metr 3540 pH & Conductivity Meter (Jenway, Velka Britanie)

- analytické vahy Precisa 262 SMA-FR (Precisa Gravimetrics AG, Svycarsko)

- ultrazvukova lazent Elma S15 (Elmasonic, Némecko)
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3.2 Experimentalni podminky

Na zacatku kazdé série méteni byla kapilara promyvéana nejprve 1M hydroxidem
sodnym po dobu 10 minut a poté deionizovanou vodou také po dobu 10 minut. V rdmci
metody bylo nastaveno promyvani kapilary mezi jednotlivymi méfenimi, které opét
zahrnovalo promyti kapilary 1M hydroxidem sodnym po dobu 5 minut. Nasledné byly
vstupni konce kapilary spolu s elektrodou ponoieny do vialky s deionizovanou vodou kvuli
oplachnuti ptipadnych zbytkd hydroxidu sodného, aby se nedostal zadny do vialky se
vzorkem, protoze v takovém piipadé dochdzelo k rozpousténi nanokrystald, rozkladu
kurkuminu a hnédnuti vzorku. Dale byla kapilara promyvana jesté 2 minuty vodou do
odpadni vialky, poté 1 minutu zakladnim elektrolytem do odpadni vialky a 1 minutu
zakladnim elektrolytem do vialky se zdkladnim elektrolytem.

Kdyz navzdory uvedenym opatienim doslo ke kontaminaci vialky se vzorkem
hydroxidem sodnym, nebo bylo na piistroji provadéno pfedtim jiné méfeni, tak byly
vymontovany elektrody a promyty v ultrazvukové lazni 5 minut v ethanolu a nasledné
5 minut v deionizované vod¢ a byla ptipravena nova vialka se vzorkem.

Vzorek byl davkovan hydrodynamicky tlakem 50 mbar po dobu 5 sekund. Prvotni
experimenty nezahrnovaly vkladani napéti na elektrody, ale pouze tlak o velikosti 50 mbar,
ktery byl aplikovan po nadévkovani vzorku na vstupnim konci kapilary. Byly pfipraveny
¢tyti zakladni elektrolyty skladajici se z kyseliny fosfore¢né, nebo HEPES a jejich pH bylo
upraveno na hodnotu 7,0 pomoci NaOH, nebo TRIS. Jako vzorek byla pro vétSinu méteni
pouzivana suspenze nanokrystalli o velikosti 100 nm. Méfeni byla provedena vzdy alespon
dvakrat. Pro méfeni s vkladanim napéti byl pouzivan zikladni elektrolyt pfipraveny
fedénim 50mM kyseliny fosforecné, jejiz pH bylo upraveno na hodnotu 7,0 pomoci TRIS,
na koncentraci 10 mM. Kazeta s kapilarou byla termostatovana na 25 °C.

Elektroforeogramy pro UV-VIS detekci byly zaznamendvany pii vlnovych délkach
200, 214 a 254 nm, ale pro vyhodnocovani byla pouzita vlnova délka 200 nm. Pro detekci
pomoci LIF byly elektroforeogramy zaznamenavany pii excitacni vlnové délce 480 nm.
Ptistroj Zetalif LED obsahoval filtr, ktery propoustél emisni zafeni o vlnové délce
pfiblizné nad 505 nm a vysledny signal byl tedy souctem signal emisniho zéfeni s

vlnovou délkou vyssi nez 505 nm.
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3.3 Piiprava suspenze nanokrystali kurkuminu

Nanokrystaly kurkuminu byly pfipraveny Ing. Stanislavem Chvilou ze skupiny
prof. Frantiska Stépanka z Ustavu chemického inZenyrstvi VSCHT a jejich rozméry, zeta
potencial a doba mleti byly zaznamenéany do Tabulky 1.

