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SEZNAM ZKRATEK

F fenylalanin

W tryptofan

Y tyrosin

H histidin

NP nanocastice

SPP povrchovy plazmonovy polariton
TIR celkovy vnitini odraz

SPR povrchové plazmonové rezonance
LSW ztratovym povrchovym vinam
RP vyzatujici plazmon

SIF sttibrné ostrovni filmy

SPCE emise povrchovych plazmont
Qs rozptylovy ¢len nanocastice

Qa absorp¢ni ¢len nanocas
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1. Uvod

Nanotechnologie je v poslednich desetiletich jednim z nejsklonovangjSich termint v
fadé védnich oborl, v medicing, technice, ve strojirenstvi, ale i u laické vetejnosti. Pojem
,nano“ je v praxi znam a vyjadfuje nasobek — jednu miliardtinu zakladni jednotky. Pojem
nanotechnologie je pak relativné novy vyraz obsahujici jevy, techniky, zafizeni nebo struktury,
jejichz rozméry odpovidaji Girovni nanometrd — jedné miliardtiny metru, tedy atomové a
molekularni trovni. Ovsem cely hmotny svét véetné nds samych je slozen z atomi a molekul,
jejichz stavy a déji se jiz dlouhodobé zabyvaji obory jako je fyzika, chemie, biochemie,
elektronika, optika, mikrosystémové inzenyrstvi a dal$i. Novy pojem ,,nanotechnologie® je
snaha napodobit postupy pfirody skladanim jedné molekuly k druhé, podobné¢ jako piiroda tim,
ze konstruuje novy objekt z jeho zakladnich slozek. Tim se odliSuje od typickych vyrobnich
procesi vyrobku z dil¢ich komponent, protoze pracuje srozméery lidskému zraku
nedostupnymi.

Nanotechnologie ¢im dal vice postupné ovliviiuje vSechny oblasti védy, ale také nas
kazdodenni Zzivot. V soucasnosti jsou nanotechnologie mladym oborem, piesto velice
inovativnim, ktery sice posouva lidstvo kuptedu, ale zaroven vyvolava i otazky.

V této bakalaiské praci jsme se snazili odpoveédét na jednu z nich.

Jednotlivé fyzikalné chemicke, optické, elektricke, katalytické, snimaci a antimikrobidlni
funkce nanocastic stibra a zlata ve srovndni s objemem kovu ptildkaly v poslednich desetiletich
zna¢nou pozornost odborné vetejnosti. Pies vSechny tyto vyhody ale existuji a pretrvavaji zvésti
o toxicité a ekotoxicité nanocastic, a to spolu s obavami o jejich uvoliovani do Zivotniho
prostiedi. Pfes nepopiratelny uzitek nanotechnologii v mnoha oborech lidské ¢innosti se védci
snazi posoudit i jejich rizika.

Aminokyseliny funguji jako stavebni bloky proteini. Musi se spojit 100 a vice
aminokyselin, aby vznikl protein. Proteiny katalyzuji pfevaznou vétSinu chemickych reakei,
které probihaji v buiice. Poskytuji buice mnoho strukturnich prvki a také pomahaji vazat bunky
do tkani. Jiné proteiny jsou zodpovédné za extracelularni a intracelularni transport zivotné
dilezitych materiali v buiikach. Aminokyseliny jsou také prekurzory pro neurotransmitery jako
serotonin, melatonin atd.

Jak jiz bylo fe¢eno vySe, nanocastice moznad mohou vykazovat toxicitu a ekotoxicitu,
proto jsme zvolili nanoc¢astice stiibra a zlata, protoze praveé tyto se zacinaji hojné vyuzivat v

mediciné. Z uvedenych informaci je jasné, Ze aminokyseliny jsou pro nds Zivotn¢ dilezité



struktury, a to je jeden z hlavnich diivod, pro¢ jsme si je vybrali pro zkoumani v této bakalarské
praci. Zabyvali jsme se pouze tiemi z dvaceti jedna aminokyselin, jsou to fenylalanin, tryptofan
a tyrosin, protoze tyto aminokyseliny jsou aromatické a vykazuji fluorescenci. (Téz jsme zkusili
provétit histidin, o némz jsme nalezli dva ¢lanky ptisuzujici mu fluorescencni vlastnosti, které
se v8ak v naSich experimentech nepotvrdili, a proto ho pouze uvadime pro Gplnost v teoretické
casti, ale ve vysledkové Casti se jim zabyvat nebudeme). Predpokladali jsme, ze fluorescence
pfislusnych vybranych aminokyselin nam pomtuZze poodhalit mozné interakce mezi nimi a
nanoc¢asticemi stiibra a zlata. Pro jednodussi méteni byly nanocastice stiibra a zlata ve formé
koloidil.

Cilem této bakalaiské prace bylo zjistit, zdali probiha interakce mezi nanocasticemi
stiibra a zlata s vybranymi aminokyselinami. Dale vysvétlit chovani téchto interakci, proc
vurcitych ptipadech dochazi ke sniZeni intenzity fluorescence, nebo naopak ke zvySeni

intenzity fluorescence.



2. Prehled problematiky

Eukaryotické a prokaryotické buiiky obsahuji fadu sloucenin, které vykazuji
fluorescenci s excitaci UV svétlem. Proteiny a peptidy, s aromatickymi aminokyselinami, jsou
pii osvétleni UV zafenim samovolné fluoreskujici. DalS§imi biomolekulami jsou naptiklad
nukleotidy, které obsahuji adeninovou bazi a druhy nikotinamidovou, a porfyriny, které jsou
také samovolné fluoreskujici, zvysuji proteinovou fluorescenci. Tyto skupiny maji spolecny rys

v tom, Ze vSechny obsahuji aromatické kruhové struktury, které absorbuji v UV oblasti.

2.1.  Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou organické slou¢eniny obsahujici funk¢ni skupiny amin (-NH,) a
karboxyl (-COOH) spolu s postrannim fetézcem (skupina R) specifickym pro kazdou
aminokyselinu. Aminokyseliny obsahujici o-aminoskupinu (ktera je v biologickych
podminkach v protonované formé -NH; *) a karboxylovou skupinu (za biologickych podminek
je v deprotonované formé -COO~). Aminokyseliny se pouzivaji jako stavebni kameny pfi
biosyntéze proteinu a tyto proteiny jsou nutné k udrzeni zivota (Fernstrom 1983, Slominski a
kol. 2002). Kli¢ovymi prvky aminokyseliny jsou uhlik (C), vodik (H), kyslik (O) a dusik (N),
v postrannich fetézcich ur¢itych aminokyselin se mohou nachazet i jiné prvky. Aminokyseliny
jsou klasifikovany podle umisténi funkénich skupin na uhlikovém fetézci jako alfa- (a-), beta-
(B-), gama- (y-) nebo delta- (6-) a to v zavislosti na vzdalenosti pfislusného uhliku od
karboxylové skupiny.

Dvacet proteinogennich aminokyselin je kédovano pfimo tripletovymi kodony v

genetickém kodu a jsou znamé jako "standardni" aminokyseliny. Dalsi dvé ("nestandardni"
nebo "non-kanonické") jsou selenocystein (pfitomny u mnoha prokaryot i vétSiny eukaryot, ale
nejsou kdédovany ptimo DNA) a pyrolysin (nachazi se pouze u nékterych archei a jedné
bakterie).
Vime, Ze ¢lovék ma ve svém organismu devét proteinogennich aminokyselin (esencidlnich),
coz znamena, ze nemohou byt lidskym télem vyrobeny z jinych sloucenin, a proto musi byt
piijimany do téla v potrave. Jiné mohou byt podminéné nezbytné pro urcity vék nebo zdravotni
stav. Esencidlni aminokyseliny se mohou mezi jednotlivymi druhy liit.

Vzhledem k jejich biologickému vyznamu jsou aminokyseliny dilezit¢ ve vyzive a
bézné se pouzivaji ve vyzivovych doplicich, hnojivech a potravinarské technologii.
Priimyslova pouziti zahrnuji vyrobu 1éki, vyrobu biologicky odbouratelnych plastt a chiralnich

katalyzatort.



2.1.1. Fenylalanin

Fenylalanin (zkracené jako Phe nebo F, kodovan kodony UUU a UUC, 'pK, =
1,83; %pK, = 9,13 pii 25 °C (pfevzato z [4])) je o-aminokyselina s vzorcem CoH1:NO2, jeho
chemicky vzorec je ukazan na obrazku 3. Muze byt povazovan za benzylovou skupinu
substituovanou misto methylové skupiny alaninu v pozici B, nebo fenylovou skupinu misto
koncového vodiku alaninu. Tato esencialni aminokyselina je Kklasifikovana jako neutrélni a
nepolarni vzhledem k inertni a hydrofobni povaze benzylového postranniho fetézce. L-isomer
se pouziva k biochemické tvorbé proteinii kodovanych DNA. Fenylalanin je prekurzor tyrosinu
a také monoaminovych neurotransmiterti: dopaminu, norepinefrinu (noradrenalinu), epinefrinu
(adrenalin) a pigmentu kiize melaninu (Roy a kol. 2015).

Fenylalanin se pfirozené¢ vyskytuje v mateifském mléce savcl, pouziva se pii vyrobé
potravin a napoji a prodava se jako vyzivovy doplnék pro své zndmé analgetické a
antidepresivni ucinky (Broadley 2010). Je ptfimym piedchidcem neuromodulatoru

fenethylaminu, béZné pouzivaného dopliku stravy.

OH

NH,

Obrazek 1: Chemicka struktura fenylalaninu.

2.1.2. Tryptofan

Tryptofan (zkracené jako Trp nebo W, kodovany kodonem UGG, *

pKq =
2,83; “pK, = 9,39 pti 25 °C (ptevzato z [4])) je a-aminokyselina, ktera hraje zasadni roli pti
biosyntéze proteint, jeho chemicky vzorec je ukazan na obrazku 1. Obsahuje a-aminoskupinu,
skupinu a-karboxylové kyseliny a indol z bo¢niho fetézce, coz z néj ¢ini nepolarni aromatickou
aminokyselinu. Je to esencialni aminokyselina, coZ znamend, Ze si ji télo neumi samo

syntetizovat, tudiZz musi byt ziskdvana ze stravy. Tryptofan je dilezitym prekurzorem

biosyntézy riznych biologicky aktivnich sloucenin jako je kyselina chinolinové a koenzymu



NAD a NADP, je také ptedchidcem neurotransmiteru serotoninu (Slominski a kol. 2002).
Tryptofan je jednou z méné obvyklych aminokyselin, které se nachazeji v proteinech, ale hraje
dilezitou strukturalni nebo funkéni roli. Naptiklad tryptofan a tyrosinové zbytky hraji zvlastni
roli pii "zakotveni" membranovych proteinit v bunééné membrané (Schaechter a kol. 1990).
Kromé toho funguje tryptofan jako biochemicky prekurzor pro dalsi slouceniny: niacin, také
znamy jako vitamin B; a auxiny (tfida fytohormonti) (Fernstrom 1983). Porucha fruktosové
absorpce souvisi s nespravnou absorpci tryptofanu ve stieve, tim se snizi hladina tryptofanu v
krvi a dochazi k nasledné depresi v organismu (Ledochowski 1998).

Tryptofan diky své vlastni fluorescenci je dulezitou vniténi fluorescenéni sondou,
ktera mtze byt pouzita k odhadu povahy mikroprosttedi kolem tryptofanového zbytku. VétSina
vnitinich fluorescencnich emisi skladaného proteinu je zplsobena prave excitaci

tryptofanovych zbytki.
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Obrazek 2: Chemicka struktura tryptofanu.

2.1.3. Tyrosin

Tyrosin (zkracené jako Tyr nebo Y, kédovin kodony UAC a UAU, 'pK, =
2,20; *pK, = 9,11; 3pK, = 10,07 pii 25 °C (pievzato z [4])) nebo 4-hydroxyfenylalanin je
jednou ze 20 standardnich aminokyselin, které pouzivaji bunky k syntéze proteind, jeho
chemicky vzorec je ukazan na obrazku 2. Jedna se o neesencialni aminokyselinu s polarni bo¢ni
skupinou. Tyrosin je obecné klasifikovan jako hydrofobni aminokyselina, pfi¢emz je vice
hydrofilni nez fenylalanin.

Tyrosin je proteinogenni aminokyselina, kterd ve své struktufe obsahuje fenol. Objevuje
se v proteinech, které jsou soucasti procesti signalni transdukce. Funguje jako piijemce
fosfatovych skupin, které jsou pienaSeny prostfednictvim proteinkinaz. Fosforylace
hydroxylové skupiny tak mize zménit aktivitu cilového proteinu, nebo muize tvofit Cast

signaliza¢ni kaskady prostfednictvim vazani SH2 domény.



