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Seznam zkratek

SPR Povrchova plasmonova rezonance (z angl.
Surface Plasmon Resonance — SPR)

PBP Proteiny vézajici penicilin (z angl.
Penicillin Binding Proteins)

SERS Povrchem zesilend Ramanova
spektroskopie (z angl. Surface Enhanced
Raman spectroscopy)

LUMO Nejnizsi neobsazeny molekularni orbital
(z angl. Lowest Unoccupied Molecular
Orbital)

LSPR Lokalizovana povrchova plasmonova
rezonance (z angl. Localized Surfaced
Plasmon Resonance)

AgNPs Nanocastice stiibra

AuNPs Nanocastice zlata

UV-VIS Ultrafialova-viditelna oblast

GCN Kyanografen

GO Grafen oxid

GA Grafenova kyselina

mPS-AuNPs Magnetické polystyrenové mikrocastice se
zlatymi nanoc¢ésticemi

mPS-AgNPs Magnetické polystyrenové mikrocastice se
sttibrnymi nanocasticemi

TEM Transmisni elektronovy mikroskop



1 Uvod

Spravna a rychla detekce rezistence bakterii je v 1ékatské praxi zdsadni, nebot’ v€asna
diagnostika je klicova k 1é¢bé pacienta. V ptipadech, kdy to neni v€as mozné, nebo se jedna
o infekci z vice zdrojt, je zapotiebi vyuzit Sirokospektra antibiotika. Test na pfitomnost a
rezistenci bakterii je provadén na zéklad¢ rastu jejich kultur, a proto je Casové relativné
naro¢ny. U rychleji rostoucich bakterii je mozné laboratorné zjistit druh po jednom az
nékolika malo dnech, v nejhorsich piipadech se miZe jednat i o delsi Casovy tsek.! Tyto
casové prodlevy pted podanim vhodného, a hlavn¢ u¢inného 1é¢iva, mohou vést k znacnému
zhorSeni zdravi pacienta, popfipad¢ i smrti. Dalsi problém nastava, pokud ma pacient
rezistentni druh bakterie na dané 1é¢ivo a jeho 1écba je tak neucinna a o to delsi, coz mlze
vést opét ke zhorSeni zdravotniho stavu pacienta. Tieti a zdaleka ne nejmensi problém
nastava pii podavani Sirokospektrych antibiotik, kdy se zvySuje Sance na vyvinuti bakterialni
rezistence.? Z té&chto diivodi je zde snaha o vytvofeni rychlejsi a u¢inné&jsi metody detekce
rezistentnich bakterii, aby od zacatku mohly byt podavany ucinné léky. Pravé rychlost
nastaveni spravné 1écby bakteridlni infekce je mnohdy zivotné dilezita, protoze se ukézalo,

Ze prvnich 6-12 hodin 1é¢by je kritickych pro Zivot ohrozujici infekce.

Zpusob detekce pomoci povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie se jevi diky
svym vynikajicim detek¢nim schopnostem, relativni uzivatelské piivétivosti a moznosti
vyuziti kompaktnich pfenosnych zatizeni jako vhodny. V neposledni fadé je vhodny i diky
mozné rychlosti méfeni analytu a tim padem znacné uspote Casu. Cilem prace je tedy
vyvinout zpiisob detekce bakterii se schopnosti vytvaret enzym p-laktamézu, ktery zamezuje

antibakteridlnim vlastnostem B-laktamovych antibiotik, jakym je naptiklad ampicilin.



2 Teoreticka cast

2.1 Disperzni soustavy

Disperzni soustavy maji dv¢ slozky, a to disperzni fazi a disperzni prostiedi. Disperzni
faze je rovnomérné rozptylena v disperznim prostedi. Podle riznych proménnych lze dale
tyto soustavy tiidit. Patfi mezi né¢ naptiklad velikost ¢astic disperzni faze nebo skupenstvi
jak faze, tak i prostiedi. Velikost ¢astic je oznacovana jako stupen disperzity, kdy ¢im vyssi
je, tim jsou Castice disperzni faze vice rozptyleny. Prevracena hodnota linearniho rozméru
dané cCastice pak odpovida stupni disperzity. V zavislosti na velikosti délime disperzni
soustavy na hrubé, koloidni a analytické disperze. Hrubé disperze nesou oznaceni systémy,
které maji ¢astice o velikosti vé&tsi jak 10 m. Koloidni disperze maji velikost ¢astic mezi

10 a 10° m a posledni analyticka disperze ma rozméry ¢astic mensi nez 10 m.

Dale mizeme disperzni soustavy délit podle poctu jednotlivych fazi, a to bud’ na
homogenni nebo heterogenni. V piipad¢, kdy se soustava oznacuje jako homogenni ma
alesponi dv¢ slozky se stejnou fazi. Naopak u heterogenni soustavy se vyskytuji dvé slozky,

pii¢emz jedna je jako disperzni fize rozptylena v disperznim prostiedi. +°

2.2 Koloidni systém

V této praci se vyuziva k detekci bakteridlnich B-laktamdz mimo jiné i koloidni
stiibro. Jednd se o heterogenni soustavu. S koloidnim systémem je spojeny vyraz
nanocastice, které tvoii disperzni fazi. Koloid ma specifické vlastnosti a jako takovy je
vyuzivan v n€kolika odvétvich chemie. Mohou se délit podle skupenstvi disperzni faze ¢i
prostfedi. V této praci se ale budu zabyvat pouze koloidnim systémem, kdy disperzni faze

je pevna latka a disperzni prostredi je kapalina.

2.2.1 Nanocéastice

Nanocastice zazivaji v poslednich letech rozmach. Pfedevs§im diky své jednoduchosti
pfipravy a znatnému mnozstvi vyuziti. Zajem vzbudily pfedev§im svymi rozdilnymi
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Pfestoze ma nanocéstice velmi maly rozmér je jejich
povrch daleko vétsi. Pro piiklad miizeme vzit kulovitou ¢astici s polomérem 102 m a

postupné ji budeme zmensovat. Tato ¢astice bude mit na zac¢atku celkovy povrch o hodnoté
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12,6:10* m2. Po zmensSeni Castice na velikost 10 m bude povrch odpovidat 12,6 m? a pro
velikost 10 m se povrch zvétsi az na 12,6-10° m? pfi zachovani konstantniho celkového
objemu, tzn. Ze se zmenSovanim roste pocet ¢astic, a proto i povrch. Na zacatku je jen jedna
Castice.* ZvétSeni povrchu se odrazi ve vlastnostech tim, ze se zvétsi celkové povrchové
rozhrani systému. Oznaceni nanoc¢astic ma material tehdy, pokud alespon jeden jeho rozmér

je mensi nez 100 nm.%

2.3 Kinetické vlastnosti koloidnich systémi

2.3.1 Browniv pohyb

Castice v koloidnim systému vykonavaji nepravidelné pohyby. Jsou zptisobeny
narazy disperzniho prostfedi na ¢astice. Tento jev vypozoroval Robert Brown, po kterém je
pojmenovany. S rostouci teplotou a klesajici velikosti Castic roste intenzita Brownova
pohybu a u astic s polomérem 4 um a vétsim neni Brownlv pohyb nadéle pozorovatelny.’
Mimo jiné ¢astice pod 4 um vlivem Brownova pohybu vykonavaji i rotaéni pohyb.” Intenzitu
pohybu také zna¢né ovliviiuje viskozita disperzniho prostredi, kdy jeji riist zamezuje pohybu
castic v disledku Brownova pohybu. Projevem tohoto jevu je sedimentace, difuze a odrazi

se také ve stabilité koloid.*?

2.3.1.1 Sedimentace

Sedimentace neboli usazovani nastdva u ¢astic, u kterych prevladne gravitacni sila
F, poptipadé se mize sedimentace vyvolat pisobenim odsttedivé sily F, naptiklad pouzitim
centrifugy. Sedimentaci ovliviiuje vicero faktord a proti jejimu plsobeni pracuje nékolik sil.
Mezi faktory ovliviiuyjici sedimentaci patii hmotnost ¢astic, hustota, jejich tvar a naptiklad
také hustota prosttedi. Sily piisobici proti sedimentujici ¢astici jsou Fy- tedy vztlakova sila a

odpor prostiedi F';, coz jde zapsat do vztahu:
Fy=F.. +F, (H

Rovnovaznou rychlost sedimentace kulovité ¢astice zjistime postupnym vyjadienim vztahu
(1). Za gravitacni silu lze dosadit upravena vztlakova sila v ptfipadé kdy se vyrovnaji (2) a

odpor prostiedi 1ze vyjadiit vztahem (3).
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Fe=3m(p—py)g @)
Fy=6xnrv (3)

Rovnovéznou rychlost sedimentace v tedy ziskdme upravou:

_ 2r3(p-po)g
p =20 ra0 @)

kde r je polomér castice s hustotou p, 77 je dynamicka viskozita prostiedi s hustotou o, g je

gravitacni zrychleni. Tyto vztahy plati pro vétsi ¢astice s rozméry nad 1 um, které nejsou
ovlivnény Brownovym pohybem.’ Castice, na které ptisobi Browniiv pohyb a tim pAdem na
né pusobi i difize jsou kineticky stalé. To znamen4, Ze se dokédzou udrZovat v celém objemu
disperzni faze. Tato stdlost je zplUsobena pravé plsobenim diflize proti sedimentaci a

gravitacni sila neni dost silnd, proto musime ptisobit odstfedivou silou:
F, = max (5)

kde m je hmotnost ¢astice, @ je rychlost thlového otaceni odstfedivky a x je hodnota
vzdalenosti ¢astice kolmo od osy otaceni. Vyrovnanim sil plati vztah pro rychlost ¢astice:
v = 22— poyex (6)
on
Pro sedimentaci, ktera je ovlivnéna Brownovym pohybem musime pfidat vliv
diftzniho toku. Diftizni tok plsobi proti koncentratnimu gradientu, ktery vznika jako
disledek sedimentace a v rovnovdzném stavu je difuzni tok roven sedimentacnimu. Pod

vlivem difuze se ¢astice bude pohybovat rychlosti vgrdle vztahu:

D dc
Vaif = — "~ (7)

[of

kde D je difuzni koeficient [m?s7'] a ¢ je molarni koncentrace disperzni faze [mol-dm™].
Vztah pro sedimentacni rovnovéahu, kdy je rychlost difuze a sedimentace rovna, ziskdme

upravou vztaht (6) a (7):

In2=2%.(p—pg)-(hy — hy) (8)

Cq - kBT

kde c; a c2 jsou koncentrace ¢astic ve vzdalenosti /; a h2, vo zastupuje objem kulovité ¢astice,
ks je Boltzmanova konstanta a T je termodynamicka teplota [K]. Naproti tomu sedimentacni
rovnovaha vlivem odsttedivé sily je ustdlena daleko rychleji, protoze zde mohou pusobit

oproti gravitaci sily o nékolik fada vyssi.
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Cy 170(1)2

In=2=>2—"-(p—pg) (x5 —x7) )

c1  2kgT

kde hodnoty x jsou vzdélenosti od osy otaceni.*?