Vodné suspenze nanokrystali pokrytych lipidy byly pfipraveny metodou mokrého
mleti nasledujicim zpisobem: 60 mg kurkuminu; 30,2 mg dipalmitoylfosfatidylcholinu
(DPPC); 3,6 mg dipalmitoylfosfatidylglycerolu sodného (DPPG) a 6,2 mg
MPEG-2000-DMPE bylo umisténo do 25ml tmavé sklenéné vialky s 5 g mlecich kulicek
Zr0; o velikosti 0,4-0,5mm a 1 ml vody. Mleti probihalo za pokojové teploty pii
600 ot./min za pouziti magnetického michadla (8 x 20 mm) po dobu 24 hodin v piipade
vzorku kurkuminu s nejmensSimi ¢asticemi, 3 hodiny pro hrubé mlety kurkumin a 12 hodin
pro stfedné mlety kurkumin. Poté byla suspenze zpracovana pfidanim 2 ml deionizované
vody, michanim po dobu 2 minut pro dosazeni homogenizace a naslednym odebranim
pipetou z mlecich kulicek, ¢imz byla ziskdna zdsobni nanosuspenze s hmotnostni

koncentraci pfiblizn€é 20 mg/ml.

Tabulka 1 — rozméry nanokrystalti kurkuminu, jejich zeta potencial a doba mleti — pfevzato

od Ing. Stanislava Chvily z VSCHT a upraveno

velké NCs sttedni NCs malé NCs
sttedni velikost® [nm] 187 £ 162 87 +36 37+ 10
stiedni velikost® [nm] 410 £ 251 129 + 67 61 +35
zeta potencial [mV] -42,6 £5,3 -39,8 £ 5,0 -38,9+4,5
doba mleti 3 12 24

* sttedni velikost Castic vztazena k jejich celkovému poctu
bstiedni velikost ¢astic vztazena k objemu &astic
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3.4 Piiprava vzorku a roztoku zakladnich elektrolyti

Vzorek byl nafedén smisenim 5 pl nanosuspenze kurkuminu (QO1; 100 nm),
10 pl thiomocoviny (vodny roztok, 1 mg/ml) a 85 pul deionizované vody. Déle bylo
ptipraveno nékolik roztokl zakladnich elektrolytt, jejichz slozeni a vypocitand iontova sila
pomoci programu PeakMaster [24] byly zaznamenany do Tabulky 2.

Sodno-fosfatovy pufr (SmM NaH>PO4 + SmM NaHPOs) byl pfipraven smisenim
100mM zéasobnich roztoktt NaH2PO4 a Na;HPO4 v objemovém pomeéru 1:1 a dofedénim
deionizovanou vodou. 200mM HEPES byl pfipraven rozpusténim potfebné navazky v
deionizované vodé¢, po ¢emz bylo pH roztoku upraveno na hodnotu 7,0 piidanim
potfebného mnozstvi 1M roztoku hydroxidu sodného. Néasledné byl piipraven druhy
200mM roztok HEPES a jeho pH bylo upraveno na 7,0 pomoci pevného TRIS. Déle byl
ptfipraven 50mM fosfatovy pufr smisenim potfebného mnozstvi 85% kyseliny fosfore¢né
s deionizovanou vodou, pH tohoto roztoku bylo upraveno na hodnotu 7,0 pomoci pevného
TRIS. VSechny tyto roztoky byly nésledné fedény deionizovanou vodou na pozadovanou

iontovou silu.

Tabulka 2 — SloZzeni zakladnich elektrolyti o pH 7 a jejich iontova sila

Pufrujici slozka ¢ (mmol/1) uprava na pH = 7,0 I (mmol/l)
HEPES 200 IM NaOH 56
HEPES 200 TRIS pevny 56
H3POq4 50 TRIS pevny 105

NaH>PO4 + Na;HPO4 5+5 - 20
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Zakladni experiment

Pti davkovani vzorku, ktery obsahuje nanokrystaly a thiomocovinu, do kapilary
naplnéné fosfatovym pufrem o pH 7,0 a jeho prichodu detekénimi okénky pouze za
pouziti tlaku, poskytnou nanokrystaly v UV detektoru abnormalné Siroky pik (Obrazek 4B)
v porovnani s thiomocovinou (Obrazek 4A). Nanokrystaly poskytuji za téchto podminek 1
velice Siroky pik ve fluorescenénim detektoru, coz je vidét na Obrazku 4C. Zde se pik
objevuje v kratSim Case, protoze draha k detek¢nimu okénku LIF je krat$i nez k okénku

UV detektoru.