Tyrosin je prekurzor neurotransmiteri a zvySuje hladiny plazmatickych
neurotransmiterd (zejména dopamin a norepinefrin) (Rasmussen a kol. 1983). Ty maji nepatrny
vliv na naladu u normalnich subjektl, zatimco u lidi vystavenych stresovym podminkam jsou
ucinky na naladu nezanedbatelné (Leathwood a kol. 1982). Zda se, Ze tyrosin nema za
normalnich okolnosti Zadny vyznamny vliv na kognitivni nebo fyzickou vykonnost, ale

napomaha udrzet pracovni pamét’ (Thomas a kol. 1999).

OH

NH,
HO

Obrazek 3: Chemicka struktura tyrosinu.

2.1.4. Histidin

Histidin (zkracené jako His nebo H, kédovany kodony CAU a CAC, 'pK, =
1,82; *pK, =9,17; *pK, = 6,00 pti 0 °C (pfevzato z [4])) je a-aminokyselina, ktera se
pouziva pii biosyntéze proteint, jeho chemicky vzorec je ukazan na obrazku 4. Histidin ma
imidazolovy postranni fetézec, ktery je ¢astecné protonovan pii pH <6; pK, = 5,97. Plivodné
byl histidin povaZovan za nezbytny pouze pro kojence, dlouhodobéjsi studie vSak prokazaly,
ze je také dulezité pro dospélé (Kopple a kol. 1975). Histidin je nezbytny pro rdst a opravu
tkané stejné jako pro kontrolu pfenosu kovovych elementll v biologickych bazich (Nan a kol.
1999).

Histidin je také prekurzorovda aminokyselina pro histamin, ktera je dualezitym
neurotransmiterem podilejicim se na bunééném rlstu, diferenciaci, regulaci syntézy
nukleovych kyselin, bilkovin a stabilizaci lipida (Su a kol. 2000, Paproski a kol. 2002, Zhang
a kol. 2004b, Zeng a kol. 2009). Nedavné studie ukazaly, ze pti nedostatku histidinu v plazmé
muze dochazet k poruSeni vyzivového stavu u pacientll s chronickym onemocnénim ledvin

(Watanabe a kol. 2008). Acylovy radikal je histidyl.



/ OH
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HN NH,
Obrazek 4: Chemicka struktura histidinu.

2.2. Fluorescencni vlastnosti nékterych aminokyselin

Mezi riznymi metodami, které se aplikuji pro detekci aminokyselin, jsou hojné
vyuzivany absorpéni a fluorescenéni spektroskopické techniky. Vyhody téchto
spektroskopickych technik jsou predevsim v jejich jednoduchosti, nizké cené, vysoke citlivosti
(to plati pfedevsim o fluorescenci), rychlé dobé odezvy, snadné ptipravé vzorku, neinvazivni a
nedestruktivni povaze, analyze v redlném case a riiznych zpasobech vystupniho signalu (Wang
a kol. 2015).

Ttiaminokyselinové zbytky, které primarné zodpovidaji za vlastni fluorescenci proteint
jsou tryptofan, tyrosin a fenylalanin (obrazek 1,2,3). Tyto zbytky maji odliSné absorpcni a
emisni vinové délky a lisi se i v kvantovych vytézcich (tabulka 1). Tryptofan vykazuje mnohem
vysSi fluorescenci nez tyrosin nebo fenylalanin. AvSak nutno podotknout, Ze fluorescencni
vlastnosti tryptofanu jsou siln¢ zavislé na rozpoustédle. Kdyz se polarita rozpoustédla snizuje,
ve spektru se maximum posune ke krat§im vinovym délkam, a zvysi se jeho intenzita. Z tohoto
ditvodu vykazuji tryptofanové zbytky, které pochazeji z hydrofobnich domén slozenych
proteinti, spektralni posun 10 az 20 nm. Tento jev byl vyuzit ke studiu denaturace proteina
(Lakowicz 1999).

Tyrosin miize byt excitovan pti vinovych délkach podobnych tryptofanu, ale emituje
zieteln€ odliSnou vinovou délku. Zatimco tyrosin je méné fluorescencni nez tryptofan (tzn. ma
niz$i kvantovy vytézek), mize poskytnout vyznamnou ¢ast signalu, protoze je ¢asto pritomen
v mnoha proteinech, a to ve vétsim mnozstvi, nez je tryptofan. Bylo zjisténo, Ze tyrosinova
fluorescence je potlacena piitomnosti blizkych tryptofanovych skupin, a to vlivem pfenosu
energie rezonanci. Stejné tak dochazi k potlaeni fluorescence tyrosinu ionizaci jeho

aromaticke hydroxylove skupiny (Lakowicz 1999).



Fenylalanin je velmi slabé fluorescenéni a miize byt pozorovan pouze v nepfitomnosti
jak tryptofanu, tak tyrosinu. Vzhledem k vétsi absorpci a vyS$imu kvantovému vytézku
tryptofanu a téz diky ptenosu energie rezonanci, fluorescencni spektrum proteinu obsahujiciho
vSechny tfi aminokyseliny se obvykle podob4a emisnimu spektru samotného tryptofanu
(Lakowicz 1999).

Tabulka 1: Fluorescencni charakteristiky aromatickych aminokyselin. (Prevzato z [1])

Absorpce Fluorescence
Absorpéni
_ . Vinova délka o Vinova délka Kvantovy
Aminokyseliny molarni koef.
[nm] [nm] vytézek
[M~t.cm™!]
Tryptophan 280 5,600 348 0,20
Tyrosine 274 1,400 303 0,14
Phenylalanine 257 200 282 0,04

Pii méfeni peptidi je dilezité mit na paméti, Ze mistni prostfedi aromatickych
aminokyselin muze mit vliv na jejich spektrum. Tryptofan, nejvyznamnégj$i fluorescencni
emitor, bude mit emisni pik pfi nizSich vlnovych délkach, pokud je ,ukotven® uvnitt
hydrofobnich vnitinich oblasti proteinu (Lakowicz 1992). Tyrosinové skupiny Casto prenaseji
svou energii na sousedni tryptofanové aminokyseliny, navic ionizovany tyrosinat také vykazuje
vlnové délky podobné tryptofanu, coz naznacuje, Ze pro mnoho proteint jsou dobrym vychozim
bodem pro volbu excitacni a emisni vinové délky hodnoty zndmé pro tryptofan (Lakowicz
1999).

2.3. Fluorescenéni zhaSeni

Fluorescencni zhaSeni oznacuje jakykoli proces, ktery sniZuje intenzitu fluorescence
vzorku. Fluorescenéni zhaseni muze byt dynamické — kvili koliznim setkdnim mezi
fluoroforem a zhaSedlem, nebo statické — kvtili vytvofeni komplexu zdkladniho stavu mezi
fluoroforem a zhasedlem.

Statické a dynamické zhéseni lze diferencovat na zaklad¢ studii o interakei s variaci
teploty a viskozity nebo dobu Zivota excitované¢ho stavu. Vyssi teploty budou mit za nasledek
rychlejsi difuzi a tim 1 vétsi mnozstvi kolizniho zhaseni, které je diisledkem disociace slabé
vazanych komplexi. Mozny mechanismus zhaseni mize byt reprezentovan Stern—\Volmerovou

rovnici.

D =14 K,1o[Q] = 1+ Ky [Q], (11)



kde F, a F oznacuji intenzitu fluorescence v nepiitomnosti a pfitomnosti zhasece. K, je
konstanta bimolekularni rychlosti zhaseni; 7, je primérna doba Zivota excitované¢ho stavu
molekuly bez zhasedla, ktera je asi 108 s. K, je Stern-Volmerova konstanta ochlazovani; [Q]
je koncentrace zhaSece. Hodnoty Kj,, klesaji se stoupajici teplotou pro statické zhaSeni a pro
dynamické zhaseni bude pozorovan opacny efekt. V ptipadé dynamického zhéaseni je znamo,
ze maximalni rozptyl zhaseci kolizni konstanty pro riizné zhaSecCe, které maji biomolekulu je
piiblizné 1 x 10° L/mol/s. Bylo zji§téno, Ze experimentalni dynamicka zhaSeci konstanta se

snizuje postupné s narustem teploty (Roy 2017).

2.4. Fluorescenéni techniky

Fluorescenc¢ni techniky byly vzdy povazovany jako pomérné citlivé a spolehlivé, a to
zejména pii jejich aplikaci ve studii a pochopeni chemickych a biologickych reakci. Udaje
ziskané fluorescenénimi technikami byly shledany spolehlivymi pfi ziskavani nejen vazebnych
konstant mezi molekulami, ale také pti stanoveni rychlosti tvorby takové vazby a vysledného
mechanismu. To je zvlasté dilezité pti vazbé biologickych molekul na enzymy, pro katalyzu,
v bioaktivitach (lwunze 2007).

V nedavné dob¢ se objevily i1 studie zalozené na interakci nanocéstic s biomolekulami (napf.
aminokyselinami) studované prostfednictvim fluorescenéniho zhaseni naptiklad v
publikaci (Roy a kol. 2015). Ne vzdy se vSak jevi byt provedeni téchto experimenti a
interpretace vysledki zcela korektni. Proto byly provedeny ovétovaci experimenty pro systémy
vybranych aminokyselin a nanocastic stfibra a zlata coby zhaseci s vyuzitim fluorescencni

spektroskopie.

2.5. Nanocastice

Nanomaterialy a nanotechnologie jsou v poslednich desetiletich velmi zkoumané a
mnohdy aplikované v riznych védnich a technickych oborech. Nanocastice jsou unikatni svymi
jedine¢nymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. V posledni dobé jsou také rozsahle studovany
kovové nanocastice. Znacnou pozornost pfitahuji napiiklad nanocéstice zlata a stiibra. Syntéza
nanoCastic zlata a stfibra muze byt dosazena raznymi metodami: chemicky (homogenni
nukleace), fyzikaln¢ (laserova ablace) a ,,zelenou* syntézou, tzn. za vyuziti organismi a bio-
sloudenin (Siskova 2013). Nanoéastice zlata a stifbra lze usp&$né aplikovat v oblasti
biologického znaceni, senzord, distribuce 1€ki, polariza¢nich filtrti, elektrickych baterii, barviv

a zdravotnich véd ve form¢ antimikrobialnich a protirakovinnych latek (Roy a kol. 2015).



Ackoli nanocastice stiibra a zlata mohou vykazovat cytotoxicitu a mohou zapficinit
oxidaéni stres, trh s nanocasticemi stiibra a zlata se rychle rozsiiuje, a to pfedevsim na zakladé
poptavky po spotiebnich vyrobcich, které pouzivime v kaZzdodennim Zzivoté. BohuZel,
spotiebitelé stale ptili§ nevédi o vlivu nanocastic stiibra a zlata na zivotni prostiedi a na jejich
zdravi (Roy 2017).

V I€katskych aplikacich jsou nanocéstice vyuzivany naptiklad jako transportni médium
pro ptenos ¢kt (liposomy, fullereny). Nanocastice stfibra se pouzivaji pro impregnaci Siciho
materialu, protoze maji antimikrobidlni efekt, pravdépodobné bez rezistenéni odezvy.
Nanocastice zlata jsou vyuzivany jako kontrastni latky pro zobrazovaci metody
(radiodiagnostika, NMR). U zobrazovacich metod jsou nanocastice zlata pacientovi zpravidla
vpraveny intravendzné do krevniho fecisté, diky nim mizeme charakterizovat perfize a funkce
biologickych bariér (Mustansar a kol. 2016). Pti cirkulaci krvi mize dochazet k interakci mezi

nanocasticemi zlata a plazmatickymi bilkovinami, které nemusi byt tolerovany organismem.

2.5.1. Rozhrani kov-dielektrikum a povrchoveé plazmony

Optické vlastnosti kovovych povrchil jsou komplexni a v této bakalaiské praci nemohou
byt zcela popsany. Misto toho budeme tyto vlastnosti popisovat zpisobem, ktery umozni
intuitivni pochopeni povrchovych plazmonii. Termin plazmon nebo povrchovy plazmon je
pouzivan k popisu kolektivni oscilace skupiny elektronti v kovu (Vossen a kol. 1977). Plazmon
oznacuje, ze elektrony mohou volné migrovat v kovu zpisobem, ktery je podobny u iontl v
plynném plazmonu. Termin povrchovy plazmonovy polariton (SPP) byl navrzen tak, aby
popisoval opticky indukované elektronové oscilace. Termin povrchovy plazmon je nyni bézné
pouzivan se stejnym vyznamem. Pfi optické excitaci je frekvence kmitani elektronti stejna jako
frekvence dopadajiciho svétla.