2.3.1.2 Difuze

Jeden z dalsich dtsledki Brownova pohybu je diftize. Je to snaha systému vyrovnat
koncentracni gradienty, kdy smér difuze je vzdy stejny, a to z prostiedi, které ma vyssi

koncentraci do toho s nizsi. I. Fickliv zakon popisuje difuzi:
an dc
- = —Sh— (10)
kde S je plocha, % je latkové mnozstvi latky podléhajici diftizi v Case ¢ a Z—; je koncentra¢ni

gradient. Albert Einstein odvodil vztah pro diftizni koeficient:
p = %L 1D

Kde fje koeficient tieni a miizeme odvodit vypocet pro velikost poloméru difundujici ¢astice

r ze vztahu (11), kdy pro kulovitou ¢astici plati:

__ kpT
6mnD

(12)

U dastice, kterd je pod vlivem difuze v pohybu, 1ze urcit skutecnou vzdalenost, kterou urazi

v daném &asovém intervalu At a nazyva se stfedni posuv &astice A:
~ kpTAt
A= / 2= (13)
3nnr

2.3.1.3 Osmoza

Osmoza je podobny déj jako difuize, jedna se snahu systému vyrovnat koncentracni
gradienty s rozdilem, Ze u osmozy se nachazi polopropustnd membréana, pies kterou
nemohou prostupovat vetsi ¢astice. Pitomnost polopropustné neboli také semipermeabilni
membrany, mé za nasledek, ze mize prostupovat pouze rozpoustédlo a samotny jev osmdzy
ma reverzni prabéh oproti difuzi, tedy rozpoustédlo v systému snizs$i koncentraci
rozpusténych latek prechazi do systému s vyssi koncentraci latek. Osmoticky tlak v pravych

roztocich je popsan van’t Hoffovou rovnici:

13



T =cRT (14)

kde © je osmoticky tlak [Pa], R je univerzalni plynova konstanta [J-K-!-mol™'] a pro koloidni

roztoky plati vztah:
= VkgT (15)

kde v je pocet ¢astic v jednotce objemu, Na je Avogadrova konstanta [mol™!']. Osmoticky

tlak je velmi maly u koloidnich roztokt oproti tzv. pravym roztokiim coz vyplyva ze vztahu:
TV _T (16)

kdy se velikost osmotického tlaku vyrazné méni s velikosti ¢astic.*>

2.4 FElektrické vlastnosti koloidnich systémii

Koloidni roztoky vykazuji mimo jiné i elektrické vlastnosti. Kazda castice kolem
sebe tvofi tzv. elektrickou dvojvrstvu, kde se na fazovém rozhrani mezi ¢astici a disperznim
prostiedim vyskytuji opac¢né¢ nabité ndboje. Prvni model elektrické dvojvrstvy byl vytvoren
H. Helmholtzem, ktery pfedpokladal, Ze ionty na povrchu ¢astice jsou fixni, stejné jako ionty
s opaénym nabojem, které se nachazi v blizkosti ¢astice.*> Tento model mél nedostatek
v ptedpokladu fixnich vrstev a pravé diky jiz diive zminénym kinetickym vlastnostem je

dany model nemozny.

Na obr. ¢. la) Ize vidét Helmholtziv model, kde potencidl nabitého povrchu je
oznacen Vy a rozdil elektrickych potencidlli mezi povrchem a disperznim prostfedim je
oznacen V. Vzdalenost mezi vrstvami, tedy povrchem castice a prostfedim disperze je
oznaceno jako o. Dals$i model vypracovali Goily a Chapman, ktefi zahrnuli vliv diftize. Prave
vlivem difize nemiiZe nastat situace, kdy mame stejny pocet iontl jak na povrchu, tak i na
rozhrani disperzni faze a doSlo k rozdéleni na vnitini a vnéj$i neboli diftzni vrstvu.
Problémem tohoto modelu bylo pojeti iontil jako bodovych nabojl, pficemz nepocitali se
redlnymi rozméry. Posledni model navrhnuty Sternem jiz bere v potaz rozméry iontil a
zavadi se tzv. Sternova vrstva. V této vrstvé se nachdzi ionty s opacnym znaménkem nez na
povrchu Castice a jsou zde vazany z vétsi €asti adsorpénimi silami. Zbylé ionty se nachazi
v difuzni vrstvé, kde jsou k povrchu ¢éstice piitahovany elektrostatickymi silami. lonty ve

vnitini vrstvé jsou nepohyblivé a vrstva je odd€lena od pohyblivé vnéjsi vrstvy tzv.
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pohybovym rozhranim. Pravé v bodé¢ na pohybovém rozhrani se odecitd hodnota
elektrokinetického potencialu, ktery ma vliv na chovani ¢astice v elektrickém poli. Tento

potencial se nazyva i jako zeta potencial (£).*>*

Q—lclmhollzova vrstva Q‘Stcrnova vrstva
>~ pohybove - =~ pohybov¢ rozhrani % »~pohvbové rozhrani
rozhrani ‘ /

Y

(a) ) (c)

Obrazek 1: Znazornéni modelii elektrické dvojvrstvy: a) Helmholtzity

b) Goiiyho-Chapmaniiv c) Stermiv (pievzato z ®)

2.5 Reologické vlastnosti koloidnich systémii

Reologie objasiiuje chovani hmoty pod vlivem vnéjSich mechanickych vliva,

pfesnéji jde o jeji tok a deformaci. Déli se na tfi typy chovani:

1. Elastické
2. Viskdzni
3. Viskoelastické

Prvni typ chovéni, tedy elastické, se vyskytuje napf. u tuhych latek. Jedna se o
deformaci hmoty, ktera je vratna, jakmile skonci plisobeni vné&;jsi sily, ktera tuto deformaci
zpusobila. S druhym chovanim se mizeme setkat u tekutin kdy po piisobeni vnéjsi sily
nastava tok a dochazi k nevratné deformaci, nebot’ po pteruseni plisobeni sily se kapalina
nevraci. Poslednim typem je viskoelastické chovani, které je zavislé na dobé plisobent sily.

Tento typ chovani se vyskytuje napf. u nékterych druhi koloidnich disperzi.*’

2.5.1 Viskozita kapalin

Newton popsal visk6zni chovani kapalin pomoci vztahu:

duy
Txy = —77% (17)
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Kde 7, je tecné napéti ve sméru osy x kolmo k ose y [N-m~?], n je dynamicka
viskozita [Pa-s] a C;—L;‘ je gradient rychlosti. Redlné¢ kapaliny maji dvoji proudéni, a to

lamindrni nebo turbulentni. U laminarniho proudéni dochézi k pohybu castic ve vrstvach
jednim smérem a tyto vrstvy jsou si rovnobézné. Naopak u turbulentniho proudéni se ¢astice
pohybuji i napfi¢ vrstvami.” U laminarniho toku se astice ve stfedu pohybuji nejrychleji a
kapalina je zpomalovana vnitinim tfenim, coZ je nasledek mezimolekulovych sil. Toto
chovani je popsano dynamickou viskozitou, pficemz podil dynamické viskozity a hustoty
kapaliny je nazyvany jako kinematickd viskozita 7w, [m*-s™!]. Fluidita je pak nazev pro

reciprokou dynamickou viskozitu.’

2.5.2 Viskozita disperznich systémi

Reologické chovéani koloidi se odviji od n¢kolika rtiznych proménnych jako
napiiklad velikosti, tvaru a koncentraci ¢astic, viskozité disperzniho prostredi a vzajemného
pusobeni ¢astic a pilisobeni Castic na disperzni prostiedi. Zménou velikosti ¢astic se také
vyrazné méni viskozita disperzniho prostiedi.*’” Pro popis viskozity disperznich soustav se

vyuzivaji nasledujici vzorce:

Tabulka 1: Seznam vztahii pro popis viskozity ’

Relativni viskozita Nrelt = :—0 (18)
Inkrement relativni viskozity n; = % =Nyrer — 1 (19)
Inherentni viskozita Ninh = mv:]—:ez (20)
Redukovana viskozita Nyea = ‘Z—; (21
Vnitini viskozita [n] = vlizrllo NMrea = ml/izIBO MNinn (22)

kde moje viskozita Cistého prostiedi a w> je hmotnostni koncentrace disperzni faze.

Einstein roku 1906 odvodil rovnici pro popis zavislosti koncentrace disperzni faze a

viskozity na zaklad€ hydrodynamickych ptedstav:

n=10(1+2,5¢) (23)

kde ¢je objemovy zlomek disperzni faze. Tento vyraz je pro velmi ziedéné koloidni roztoky,

kde ¢astice jsou tuha kulata télesa bez elektrického naboje a objemovy zlomek je do 1 %.%7
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2.6 Optické vlastnosti koloidnich systémi

Koloidni systémy vykazuji zajimavé optické vlastnosti. Po ozéafeni dochazi ke dvéma
moznostem interakce svétla s ¢asticemi. Prvni z moznosti je pravéa absorpce, kdy dochézi
k pohlceni zéafeni a tim ke zvySeni vnitini energie Castice, coz vyusti v pfeménu na teplo.