40
— 25 —
2 A 23 B
EZO .g 30
<<
= 15 ‘ 25
10 ‘\ 20
| 15
5 } 10
0 \\\J 5
-5
0 2 4 .8 5 0 2 4 6 8
t[min] t [min]
4
2 C
oc
3
2
1
0 2 4 6 8

t [min]
Obrazek 4 — Prichod vzorku detektory pouze za pouziti tlaku 50 mbar
A: pik thiomocoviny v UV detekci pii vinové délce 200 nm;
B: vzorek suspenze nanokrystala s thiomocovinou v UV detekci pii vinové délce 200 nm;

C: pik nanokrystal v LIF detekci
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4.2 Pri¢ina rozsirovani piku
4.2.1 Casova prodleva

Jednou z hypotéz nabizejicich mozné vysvétleni abnormalné rozsifeného piku
nanokrystalll byla zrychlena diftize zptisobena elektrostatickou repulzi nanokrystalt, které
maji dle hodnoty zeta-potencialu (viz Tabulka 1) zaporny povrchovy naboj. Pro ovéieni
této hypotézy byl proveden nésledujici experiment.

Pii tomto experimentu byla nadavkovéna jedna zona vzorku (nafedénd suspenze
nanokrystalll s thiomocovinou) do kapilary, poté byla ud€lana pauza a nasledné byla
nadavkovéana druha zona vzorku a obé zény byly tlakem rozpohybovany, aby prosly
detektorem. Z Obrazku 5 je zfejmé, Ze Casova prodleva a prodlouzeny pobyt v kapilafe
nemaji vliv na rozsifeni piki thiomocoviny a nanokrystali. To znamena, ze disperze zony

nanokrystalll neni zplisobena diftzi, a ani pfi stani v kapilafe se tato zona vyznamné

nerozsifuje.
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Obrazek 5 — Priichod dvou vzorkl detektory pouze za pouziti tlaku 50 mbar s pauzou mezi
davkovanim obou vzorkl 0, 5 a 10 min, ktera vedla k prodlouZenému pobytu prvniho

vzorku v kapilaie v UV detekci (A) a v LIF detektoru (B)
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4.2.2 Draha v kapilare

Dalsi hypotézou bylo, Ze rozsifeni zon nanokrystalli je zplisobeno parabolickym
rychlostnim profilem tlakem pohanéného toku v kapilafe, pti kterém se Castice uprostied
kapilary pohybuji rychleji neZ &astice na jejim okraji. Cim jsou &astice vétsi, tim pomaleji
se pohybuji napfi¢ kapilarou a méné casto prechazeji mezi oblastmi s rychlejSim a
pomalejSim tokem. To zpiisobuje vétsi rozdily v primérné rychlosti pohybu jednotlivych
¢astic, coz vede k vétsi disperzi.

Tato hypotéza byla otestovana experimenty, pii kterych zoéna nanokrystald
prohazela k detektoru po rtizné¢ dlouhé draze. Porovnanim vysledk s rizné¢ dlouhou
kapilarou (20 cm vs. 30 cm od vstupu k detektoru) Ize pozorovat (viz Obrazek 6), ze ¢im

delsi je draha, kterou vzorek urazi, tim vice je zona rozmyta.

—— 20 cm k detektoru

RFU
[e)]

—— 30 cm k detektoru

0 2 4 6 8
t [min]

Obrazek 6 — Piky nanokrystali kurkuminu po priichodu LIF detektorem vlivem tlaku

50 mbar pfi rizné délce kapilary

Pokud zdéna nanokrystali prochazi detektorem jednim smérem, a poté se obrati
smér tlaku a zona prochazi detektorem zpét, druhy pik pii zpétném prichodu je vyrazné
vice rozmyty (viz Obrazek 7). Pokud je ptfed zpétnym tlakem zoéna ponechana 10 minut

stat v kapilare, pik ziistane naprosto stejny.
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Obrazek 7 — Prodlouzeni vzdalenosti, kterou zéna nanokrystalii urazi v kapilafe obracenim

sméru toku po prvnim prichodu zény detektorem s a bez pauzy pred obracenim toku

S rostouci velikosti ¢astic se zony nanokrystali vice rozmyvaji, coz je patrné

z experimentd s obracenim sméru toku po 3,5 minuté (viz Obrazek 8).
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Obrazek 8 — Obraceni sméru toku pro nanokrystaly s rtiznou velikosti ukazano ve shodném

meéftitku (A) a s normalizovanou odezvou detektoru (B)