Povrchové plazmony se mohou vyskytovat na rovnych kovovych povrsich nebo v
kovovych ¢asticich. Schéma 1 znazoriiuje povrchové plazmony na plochém kovovém povrchu,
Ize je vytvotit osvétlenim kovového povrchu p-polarizovanym svétlem. Povrchové plazmony
jsou vsak indukovany dopadajicim svétlem pouze za specialnich optickych podminek (nize).
KdyzZ jsou osvétleny stiibrné povrchy nebo zrcadla, plazmony se nevytvafeji, a proto tyto
povrchy spiSe odrazeji, nez aby zobrazovaly absorpci plazmonu. Pro vytvoreni povrchovych
plazmond se musi osvétlit tenky kovovy film skrz sklenény hranol nebo néjaky vyssi

dielektricky material.
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Schéma 1: Schéma povrchovych plazmatii na kovovém povrchu.

Povrchové plazmony se také vytvareji pifimym osvétlenim kovovych koloidl (Schéma
2), coz ma za nasledek rychlou oscilaci prostorové vazanych elektroni (Link a kol. 2000).
Kovové koloidy (tj. roztoky kovovych nanocastic) vykazuji zafivé barvy diky kombinaci
absorpce a rozptylu (Kerker 1985). V koloidech, na rozdil od planarnich kovovych povrchu,
nejsou nutné zadné zvlastni podminky pro pozorovani povrchové plazmonové absorpce.
Termin ,,absorpce je Casto pouzivan k popisu koloidl, ale spravnéjsi je termin extinkce,

protoze k barvam koloidl pfispivaji jak absorpce, tak rozptyl.

E
Svétlo
l =8

Schéma 2: Povrchove plazmonove oscilace v kovovych nanocasticich.

(Lakowicz 2005) Pii diskusi o interakcich mezi fluoroforem a kovem se pouzivaji
terminy zéteni z dalkového nebo vzdaleného pole k oznaeni viny $ifici se v prostoru od jejiho

zdroje. Pro oznaceni pole kolem oscilujicitho dipdlu ve vzdalenosti blizici se vinové délce
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pouzivame termin mez blizkého pole. KdyZz diskutujeme o excitovanych fluoroforech,
predpokladame, ze blizké pole je pfitomné, zatimco molekula je v excitovaném stavu. Kdyz
molekula uvolni foton a vrati se do zakladniho stavu, poté mizeme fict, Ze existuje vina
vzdaleného pole (Lakowicz 2005).

Interakce fluorofort s kovy mize byt modelovéna jako interakce oscilaéniho dipdlu s
vodivym kovovym povrchem. Uplny popis této teorie je velice slozity s dileZitymi vysledky z
komplexnich rovnic. Pro tyto interakce také neexistuje jedina teorie, ale spiSe existuje cela fada
teorii od nejjednodussich klasickych reflexnich modelii az po kvantové mechanické popisy.
Daéle existuje ne€kolik teoretickych modelt, které 1ze pouzit k popisu povrchovych vlastnosti
kovii. V tuto chvili si jednoduSe povSimneme, ze fluorofory vyzatuji energii jako oscilujici
dipoly. Stejné jako v ptipad¢ jakéhokoliv vyzatujiciho dip6lu mohou existovat interakce v
blizkém poli nebo mlize dochazet k zareni na vzdaleném poli. Dale budou ptiblizeny alespon
zakladni rovnice s popisem pojmu (Lakowicz 2005).

Ve spektroskopii biochemickych systémil je zvykem uvazovat molekularni interakce
fluorofori s jejich prostiedim, naptiklad G€inky polarity na emisni maxima nebo molekularni
kontakt mezi fluoroforem a zhasedly. Pro popis molekularni fluorescence biochemickych
vzorkil se obvykle nespoléhd na fyzikalni a Maxwellovy rovnice, coZ je pochopitelné, protoze
slozitost a specifi¢nost molekularnich interakci je obtizné vysvétlit pomoci Maxwellovych
rovnic. V literatufe se uvadi, ze interakce fluoroford s kovovymi povrchy a ¢asticemi lze presné
popsat klasickou elektrodynamikou. Toto tvrzeni fyzika nepfekvapi, ale miiZze byt méné ziejmé
praktiktim, ktefi pouzivaji fluorescen¢ni spektroskopie. Elektrodynamika mize byt pouzita k
popisu fluorofort v blizkosti kovii, protoZe je uvazovana pouze interakce v prostoru. Specifické
chemické interakce a interakce pfenosu elektroni mohou nastat, kdyz jsou fluorofory velmi

blizko nebo v pfimém kontaktu s kovovym povrchem (Lakowicz 2005).

Pro porozuméni vyzatujicich plazmond, se nejdiive musi porozumét ptizpisobeni
vlnového vektoru na rozhrani. To vyZzaduje matematicky popis elektromagnetickych vin jak v
dielektrickém vzorku, tak v kovu. Svétlo Sifici se v prostoru lze popsat jako oscilacni vinu.

Elektrické pole elektromagnetické viny §ifici se ve sméru z mize byt popsano jako

E(z,t) = Eycos(k,z — wt + &), (@8]
kde k, je vinovy vektor, w je kruhova frekvence (2m nasobek frekvence v Hertz), t je

Cas a & je konstanta popisujici fazi svétla vt = 0 a z = 0. VInovy vektor se vztahuje k vinové

. 2 .. . 1 i o
délce k, = ,1_”; kde A, oznacuje vinovou délku v médiu, kde se §ifi svétlo, které ma index lomu
1
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n,. Ve vakuu je index lomu n, = 1,0 a vinova délka je dana hodnotou 4,. V médiu 1 s indexem
lomu n, je vinova délka dana hodnotou 4, = % Kdyz se elektromagneticka vina pohybuje z
1

vakua na médium s vyssi dielektrickou konstantou n;; vinova délka klesd z 1, na 4,, ale
frekvence zlistava stejna. V molekularni fluorescenci je obvykle vlnova délka oznacovana jako
jedna hodnota, kdyZz se svétlo pohybuje ze vzduchu do vzorku. Ve skutecnosti je to svételna
frekvence, ktera zistava konstantni a vinova délka se méni s indexem lomu (Lakowicz 2005).

Je uzite¢né mit intuitivni chapani vinovych vektort. Vlnovy vektor k, Ize chapat jako

rychlost zmény elektrického pole se vzdalenosti podél osy z. VIna prochazi jednou kompletni

o, . y 2 . L , 2 .-
oscilaci, kdyz je zména na ose z = k—n Ve vakuu je vlnové ¢islo déno k, = A—n V meédiu 1 s
z 0

. , . 2 2
indexem lomu n, vinovy vektor je k;, = A—” = n; =
1 0

= n, k,. Elektrické pole pro kratsi vinové

délky osciluje rychleji se vzdalenosti, takze vinovy vektor je vétsi. Pouzitim ¢ = AZO—:, kde c je
rychlost svétla ve vakuu, je snadné ukazat, ze vinovy vektor ve vakuu pro libovolnou frekvenci
je dan k, = % (Lakowicz 2005).

(Lakowicz 2005) Kdyz se popisuje chovani elektromagnetickych vin na rozhrani,
vyrazy jako je rov. (1) se ndsledné stavaji komplexnimi. Z tohoto diivodu formalizmy pouzivaji
komplexni zapis podle Eulerovy rovnice

et = cos @ + isin9, (2)
kde i = v/—1. Pouziti tohoto zapisu se z rov. (1) stava
E(z,t) = Eyelitkzz-wt+d)], 3)
Rozumi se, Ze fyzikdlni veliCiny popisujici elektrické pole jsou dany redlnou casti rov. (3).
Méné Casto se uvadi, Ze komplexni termin v rov. (3) popisuje faktory, které tlumi svazek podél
jeho dopadové drahy, vcetné absorpce svétla a celkového vnitiniho odrazu (TIR), coz ma za
nasledek exponencialné se rozpadajici pole (Lakowicz 2005).
Pii popisu svétla na rozhrani je vhodné paprsku umoznit §ifit se v libovolném sméru.
Proto je osa z nahrazena libovolnym smérem 7 tak
E@,t) = mEyelikT-o0], @)
kde m je jednotkovy vektor podél sméru elektrického pole a
E, = Eye®®, (5)
kde E, obsahuje fazovy posun, ktery miZe nastat na rozhrani.
Je nutno ptipomenout, jak je utlum svétla popsan pomoci exponencialniho zapisu a

vinovych vektort. Pokud médium absorbuje svétlo, rov. (4) Ize stale pouzivat s vyjimkou toho,
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ze se vlnovy vektor stdva komplexnim ¢islem. Pro vinu pohybujici se podél osy z rov. (4) se

stava
E(z,t) = Eyelilkzz-0t)] (6)
kde je ¢islo komplexni viny dano
k, =k, + ix. (7
Proto rov. (6) Ize psat jako
E(z,t) = Eje(-12elitkzz-0t)] (8)

Prvni exponencialni termin popisuje Utlum pole, kdyz vina prochazi absorbujicim mediem.
Druhy termin popisuje rychlost oscilace podél osy z. Intenzita svétla je umérna Ctverci
elektrického pole, takze intenzita klesa s e 2% Absorpéni koeficient je dan vztahem a = 2k
(Lakowicz 2005).

Tyto dobfe znamé rovnice pro oscilaéni vlnu umoZiuji objasnit vyznam vlnového
vektoru (k nebo k), také nazyvany konstantou §ifeni viny. Vétsina popisii odrazu a lomu svétla
predpoklada, ze hybnost viny je zachovdna na rozhrani. Moment hybnosti fotonu je tmérny
frekvenci. Zékony odrazu a lomu jsou odvozeny pomoci zachovani hybnosti, coZ je
ekvivalentni s vinovym vektorem, ktery odpovida rozhrani. Ptizpiisobeni vinového vektoru
vyzaduje, aby elektrické pole bylo spojité ptes rozhrani. Viny, které se nemohou $itit v médiu
jsou Casto popisovany jako imaginarni nebo evanescentni. Dosazeni shody vlnového vektoru
kov—dielektrikum, ktery je na rozhrani vzorku uréuje schopnost kovu absorbovat nebo
plazmonu vyzafovat. Dosazeni shody vinového vektoru na rozhrani kov—dielektrikum je
stfedné slozité, ale lze ho pochopit nejprve zkoumanim rozhrani dvou dielektrik (Lakowicz
2005).

2.5.2. Optické a elektronické vlastnosti nanocastic zlata a stiibra

Interakce nanocéstic zlata a stfibra se svétlem je siln€ diktovana jejich prostiedim,
velikosti, tvarem a povrchovou modifikaci (tj. pfitomnosti slouenin na povrchu nanocastic).
Oscila¢ni elektrickd pole svételného paprsku Sificiho se v blizkosti koloidni nanocastice
interaguji s volnymi elektrony, zpisobuji spole¢né oscilace elektronového naboje, které jsou v
souladu s frekvenci dopadajiciho svétla (Mustansar a kol. 2016). Na tento jev v roce 1908
poprvé poukazal Gustav Mie v Annalen der Physik. Tyto rezonanéni oscilace jsou znamé jako

povrchové plazmonové rezonance (SPR)—obrazek 5 vlevo.
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Obrézek 5: Vlevo — povrchové plazmonova rezonance (SPR), kde volné elektrony v kovové
nanocastici jsou pohanény do kmitani diky silné vazbé se specifickou vinovou délkou
dopadajiciho svétla. Vpravo — mikroskopicky snimek v temnostnim poli ukazujici nanocdstice
stribra o velikosti 60 nm. (Prevzato z [2])

Povrchové plazmonové rezonanci pro kulovité kovové nanocastice o velikosti mnohem

mensi, nez je vinova délka svétla, dominuje dipolarni rezim s polarizovatelnosti a:

a= BSOV(S_E’”), )

e+2em
kde V je objem castice, g, je permitivita vakua, e(w) = ¢, (w) + ig;(w) je komplexni
frekvencné zavisla dielektricka funkce kovu a &, je dielektricka konstanta okolniho média. K
silné rezonanci dochazi zhruba na elektromagnetické frekvenci w kde ¢, = —2¢,,, tedy na
frekvenci, kde se stanovuje povrchova plazmonova rezonance (SPR) (Kreibig a kol. 1995).

U zlatych a stfibrnych nanocastic je podminka rezonance splnéna na viditelnych
frekvencich, coz z nich ¢ini plazmonické kovy vhodné pro optické aplikace (Kreibig a kol.
1995). Velka optickd polarizace spojend s SPR vede k obrovskému lokalnimu zesileni
elektrického pole na povrchu nanocastic, stejné jako siln€ se zvySujici absorpce a rozptyl svétla
nanocasticemi na frekvenci SPR (Kreibig a kol. 1995).