Druhou moznosti je rozptyl svétla, kdy je svétlo zp&tné emitovano. +’

2.6.1 Absorpce zareni

Castice absorbuji energetickd kvanta zareni, ¢imz se excituji valencni a vazebné
elektrony. Nasledkem tohoto jevu je deexcitace elektrontl, kdy se vyzatfuje energie ve forme
tepla nebo ve formé svétla, tedy fluorescence nebo fosforescence. Absorpce je popsdna

Lambert-Beerovym zadkonem:
A= —logli = &cl (24)
0

kde A4 je absorbance, / je intenzita prochdzejiciho zafeni, Iy je intenzita dopadajiciho zareni,
&[mol!-dm3-cm™'] je molarni absorpéni koeficient, ¢ [mol-dm=] je koncentrace latky a / [cm]
je délka vrstvy, kterou prochazi paprsek. U koloidnich systémti ovlivituje absorpci zatreni
velikost disperzni faze. Typické chovani tak vykazuji naptiklad nanocéstice kovt, jako je
sttibro nebo zlato. Se zvétSujici se velikosti nanocastic dochdzi k posunu absorpcniho

maxima k vy$§im vinovym délkam.*

2.6.1.1 Povrchovy plasmon

U kovovych nanocastic je pfitomnost tzv. povrchové plasmonové rezonance (z angl.
Surface Plasmon Resonance — SPR). Jedna se o kolektivni oscilaci delokalizovanych
povrchovych elektrond.!® Plasmony se vyskytuji napii¢ celym objemem kovovych &astic,
ale pro optické vlastnosti jsou dulezité povrchové, tedy ty na rozhrani ¢astice a disperzni
faze. Oscilace povrchového plasmonu vyvolava vznik elektromagnetického pole, které
interaguje s dopadajicim zafenim do blizkosti nanoc¢astice. Interakce spoc¢iva ve spolecné
rezonanci vzniklého elektromagnetického pole a dopadajiciho zafeni.!! Nanocastice kova
jako napfiklad zlato a stfibro maji zbarveni v disperzi pravé diky absorpci viditelného zéteni
o spravné vinové délce, kterd rezonuje s povrchovym plasmonem. Takovato interakce je

vyuzivana v technice povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie (z angl. Surface
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Enhanced Raman Spectroscopy — SERS). Pro spravnou ucinnost povrchového plasmonu

musi byt méfena molekula v blizkosti nano¢astice kovu do vzdalenosti asi 10 nm.!?

2.6.2 Rozptyl zareni

Zde nedochdzi k excitacim elektronti, ale pohlcené kvantum energie je nasledné
vyzéieno nahodné do vSech sméri se stejnou vinovou délkou. Jako prvni tento jev pozoroval
John Tyndall, ktery si povsiml, Ze se svétlo rozsifuje do kuzele po prichodu koloidnim
systémem. Samotny mechanismus je zaloZen na indukci elektrického dipolu v €astici diky
elektromagnetickému poli, které ma dopadajici zafeni s tim, ze takto indukovany dipol
emituje zéafeni se stejnou vlnovou délkou. Odrazeny svételny paprsek je také cCastecné
polarizovan.* Kvantitativnim popisem pro podil rozptylu svétla na zeslabeni intenzity

dopadajiciho zafeni ve sméru pozorovani je vztah:
—logli =1d (25)
0

T je oznaceni pro turbiditu soustavy, coz je mira souhrnné energie, ktera je rozptylena na
vSechny strany pii prichodu svételného paprsku vrstvou suspenze o jednotkové tloustce.
Turbiditu ovlivituji parametry jako stupen disperzity, vinova délka dopadajiciho svételného

paprsku a optické vlastnosti koloidni soustavy.*
Rozptyl svétla na koloidnich ¢asticich popsal Rayleigh. Podminkou pro tuto teorii je

- vr < , .y “r e . iy o v A
vsak pfitomnost dostate¢né malych kulovitych nanocéstic, které maji rozmér mensi nez 20

jsou od sebe dostatecné vzdaleny (jedna se tedy o velmi ziedény systém) a jsou elektricky
nevodivé, izotropni a jejich polarizovatelnost si je ve viech smérech rovna.”!3 Podle této
teorie zavisi intenzita rozptylu nepfimo umérné na A* a pfimo umérné polarizovatelnosti a.

Dalsi zavislosti je pozorovaci vzdalenost R a pozorovaci thel O:

LI ( - )2 (1 + cos?6) (26)

Ip  A*R2 \47e,

zde znaci Irozptylenou intenzitu svétla. !

2.7 Kompozit

Kompozit je oznaceni pro material slozeny alespont ze dvou riznych slozek, které
spole¢né ziskavaji nové fyzikdlni, chemické a mechanické vlastnosti. Uméle vytvoreny
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kompozit se na rozdil od naptiklad slitin li§i postupem vyroby. U slitin dochazi ke vzniku
pomoci fazovych pfemén. Kompozit na druhou stranu vznikd misenim nebo spojovanim
jednotlivych slozek, ty se pak nazyvaji vyztuz a matrice. Typickym jevem pro kompozitni
material je tzv. synergismus, coZ je oznaceni pro prubéh vlastnosti oproti béznym latkdm.
Vlastnosti daného kompozitu jsou vylepSeny oproti pouhému secteni vlastnosti slozek (viz
obr. 2).1> V této praci bylo vyzkouseno nékolik kompoziti, pficemz nejvétsi diraz se kladl

na magneticky kompozit.

vlastnost

Skute¢ny pribeh

matrice vyztuz

Obrazek 2: Znazornéni synergie u kompozitu (pievzato z ')

2.7.1 Nanokompozity

Magnetické polymerni nanokompozity se diky svym unikatnim fyzikalné
chemickym vlastnostem dostaly do pozornosti. Tyto kompozity maji i potencialni uZziti
v zafizenich pro tuchovu energie, magnetickych senzorech, zpomalovacich hofeni a
absorbérech mikrovinného zafeni.!” Magnetickych vlastnosti v polymernim kompozitu lze
dosahnout pomoci Zeleza, kobaltu, niklu a jejich slitin. Pfidanim kovl se nedocili pouze
magnetickych vlastnosti, ale naptiklad 1 lepsi termalni stability, mechanickych a optickych

vlastnosti.!”

Konkrétnim vyuzitim magnetickych polystyrenovych nanokompozitl je i v adsorpci
antibiotik ze zdroji vody. Hlavnim pfistupovym bodem kudy se antibiotika dostavaji do
vodnich zdrojii jsou ¢istirny odpadnich vod, které nedokdzou odstranit vS§echno mnoZzstvi.
Takovéto antibiotika je snaha naadsorbovat na polystyrenovy nanokompozit s akrylovou

kyselinou a Fe3O4 a odstranit je tak z vodniho prostfedni.'8
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Posledni dobou se stale vice fesi otdzka bio-rozlozitelnosti a neni tomu jinak ani
v pfipad€ nanokompoziti, kdy je snaha vytvaret takové kompozity, které jsou z ptirodnich
materialQ, jsou rozlozitelné a zarovenl maji své unikatni vlastnosti. Pfikladem ptirodnich
materiali pouzitych pro pfipravu nanokompozitli jsou celuldéza, Skrob, chitin, chitosan,
pektin, rostlinné oleje a proteiny. Takovéto pfirodni nanokompozity lze vyuZzivat naptiklad
ve zdravotnictvi pro cilené dorucovani 1é¢iv. Pfikladem pfirodniho nanokompozitu je

hydroxyapatit/kolagen alginat jehoZ pomoci se docililo cileného uvolnéni vitaminu.'”

2.8 Antibiotika

Antibiotika jsou latky patiici do skupiny antimikrobidlnich. VyuZivaji se zejména ve
zdravotnictvi, kvili jejich schopnosti nicit bakterie. Prvni objev antibiotika se datuje do roku
1928, ktery ucinil britsky lékai Sir Alexander Fleming.?® Sviij objev pojmenoval jako
penicilin a dodnes je to jedno z nejvice uzivanych antibiotik na svéte.?! Penicilin se svoji

strukturou spadé do kategorie B-laktamovych antibiotik.

2.8.1 p-laktamové antibiotika

B-laktamové antibiotika jsou skupinou antibiotik, kterd obsahuji ve své struktute f3-
laktamovy kruh. Jedna se o jedny z nejvice uzivanych antibiotik na svété. Udava se, Ze tyto
antibiotika zabiraji az 55-65% celkového svétového trhu.?>? Tato skupina antibiotik se dale
déli na antibiotika zfady penicilinti, cefalosporinii, karbapenemii a monobaktamii.??
Vsechny zminéné druhy antibiotik obsahuji vysoce reaktivni B-laktamovy kruh (viz obr.

€. 3). Tento B-laktamovy kruh je hlavni pfi¢inou, Ze tyto latky maji svoje antibakterialni

vlastnosti.
R H R
Ng 2_Ng H
gf < =S CH, 077/ < -_S
o 2 o’ Ry
Penicilin Cefalosporin
HQ 4 H R
E NH ,CHs
H30>4E(/>—SR )&
N~ o
o) 2 2N,
CO,H o] SOzH
Karbapenem Monobaktam

Obrazek 3: Obecné struktury p-laktamovych antibiotik s cervené vyznacenym [-laktamovym kruhem
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B-laktamové antibiotika funguji diky kovalentnimu navadzani na enzym s ndzvem
proteiny vézajici penicilin (z angl. Penicillin Binding Proteins — PBP)?*. Inhibice enzymu
vede k naruseni struktury peptidoglykanu v bunéénych sténach bakterii, diky pteruseni
vystavby peptidovych a glycinovych mustki.?> Nasledkem je zamezeni rlstu bakterii
anebo jejich Uplny zanik vlivem osmoézy. Peptidoglykan je polymer, ktery je dulezitou
soucasti bunécné stény (viz obr. 4). Sklada se z polysacharidu, ktery obsahuje dvé jednotky
aminosacharidi a to N-acetylglukosamin (GIcNAc) a kyseliny N-acetylmuramové
(MurNAc) a peptidovych fetézcl spojenych peptidovou vazbou. Struktura peptidoglykanu
se lisi v zavislosti na tom, jestli se jednad o gram-negativni nebo gram-pozitivni bakterie. U
gram-negativnich bakterii je zna¢eno pomoci ,,Xaa* meso-diaminopimelova kyselina a u

gram-pozitivnich bakterii lysin.?