Vysledky téchto experimentli potvrzuji hypotézu, Ze k rozmyvani zoén nanokrystall

dochézi vlivem parabolického profilu toku a nikoli diftizi nanokrystalii.
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4.3 Vliv iontové sily

Pti zvySovani koncentrace pufru, kterym je naplnéna kapilara, se Siroky pik
nanokrystalli postupné zmensuje az mizi. Pravdépodobné dochézi vlivem rostouci iontové
sily k odstinéni vzajemné elektrostatické repulze nanokrystalii a vzniku vétSich agregata,
které se projevuji jako velmi uzké piky v Case blizkém zacatku Sirokého piku nanokrystalt
(viz Obrazek 9).

B A ——1=42mMm
——1=21mM

A [mAU]

— =105 mM

t [min]

—I1=4,2mM
—I1=21mM

——1=105mM

t[min]
Obrazek 9 — 100nm nanokrystaly kurkuminu po priichodu detektory vlivem tlaku 50 mbar
v 10mM H3PO4/TRIS o pH 7,0 pti zvySujici se iontové sile v UV detekcei pti vinové délce
200 nm (A) a v LIF detekci (B)

Pro otestovani hypotézy, ze k vymizeni piku dochazi vlivem iontové sily roztoku a
nikoli vlivem rostouci koncentrace néjaké specifické slozky roztoku, byl stejny experiment
proveden s pufry obsahujicimi fostat, HEPES, sodny kation a TRIS v riznych
kombinacich. Ve vSech ptipadech bylo pozorovano zmizeni Sirokého piku pfi pfiblizné
stejné iontové sile, pfestoze koncentrace pufrii byla rtiznd (kvili odliSnému pK. a poctu
nabojl slozek). Suspenze nanokrystali je stabilizovana vzajemnym odpuzovanim jejich

povrchovych naboji, které jsou od urcité iontové sily odstinény, a dojde tak k samovolné
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agregaci Castic do vétSich celki, které se poté projevi velmi uzkymi piky tam, kde pfi
ostatnich experimentech zac¢ina Siroky pik nanokrystalti.

Na Obrazku 10, kde je vynesena zavislost vysky piku nanokrystali na iontové sile,
je vidét, ze v rozmezi iontové sily 30—40 mM dochazi k vyraznéjSimu zmensovani pik
nanokrystalti. Absolutni odezvy detektoru se v jednotlivych pufrech lisily, proto jsou v
Obrazku 10 vyneseny vysky piku vztazené k jejich pocatecni hodnoté pii nejnizsi iontové
sile. Na elektroforeogramech jako jsou na Obrdzku 9 je pak mozné pozorovat, ze pfi
iontové sile 40 mM a vyssi, kdy dochdzi ke zmizeni piku nanokrystalll, se objevuje velmi

ostry a uzky pik v relativné kratkém case.

100 —@— HEPES/NaOH
X —@— HEPES/TRIS
s 80
=< H3PO./TRIS
o
i) ——NaH,PO,+ Na,HPO,
s 60
>
S
=
= 40
]
©
e
20
0
0 10 20 30 40 50 60

I [mM]
Obrazek 10 — Zavislost vysky piku nanokrystalli na iontové sile; méteno s vzorkem

100nm nanokrystalt kurkuminu

Pro dalsi experimenty, které zahrnovaly vkladani napéti, byl kvuli nejlepsi symetrii piku

vybran 10mMm fosfatovy pufr, jehoz pH bylo upravovano pomoci TRIS.