U malych (10-30 nm) kulovitych nanocastic zlata zptisobuje povrchovy plazmonovy
rezonancni ucinek absorpci svétla v modrozelené ¢asti spektra (~ 500 nm), zatimco Cervené
svétlo (~ 700 nm) se odrazi, coz vede k bohaté Cervené barvé disperzi nanocastic zlata. Pro
malé kulovité nanocastice stiibra (do 50 nm), které se nachazeji ve vodném prostiedi, je
maximum rezonance povrchoveho plazmonu v oblasti okolo 400 nm (Mustansar a kol. 2016).
Kdyz se velikost ¢astic zvySuje, vinova délka absorpce souvisejici s povrchovou plazmonovou
rezonanci (SPR) se posune na del§i, dervendjsi vinové délky. Cervené svétlo se pak absorbuje

rrrrr

6 pro ptipad Au nanocastic).
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Vzhledem k tomu, ze velikost ¢astic lze dale zvySovat pies mikro€astice smérem k
objemovému limitu, povrchové plazmonové rezonan¢ni vinové délky se pohybuji az do
infracervené ¢asti spektra, kde se odrazi vétsina viditelnych vinovych délek. Dochazi k disperzi
nanocastic, které potom maji Sedou nebo prisvitnou barvu a v koloidu Ize pozorovat jejich
kousky neboli mikrocastice.

Povrchova plazmonovéd rezonance miize byt naladéna bud’ zménou velikosti nebo
tvarem nanocastic, coz vede k ¢asticim, které maji ptizptisobené optické vlastnosti vhodné pro

zvolene aplikace (Mustansar a kol. 2016).
L L LYl
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Obrazek 6: Barvy rizné velkych monodispergovanych nanocastic zlata. (Prevzato z [3])

Kdyz se do roztoku nanocastic pridava iontova sloucenina (napt. stl, NaCl), nebo
adsorbat (sloucenina adsorbujici se na povrch nanocéstic) o urcité koncentraci, je vidét posun
rezonanc¢ni vinové délky povrchového plazmonu vlivem agregace nanocastic zlata nebo stiibra.
Povrchovy naboj nanocastic uslechtilych kovli putujici s nanoéasticemi roztokem, zvany zeta
potencial, se pfi ptidavku adsorbujiciho se iontu ¢i slouceniny méni a stava se neutralnim, coz
vede k agregaci nanocastic. V duasledku toho jevu se barva roztoku zméni napt. z Cervené na
modrou. Aby se minimalizovala agregace, 1ze nanocastice uslechtilych kovi pokryt polymery,
malymi molekulami anebo molekulami biologického rozpoznavani, a tim modifikovat jejich
povrch ve smyslu vyssi sterické ¢i elektro—sterické stabilizace. Tato povrchovd modifikace
umoziuje pouziti nanoc¢astic uslechtilych kovli v chemickych, biologickych, technickych a

I¢katskych aplikacich (Mustansar a kol. 2016).

2.5.3. Vyuziti optickych vlastnosti nanocastic uslechtilych kovi

Nanocastice uslechtilych kovii, zejména pak stiibra, jsou mimotradné ucinné pti absorpci
a rozptylu svétla. Na rozdil od mnoha barviv a pigmentd maji barvu, kterd zavisi pouze (pokud
eliminujeme agregaci vlivem nedostate¢né chranéné¢ho povrchu nanocastic) na jejich velikosti
a tvaru v daném prostiedi. Jak uz bylo feceno, silna interakce nanocastic uslechtilych kovi se

svétlem nastava, jestlize vodivé elektrony na povrchu kovii kolektivné osciluji, kdyz jsou

16



excitovany svétlem pfti specifickych vinovych délkach (obrazek 5, vlevo). Tato SPR oscilace
ma pro nanocastice u$lechtilych kovi za nasledek neobvykle silné rozptylové a absorpéni
vlastnosti. Ve skute¢nosti mohou mit tyto nanocastice efektivni extinkéni (tzn. rozptylové a
absorpcni) prufezy az desetkrat vétSi nez je jejich fyzicky prafez. Podle Mieho teorie pro
kovovou nanosféru s velikosti ¢astic 2R, které jsou mnohem mensi, nez je vinova délka svétla
A (kvazistaticka a dipolova mez), je prufez extinkce nanoc¢astic dan vztahem (Liz-Marzan
2004):

c = 24m2R3e] &
ext A (er+2em)2+e?

(10)

Ze vztahu vyplyva, Ze optickd extinkce mé maximalni pasmo pfi rezonan¢ni podmince
piiblizn¢ dané &, = —2¢,, za predpokladu, ze imaginarni cast dielektrické konstanty je mala
nebo slabé zavisla na frekvenci (Link a kol. 2003).

Zasluhou této vlastnosti jsou mimo jiné nanocastice uslechtilych kovili s rozméry pod
100 nanometrit snadno vizualizovatelné konvenénim mikroskopem (Jain a kol. 2007).
Napiiklad kdyZ jsou stfibrné nanocastice s velikosti 60 nm zkoumany pod mikroskopem pfi
zobrazeni v temném poli (obrazek 5, vpravo) a jsou osvétlovany bilym svétlem, objevuji se
jako jasné modré bodové zdroje rozptylu. Jasné modra barva je zplisobena signalem SPR, ktery
dosahuje vrcholu vinové délky okolo 450 nm. Jedinecnou vlastnosti sférickych nanocastic
stfibra je, Ze tento pik vinové délky SPR mize byt naladén od 400 nm (fialové svétlo) do 530
nm (zelené svétlo), a to zménou velikosti ¢astic a mistniho indexu lomu v blizkosti povrchu
Castic. Vétsi posuny piku do infradervené oblasti elektromagnetického spektra o vinové délce
SPR, 1ze dosdhnout vytvofenim nanocastic stiibra, které maji tvary tyCinek nebo desticek

(Karthikeyan a kol. 2017).

2.5.4. Interakce mezi nanocasticemi uslechtilych kovi s fluorofory

Povrchy a kovové nanocastice vykazuji rozmanit¢ a komplexni optické vlastnosti.
Piikladem jsou intenzivni barvy koloidnich roztokii nanocéstic uslechtilych kovi, dale
absorpce povrchové plazmonové rezonance tenkymi kovovymi filmy a také zhasSeni
excitovanych fluorofort v blizkosti kovovych povrchti. V posledni dobé se interakce fluorofort
s kovovymi Casticemi a povrchy pouZivaji ke zvySeni intenzity fluorescence, k vyvinuti testil
zaloZenych na fluorescencnim zhaseni zlatymi koloidy anebo na ziskdni smérového zafeni z
fluorofort v blizkosti tenkych kovovych film. Pro fluorescenci ovlivnénou kovem je obtizné
predvidat, zda konkrétni kovova struktura jako je koloidni, fraktalni nebo kontinualni povrch,

zhasne nebo zvysi fluorescenci (Lakowicz 2005).
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Z optickych vlastnosti kovovych struktur a podle modelu RP Ize pfedpovidat emise nebo
zhaseni fluoroforu, ktery je v blizkosti kovu, jak je vypocitdno pomoci elektrodynamiky, Mieho
teorie nebo Maxwellovych rovnic. Naptiklad Mieho teorie ik, Ze podle velikosti a tvaru ¢astic
muze byt extinkce kovovych koloida zptisobena bud’ absorpci nebo rozptylem. Energie dopadu
se rozptyli absorpci. Radiacni zafeni je vytvofeno rozptylem. Na zakladé naseho modelu se
oc¢ekava, ze malé koloidy zhaseji fluorescenci, protoze absorpce je dominantni nad rozptylem.
Ocekava se, ze vétsi koloidy zvysi fluorescenci, protoze rozptylova slozka je dominantni nad
absorpci. Schopnost povrchu kovu absorbovat nebo odrazet svétlo je uréena pozadavkem na
shodnosti vinového &isla, které je na rozhrani kov-vzorek. Uvahy o shodé vinového ¢isla mohou
byt také pouzity k predpovédi, zda budou fluorofory v dané vzdélenosti od souvislého
rovinného povrchu emitovat nebo budou zhaseny. Tyto Gvahy naznacuji, Ze tzv. ,,ztratové
povrchové viny*“, které zhaseji fluorescenci, jsou zplsobeny indukovanymi elektronovymi
oscilacemi, které nemohou vyzatovat do vzdaleného pole, protoze neni mozné pouzit vinove
vektorové ptizpasobeni (Lakowicz 2005).

Utinky kovovych povrchti na fluorescenci maji dlouhou védeckou historii,
pravdépodobné pocinajici klasickymi zpravami od Drexhageho (Drexhage 1970). Doba Zivota
excitovaného stavu fluoroforu oscilovala v zavislosti na jeho vzdalenosti, ktera byla
srovnatelna s vinovou délkou emise od odrazného kovového povrchu, v tomto pripadé tlustého
sttibrného filmu (=100 nm) nebo zrcadla (Drexhage 1970). Tento efekt by mohl byt vysvétlen
odrazem zafeni vzdaleného pole od fluoroforu zpét na sebe, coz zdvisi na vzdalenosti od
povrchu kovu. KdyZ byla amplituda odrazené¢ho pole u fluoroforu zvySena, zivotnost se snizila.
Kdyz se odrazené pole postavilo proti poli fluoroforu, zivotnost se zvysila (Lakowicz 2005).

Souhlas dat s timto reflexnim modelem byl na vétSin€¢ vzdalenosti dostacujici, s
vyjimkou ptipadli, kdy byl fluorofor blizko kovu. Pti vzdalenosti pod 20 nm se Zivotnost
dramaticky snizila a emise byla silné zhaSena. Tento zhéSeci efekt byl pfipsan ztratovym
povrchovym vinam (LSW), ztratovému rozptylu, ohmickym ztratam a podobnym pojmim,
Z nichz vSechny znamenaly radia¢ni rozptyleni energie, ktera probiha uvnitf kovu (Lakowicz
2005).

Utinky nanodastic kovii na fluorofory a jejich vzajemné interakce se pouZiva pro
zvyseni detekovatelnosti fluoroforti. Jsou studovany interakce fluoroforti s kovovymi ¢asticemi
a povrchy. Bylo zjisténo, Ze blizkost fluoroforti ve vzdalenosti pfiblizné 10 nm od filma
obsahujicich stfibrné ostrivky (SIF) mé za nésledek zvySeni emisni intenzity a snizeni
zivotnosti. SIF jsou povrchy potazené Casticemi stiibra o velikosti mensi, nez je pouzita vinova

délka svétla. Tyto povrchy maji heterogenni distribuci velikosti. Podobné t¢inky zesileni byly
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také pozorovany u koloidu stfibra a fraktalnich stfibrnych povrchii (Parfenov a kol. 2003). Bylo
také zjisténo, ze emise z komplexu kov-ligand a lanthanoidovy luminofor byly zvySeny
(Lakowicz a kol. 2002). Vysledky byly jednotné konzistentni se zvySenim rychlosti radia¢niho
rozpadu fluoroford. To je neobvykly efekt, protoze rychlost rozpadu fluoroforu je dana jeho
extinkénim koeficientem a lokdlnim indexem lomu. Rychlost radia¢niho rozpadu se ve vétSiné
experimentt s fluorescenci nezméni (Lakowicz 2001).

Lze tudiz sumarizovat, ze na kratkych vzdalenostech kovové nanocastice zvysuji
fluorescenci, kdyz je fluorofor vzdalen od nanocastice v rozmezi 5—20 nm. Tudiz fluorofor neni
nutné¢ zhasen, ackoli je ve vzdalenosti 5-20 nm od rovinného povrchu kovové nanocastice
(Lakowicz 2005).

Fluorofory byly vnovéjsich studiich zkoumany v blizkosti souvislych tenkych
sttibrnych (~50 nm) filmi (Lakowicz 2004). Pro povrchovou plasmonovou rezonanci (SPR) se
pouzivaji zlaté folie podobné tloustky. Zlaté a stiibrné filmy vykazuji absorpci plazmonové
rezonance. Excitované fluorofory v blizkosti stiibrnych filmi vyzaiuji do podlozniho
sklenéného substratu v ostrém tthlovém rozlozeni. Smérovost emise v hranolu a jeho jedine¢né
polarizani vlastnosti ukézaly, ze zafeni bylo z povrchovych plazmonl indukovano
excitovanymi fluorofory, které byly v blizkosti kovu. Emisni distribuce vinovych délek vSak
presné odpovidala obvyklym emisnim spektraim fluoroforii. Tento jev se nazyva emise
povrchovych plazmonii (SPCE). SPCE bylo pozorovano za pouziti zlat¢ho filmu s
elektrochemiluminiscenci, coz vylu¢uje moznost, Ze vyzafujici plazmony byly vytvoreny
dopadajicim svétlem (Zhang a kol. 2004a). Je ptekvapivé, Ze bylo pozorovano SPCE na zlaté a
hliniku, o nichZ je znamo, Ze siln¢ zhéSeji fluorescenci. U n€kterych stiibrnych ¢astic bylo také
pozorovano zhaseni (Pal a kol. 1997).