IcNA:
NHAc on GlcNAc MurNAc
OWO Q0 _HO Pl OH
~ o) 0 O\w\o Q
OH o NiAc o 0 N~
H,C B0

Ala

A*la

D-+Glu D"Ala b-Glu D; Ala

Xaa D-Ala

+ * Xaa D-{\la
'

- X

Pl T DAl X
1

p-Ala Dyl >-Ala DGy

Ala

Al
OJ\,CH3 oj\/CH3
\—° \—o

Obrazek 4: Struktura peptidoglykanu u gram-negativnich a -pozitivnich bakterii (pievzato z *°)

2.8.2 Ampicilin

Do B-laktamové rodiny antibiotik patfi i ampicilin, ktery se konkrétnéji fadi mezi
peniciliny. Jedna se o semi-syntetické antibiotikum, které je jedno z nejvice vyuzivanych,
s odhadovanym mnozstvim na trhu ve vysi 20 000 tun ro¢né.?” Vyuziva se proti gram-
negativnim i -pozitivnim bakteriim.?® Ampicilin m4 strukturu nejvice podobnou penicilinu.
Jeho interakce s bakterii, kterd vykazuje rezistenci, vede k hydrolyze B-laktamového kruhu

a vzniku penicilinové kyseliny (viz obr. 5).
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Obrazek 5: Hydrolyza ampicilinu na penicilinovou kyselinu

2.8.3 Bekterialni rezistence

Bakterie jsou si schopny vyvinout rezistenci na dany druh antibiotik, coz mize mit
fatalni néasledky v medicing, kdy nejsme schopni 1é€it bakterialni infekce. Mizeme je délit
na dva druhy z pohledu mechanismi rezistence proti f-laktamovym antibiotikiim. Jedna se
o gram-negativni a gram-pozitivni bakterie. Existuji i dal$i druhy bakterii jako naptiklad
mykoplasmata, ale tento druh nemé peptidoglykan a tim padem ani bunécnou sténu a B-
laktamova antibiotika, jako napfiklad penicilin, nemaji zadny efekt, nebot’ jejich hlavnim
cilem je naru$ovani bunéénych stén.?” Gram-negativni bakterie maji oproti pozitivnim i

vnéjsi bunécnou sténu.

2.8.4 Detekce p-laktamaz

Detekce enzymu momentalné probihd pomoci napiiklad kolorimetrickych reaket,
kdy se pozoruje produkt hydrolyzy a zmeéna barvy. Jednd se o chromogenni
cefalosporinovou, acidimetrickou, jodometrickou. Dal§imi metodami detekce jsou inhibicni
a reverzné pasivni hemaglutina¢ni.’*3! Velmi rozsifené metody detekce rezistence jsou na
zakladé testovani citlivosti bakterii na 1é¢ivo pomoci difuznich metod. Tyto testy, jako
napiiklad diskova difizni Kirby-Bauer metoda, probihaji v Petriho miskach, kde je
v Mueller-Hintonové agaru zkoumdn vliv bakterii na antibiotikum. Jedna se o casové
naro¢né testy kdy se udava Casovy interval od odbéru do vysledku 2 az 7 dni.** Tato
zdlouhava metoda vyZzaduje kultivaci bakterii a nasledné pfidani antibiotika a dalsi vyckani
na reakci. Dalsim nedostatkem takového testovani muize byt i mnozstvi potfebného
materialu, jednotlivych krokii a zachovani sterilniho pracovniho prostfedi. Nové zplisoby
testovani se soustfedi naptiklad na testovani jednotlivych bakterialnich bunék, misto toho,
aby se cCekalo na kultivaci vétsiho poctu. Jednim z takovychto zplsobu sledovani

jednotlivych bunek je i pomoci mikrofluidniho ¢ipu, kdy se bakterie zapouzdii v agaru a je

22



k nim pfidavéno antibiotikum. Zména morfologie se zaznamenava v ¢ase a v dusledku této

zmény lze Fict, zda je bakterie rezistentni.*

2.8.4.1 Gram-negativni bakterie

Gram-negativni bakterie maji zvySenou rezistenci na antibiotika kvali pfitomné
vnéjSi membrang, protoze PBP se nachdzi v periplazmatickém prostoru za vné&jsi
membranou (viz obr. 6). Vyvinuly si n€kolik mechanismu rezistence proti B-laktamovym
antibiotikim.*-* Témito mechanismy jsou: omezeni pfistupu k PBP, pozménéni PBP a

produkce fB-laktamaz.

Zamezeni piistupu antibiotika k PBP provadi bakterie pomoci ztraty porinti, coz je
protein umistény ve vnéj$i membrané, pies ktery mohou prostupovat molekuly. Tim, Ze se
ho bakterie zbavi ztéZuje antibiotiku prostupnost k pottebnym PBP, kde by se mohlo
ireverzibilné€ vazat a naruSovat syntézu bunécné stény. Urcitym druhem zamezeni pfistupu
k PBP je i pfitomnost efluxni pumpy, kterd ma za tikol odstraiiovat pro bakterii nezadouci
latky z jejiho periplazmatického prostoru.®*3° Dal§im mechanismem je zména struktury
vazebného mista PBP. Jakmile dojde k této zmén¢, vyrazné se sniZuje afinita antibiotika, ale
protein je stale schopny syntézy bunécné stény. Poslednim a nejefektivnéj§im mechanismem
je produkce B-laktamaz. Tento enzym produkovany bakterii hydrolyticky rozklada f-
laktamovy kruh antibiotika a tim padem mu zamezuje se vdzat na PBP a ztraci tak své

antibakterialni G¢inky.>*

./s‘ “,/\ //

/ lipoprotein |

A lipoteichoova kyselina teichoova kyselina B 1\ A {0\
| O-specifické ‘ /
1 antigeny

peptidoglykan lipopolysacharidy

vnéjsi
membréna
periplazmaticky
prostor » .
TR, 0 =" Y periplazmaticky
/ B =2 prostor a

peptidoglykan
plazmaticka

membrina

plazmaticka
membréna

integralni protein

Obrazek 6: Struktura bunécéné stény gram-pozitivnich (4) a gram-negativnich (B) bakterii (pievzato z )
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2.8.4.2 Gram-pozitivni bakterie

Gram-pozitivni bakterie maji primarni mechanismus ve zméné PBP kde opét stejné
jako u gram-negativnich bakterii dochazi ke zméné struktury. Druhym pfipadem, kdy mtize
mit gram-pozitivni bakterie rezistenci, je vytvareni B-laktamazy. Tento proces je ale méné

Casty, nez zminény primarni mechanismus.*

2.9 Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie

Jednd se o vibraéni spektroskopickou techniku, kterd umoziluje vysoce citlivou
detekci 1 velmi malych mnozstvi analytu. Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie je
rozSitenim zékladni Ramanovy spektroskopie a umoziiuje tak méfit mnoZzstvi analytu
nedosazitelné zakladni metodou. Udava se, ze faktor zesileni pro SERS je 10! a je mozné

detekovat i jednotlivé molekuly.37 0

Ramanova spektroskopie funguje na principu rozptylu svételného paprsku. Zdrojem
svételného zafeni je v tomto piipadé laser, ktery md monochromatické zafeni. Dochazi
ke ttem rozptylim. NejvétSim z nich je elasticky neboli Rayleighliv rozptyl. U tohoto
rozptylu dochdzi k excitaci elektronu pomoci svétla na virtualni hladinu a nasledné de-

excitaci na stejnou, ptivodni hladinu. Pfi de-excitaci se vyzaruje foton o stejné vinové délce.

Druhym nejvétsim rozptylem je Stokestliv, oznaovan také jako neelasticky rozptyl.
Tento rozptyl nastava, pokud se excitovany elektron po de-excitaci vraci na vyssi hladinu.
Zateni ma po de-excitaci vyssi vinovou délku nez plivodni zdroj a tim padem niz$i energii.
Naopak anti-Stokestiv rozptyl, ktery ma nejmensi intenzitu ze vSech zminénych, ma zase
nizsi vlnovou délku a vétsi energii, protoze dochéazi k excitaci elektronu z vyssi zakladni

hladiny a nasledné de-excitaci na niz$i hladinu, nez byla pivodni (viz obr. 7).

Rayleighiiv rozptyl nenese Zadnou analytickou informaci a je ho potieba odstranit
pfi mé&feni pomoci filtrt zateni. Odfiltrovani Rayleighova rozptylu je dilezité, protoze je tak
intenzivni, ze by poskodil detektor v pfistroji a neelasticky rozptyl by byl zastinén. Stokestv
rozptyl nastava asi jen u jednoho z 107 fotond.*! Anti-stokestv nastava je$t€ méné, protoze
se puvodni stav, kdy se molekula nachdzi v zdkladni nebo vyssi vibra¢ni hlading, tidi
Boltzmannovym rozdé€lenim, a tedy pocet molekul nachéazejicich se ve vysSim vibra¢nim

stavu je mensi a tudiz musi byt 1 mensi intenzita daného rozptylu. Pfi rota¢nich hladinéch je
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rozdil intenzit daleko mensi, protoze energeticky rozdil hladin je menSi. Podle

Boltzmannova rozdéleni tedy mtize byt ve vyssi hlading i vice molekul.*?