4.4 Vkladani kladného a zaporného napéti

Ptedchozi pokusy byly provadény bez vloZeni napéti. Aby se do experimentu
zapojila 1 elektroforetickd migrace nanokrystalli, bylo v priibéhu experimentu kromé tlaku
50 mbar vkldddno na elektrody kladné napéti postupné od 0kV az po 20kV.
Z Obrazku 12A lze pozorovat, ze se pik nanokrystalli postupné zmenSuje a posouva
smérem k detektoru. Dle zdporného zeta-potencidlu by nanokrystaly mély migrovat jako
anionty k anod¢ a pti kladné polarité napéti tedy smérem od detektoru. Posun ke kratS§im
¢astim je dan plsobenim elektroosmotického toku, ktery pohani roztok v kapilafe smérem
k detektoru, a je dle vysledkli experimentu rychlejsi nez vlastni migrace nanokrystall

k anod¢€. Nasledné bylo vkladano zaporné napéti na elektrody, od 0 kV po -20 kV. Zde
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dochazelo k posunu piku nanokrystalti viz Obrazek 12B. Tento posun je opét zpiisoben

hlavné pusobenim elektroosmotického toku, ktery pii zédporné polarité napéti sméiuje

od detektoru.
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Obrazek 12 — Vkladani kladného (A) a zadporného (B) napéti pii méfeni s 100nm

nanokrystaly kurkuminu, po celou dobu méteni aplikovan tlak 50 mbar

Pfi tomto pozorovani prevlada vliv elektroosmotického toku, ktery piekryje ptipadnou
vlastni migraci nanokrystalti, proto z tohoto experimentu nebylo mozné pifimo vyvozovat

zavery o elektroforetické migraci.

4.5 Posun vuci neutralnimu markeru

Pro potvrzeni zaporného povrchového ndboje nanokrystali a jejich migrace v
elektroforetickém systému smérem k anodé¢ byl proveden experiment, pii kterém byla zona
obsahujici nanokrystaly a thiomoc€ovinu jako neutralni marker nejprve nadavkovéana do
kapilary a posunuta v kapilafe tlakem 50 mbar po dobu 2 minut, nésledné bylo vloZeno
napéti +30 kV nebo -30 kV po rtizné dlouhou dobu. Poté byla do kapilary naddvkovana
z6na thiomocoviny bez nanokrystal. Nakonec byly vSechny zony v kapildie mobilizovany

tlakem 50 mbar tak, aby postupné prosly detektorem. Posun vii¢i neutrdlnimu markeru pfi
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rizné¢ dlouhé dobé vkladani kladného a ziporného napéti ukazuje, ze nanokrystaly
kurkuminu migruji v elektrickém poli ve fosfatovém pufru o pH 7,0 jako anionty.

Pti vlozeni kladného napéti se prvni pik markeru posouvé ke krat§im ¢astim vlivem
elektroosmotického toku a pik nanokrystalll za nim ¢im dal vice zaostava vlivem migrace
nanokrystalli proti sméru EOF (viz Obrazek 13A—C). Pfi vlozeni zaporného napéti se
naopak ¢as prvniho markeru prodluzuje, protoze je posouvan EOF smérem od detektoru
(viz Obrazek 13D-F). Nanokrystaly jsou sice také unaSeny EOF od detektoru, ale oproti
neutrdlnimu markeru migruji proti sméru EOF, takze jejich Casy jsou krat$i nez Casy

prvniho markeru.
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Obrazek 13 — Posun piku nanokrystalt (2) vici neutralnimu markeru (1) pfi rizné dlouhé
dobé vkladani kladného a zaporného napéti: (A) 30 kV, 0s, (B) 30kV, 20 s, (C) 30 kV,
40, (D) -30kV,0s, (E) -30kV, 20s, (F) -30kV, 40 s

4.6 Vliv velikosti nanokrystali

Vsechny pfedchozi experimenty byly provadény se vzorkem 100nm nanokrystalil
kurkuminu. Pro dal§i méfeni byly pouZity nanokrystaly o velikosti 40 a 400 nm pro zjisténi
vlivu velikosti nanokrystalti. Bohuzel vysledky méfeni se 400nm nanokrystaly nebyly

reprodukovatelné, protoZe v opakovanych métenich si dané piky neodpovidaly.
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Pti srovnani 40nm a 100nm nanokrystall je vidét, Ze se chovaji velice podobné. Jak
jiz bylo zminéno v odstavci 4.2.2, zony nanokrystalti se s rostouci velikosti Castic vice
rozmyvaji. S rostouci velikosti klesa intenzita signalu, coz je vidét na Obrazku 14. Vyssi
intenzita u mensich velikosti nanokrystalti by mohla byt zpisobena tim, Ze pfi konstantni

hmotnostni koncentraci kurkuminu roste koncentrace ¢astic nanokrystalt.