Bylo pozorovano SPCE zejména s kovy, o nichZ je znamo, Ze zhaseji fluorescenci. Z
tloustky vzorkt plyne, ze fluorofory jsou na kratkych vzdalenostech od kovu (10-80 nm) a ne
ve vzdalengjSich podminkach odrazného pole Drexhage (100-500 nm). Vysledky z SPCE
naznacuji, ze excitované fluorofory na téchto kratkych vzdélenostech vyvolaly elektronové
oscilace v kovovém filmu, ktery vyzatoval do sklenéného hranolu. Coz je piekvapujici, protoze
v literatufe je uvedeno, Ze emise je na téchto kratkych vzdalenostech zhasena ztratovymi
povrchovymi vinami (Chance a kol.1973, Ford a kol. 1984), a proto by se nedaly pozorovat.
Pokud fluorofor vyvola v kovu oscilace a pii vétSich odraznych vzdalenostech bude pokracovat
v jejich indukci, potom fluorofor vstoupi do zoény zhaseni kratkého dosahu (Lakowicz 2005).
Kromé¢ toho bylo zjisténo, Ze kovové Castice zvySuji fluorescenci na kratkych vzdalenostech

fluoroforu od kovu, 5-10 nm (Malicka a kol. 2003), takze fluorofor neni nutné zhasen pii 5-10
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nm od rovinného kovového povrchu. Lakowicz ve své publikaci z roku 2005 se pozastavil nad
témito rozdilnymi vysledky, které ho vedly k otdzce, pro¢ maji kovové povrchy a Castice na
fluorescenci rizné U¢inky. Dale ho zaujalo zhaSeni na kratSich vzdalenostech od rovinného
povrchu, ale ne v blizkosti povrchu kovové ¢astice nebo tenkého (50 nm) spojitého kovového
filmu. Také byl zpochybnén fyzicky vyznam LSW (Lakowicz 2005).

Nékteré fluoroforem indukované oscilace vedou k radiacnimu zateni ve vzdaleném poli
a dalsim indukovanym oscilacim. ProhlaSeni, Ze kovy zhasi na kratkych vzdalenostech je
zavadgjici, skryva skute¢ny piivod zhaseni a brani u¢innému vyuziti interakci fluorofor-kov.
Lakowicz se ve své publikaci z roku 2005 domniva, Ze kovové povrchy nemusi nevyhnutelné
zhaset fluorescenci s vyjimkou ptipadd, kdy nedochazi k zadné zakladni absorpci, kterd by
zpusobovala elektronové pohyby. Tyto absorpce jsou nékdy oznaCovany jako absorpce
interbandu (Liebsch 1997). Oscilace vytvorené v kovech, kdy je fluorofor a kov na kratkych
vzdalenostech, nemiize dojit k vyzatovani z davodu optickych omezeni na rozhrani kov-vzorek.
Pozorované zhaseni na kratkych vzdalenostech od kovu nemusi byt zpiisobeno typickym
chromoforickym absorpénim procesem a interakce s kratkym rozsahem nemusi nutné vést ke
zhaseni. Plazmony vytvoiené na kratkych vzdalenostech fluorofor—kov mohou byt zachyceny
na rozhrani, to vSe se déje kvili jejich jedine¢nym optickym vlastnostem, a v disledku toho se
pfeméni na teplo. Plazmony vyzatuji energii z fluoroforu, kdykoliv to dovoli optické podminky.
Pro spojité povrchy plazmony vyzatuji za pfedpokladu, Ze se vyskytne vinova vektorova shoda
na rozhrani mezi kovem a dielektrikem. U koloidti vyzafuji indukované plazmony vzdy, kdyz
je dominantni rozptylovy prufez ve srovnani s absorpcnim prufezem koloidu (Lakowicz 2005).

Pozorovani ztratovych povrchovych vin, které jsou zachyceny plazmony, neni trivialni.
Termin LSW znamend, Ze energii nelze obnovit jako uziteény signal. Koncept zachycenych
plazmonti naznacuje, Ze zmény v optickych podminkdch mohou dovolit energii vyzatovat do
vzdaleného pole. Mnoho rtiznych efektt silnych zrcadel, tenkych kovovych filmt a kovovych
castic ma za nasledek schopnost, nebo neschopnost plazmonii vyzarovat. Tento koncept je
oznacovan jako vyzatujici plazmon (RP) (Lakowicz 2005).

Pro praktické aplikace interakci fluorofor-kov ma vyzatujici plazmovy model zasadni
disledky. Kovové struktury lze vybirat s pfihlédnutim k tomu, zdali mize dojit k plazmovému
zafeni na vzdaleném poli, které je z fluoroforem indukovanych plazmati. Silné interakce
fluoroforti s povrchem kovovych nanocastic, které maji nizky kvantovy vytézek, mohou rychle
prenaset svoji energii na kov, ktery pak miize vyzafovat s vyssi u€innosti nez fluorofor ve

volném prostoru. Vzdalené pole radiacniho schématu lze vypocitat z elektrodynamické teorie,
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coZz nam umoznuje racionalni navrh nanostruktur fluorofor—kov, které by mély pozadované

optické vlastnosti (Lakowicz 2005).
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3. Cile prace

Jednim z cili mé bakalaiské prace je piehledné popsat aromatické aminokyseliny a
zjistit jejich chovani coby fluoroforii v blizkosti nanocastic. Experimentalni cil prace, zaloZeny
na proméfeni extinkénich, absorpénich a fluorescenénich spekter zkoumanych latek, tkvi ve
zjiSténi, zdali probihd interakce mezi nanocéasticemi stiibra a zlata s aromatickymi
aminokyselinami. Déle je mym cilem diskutovat vysledky, u kterych vysvétlim, jakym
zpisobem spolu nanocastice a aminokyseliny interaguji a pro¢ dochazi ke zhaSeni ¢i naopak

zesileni intenzit fluorescence pfisluSnych aminokyselin vlivem blizkosti nanocastic.
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4. Material a metody

Mezi zkoumané nanocastice uslechtilych kovl patii nanocastice stiibra a zlata ve formée
koloidd, které byly syntetizovany za sniZzené teploty redukci stfibrné soli (ve tvaru dusi¢nanu
AgNO3) anebo zlatité soli (ve tvaru tetrahydratu tetrachlorozlatité kyseliny HAuCls-4H20)
borohydridem sodnym (NaBHa).

Zkoumanymi aminokyselinami byly patii L—tryptofan, L-tyrosin, L—fenylalanin a L-
histidin. L-tryptofan (M,,, = 204,38 g- mol™1), L-tyrosin (M,, = 181,19 g-mol™!) a L-
histidin (M,,, = 155,16 g - mol™1), byly zakoupeny od vyrobce Carl Roth s &istotou vyss§i nez
98 %. a L—fenylalanin (M,, = 165,19 g- mol™1) byl zakoupen od vyrobce Fluka Analytical
s Cistotou vyssi nez 98 %. VSechny aminokyseliny byly v pevném skupenstvi, proto, aby bylo
mozné provadét interakce s nanoCasticemi, byly rozpustény v deionizované vodé. Zasobni
roztoky pro vSechny aminokyseliny s vy$si koncentraci byly: 1mM. Zasobni roztoky pro nizsi
koncentrace ¢ =1,0X107*M; ¢, =25%x107°M a ¢, =15x 10> M. Kazdd z
aminokyselin byla namichana s ponékud odlisnou koncentraci, a to z divodu eliminace efektu
vnitiniho filtru pfi pozdéjsich fluorescencnich métenich. Na zdkladé meéfeni absorpénich
spekter (pfi dosazeni absorbanci pod hodnotou 0,1), byly findlni koncentrace aminokyselin
takovéto: cp; = 1,0 X 10™* M a nasledné ¢z, = 1 X 1075 M; ¢y = 2,5 X 107° M a nésledné
Cwz =6,25%X107°M; ¢y, = 1,5x107°M a nésledné cy, = 2,25X 107’ M; ¢y =1 X
107* M.

Koloidy obsahujici nano¢astice stiibra a zlata byly také fedény deionizovanou vodou,
opét z ditvodu eliminace efektu vnitiniho filtru. Koloid s nanoc¢asticemi stiibra byl ziedén 18X
(1 mL koloidu a 17 mL deionizované vody) a koloid s nano¢asticemi zlata byl ziedén 10X (1
mL koloidu a 9 mL deionizoané vody).

Pfi interakci nanocéstic stfibra a zlata s aminokyselinami bylo dosaZeno stejnych
koncentraci jaké jsou uvedeny vyse, s tim rozdilem, Ze byly pouzity nafedéné koloidy, které se

pouzivaly misto deionizované vody.

4.1. Meéreni absorp¢nich spekter

Extinkéni spektra nanocastic stfibra a zlata a absorpcni spektra aromatickych
aminokyselin byly méfeny na absorpénim spektrometru SPECORD 250 PLUS (Analytik Jena,
Jena, Némecko). Pro vSechny vzorky byla pouzita kiemenna kyveta s optickou drahou 1 cm.

Jako reference slouzila deionizovana voda ve stejném typu kyvety. VSechna spektra byla
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méfena v rozsahu 190-800 nm, rychlosti 5 nm/s srozliSenim 1 nm. Sitka Stérbiny

monochromatoru byla nastavena na 1 nm.

4.2. Méreni emisnich spekter

Pro kazdou aminokyselinu musela byt zjiSténa excitacni vinova délka, coz bylo uréeno
pomoci méfeni excitaéné emisnich 3D map. Méfeni excitacné emisnich 3D map probihalo na
spektrofluorometru F-4500 (Hitachi, Tokyo, Japonsko). Byly zvoleny nasledujici vinové délky
pro L-tryptofan 280 nm, pro L-tyrosin 275 nm a pro L-fenylalanin 255 nm. Excitaéné emisni
mapy byly méfeny v rozsahu pro excitaci 200-400 nm a pro emisi 200-600 nm rychlosti 2400
nm/min, §itka §térbiny monochromatoru pro emisni a excitacni pas byla 5 nm a krok byl
nastaven na 5 nm.

K méfeni emisnich spekter pro vSechny aminokyseliny a roztoky nanocastic
s aminokyselinami byl pouzit spektrofluorometr FP-8500 (Jasco, Pfungstadt, Némecko).
Emisni spektra pro vy$$i koncentrace byla meéfena rychlosti 50 nm/min, Sifka S$térbiny
monochromatoru pro emisni a excitacni pas byla 2,5 nm a krok byl nastaven na 0,5 nm. Emisni
spektra pro nizsi koncentrace byla méfena s poctem akumulaci 3, rychlosti 50 nm/min, Sitka
S$térbiny monochromatoru pro emisni a excita¢ni pas byla 2,5 nm a krok byl nastaven na 0,5
nm.

V pribé¢hu méfeni excitacné emisnich 3D map a emisnich spekter byly pouzivany

kiemenné kyvety s optickou drahou 1 cm.
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5. Vysledky

Pied vlastnim méfenim spekter byl vypocitan povrch, a také pocet stéibrnych a zlatych
nanocastic ve zfedénych koloidech. Nasledné byla urcena koncentrace monovrstevného
pokryti aminokyselin na nano¢asticich. Méfeni extinkEnich, absorpénich a fluorescen¢nich
spekter a také extinkéné emisnich 3D map analyzovanych nanoc¢astic a aminokyselin, byla

provedena dle parametri v metodice.

5.1. Vypocty

Agbhll: 2,20 - 1073 M AgNO; V; = 9 + 75 = 84 ml

V 9 mol
Agt) =2-Cy=—-220-10"3=236-10"*
Cr(Ag™) 7 Co=577220-10 36-1074 < —

Kolik atomt Ag je k dispozici v 1 ml koloidu?

V =10"3dm™3
mol
Cc(Agt) =2,36-107*—
N, =6,022-10%3mol™?
N =?
n=c = N,

N (Agviml)= N, - C;+V =6,022-10%3-2,36-107*+ 1073 = 1,421 - 107

Uvazujeme, Ze nano¢astice je kulatd o poloméru ¥ = 5 nm v priméru (tj. 5 - 10~7cm)
4

V=czm-r
3

3
Kolik atomli obsahuje 1 nanocastice?
p(Ag) = 10,490 g cm™3
m (1 atomu Ag) = A,.(Ag) *m,, = 1,660-10"%* g
m (1 atomu Ag) = 107,87 - 1,660 - 1072* = 179,064 - 10~2*
m (1 nanotastice) = p -V = 10,490 2(5 - 1077)% = 5492,551- 10721 g

m (1 nanotastice)  5492,551-107
m (Ag 1atom) 179,064 - 1024

Tudiz: N (Ag atomi v 1 nanocastici) =

= 30,674 - 103 &astic

Pocet Ag nanocastic v 1 ml koloidu
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_ Natoma v 1mi _ 1,421 - 1017
B Nytomivnp B 30,764 - 103

Aubhll: 2,20 - 1073 M HAuCI, VF=9+75=84ml

N =4,633-1012

Vo 9 mol
Cc(Autt) =—-Cy=—-2,20-10"3=2,36-10"*——

Kolik atomt Au je k dispozici v 1 ml koloidu?
V =10"3dm™3

mol
C:(Ag*) =2,36-107%*—

N, = 6,022+ 10%3mol™?
N =?