(a) (b) (¢) Excitovana
A hladina
..... RN "4 1 1 1 111
hladina
2
5
=1
o
Vibraéni '
stavy v Zékl.adni
Rayleighitv rozptyl Stokesiv rozptyl anti-Stokesitv rozptyl Pladina

Obrazek 7: Zndzornént (a) Rayleighova, (b) Stokesova a (c) anti-Stokesova rozptylu (prevzato z*+)

Metoda SERS funguje na zdkladn€ vyuziti nanoc¢éstic, pievazné zlata a stiibra. Lepsi
vysledky oproti zdkladni metodé¢ jsou dosazeny diky dvéma efektim. Prvni je
elektromagneticky a druhym je chemicky efekt. V této oblasti SERS se vedou debaty, ale jiz
se obecné piipousti, Zze pravé zminéné efekty jsou zodpoveédné za vynikajici zlepSeni

citlivosti detekce analytu.

2.9.1 Elektromagneticky efekt

Tento efekt je hlavnim pfispévatelem k SERS procestim. Elektromagneticky efekt je
disledkem dopadajiciho zatreni o spravné frekvenci, které excituje oblak elektronti a vybudi
tak jejich oscilaci. Elektronové pole zareni interaguje s nanocasticemi za vzniku polarizace
elektrontl a tim dochazi ke vzniku ndboje, ktery zplisobuje oscilaci povrchovych elektront.
Sila elektromagnetického efektu klesa se tfeti mocninou vzdéalenosti od povrchu. Zvlasté
silny elektromagneticky efekt je v mezerach mezi jednotlivymi nanocéasticemi kovu. Tato
oblast se nazyva ,hot spot“.** Frekvence oscilujicich elektronli se nazyvaji lokalizovana
povrchova plasmonovéd rezonance (z angl. localized surfaced plasmon resonance —

LSPR).4546
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Elektrické pole

T\ Kovova nanoéastice _

Elektronovy oblak

Obrazek 8: Lokalizovany povrchovy plasmon vznikly oscilaci delokalizovanych elektronii v diisledku viivu

vnéjsiho elektrického pole (pievzato z *7)

2.9.2 Chemicky efekt

Chemicky efekt zahrnuje formovani vazby mezi analytem a povrchem nanocastice,
diky tomu je mozné mezi nimi pfenaset naboj. Elektron se piesouva z Fermiho hladiny do
hladiny LUMO (z angl. Lowest Unoccupied Molecular Orbital) a naopak. Nasledkem tohoto
piesunu dochézi ke zvySeni polarizovatelnosti a to vede ke zvy$eni Ramanova signalu.*®
Chemicky efekt md znacné mensi dosah nez elektromagneticky, a proto i mensi faktor

zesileni.

2.10 Nanocdastice stribra a zlata v SERS

Stiibrné a zlaté nanocéstice jsou jedny znejvice vyuzivanych u SERS méfeni.
Existuje n€kolik druhti pfiprav nanocastic, mezi které patii naptiklad ptiprava se stabilizaci
pomoci citronanu sodného (citrat). Postup pfipravy spociva v rozpusténi dusi¢nanu
stiibrného ve vodé a pfivedeni k varu s naslednym pfiddnim malého mnozstvi citratu za
stalého michani a varu. Takto pfipravené nanocéstice se dale vyuzili pro méfeni iontl uranu,
které se stale Castéji a ve vétSim mnozstvi dostavaji do okoli a rychld a G¢inna detekce

pomoci SERS je dulezita napiiklad pro pracovniky v jaderném odvétvi.*8

Piikladem vyuziti zlatych nanoc¢astic v SERS muize byt detekce S. aureus a E. coli.
Detekce mikro organisml touto metodou miize vést k lepSim a rychlej$im diagnostikdm
v Iékafstvi. Nanocastice zlata byly pro tento typ méfeni pfipraveny tfemi zplisoby. Prvnim
postupem byla chemickd syntéza kdy se pouzil Skrob s kyselinou chlorozlatitou a
hydrazinem. Dal§im postupem byla syntéza pomoci mikrovinného zéfeni. Opét s vyuZzitim

kyseliny chlorozlatité, Skrobu a hydrazinu s rozdilem, ze se smés zahfivala pomoci
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mikrovinného zarfeni. Posledni byla elektrochemicka syntéza. Do roztoku kyseliny
chlorozlatité se ponotily stiibrné elektrody. Zlaté nanocastice se z katody odstranily pomoci

sonikace.*

2.11 Priklady vyuziti SERS pro detekci antibiotik

V né&kolika ¢lancich®32 védci vyuzivaji SERS pro detekci zbytkovych antibiotik,
napiiklad ve zdrojich pitné vody. Jeden z ¢lankli detekuje antibiotika pomoci Ag-TiO2 a
koloidniho stiibra. Kompozit pfipravily pomoci sol-hydrotermalni metody kdy se vyuzila
smes butoxidu titani¢itého a ethanolu se smési dusi¢nanu stfibrného, vody, ethanolu a 70%
kyseliny dusi¢né. Nasledovalo nékolik kroki zahfivani a suSeni. Podobné byl pfipraven i
Cisty oxid titaniCity. Stiibrné nanocastice pfipravily redukci dusi¢nanu stiibrného s citratem
sodnym.>® V jejich praci se podafilo detekovat antibiotika difloxacin ze vzorkl vody

(viz obr. 10).592
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Obrazek 9: SERS spektra antibiotika difloxacinu ze Songhua reky pomoci Ag-TiO>. A) riizné vzorky vody, B)

riizné koncentrace vody

V dalsi praci zamétujici se na detekci antibiotika penicilinu G (PG) ve vodég, vyuzily
magnetitové nanoCastice s koloidnim zlatem (MNP-Au).’! Na obrazku 11. lze vidét
namétené hodnoty antibiotika pomoci kompozitu s riiznou velikosti zlatych nanocéstic, tedy

37,71 a 102 nm.
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Obrézek 10: SERS spektra analytu o koncentraci 10*M. A) pevnd forma PG, B) MNP-Au(37), C) MNP-Au(71),
D) MNP-Au(102)

Dalsim piikladem vyuziti SERS ve spojeni s antibiotikem je snaha kontroly
mléénych produktd, popiipadé dalsich potravin.—>° Zaméfeni na mlééné produkty neni
nahodné, protoze dobytek dostdva znané davky antibiotika tetracyklinu, jak kvuli léceni
chorob, tak i pro nutri¢ni diivody. Antibiotikum se pak dostava i do mléénych produktt. To

mize mit za nasledek penézni ztraty pro mlékarensky primysl.

V¢Etsi problém je ale ve zdravotni strance véci, kdy nachylInéjsi jedinci mohou mit
zdravotni potiZe a naptiklad produkty z dobytku, krmenych ptidavkem tetracyklinu zvySuji
Sanci na infekci rezistentni na antibiotika.>*>* Pro méfeni antibiotika byly vyuzity stfibrné
nanocastice obalené cyklodextrinem. Nanocastice byly pfipraveny pomoci B-cyklodextrinu

s upravenym pH pomoci NaOH. Roztok se ohidl a za michani se ptidal dusi¢nan stéibrny.>*
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Obrazek 11: SERS spektra tetracyklinu zleva: roztok tetracyklinu v mléku pri riiznych koncentracich, vodny

roztok tetracyklinu pri riiznych koncentracich.
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Na obr. 12 Ize vidét namétené vysledky tetracyklinu v roztocich vody a mléka pfi
sedmi riznych koncentracich. Antibiotikum je detekovatelné podle piku 1322 respektive

cvwr

1317 cm! i pro nejnizsi koncentraci 0,01 ppm, které je niz§i nez povolné mnozstvi.>*
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3 Prakticka cast

3.1 Chemikalie

Dusi¢nan stiibrny (AgNOs, Fagron), amoniak (NHs, Sigma-Aldrich, vodny roztok,
28-30%), trihydrat chloridu zlatit¢tho (AuCl3-3H20, Sigma-Aldrich, >99,9%),
tetrahydroboritan sodny (NaBH4, Sigma-Aldrich, >98,0%), dihydrogencitran draselny
dihydrat (KCs¢H707-2H,0, Lachema n.p.Brno), hydrazin (N>Ha, Sigma-Aldrich, 64-65%),
dopamin hydrochlorid (Sigma-Aldrich), kyselina L-askorbovd (Sigma-Aldrich),
poly(dialyldimethylammonium chlorid) (Sigma-Aldrich), polyakrylova kyselina (PAA,
Sigma-Aldrich), hydroxid sodny (NaOH, Lach-Ner), kyanografen (GCN), grafen oxid (GO),
grafenova kyselina (GA), polystyrenové mikrocastice s magnetickym jadrem (Sigma-
Aldrich, velikost ¢astic 1 um =+ 1 pm), kyselina chlorovodikova (HCI, Penta, 35%)

destilovana voda

3.2 Experimentalni vybaveni

Pro experimentalni ¢ast bylo pouzito nasledujici technické vybaveni: pro méteni zeta
potencialu byl pouzit pfistroj Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK), pomoci spektrofotometru
Specord S600 byla proméiena UV-VIS absorpcni spektra (Analytic Jena AG, Némecko) kdy
se meétilo vrozsahu 350 az 800 nm, pH metr (Eutech Instruments pH 700),
elektromagnetickd michacka (Heidolph MR Hei-Mix S), transmisni elektronovy mikroskop
JEM 2010 (Jeol, Japan), Ramantv spektrometr DXR (Thermo Scientific, USA), vakuova
suSarna (Memmert), tfepacka (Heidolph Promax 1020), analytické vahy (Kern 770).

Obrazek 12: Pristroje zleva: Zetasizer Nano ZS, Specord S600, DXR Raman.>-8
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3.3 Priprava vzorki

3.3.1 Priprava anizometrickych nanocastic stfibra

Nanocastice stiibra (AgNPs) byly pfipraveny pomoci dvojstupniové redukce
amoniakélniho komplexu stiibra. Tento komplex byl pfipraven reakci dusi¢nanu sttibrného
a amoniaku. Dal§im krokem byla dvoustupniové redukce tetrahydridoboritanem sodnym a
hydrazinem. Do reakéni smési byl pfidan i dihydrogencitran draselny dihydrat (citran).