8
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o —— Q01 (10mM H3PO4/TRIS)
6 — Q03 (10mM H3PO4/TRIS)
4
2
09 2 4 6 8
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Obrazek 14 — Porovnani intenzity piku vzorku Q01 (100 nm) a Q03 (40 nm) nanokrystali
v 10mM fosfatovém pufru o pH 7, pii tlaku 50 mbar

Z Obrazku 15 je ziejmé, ze i mensi nanokrystaly kurkuminu jsou ovlivnény zvysujici se
iontovou silou a ze k vymizeni Sirokého piku nanokrystalti dochazi rovnéz pfi iontové sile

kolem 30 mM.
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Obrazek 15 — 40nm nanokrystaly kurkuminu po priichodu LIF detektorem vlivem tlaku
50 mbar v 10mM H3PO4/TRIS o pH 7,0 pii zvySujici se iontové sile
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5 ZAVER

V této bakalarské praci byly zkoumany nanokrystaly kurkuminu pomoci kapilarni
elektroforézy s UV-VIS a laserem indukovanou fluorescen¢ni detekci. Elektroforeogramy
pro UV-VIS detekci byly zaznamenavany pti vinovych délkach 200, 214 a 254 nm, ale pro
vyhodnocovéani byla pouzita vlnova délka 200 nm. Pro detekci pomoci LIF byly
elektroforeogramy zaznamenavany pii excitacni vinové délce 480 nm.

Nanokrystaly kurkuminu poskytovaly abnormalné Siroky pik v UV-VIS i LIF
detekci. Bylo zjisténo, Ze Casova prodleva a prodlouzeny pobyt nanokrystalii v kapilaie
nemaji vliv na rozsifeni piku. Disperze zony nanokrystali tedy nebyla zptisobena difuzi.
Experiment s riizné dlouhou kapilarou, kde bylo mozné pozorovat vétsi rozmyti zony pfi
delsi draze, kterou vzorek urazil a dalSi experiment s obracenim sméru tlaku potvrdily
hypotézu, ze k rozmyvani zéon dochdzi vlivem parabolického profilu toku.

Dale bylo zjisténo, Ze se zvySujici se iontovou silou klesa vyska piku. Vlivem
rostouci iontové sily dochédzelo k odstinéni vzajemné elektrostatické repulze nanokrystalt a
agregaci ¢astic, kterd se projevila velmi izkymi piky v ¢ase blizkém zacatku Sirokého piku
nanokrystaltl. K postupnému mizeni piku dochézelo v rozmezi iontové sily 30—40 mM a pfi
iontovée sile vyssi nez 40 mM dochézelo k jiz zminéné agregaci ¢astic. Ke stejnym jevim
dochézelo ve vSech pufrech obsahujicich anionty HEPES a fosféat a kationty sodny a TRIS
v riznych kombinacich.

Nasledn¢é bylo na elektrody vkladano kladné napéti, coz zpusobilo posun zon
nanokrystalll ke krat§im casim pulsobenim elektroosmotického toku. Pii vkladani
zaporného napéti dochazelo k posunu zon nanokrystalii od detektoru. Z tohoto experimentu
ale nebylo mozZné piimo vyvozovat zavéry o elektroforetické migraci nanokrystald. Poté
byl experimentem, ve kterém probihal posun zény nanokrystalii vi¢i neutralnimu markeru
pii rizné dlouhé dobé vkladéani kladného a zaporného napéti, potvrzen zaporny povrchovy
naboj nanokrystalt.

Byl zkouman 1 vliv velikosti nanokrystalli, pficemz bylo zji§téno, Ze s rostouci
velikosti ¢astic dochdzi k vétSimu rozmyvani zon a také klesd intenzita signélu

nanokrystalt.
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