NAuviIml)=N,- G-V =6,022- 10%3-2,36-107*-1073 = 1,421 - 10Y

Uvazujeme, Ze nano&astice je kulata o poloméru 7 = 5 nm vV poméru (tj. 5 - 10~7cm)
4

V=cmer
37'[7'

Kolik atomli obsahuje 1 nanocastice?
p(Au) = 19,320 g cm™3
m, = 1,660-107%*
m (1 atomu Au) = A, (Au) -m, = 196,967 - 1,660 1072* = 327,162 10" %* g

4
m (1 nanot&astice) = p-V = 19,320 - §7‘[(5 +1077)3 =10115,928-1072%1 g

m (1 nanotastice) 10115,928- 107"
m (Au 1atom)  327,162-10-24

Tudiz: N (Au atoml v 1 nanocastici) =

= 30920 c¢astic

Pocet Au nanocastic v 1 ml koloidu

. Ntomi v imi _ 1,421-10"

N = =
NAtomﬁvNP 30920

= 4,596 - 1012
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Urceni koncentrace monovrstevného pokryti aminokyselin na nanoc¢asticich.
Poloméry kovalentni vazby dle (Cervinka a kol. 1982)
Uvazujeme
r(C) =77 pm
r(0) = 66 pm
pro jednoduchou vazbu L(C — 0)
R(C) +r(0) = 143 pm
r(C =) = 67 pm
r(0 =) = 55 pm
r(C=)+7r(0=)=122pm

1,5ta vazba v COO~ mezi 143 pm a 122 pm pramér I[(C — C); 5 = 132,5 pm
r(H—-)=30pm Ar(0) = 66pm=>[(0 — H) =96 pm
Pro aromaticky kruh (benzen) I[(C — C) = 139 pm
I(C—H)=30+77 =107 pm
sp%:1(C = C) =134 pm
Uhel a = 120°
I(C = C)¢ = 139 pm
sp3:1(C — C) = 154 pm
Uhel g = 109°28’

Poté primét molekuly fenylalaninu na povrchu NP, kdy zabere molekula maximalni plochu
na NP (tj. zaporné naboje jsou co nejdale od povrchu):

S=1(a-b),
Kde a je delka od ¢ aromatického kruhu po C — 07, b je Sitka aromatického kruhu ¢
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Obréazek 7: Struktura fenylalaninu pomocna pro vypocty.

Vx,y x =1(C — C) - sin55°
y =1(C =0C)g " cos60°
a(F) = (b)) (C=C)¢p + 2y +1(C—H)+I(C—-C)+2x+I(C —0),
b(F) = 1(C = C)y + 2y + 21(C — H) cos 30",
a(F) =l(C=0C)p+2y+I(C—H)+I(C—-C)+2x+1(C—-0)
a(F) =1(C=0)p+21(C =C)gcos 60" +1(C—H)+1(C—-C)+2I(C—C)sin55 +
1(C—0)
a(F)=139+2-139-cos60° + 107 + 154 + 2 - 154 - sin 55" + 132,5 [pm]
a(F) =139 +2-139 -§+ 261+ 308-0,819 + 132,5 = 923,752 pm

1

b(F) =139+ 2-139 ot 21(C —H)cos 30" =278 + 214- 0,866 = 463 pm

S(F) = 924 - 463 pm? = 427812 pm? = 0,428 nm?

S(Y)=ajedelsiol(C—0)al(0—-H)AI(O—H) =96 pm

S(Y) pro maximalni plochu molekuly Y na povrchu NP:
alY)=a(F)+1(0O—-H)+I1(C—-0)-1I(C—-H)
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a(Y) =924 +96 + 146 — 107
a(Y) = 1056 pm
b(Y) = b(F)
S(Y) = a(Y) + b(F) = 1056 - 463 pm? = 0,489 nm?
Piiblizn¢ S(W') pro maximalni plochu molekuly W na povrchu NP
a(W) = a(F) =924 pm
b(W)=2-b(F)—2-cos30°-1(C—H)
b(W) =2-463—2-cos30°-107 pm
b(W) =926 — 185 = 740,671 pm
SW) =a(W)-b(W) = 924-740,671 = 0,684 nm?
Nyni plocha povrchu NP:
r(NP) = 5 nm
So = 4mr?

So(NP) = 4152 = 314 nm?

Teoreticky na 1 NP se navaze N(F) molekul F: N(F) = = = 733 %
/v 314 . molekul
na 1 NP se navaze N(W) molekul W: N(W) = ryhe 459 NP
‘v 314 . molekul
na 1 NP se navaze N(Y) molekul Y: N(Y) = pyrete 642 NP

Z divodu snizeni absorpce pod 0,1 (z divodu vyhnuti se efektu vnitiniho filtru pti méfeni

fluorescence) jsme nanocastice ziedili.

1012
Ag NPs: 222210~ — 4 633 - 1015 X2
0,001 11

Ag Nanocastice jsme ziedili 18 x => 2,574 - 1014 NI—IZS

4,596-1012

Au NPs: — 4,596 1015 Nl—is

NPs

Au Nanodastice jsme ziedili 10 X => 4,596 - 1014 ™
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Pro monovrstevné pokryti pfi maximalni zabrané plose molekulami F, W, Y na Ag NPs
Pocet molekul Fna 1l NP X pocet NPs

lekul
(AgNPs + F) <=> 733 x 2,574 - 104 w AV =1L

=> 29 (F) = 18867 10 3 133-10-7 M
c=n=>cy 6,023-1023 >

lekul
(AgNPs + W) <=> 459 x 2,574 - 1014 w AV =11

11,815+ 1016
c=n=> C,i%(W) = m =1,962-10""M

lekul
(AgNPs +Y) <=> 642 X 2,574 - 1014 w AV = 11

=> ¢4 (y) = L652-107 740-10~7 M
c=n=>c, 6,023-1023 =~

Pro monovrstevné pokryti pfi maximalni zabrané plose molekulami F, W, Y na Au NPs

lekul
(AuNPs + F) <=> 733 X 4,596 - 1014 w AV = 11:

33,689 - 10'¢ ”
c=n >Cmn( )_WM=5,593'10_ M
molekul
(AuNPs + W) <=> 459 x 4,596 - 10* — A V=1L
21,096 - 10%¢
c=n >Cmn(W) WM=3,50310_7M

lekul
(AuNPs +Y) <=> 642 X 4,596 - 10* w AV =1L

c=n=>ciu(y )—MM=4,899-10‘7M
6,023 - 1023
<=> v experimentech fluorescence je:
Cr1(F) = 1 x 107* M => mnohonésobn& nad monovrstevnym pokrytim
Cri(W) = 2,5 x 107® M => nad monovrstevnym pokrytim
Cr1(Y) = 1,5 x 107> M => nad monovrstevnym pokrytim
Cro(F) = 1 x 107> M => mnohonéasobn€ nad monovrstevnym pokrytim
Cr2(W) = 6,25 x 107° M => pod monovrstevnym pokrytim
Cr,(Y) = 2,25 x 1077 M => okolo hodnoty monovrstevného pokryti
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5.2. Extinkéni spektra

U koloidnich roztokti nanoc¢éstic stiibra a zlata byla méfena extinkéni spektra (viz grafy
la?2).

5.2.1. Nanocastice stiibra

Extink¢ni spektrum pro 18X ziedény koloidni roztok s nanoc¢asticemi stfibra vykazuje
jedno maximum v méfeném rozsahu vinovych délek —graf 1, a to ve viditelné spektralni oblasti

pfi 388 nm.

AgBH?2 zifedéné 18x
0.12

0.1

0.08

Extinkce
o
o
[e)]

0.04
0.02

0
200 240 280 320 360 400 440 480 520 560 600 640 680 720 760 800

VInova délka [nm]

Graf 1: Extinkcni pritbéh 18x ziredéného AgBH?2.

5.2.2. Nanodastice zlata

Extinkéni spektrum pro 10X zfedény koloidni roztok s nanocasticemi zlata vykazuje
jedno maximum v méteném rozsahu vinovych délek — graf 2, a to ve viditelné spektralni oblasti

pti 520 nm.
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Graf 2: Extinkcni pritbéh koncentrovaného AuBH?.

5.3.  Absorp¢ni spektra aminokyselin

Byla métena pouze absorpéni spektra pro vyssi koncentrace (viz grafy 3,4 a 5), u nizsich
koncentracich byly dosazeny hodnoty pod prahem detekce UV—Vis absorpéniho spektrometru,

tudiz nebylo nic detekovano.

5.3.1. Fenylalanin

Absorp¢ni spektrum pro samotny fenylalanin vykazuje dvé maxima v méfeném rozsahu
vinovych délek, a to v ultrafialové spektralni oblasti pti 206 nm a 258 nm — graf 3. Po pfidani
fenylalaninu do koloidniho roztoku s nanocasticemi stiibra absorpéni spektrum vykazuje dveé
maxima v ultrafialové oblasti 206 nm, 258 nm a jedno maximum ve viditelne oblasti 391 nm
treti maximu patii nanocasticim stfibra (viz Graf 3). Po pfidani fenylalaninu do koloidniho
roztoku s nanocasticemi zlata absorpéni spektrum vykazuje dvé maxima v ultrafialové oblasti
207 nm, 257 nm a jedno maximum ve viditelné oblasti 519 nm. Tieti maximu patii

nanocasticim zlata (viz Graf 3).
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Graf 3: Priibéh absorbance 1 - 103 M a 1 - 10°* M cistého L-Fenylalaninu, L-
Fenylalaninu+AgBH2, L-Fenylalaninu+AuBH2.

5.3.2. Tryptofan

Absorp¢ni spektrum pro samotny tryptofan vykazuje dvé maxima v méfeném rozsahu
vinovych délek, a to v ultrafialové spektralni oblasti pii 219 nm a 279 nm — graf 4. Po ptidani
tryptofanu do koloidniho roztoku s nanocasticemi stiibra, absorpéni spektrum vykazuje dvé
maxima v ultrafialové oblasti 217 nm, 278 nm a jedno maximum ve viditelné oblasti 391 nm.
Treti maximu patii nanocasticim stiibra (viz Graf 4). Po ptidani tryptofanu do koloidniho
roztoku s nanoc¢asticemi zlata, absorp¢ni spektrum vykazuje dvé maxima v ultrafialové oblasti
218 nm, 262 nm a jedno maximum ve viditelné oblasti 519 nm. Tfeti maximu patfi

nanocasticim zlata (viz Graf 4).
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Graf 4: Priibéh absorbance 5 - 10°M a 2,5 - 10°® M ¢istého L-Tryptofanu, L-
Tryptofanu+AgBH2, L-Tryptofanu+AuBH2.

5.3.3. Tyrosin

Absorpcni spektrum pro samotny tyrosin vykazuje dvé maxima v méfeném rozsahu
vinovych délek, a to v ultrafialové spektralni oblasti pfi 206 nm a 258 nm — graf 5. Po ptidani
tyrosinu do koloidniho roztoku s nanocasticemi stiibra, absorp¢ni spektrum vykazuje dvé
maxima v ultrafialové oblasti 206 nm, 258 nm a jedno maximum ve viditelné oblasti 391 nm.
Treti maximu patii nano¢asticim stiibra (viz Graf 5). Po ptidani tyrosinu do koloidniho roztoku
S nanoc¢asticemi zlata, absorpéni spektrum vykazuje dvé maxima v ultrafialové oblasti 207 nm,
257 nm a jedno maximum ve viditelné oblasti 519 nm. Treti maximu patii nanocasticim zlata

(viz Graf 5).
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Graf 5: Priitbéh absorbance 1,5 - 10°° L-Tyrosinu, L-Tyrosinu+AgBH2, L-Tyrosinu+AuBH2.

5.3.4. Histidin

Absorp¢ni spektrum pro samotny histidin vykazuje jedno maximum v méfeném rozsahu

vinovych délek, a to v ultrafialové spektralni oblasti pii 210 nm — graf 6. Po pfidani histidinu

do koloidniho roztoku s nanocasticemi stiibra, absorpéni spektrum vykazuje dvé maxima

Vv ultrafialové oblasti 209 nm, 248 nm a jedno maximum ve viditelné oblasti 397 nm. Tteti

maximu patii nanoCasticim stiéibra (viz Graf 6). Po pfidani histidinu do koloidniho roztoku

S nanocasticemi zlata, absorp¢ni spektrum vykazuje dvé maxima v ultrafialove oblasti 211 nm,

248 nm a jedno maximum ve viditelné oblasti 520 nm. Tfeti maximu patii nanoc¢asticim zlata

(viz Graf 6).
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Graf 6: Priibéh absorbance 2,5 - 10* M cistého L-Histidinu, L-Histidinu+AgBH3, L-
Histidinu +AuBH2.