Zasobni roztoky pro pfipravu nanocastic stfibra byly pfipraveny nésledovné:

— 50 ml roztoku AgNOs o koncentraci 5-10 mol-dm
— 50 ml roztoku NH3 o koncentraci 0,1 mol-dm

— 50 ml 1% (w/w) roztoku KC¢H707 - 2H>O

— 50 ml roztoku NaBH4 o koncentraci 1-10-3 mol-dm™

— 50 ml roztoku N2H4 o koncentraci 5-102 mol-dm

Reakce probihala za stalého michani, kdy komponenty byly pipetovany do kadinky podle
potadi v tabulce €. 2. Celkovy objem reakéni smési ¢inil 25 ml a vyslednd koncentrace

sttibra v disperzi byla 108 mg/1.

Tabulka 2: Poradi a pipetované objemy reaktantii

1 2 3 4 5 6
AgNO3 NH3 KCsH;07-2H,0 H>O NaBH4 N2H4
5ml 1,25 ml 3 ml 11,645 ml 75 ul 4 ml

U takto ptipravené disperze bylo nésledné zméfeno pH a zeta potencidl. Pred
meétenim pomoci UV-VIS spektroskopu byla disperze 10x nafedéna a rozpéti vinovych
délek bylo v rozmezi 350 az 800 nm. Hodnota pH koloidniho stiibra po pfipravé byla 8,14.
Z divodu zamezeni deprotonace karboxylové kyseliny ampicilinu byla hodnota pH
upravena na 7,07; 6,08; 5,06 a 4,08 pomoci HCI. Takto pfipravené koloidni stfibro bylo

pouzito pro méteni SERS spektra ampicilinu.
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3.3.2 Priprava kompozitu na bazi grafenu s mezivrstvou polymeru

Pro méfeni SERS spekter byl pfipraven kompozit s mezivrstvou polymeru
poly(diallyldimethylammonium chlorid) (PDDA). Prvn¢ se ptipravil 0,01% zéasobni roztok
PDDA, které¢ho se odméfilo 2x25 ml do Erlenmayerovych banék. Do kazdé banky byl pfidan
1ml disperze kyanografenu (GCN) o koncentraci 15 mg-ml! a smési byly protiepavany na
trepace po dobu 80 minut. Takto pfipravené smési byly 3x centrifugovany po dobu 10
minut pii 6000 rpm a pomoci destilované vody se procistily. Grafen byl nasledn¢ smichan
s 3x25 ml pfipravenych disperzi anizometrickych ¢astic stfibra a smési byly tiepany po dobu
60 minut. Nésledovalo znovu 3x ptecisténi pomoci centrifugy. Vysledny kompozit se nechal

vysusit pii 65°C a tlaku 90 mb.

Dalsi kompozit byl pfipraven pomoci grafen oxidu (GO). Postup pfipravy byl stejny,
jako v pfipadé kyanografenu, s tim rozdilem, Ze se pouzilo 0,792 ml disperze grafen oxidu
o koncentraci 18,94 mg-ml-!. Opét nasledovalo pfeméfeni UV-VIS spekter a kompozit jsem

nasledné susil pii 50°C a tlaku 90 mb.

Prakticky stejny postup byl vyuzit i pro pifipravu kompozitu pomoci grafenové
kyseliny (GA). Pro ptipravu se vyuzilo 0,888 ml disperze grafenové kyseliny s koncentraci

16,9 mg-ml'l. SuSeni probihalo pti 65°C a tlaku 90 mb.

3.3.3 Priprava magnetického kompozitu se zlatymi nanocasticemi

Byl pfipraven kompozit s magnetickymi polystyrenovymi mikroc¢asticemi (@mPS-

AuNPs). Pro ptipravu se pouzily nésledujici zasobni roztoky:

— 50 ml hydratu chloridu zlatitého o koncentraci 5-10~ mol-dm™
— 25 ml dopaminu o koncentraci 1-102 mol-dm

— 25 ml kyseliny askorbové o koncentraci 1:10 mol-dm

Na ptipravu kompozitu se vyuzilo 0,5 ml 5% magnetickych polystyrenovych mikrocastic
(mPS), které se smichaly s 8,0 ml destilované vody. Nasledné se ptridalo 0,5 ml AuCls-3H>O
areak¢ni smés byla michana na magnetické michacce po dobu 3 minut pii 500 rpm. Nakonec
byla pfidana redukéni latka - 1 ml roztoku dopaminu, popiipadé¢ kyseliny askorbové a dalsi
3 minuty pii 500 rpm byla smés promichdvana. Nasledn¢ se proméiilo pH a vysledny
kompozit byl 3x promyt. Dale se také pofidily snimky z transmisniho elektronového

mikroskopu (TEM).
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3.3.4 Priprava magnetického kompozitu se stfribrnymi nanocasticemi

Dalsi kompozit mél totozné magnetické polystyrenové mikroc¢astice s tim rozdilem,
ze se pouzily stiibrné nanocéstice. Postup piipravy kompozitu je obdobny jako v predchozim

ptipadé a byly pouzity nésledujici zasobni roztoky:

— 50 ml AgNOs o koncentraci 5-107* mol-dm™

— 50 ml roztoku NH3 o koncentraci 0,1 mol-dm

— 25 ml roztoku NaOH o koncentraci 0,25 mol-dm
— 25 ml dopaminu o koncentraci 1-102 mol-dm

— 25 ml kyseliny askorbové o koncentraci 1:10 mol-dm

K 0,5 ml mPS se ptidalo 8,0 ml destilované vody. Poté se ptidalo 0,5 ml AgNOs a
0,125 ml roztoku amoniaku. Reakéni smés byla promichdvana na magnetické michacce po
dobu 3 minut pfi 500 rpm. Pomoci 0,2 ml NaOH se upravilo pH. Nakonec se ptidal 1 ml
roztoku kyseliny askorbové, poptipadé¢ dopaminu, jako redukéniho Cinidla. Reakéni smés
byla michana dal§i 3 minuty pfi 500 rpm. Op¢t se prométilo pH a 3x promyl kompozit.
Rovnéz byly potizeny TEM snimKky.

3.3.5 Priprava magnetického kompozitu s polyakrylovou kyselinou

DalSim pfipravenym typem kompozitu je jiz vySe zminény magneticky kompozit se
zlatymi, popiipadé stiibrnymi nanocésticemi s piidavkem polyakrylové kyseliny (PAA)
s molarni hmotnosti 15 000 g'mol'a w =35 %. K piipravé byly vyuzity nasledujici zasobni

roztoky:

— 100 ml 1% (v/v) PAA

— 25 ml AuCl3-3H>0 o koncentraci 5-10° mol-dm™

— 50 ml AgNOs o koncentraci 5-107* mol-dm™

— 50 ml roztoku NH3 o koncentraci 0,1 mol-dm-

— 25 ml dopaminu o koncentraci 1-102 mol-dm

— 25 ml kyseliny askorbové o koncentraci 1-:10 mol-dm

— 25 ml roztoku NaOH o koncentraci 0,25 mol-dm
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Do Erlenmayerovy banky jsem odmétil 50 ml pfipraveného zasobniho roztoku PAA
a pridal 2 ml disperze magnetickych polystyrenovych ¢astic. Tuto smés jsem nechal 1 hodinu
protfepavat. Po protiepani jsem smés 3x promyl. Mezi kazdym promytim byla smés
protfepavana alespon 3 minuty. Smés jsem rozd¢lil na Ctyfi stejné Casti s tim, ze dva vzorky
uréeny pro piipravu kompozitu se zlatymi nanocéasticemi jsem doplnil destilovanou vodou
na 8,5 ml a ptidal 0,5 ml roztoku AuCls-3H>0. Zbylé dva vzorky pro ptipravu kompozitu se
stiibrnymi nanocasticemi jsem doplnil destilovanou vodou na objem 8,175 ml a pfidal 0,5
ml AgNOs spolecné s 0,125 ml roztoku amoniaku. VSechny smési jsem nechal protiepavat
po dobu 30 minut. Dal§im krokem bylo pfidani redukéni latky. V ptipad€ zlatych nanoc¢éstic
jsem pfidal 1 ml dopaminu anebo kyseliny askorbové a pro stfibrné nanocastice jsem ptidal
shodn¢ 1 ml dopaminu nebo kyseliny askorbové a déle 0,2 ml NaOH. VSechny vzorky jsem

nechal michat alesponi 3 minuty pfi 500 rpm a 3x promy].

3.3.6 Priprava magnetického kompozitu s PDDA

Kvili zapornému zeta potencidlu kompoziti byla pfipravena verze s PDDA
polymerem, ktery zna¢né snizuje jejich zapornou hodnotu. Ptiprava probihala podle postupu
pro pfipravu magnetickych kompozith (viz kapitola 3.3.3 a 3.3.4). Po jejich piipravé se
kompozit nechal protiepavat spolecné¢ s roztokem 0,02% PDDA v poméru 1:1 po dobu 60

minut. Byl proméfen zeta potencial a pH.

3.3.7 Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie

Kompozity a disperze AgNPs byly pfeméteny pomoci SERS. Pro méfeni byl pouzit
laser 633 nm s vykonem 0,5 az 2 mW, pocet skenli 32 s ¢asem 1 s. Nejprve se preméfila
odezva samotného kompozitu, popiipadé disperze AgNPs. Nésledné bylo méfeno SERS
spektrum ampicilinu. K méfeni se odpipetovalo 50 pl kompozitu polystyrenovych
mikrocastic s naadsorbovanymi zlatymi nanocasticemi redukovanymi kys. askorbovou
(mPS-AuNPs) a piidalo se 50 pl ampicilinu o koncentraci 40 mg-dm. Takto pfipraveny
kompozit se nechal 30 minut inkubovat a poté se prométilo spektrum. Pro méteni AgNPs
bylo pouzito 92,6 ul pfipravenych anizometrickych nanocastic stfibra o rizné hodnoté¢ pH

(8,14; 7,07; 6,08; 5,06; 4,08). Déle se ptidalo 100 pl ampicilinu o koncentraci 100 mg-dm
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a nakonec 307,4 ul destilované vody. Kone¢na koncentrace stfibra a ampicilinu byla 20
mg-dm.

DalSim krokem bylo pfidani enzymu p-laktamazy. Ke vzorku kompozitu nebo
koloidu s ampicilinem se pfidalo 5 pl enzymu. Nasledovalo opét SERS meéteni, které se

uskutecnilo 10 minut po piidavku enzymu a pak se kazdych 10 minut opakovalo po dobu 90

minut.
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4 Vysledky a diskuze

Pro méfeni pomoci povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie byly pfipraveny
vzorky koloidniho stfibra dvoustupiiovou redukci pfi pfidavku 3 ml citranu s riznymi
vyslednymi hodnotami pH. Jako dalsi byly pfipraveny kompozity at’ uz na bazi grafenu,
pfesnéji se jednalo o kompozity s mezivrstvou PDDA s kyanografenem, grafen oxidem a

grafenovou kyselinou.

Poslednim druhem pfipravenych kompozith byly na bazi polystyrenovych
mikrocastic s magnetickym jadrem. Tento posledni kompozit byl pfipraven v nékolika
provedenich, pficemz zdkladni, z kterého se dale vychdzelo byl kompozit se zlatymi,
popiipad¢ stfibrnymi nanocasticemi redukovanych dvéma riiznymi redukénimi Cinidly.
Dalsi provedeni spoc¢ivala v modifikaci postupu pomoci PAA nebo PDDA. K modifikaci
pomoci PAA se pfistoupilo, kvili zvySeni poctu nanocCéstic na polystyrenovych
mikrocasticich. Modifikace pomoci PDDA m¢éla zase za Gi¢el snizit hodnotu zdporného zeta
potencidlu kompozitu a tim padem docilit lepsi adsorpce antibiotika do blizkosti nanocastic,
za Ucelem lepSiho zesileni Ramanova signdlu. VSechna SERS spektra byla zbavena

fluorescence.

4.1 Grafenové kompozity

Nejprve byly pfipraveny kompozity na bazi grafenu a prométeny jejich UV-VIS a
SERS spektra (viz obr. 14 a 15). Tyto kompozity se ukazaly jako nevhodné pro dalsi kroky
charakterizace pomoci méteni zeta potencialt, pH, poptipadé TEM snimkt a k naplnéni cile
diplomové prace. Jejich nevhodnost byla pfedev§im v Sirokém Ramanové spektru, které
zakryva piky B-laktamovych antibiotik, a to specificky kolem vIinoétu 1000 a 1600 cm™.
Tyto dva piky jsou charakteristické pro penicilinové antibiotika. Pik pfi hodnoté vinoctu
1000 em! piislusi vibraci vazby C-C v PB-laktamovému kruhu, ktery je pfitomny ve
zminénych antibiotikach. Pik pfi hodnoté& vlno¢tu 1600 cm™! zase odpovida vibraci fenylu.

Z téchto divodi se pteslo k ptipravé magnetickych polystyrenovych kompozita.
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Obrazek 13: Zavislost absorbance na vinové délce pro kompozity GA, GCN a GO
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Obrazek 14: SERS spektra kompozitii GA, GCN a GO

4.2 Magnetické polystyrenové kompozity

Kompozity s magnetickym jadrem se pro pouziti pfi detekci v systémech blizici se
skute¢né praxi hodi daleko vice. Je to hlavné dano jejich lehkou separaci pomoci magnetu.

V nasledujici tabulce 1ze vidét hodnoty pH a zeta potencialii ptipravenych kompoziti.
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Tabulka 3: Prehled namérenych hodnot pH a zeta potencidalu pro kompozity

po procisténi

reduk¢éni Cinidlo kompozit Zeta potenciél
H
P ¢ [mV]

mPS-AuNPs 8,38 -36,4
kyselina askorbova

mPS-AgNPs 8,08 -44,1

mPS-AuNPs 8,40 -54
dopamin

mPS-AgNPs 8,08 -39,3

Pred méfenim SERS spektra antibiotik byly pfipravené kompozity charakterizovany
pomoci TEM. Z téchto snimku se nejlépe jevi kompozit mPS-AuNPs redukovany pomoci
kys. askorbové. Diivodem je UspéSné vyredukovani ¢astic zlata na povrchu magnetické

Castice ve vetsi mife nez u ostatnich kompozitd.

Obrazek 15: TEM snimky mPS-AuNPs redukované pomoct kys. askorbové
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Obrazek 18: TEM snimky mPS-AgNPs redukované pomoci dopaminu
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V ptipadé kompozith stiibra se nepodafilo pfipravit ¢astice kompozitu s dostatecné

pokrytym povrchem nanocasticemi stiibra. Proto se piistoupilo k modifikaci pomoci PAA,

kterd se adsorbuje na povrch magnetické ¢astice a diky zdpornému naboji na karboxylu vaze

stiibrné kationty. Tato modifikace by méla zefektivnit redukci stfibra na povrchu magnetické

nanocastice. Na obr. ¢. 20-23 Ize vidét kompozity modifikované pomoci PAA, kde vSak

nelze pozorovat vyrazny nariist po¢tu nanocastic. Tabulka ¢. 4 shrnuje naméfené hodnoty

pH a zeta potenciali pro kompozity s PAA.

Tabulka 4: Prehled namérenych hodnot pH a zeta potencidlu pro kompozity s PAA.

po procisténi
redukéni . . .
Sinidlo kompozity modifikované PAA - Zeta potencial
¢ [mV]

kyselina mPS-AuNPs 7,84 54,3
askorbova mPS-AgNPs 7.86 403

mPS-AuNPs 7,55 -48,1
dopamin

mPS-AgNPs 8,06 -34,9

200 nm

Obrazek 19: TEM snimky mPS-AuNPs redukované pomoci kys. askorbové a promyté PAA
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Obrazek 21: TEM snimky mPS-AgNPs redukované pomoct kys. askorbovou a promyté PAA

Obrazek 22: TEM snimky mPS-AgNPs redukované pomoci dopaminu a promyté PAA
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Odezva v SERS spektrech samotnych kompozitl jiz byla minimalni a na zéklad¢
potizenych TEM snimkti bylo déale pracovano s kompozitem mPS-AuNPs redukovanym
pomoci kys. askorbové, protoze tento kompozit mél nejvétsi pocet naadsorbovanych
nanocastic zlata. K tomuto kompozitu byl ptidan ampicilin s dobou inkubace 30 minut pted
prvnim méfenim. Ziskana spektra lze vidét na obr. 24 kde je zdznam spektra samotného
antibiotika. Dalsi spektra jsou antibiotikum s pfidavkem enzymu. Tyto spektra byly
proméiena v 10minutovych intervalech. Spektra antibiotika od 20 minut po pfidani enzymu

se neliSila a nebyla zatazena z diivodu ptehlednosti.

1200
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1000 | 100 - /\
50 - AT 1600
800 1 4 UWM
-50 ]
& 600 + 950 1000 1050
c
et
£ 400
200
0
_200 T T T T T T T T T T T T T T
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———mPS-AuNPs-ask ——— mPS-AuNPs-ask-amp
mPS-AuNPs-ask-amp-E (10 minut) mPS-AuNPs-ask-amp-E (20 minut)
———mPS-AuNPs-ask-amp-E (90 minut)

Obrazek 23: SERS spektra samotného ampicilinu a po pridavku enzymu na mPS-AuNPs redukované kys.

askorbovou

Na zékladé namétenych spekter bylo mozné opakované pozorovat piitomnost
ampicilinu na zaklad€ pfitomnosti jeho charakteristického piku pfi hodnoté vinoctu 1000 a
1600 cm'!. Po pfidani enzymu do$lo k poklesu intenzity spektra a ke zmenSeni
charakteristickych pikil pro B-laktamové antibiotika, ale nevznikaly zadné nové. Pokles
intenzity Ramanova spektra ampicilinu pfi vino¢tu 1000 cm™ 1ze vysvétlit tim, ze enzym
rozkladdal B-laktamovy kruh. Ocekéval se vznik penicilinové kyseliny jakozto produkt

hydrolyzy ampicilinu vlivem enzymu, ale Zadny novy pik ve spektrech nebyl zaznamenan.

42



Produkty degradace antibiotika se nepodafilo detekovat. Prvni snaha o zménu tohoto
vysledku byla v podobé promyti kompozitu pomoci PDDA, ktery zménil hodnotu a

znaménko zeta potencial kompozitu.