5.4. Emisni spektra

Emisni spektra byla métena pro viechny zvolené koncentrace z vysledku je patrné, Ze
fluorescencni metody jsou citlivéjSi nez absorpéni metody, které nebyly nizs§i koncentrace
schopny detekovat.

Histidin nebyl dale méten, protoze to neni aminokyselina, kterd by vykazovala Zadnou
fluorescenci. Histidin byl zafazen do této bakalaiské prace na zaklad¢ ¢lanku (lwunze 2007),

kde byla méfena fluorescence histidinu v simulované télni tekuting.

5.4.1. Fenylalanin

V emisnim spektru fenylalaninu, fenylalaninu s nanoc¢asticemi stiéibra a fenylalaninu
s nanoc¢asticemi zlata o koncentracich cg; = 1,0 X 10™* M jsou vidét tfi maxima (viz Graf 7).
Z vysledku je patrné, Ze nejintenzivnéj$i emise patii samotnému fenylalaninu (maximum
s hodnotou intenzity fluorescence 181). Nésleduje emise fenylalaninu s nanoc¢asticemi stiibra
(maximum s hodnotou intenzity fluorescence 175) a fenylalanin s nano¢asticemi zlata ma
nejnizsi intenzitu emise (Maximum s hodnotou intenzity fluorescence 148). VSechny maxima

jsou na vinové délce 279,5 nm.
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Graf 7: Emisni spektrum fenylalaninu, fenylalaninu+AgBH?2 a fenylalaninu+AuBH2 pri
excitaci vinovou délkou 255nm.

V emisnim spektru fenylalaninu, fenylalaninu s nanoc¢asticemi stiibra a fenylalaninu
s nano¢asticemi zlata o koncentracich ¢y, = 1 X 107> M jsou vidét tii maxima (viz Graf 8).
Z vysledkl je patrné, Ze nejintenzivnéj$i emise patii fenylalaninu s nanocéasticemi stiibra
(maximum s hodnotou intenzity fluorescence 61). Nasleduje emise samotného fenylalaninu
(maximum s hodnotou intenzity fluorescence 55) a fenylalanin s nano¢asticemi zlata ma
nejnizsi intenzitu emise (maximum s hodnotou intenzity fluorescence 54). VSechny maxima

jsou na vinové délce 279,5 nm.
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Graf 8: Emisni spektrum fenylalaninu, fenylalaninu+AgBH?2 a fenylalaninu+AuBH2 pri
excitaci vinovou délkou 255nm.

Pro vSechny koncentrace fenylalaninu, fenylalaninu s nanocasticemi stiibra a
fenylalaninu s nano¢asticemi zlata byly vypocitany plochy pod emisnimi spektry (viz tabulka
2).

Tabulka 2: Vyhodnoceni integralnich intenzit fluorescence pro fenylalanin (v zavorkach jsou

uvedeny procenta jako bezrozmeérné veliciny).

F AgNP+F AUNP+F
1-104M 4773 (1,00) 4937 (1,03) 4506 (0,94)
1-105M 1183 (1,00) 1396 (1,18) 1716 (1,45)

5.4.2. Tryptofan

V emisnim spektru tryptofanu, tryptofanu s nanocasticemi stiibra a tryptofanu
s nanoc&asticemi zlata o koncentracich ¢y, = 2,5 X 107® M jsou vidét tfi maxima (viz Graf 9).
Zvysledkd je patrné, Ze nejintenzivngjS§i emise patfi samotnému tryptofanu (maximum
s hodnotou intenzity fluorescence 282), nasleduje emise tryptofanu s nanocasticemi stiibra
(maximum s hodnotou intenzity fluorescence 246) a tryptofan s nanocasticemi zlata ma nejnizsi
intenzitu emise (maximum s hodnotou intenzity fluorescence 241). VSechny maxima jsou na

vinové délce 351 nm. Raménko na vinové délce 310 nm patii Ramanskému pasu vody.
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Graf 9: Emisni spektrum tryptofanu, tryptofanu +AgBH2 a tryptofanu +AuBH?2 pri excitaci
vinovou délkou 280nm.

V emisnim spektru tryptofanu, nanocastic stiibra s tryptofanem a nanocastic zlata s
tryptofanem o koncentracich ¢y, = 6,25 X 107° M jsou vidét tii maxima (viz Graf 10).
Z vysledku je patrné, ze nejintenzivnéj$i emise jsou na vinové délce 310 nm. Tyto emise patii
Ramanskému pasu vody. Samotny tryptofan, pii tak nizké koncentraci nevykazoval
fluorescenci (viz graf 10). U vzorku W + AuNP se vyskytuje Siroky pas mezi 320-360 nm

s maximem intenzity fluorescence 14, které je na vinové délce 330 nm.
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Graf 10: Emisni spektrum tryptofanu, tryptofanu AgBH2 a tryptofanu +AuBH2 pri excitaci
vinovou délkou 280nm.
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Pro vSechny koncentrace tryptofanu, tryptofanu s nanoc¢asticemi stiibra a tryptofanu

S nanoc¢asticemi zlata byly vypocitany plochy pod emisnimi spektry (viz tabulka 3).

Tabulka 3: Vyhodnoceni integralnich intenzit fluorescence pro tryptofan (v zavorkach jsou

uvedeny procenta jako bezrozmeérné veliciny).

W

AgNP+W

AUNP+W

2,5-10°M

19549 (1,00)

16598 (0,85)

16899 (0,36)

5.4.3. Tyrosin

V emisnim spektru tyrosinu, tyrosinu s nanocasticemi stibra a tyrosinu s nanocasticemi

zlata o koncentracich c¢y; = 1,5 X 1075 M, jsou vidét tfi maxima (viz Graf 11). Z vysledki je

patrné, Zze nejintenzivnéj§i emise patii samotnému tyrosinu (maximum s hodnotou intenzity

fluorescence 1099), nasleduje emise tyrosinu s nano¢asticemi stiibra (maximum s hodnotou

intenzity fluorescence 752) a tyrosin s nanocasticemi zlata ma nejnizsi intenzitu emise

(maximum s hodnotou intenzity fluorescence 616). VSechny maxima jsou na vinové délce

302,50 nm.
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Graf 11: Emisni spektrum tyrosinu, tyrosinu + AgBH2 a tyrosinu + AuBH?2 pri excitaci
vinovou délkou 275nm.

V emisnim spektru tyrosinu, tyrosinu s nanocasticemi stfibra a tyrosinu s nanocasticemi
zlata 0 koncentracich cy, = 2,25 X 1077 M, jsou vidét t¥i maxima (viz Graf 12). Z vysledkd je
patrné, ze nejintenzivnéj$i emise patii tyrosinu s nanoc¢asticemi zlata (maximum s hodnotou
intenzity fluorescence 45), nésleduje emise tyrosinu s nanoCasticemi stéibra (maximum
s hodnotou intenzity fluorescence 40) a samotny tyrosin ma nejniz$i intenzitu emise (maximum
s hodnotou intenzity fluorescence 32). VSechny maxima jsou na vinové délce 303,50 nm. U
vzorku Y + AuNP se vyskytuje pas mezi 320-360 nm s maximem intenzity fluorescence 20,

které je na vinove délce 330 nm.
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Graf 12: Emisni spektrum tyrosinu, tyrosinu + AgBH2 a tyrosinu + AuBH2 pri excitaci
vinovou délkou 275nm.

Pro vSechny koncentrace tyrosinu, tyrosinu s nanocasticemi stiibra a tyrosinu
S nanoc¢asticemi zlata byly vypoéitany plochy pod emisnimi spektry (viz tabulka 4).
Tabulka 4: Vyhodnoceni integralnich intenzit fluorescence pro tyrosin (v zavorkach jsou

uvedeny procenta jako bezrozmeérné veliciny).

Y AgNP+Y AUNP+Y
1,5-10°M 38540 (1,00) 26892 (0,70) 21908 (0,57)
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6. Diskuze

V této praci jsme zkoumali vliv interakce nanocastic stéibra a zlata s aminokyselinami
za pomoci kiivek emisnich spekter. Extinkénimi spektry (méfenim UV-Vis absorbance) jsme
ovéfovali, ze nemuze dochazet ke zkresleni emisnich spekter vlivem efektu vnitiniho filtru.
Tento fakt byl v literatufe dost ¢asto opomijen — napt. (lwunze 2007).

TaktéZ jsme pomoci UV-Vis absorbance zkoumali, zda nedochazi k agregaci nanocastic
po pfidavku aminokyselin (pracujeme totiz s 18x a 10x zfedénymi nanocasticemi, které byly
jiz timto fedénim cCasteéné destabilizovany), coz by nam mohlo pfispivat k rozdilim
Vv piispévku rozptylového (Qs) vs. absorpéniho (Qa) ¢lenu nanocéstic. S rostouci velikosti NPs
totiz zacina prevazovat Qs nad Qa — (Lakowicz 2005). Pfi interakci s fluoroforem by pak vyssi
Qs vedl ke zvySovani jeho fluorescence, zatimco pievazujici Qa by vedl ke zhaSeni fluoroforu
pti konstantni vzdalenosti fluoroforu od kovového povrchu (Lakowicz 2005).

Pfi interakci nanocastic s aminokyselinami dochazelo ke zménam v emisnich spektrech
vybranych aminokyselin (viz vysledky). K t¢émto zm&ndm mohlo dochazet prosttednictvim
sedmi faktort, které mohly ovlivnit interakci nanocastic stéibra a zlata s aminokyselinami F, W
a Y. Mezi t¢émito sedmi faktory je Sest, které jsme schopni ovlivnit, patfi mezi né: vybér typu
nanoCastic a pritomnosti chemickych latek na jejich povrchu, koncentrace nanocastic,
vzajemny pomér nanoCastic a aminokyselin, stafi koloidu a doba interakce nanocastic a
aminokyselin. Sedmy faktor, ktery nebylo mozné jednoznacéné ovlivnit a sledovat, je vzdalenost

aminokyselin od kovového povrchu nanocastic.

6.1. Fenylalanin

Z naméfenych hodnot pro vyssi koncentrace (10~*M ve finalnim roztoku) F, F + AgNP
a F + AuNP (viz graf 7) vyplyva, ze mezi nanocasticemi stiibra i zlata dochazi k interakci
s fenylalaninem. U nano¢astic stiibra dochdzi k nepatrnému poklesu emise a u nanocastic zlata
dochazi k markantnimu poklesu emise. Z toho lze usuzovat, ze minimalné ¢ast molekul F se
pfedev§im sedmému faktoru, a tim je vzdalenost fenylalaninu od kovového povrchu
nanocastice. Zarovefi nesmi byt opomenuto, ze koncentrace F (Cpq (F) =1x107*M)
mnohonasobné pievysuje vypocitané monovrstevné pokryti nanocastic stiibra (c,‘;l;?l (F)=31-
1077M) i zlata (cA%(F) = 5,6-1077M). Je viak nutné soucasné piipomenout, ze vypocet
monovrstevného pokryti byl proveden za predpokladu aminokyselin ,,lezicich® na nanoc¢éstici

a zabirajicich tak maximalni plochu, coz v realit¢ nemusi nastat, aminokyseliny mohou byt
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navazany prostiednictvim pouze jedné ze svych funkénich skupin k povrchu nanocéstic a
zabirat tak mnohem mensi plochu nez bylo predpokladano pro vypocet monovrstevného pokryti
(koncentrace pro monovrstevné pokryti by tak mohla nastat pii vyssi koncentraci). Také je ve
vypoctu uvazovan kulovity tvar nanocastic s polomérem 5 nm, ackoliv dle TEM vime, Ze
nékteré nanocastice nejsou idedlné kulovité a soucasné¢ vime, Ze leckteré nanocéstice jsou
mensi, jiné o par nanometr veétsi nez prumérnad hodnota. A posledni dilezitd aproximace pii
vypoctu byla, ze vSechny plochy na nanocastici jsou stejn¢ reaktivni, coz neni tak zcela pravda,
jak je zndmo z mnoha jinych studii o0 Ag a Au nanocasticich (Lakowicz 2004, Lakowicz 2005,
Mustansar a kol. 2016) a dalsi.

Pii vzdalenosti fluoroforu od nanocastice nad 20 nm nedochéazi ke zhaSeni ani ke
zvySeni emise, dle (Lakowicz 2005). Tento ptipad by mohl platit pro nanocastice stiibra
s fenylalaninem, pro nazorn¢jsi predstavu bylo vytvofeno schéma 3. Samotné nanocastice
stfibra v koloidnim roztoku jsou polarni, a protoze fenylalanin ma nepolarni postranni fetézec,
bude mit problém se jim ptichytit na AgNP. Aromaticky kruh bude mit tendenci se od AgNP
spiSe odpuzovat. Jak bylo vySe zminéno, druhym faktem je relativné vysoka koncentrace F,
ktera mnohonasobné pfevySuje teoretické monovrstevné pokryti na nanocasticich stribra. Volné
aminokyseliny F se budou udrzovat ve vzdélenosti vyssi jak 20 nm, a proto nedochazi ke
zhaSeni ani ke zvySeni emise.