Tabulka 5: Prehled nameérenych hodnot pH a zeta potencialu pro kompozity s PDDA

po procisténi
redukéni kompozity modifikované '
Cinidlo PDDA pH Zeta potencial
¢ [mV]

kyselina mPS-AuNPs 7,89 31,8
askorbova mPS-AgNPs 7,97 41

mPS-AuNPs 7,76 29,3
dopamin

mPS-AgNPs 7,93 38,7

V tabulce ¢. 5 lze vidét zménu zeta potencidlu. Tato Uprava nevedla ke
kladnym vysledklim, protoze i pfes to nebylo zaznamendno zadné spektrum produktu
hydrolyzy antibiotika. Dalsi ipravou bylo okyseleni kompozitu ptipadné i ampicilinu na pH
4-5 pomoci HCI, kvili zamezeni deprotonace karboxylové kyseliny na ampicilinu,
popiipad€ penicilinové kyseling, ale opét se nevyskytlo zadné spektrum produktu. Tyto

modifikace se provadély pro zlepSeni Ramanského spektra ampicilinu

4.3 Koloidni stiibro

U pripravenych disperzi koloidniho stfibra se proméftilo pH, zeta potencial a UV-VIS
spektrum (viz tabulka €. 6). Takto pfipravené disperze, se méfily pii koncentraci stibra
20 mg-dm™ a pro méfeni pomoci UV-VIS spekter byly vzorky jesté 10x zfedény do
kifemennych kyvet. Tyto spektra disperze stiibra Ize vidét na obr. €. 25. Naméfend maxima
se posouvala k niz§im vlnovym délkam se snizujicim se pH, kdy pfitomnost ¢astic riznych
tvarli naznacuje zménu velikosti ¢astic. Hodnota pH koloidniho stfibra byla upravena kvili
zamezeni deprotonace karboxylové kyseliny ampicilinu. Zména hodnoty pH méla vliv na
meéfeni Ramanovskych spekter ampicilinu, kdy nejintenzivnéjsi pik pfi hodnoté vinoctu

1000 cm! byl za pouziti koloidniho sttibra s pH 4,08.
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Tabulka 6: Namérené hodnoty pro pripravenou disperzi stiibrnych nanocastic s pridavkem 3 ml citranu

pH Zeta potencial { [mV] A [nm]
8,14 -31,5 612,5
7,07 -28,6 586
6,08 -25,7 504,5
5,06 -25,0 486,5
4,08 -22,5 420
0,25
02 -
8 0,15
s
£ S
2 01 -
0,05 -
0 T T T T T I‘k T T
350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

vinova délka [nm]

——pH4,08 ——pH5,06 pH 6,08 pH7,07 ——pHS8,14

Obrazek 24: Zavislost absorbance na vinové délce pro koloidni stribro s pridavkem 3 ml citranu o riizném pH

Pro vyzkouseni schopnosti detekce ampicilinu byla pfipravena fada o riznych

koncentracich, kdy nejvyssi byla 20 mg-dm™ a nejniz§i 1 mg-dm=. Takto pkipraveny

ampicilin byl pfidan ke koloidnimu stfibru a prome¢tila se SERS spektra (viz obr. 26).

Ampicilin byl detekovan pii vSech koncentracich na zdklad¢ pfitomnosti pikd u 1000 a

1600 cm.
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Obrazek 25: SERS spektra ampicilinu o rizné koncentraci pomoci koloidniho stiibra

4.3.1 Pridavek enzymu ke koloidnimu stiibru

K disperzi koloidniho stfibra bylo pfidano 5 pl enzymu a nésledné bylo zméteno
SERS spektrum. I kdyZz byl okamzité€ viditelny pokles hodnoty intenzity piku antibiotika pii
1000 c¢cm!, ani v tomto ptipadé nebyly detekovany produkty rozkladu antibiotika. Pro
zvraceni tohoto jevu u koloidniho stfibra byla pfipravena fada s ampicilinem o rizné
hodnoté¢ pH disperze stiibra a byla zaznamenana SERS spektra (viz obr. 27). Tato Gprava
meéla vliv pfi méfeni samotného ampicilinu, ale neodrazila se pfi méteni produktu rozkladu.
U vzorku s hodnotou pH 4,08 byla naméfena nejvyssi intenzita antibiotika, ktera je

pozorovatelnd pii 1000 cm™!. Zadné produkty rozkladu nebyly detekovany (viz obr. 28).
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Obrazek 26: SERS spektra ampicilinu o rizném pH
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Obrazek 27: SERS spektra ampicilinu o riizném pH po pridavku enzymu

Podle spekter 1ze pozorovat, Ze se povedlo zachytit a zméfit pfitomnost ampicilinu,
coz bylo n€kolikrat v pribéhu méfeni zopakovano s disperzemi stiibra o rizném pH tak i
s riznou koncentraci antibiotika. Pfitomnost a ucinek B-laktamézy lze dokézat pouze
nepiimo, zanikem charakteristickych piki antibiotika, coz bylo také opakované zméfeno.
Na zakladné& ¢lanku od Fargasové, A.>° bylo vyzkouSeno i pfidani chloridovych iontd pro
agregaci nanoéastic stiibra a jejich aktivaci. Zadny krok nemél vliv na méfeni a spektrum

produktu nebylo zaznamenéno.
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r 4
S Zaver

Cilem prace bylo detekovat B-laktamazu, tedy enzym produkovany bakteriemi, které
jsou rezistentni na B-laktamova antibiotika. Tento enzym mé za nasledek hydrolyzu (-
laktamového kruhu ve struktufe antibiotik a jeho rozpad vyust'uje ve ztratu antibakterialnich

vlastnosti antibiotik. V praci bylo zkoumano B-laktamové¢ antibiotikum ampicilin, které je

jedno z nejpouzivanéjsich antibiotik viibec.

Pro detekci bylo pfipraveno nékolik kompozith jakozto substrati pro povrchem
zesilenou Ramanovu spektroskopii. Prvni byly kompozity na bazi grafenu, tedy grafen oxid,
grafenova kyselina a kyanografen s obsahem nanocastic stiibra. Tyto kompozity se
prokézaly jako nevhodné pro dals$i méfeni a detekci kvilli své odezvé na SERS spektrech,
kdy caste¢né zakryvaly piky samotného antibiotika, a mohly by zakryvat ptipadné jiné
vznikajici piky produktd. Dal$i kompozity byly pfipraveny pomoci polystyrenovych
mikrocastic s magnetickym jadrem a zlatymi, respektive stfibrnymi nanocasticemi

redukovanymi kyselinou askorbovou nebo dopaminem.

Takto pfipravené kompozity byly modifikovany pomoci PAA pro zisk vétSiho
mnozstvi vyredukovanych nanocastic na povrchu polystyrenové mikrocéstice. Tato
modifikace neméla podle TEM snimkti velky vliv na pocet navazanych nanocastic. Pro
méfeni SERS spekter antibiotika se dale pouzival jen kompozit polystyrenovych
magnetickych mikrocastic se zlatymi nanoc¢asticemi redukovanymi kys. askorbovou. Tento
kompozit byl vybran, protoze mél nejvétsi mnozstvi vyredukovanych nanoc¢éstic na povrchu.
Po ptidavku ampicilinu ke kompozitu byly naméfeny piky v SERS spektru u 1000 a 1600
cm’l, coZ jsou piky odpovidajici pfitomnosti B-laktamového antibiotika. Nasledné pfidani
enzymu se odrazilo na sniZeni intenzity nebo zcela vymizeni téchto pikl. Tento jev je
disledkem hydrolyzy B-laktamového kruhu pomoci enzymu. Zadné spektrum produktu

rozpadu antibiotika nebylo zaznamenéno.

Byla také vyzkouSena modifikace pomoci polymeru PDDA, ktery snizoval hodnotu
zaporného zeta potencidlu kompozitu, ovS§em opét bez prokazatelnych spekter produktu.
Okyseleni kompozitu mélo za cil zamezit deprotonaci karboxylové kyseliny ampicilinu,
popiipad¢é penicilinové kyseliny a dopomoci tak produktu, aby se udrzel v blizkosti

nanocastic. Tento postup se také ukazal jako nepfilis efektivni.
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Ampicilin se detekoval i v pfitomnosti anizometrickych stiibrnych nanocastic, které
byly pfipraveny dvoustupiiovou redukci s pfidavkem 3 ml citranu. Koloidni stfibro se
podobné¢ jako kompozity prokazalo jako vhodné pouze pro méteni spekter antibiotika. Po
pfidani enzymu opét nebyly detekovany zadné jiné piky. U koloidniho stfibra se ménila
hodnota pH opét z diivodu zamezeni deprotonace. Tato zména méla vliv pouze na méfeni
ampicilinu, pfi¢emz nejintenzivngjsi pik byl u hodnoty pH 4,08. Pro pokracovani v detekci
B-laktamazy je zapotiebi se soustfedit na podminky méfeni jako je napiiklad pH, kdy se

ukdzalo, Ze pravé zména pH ma vliv na Ramanovské spektra ampicilinu.
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6 Summary

The main goal of my master’s thesis was detection of B-lactamases. These enzymes
produced by bacteria are resistant to -lactam antibiotics. Enzyme causes hydrolysis of -
lactam ring in the structure of the named antibiotics. Degradation of this ring results in a loss
of antibacterial properties. In this work the focus was on ampicillin as one of the most used

antibiotics at all.

Few composites were prepared for detection as substrates for surface enhanced
Raman spectroscopy. First of them were composites based on graphene, in particular
graphene oxid, graphene acid and cyanographene with silver nanoparticles. All these
composites proved to be not usable for further analysis and use in detection of antibiotics.
This was mainly because of broad SERS spectrum of composites alone. These peaks would
hide peaks of antibiotics and future possible products. Additional composites based on
polystyrene microparticles containing magnetic core with silver or gold nanoparticles on

surface reduced by ascorbic acid or dopamine were prepared.

Modification with PAA was used for further improvement of nanoparticles amount
on surface of microparticles. This step did not have any significant impact according to TEM
images. For measurement of SERS spectra of antibiotic was used composite of polystyrene
microparticles with adsorbed gold nanoparticles reduced by ascorbic acid. This composite
had the most adsorbed nanoparticles. With addition of ampicillin, I was able to measure
SERS peaks at around 1000 and 1600 cm™. These are characteristic peaks of B-lactam
antibiotic. The addition of enzyme resulted in diminishing of peaks intensities due to
enzymatic hydrolysis of the ring. No products spectrum of antibiotic degradation was

measured.

Modification with PDDA was used which caused to decrease negative value of zeta
potential, but without any change in SERS. Acidification of composite was supposed to
preclude deprotonation of carboxylic acid of ampicillin or penicilloic acid and keep the

product in close distance of nanoparticles. This method proved to be not very effective.

Ampicillin was detected using anisometric silver nanoparticles which were prepared
by two step reduction with addition of 3 ml of potassium citrate. Colloidal silver same as
composites were suitable only for measurement of antibiotics. Addition of enzyme did result

again in no observable peaks of product. In colloidal silver was also effort to change pH
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because of deprotonation. This effort had impact only on detection of ampicillin where the
highest intensity of antibiotic peaks was at pH 4,08. It is necessary for future work in
detection of B-lactamases to focus on measurement conditions. The focus should be put for

example on pH because the change in pH value have impact on Raman spectra of ampicillin.
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