Pti vzdalenosti fluoroforu od nanocéstice v rozmezi 1-2 nm dochazi ke zhaseni emise.
Plazmony, které se vytvoii na kratkych vzdalenostech F-~AuNP mohou byt zachyceny na
rozhrani, v disledku toho se pfeméni na teplo a dojde ke zhaseni, dle (Lakowicz 2005).
Samotné AuNP v koloidnim roztoku jsou o0 néco mén¢ polarni nez AgNP a F miize mit tendenci
se na nékteré plochy zlatych nanocastic prichytit i svym aromatickym kruhem. I pies vyssi
koncentraci F, kterA mnohonasobné pievySuje teoretické monovrstevné pokryti touto
aminokyselinou na AuNP, F pokryje AuNP s vyssi hustotou nez bylo u AgNP (viz schéma 4).
Proto dojde k vétsimu zhaseni. Dalsi volné aminokyseliny F, které se neveSly na povrch AuNP,
se mohou téZ nachazet dale od povrchu nanocastic zlata (nad 20 nm), a z nich pak pochazi

naméfeny signal emise.
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Z nametenych hodnot pro nizsi koncentrace F, F + AgNP a F + AuNP (viz graf 8)
vyplyva, Ze mezi nanocasticemi stiibra i zlata dochazi k interakcis fenylalaninem. U nanocéstic
stiibra dochazi k nartistu emise a u nanocastic zlata dochazi k nepatrnému poklesu emise. Tyto
rozdily mohou byt opét vlivem vzdalenosti fenylalaninu od povrchu nanocéstice, ackoliv
koncentrace F (Cr, (F) = 1 X 107°M) stdle mnohondsobné pievysuje teoretické monovrstevné
pokryti nanotastic stiibra (cAZ(F) =3,1-1077M) i zlata (c/A%(F)=5,6-10""M). PHi
vzdalenosti fluoroforu od nanocastice v rozmezi 5-20 nm dochazi totiz ke zvySeni emise
(Lakowicz 2005).

Jak jiz bylo uvedeno, nanocastice stfibra v koloidnim roztoku jsou polarni, po sniZzeni
koncentrace F se F bude pfiblizovat k AgNP postrannim fetézcem a interagovat s molekulami
F, které jsou jiz na AgNP navazané. Interakce bude pro molekuly F nejspise vyhodnéjsi z toho
ditvodu, Ze se pohybujeme v o fad niz8i koncentraci, tudiz neni jiz tolik molekul F volnych
v roztoku ve vzdalenosti nad 20 nm. Aminokyseliny se proto uspotadaji kolem AgNP ve
vzdalenosti mezi 5-20 nm (viz schéma 5). Nasledné bude dochazet ke zvySeni emise (viz graf
8).

Stran fluorescencniho chovani systému F—-AUNP pro niz§i koncentraci F
predpokladame, Ze po snizeni koncentrace F se aminokyseliny pohybuji ve vzdalenostech 1-
2 nm, jak tomu bylo u vyssi koncentrace F na AuNP. Avsak zbylé aminokyseliny, které nejsou
v pfimé interakci s AuNP, mohou byt az ve vzdélenostech vétSich jak 20 nm od zlatych
nanocastic (viz schéma 3). Nasledné nebude dochazet ke zhaSeni ani ke zvySeni emise.

Je tedy velky rozdil mezi chovanim F na AgNP a AuNP, ktery muze byt zpusoben
rozdilnou orientaci aminokyselin na stfibrném vs. na zlatém povrchu. V dasledku toho pak
rozdilnymi moznostmi navazani dalSich volnych aminokyselin z roztoku, jejich piiblizeni se

k nanocastici, ktera na svém povrchu jiz nese molekuly navazanych aminokyselin.
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Schéma 5: Nanocastice stribra s fenylalaninem ve vzdalenosti 5-20 nm (vedouci ke zvyseni
fluorescence F).

6.2. Tryptofan

Z naméfenych hodnot pro vyssi koncentrace W (2,5 x 107M ve finalnim roztoku), W
+ AgNP a W + AuNP (viz graf 9) vyplyva, Ze mezi nanocasticemi stfibra i zlata dochazi k
interakci s tryptofanem. U nanocastic stéibra i zlata dochazi k markantnimu poklesu emise.
Pouzita koncentrace W (Cpy (W) = 2,5x 107°M) sice stile je§té pievySuje teoretické
monovrstevné pokryti nano&éstic stifbra (c2d (W) =2-10""M) i zlata (cAL(W) = 3,5
1077M), ale jiz pouze o zhruba 1 ¥4d, coZ s uvazenim vsech aproximaci pouzitych pfi vypoctu
teoretického monovrstevného pokryti nanocastic aminokyselinami mize byt pii¢inou stejného
chovani W na AgNP a AuNP (v kontrastu k chovani F na AgNP a AuNP).

Obdobné, jako tomu bylo u fenylalaninu, pii vzdalenosti fluoroforu od nanocastice v
rozmezi 1-2 nm dochazi ke zhaseni emise, dle (Lakowicz 2005). Tryptofan je nepolarni
aminokyselina, ale jelikoZ obsahuje ve svém aromdtu imidovou skupinu (kterd miize
interagovat s kovovym povrchem NPs), stava se polarnéjsi a postranni fetézec se bude chovat
jinak nezu F.

Samotné nanocastice stiibra v koloidnim roztoku jsou polarni, avSiak W miZze mit
tendenci se na stiibrné nanocastice ptichytit postrannim fetézcem prosttednictvim imidovych

dusikt. TaktéZ na AuNP se W muze prichytit svym postrannim fetézcem daleko siln€jsi vazbou
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nez tomu bylo v ptipadé F (jenz nemé imidové dusiky v postrannim fetézci) a W tak pokryje
AuNP. Proto bude dochazet ke zhaseni emise jak v ptipadé¢ AgNP, tak v piipadé¢ AuNP (viz
schéma 4). K pozorované emisi piispivaji molekuly W, které nejsou bezprostiedné navazané
na kovovém povrchu, ani nemaji tendenci se do blizkosti NPs dostavat (tedy jsou ve vzdalenosti
nad 20 nm).

Ze srovnani W + AgNP a W + AuNP systémi, nanocastice zlata o malinko 1épe zhaseji
fluorescenci W nez AgNP. To mulze byt vysvétleno faktem, ze W nema takovy problém se
dostat do blizkosti AuNP téz svym heteroaromatickym kruhem (pti uvaze, ze AuNP na sebe
Iépe navazuje aromaty).

Z namé&fenych hodnot pro niz$i koncentrace W (6,25 x 10~°M ve finalnim roztoku), W
+ AgNP a W + AuNP (viz graf 10) vyplyva, ze uz téméi nedetekujeme fluorescenci W.
Pozoruhodna je ptitomnost ostrého uzkého piku s maximem u 310 nm, ktery vsak rozhodné
nepochazi od fluorescence W. Byl pozorovatelny coby raménko jiz u vyssi koncentrace W (graf
9). Dale stoji za zminku $iroky pas se dvéma maximy situovany mezi 320-360 nm u systému
W + AuNP (graf 10). Pro vysvétleni této emise bude zapotiebi dalSich experimenti a

experimentalnich technik.

6.3. Tyrosin

Z naméfenych hodnot pro vyssi koncentrace Y (15 x 10~¢M ve finalnim roztoku), Y +
AgNP a Y + AuNP (viz graf 11) vyplyva, Ze mezi nanocasticemi stiibra i zlata dochazi k
interakci s tyrosinem. U nanocastic stiibra i zlata dochazi k markantnimu poklesu emise Y.
Pokles je jesté vyrazn€jsi nez u systémil s W (srovnani tabulek 5 a 6), pficemZ jsme zhruba o
dva tady vySe s koncentraci Y nad teoretickym monovrstevnym pokrytim nanocastic touto
aminokyselinou.

Jak jiz bylo uvedeno vyse pro W, 1 zde ptfedpokladame, Ze se tyrosin pohybuje ve
vzdalenosti 1-2 nm od nanocastic stiibra a zlata (viz schéma 4), a proto dojde ke zhaseni
fluorescence v obou pfipadech. Zbylé nenavazané aminokyseliny putujici roztokem ve
vzdalenosti nad 20 nm pak piispivaji k naméfenému signalu fluorescence.

K méné€ intenzivnimu zhaSeni dochazi u nanocastic stfibra, domnivame se, Ze tato
problematika souvisi s polaritou AgNP v koloidu. Tyrosin je polarni aminokyselina.
S ptihlédnutim ke struktufe tyrosinu, u kterého nalezneme hydroxylovou skupinu na aromatu,
jez ¢ini Y polarni, nemusi mit Y takovou tendenci se pfichytit na nanocastice stiibra, a proto

dochézi k mensimu efektu zhdseni emise.
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Z naméfenych hodnot pro niz8i koncentrace Y (2,25 x 10~”M ve finalnim roztoku), Y
+ AgNP a'Y + AuNP (viz graf 12) vyplyva, Ze mezi nanocasticemi stiibra 1 zlata dochazi k
interakci s tyrosinem. U nanoc€astic stfibra i zlata dochazi ke zvySeni emise. Na tomto misté
piipomenme, ze pouZzitd koncentrace Y se blizi hodnotdm teoretického monovrstevného pokryti
Y na AgNP (c29(Y) = 2,7-1077M) a AuNP (c2%(Y) = 5-1077M). S tim dozajista souvisf
pozorované zesileni emise. UvaZzujme, Ze v ptipadé, kdy nepiekro¢ime monovrstevné pokryti,
pusobi aminokyselina jako nelistota a muze zpusobovat Caste¢nou c¢i lokalni agregaci
nanocastic. S tim by pak souvisel nartst Qs nad Qa — Lakowicz 2005. Jak bylo vyse feceno,
vyssi Qs povede k zesileni fluorescence fluoroforu.

Jesté je pozoruhodnid emise v systétmu Y-+AuNP se dvéma maximy umisténymi
v oblastech mezi 320-360 nm. Naprosto stejny typ emise byl pozorovan u systému W+AuNP.
Tudiz tato emise musi souviset s AuNP jako takovymi. Planujeme podrobnéjsi zkoumani

tohoto jevu dal$imi experimenty a experimentalnimi technikami.
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7. Zavér

rowr

V teoretické ¢asti byly popsany aminokyseliny, které dle dostupné literatury vykazuji
fluorescenci, nasledné byl ¢tenat sezndmen s optickymi vlastnostmi nanoc¢astic stfibra a zlata a
téZ s chovanim fluoroford nachazejicich se v blizkosti téchto nanocastic, coz bylo jednim z cila
této bakalatské prace.

Byla vypocitana plocha a pocet nanocastic stiibra a zlata ve ziedénych koloidech, které
byly pouZity v experimentalni ¢asti. Zaroven byla vypocitana teoreticka plocha, kterou mohou
zaujimat pouzité tfi aminokyseliny na povrchu nanocastic, a nasledné byl vypoctem stanoven
pocet aminokyselin, které pokryji jednu nanocastici. Z téchto vypocti byla urCena teoreticka
hodnota pro monovrstevné pokryti nanocastic stiibra a zlata pouzitymi aminokyselinami.

Dalsim cilem bylo proméfit extinkéni, absorpéni a fluorescenéni spektra ziedénych
stiibrnych a zlatych nanocastic, fenylalaninu, tryptofanu, tyrosinu a néasledn¢ smichanych
nanocastic stfibra a zlata s témito tfemi aminokyselinami. Z extink¢nich a absorpcnich spekter
byly zjistény polohy jednotlivych maxim a u fluorescen¢nich spekter byly zjistény intenzity
emisi. Z emisnich spekter bylo objeveno, Ze dochazi ke zhaseni, nebo k zesileni intenzit, a to
Vv zavislosti na interakcich nanocastic s aminokyselinami. Byl vysvétlen zptisob, jakym dochézi
ke zhaSeni a k zesileni emise a jak se aminokyseliny navazuji na nanocastice, coz byl jeden
z cilii této bakalérské prace.

Emisni spektrum histidinu nebylo v praci uvedeno, jelikoz tato latka nevykazovala
v naSich experimentech zadnou fluorescenci, ackoliv existuje ¢lanek, ktery o fluorescenci
histidinu pojednava.

V budoucnu by pro uptesnéni vysledkd, zejména pak bliz$i detaily o interakci
pfislusnych tfi aminokyselin s nanocasticemi stfibra a zlata, bylo dobré pouzit dalsi méftici

metody jako je napf. infracervena a povrchem zesilena Ramanova spektroskopie.
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