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Seznam zkratek

Ag stiibro

Au zlato

Au-Ag NPs core-shell zlato-sttibrné nanocastice
Au-NPs zlaté nanocastice

BNPs bimetalické nanocastice

CNT klasicka nukleacni teorie

Cu meéd’
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NC(s) nanoklastr(y)

NPs nanocastice

PCS fotonova korelacni spektroskopie

PPIX protoporfyrin IX

QELS kvazielasticky rozptyl svétla

SERS povrchem zesilena Ramanova spektroskopie
SPR povrchova plazmonova rezonance

TEM transmisni elektronova mikroskopie

TMPyP 5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4-pyridyl)-21H, 23H-porfin,

tetratosylatova sil

UV-Vis ultrafialovo-viditelna spektroskopie
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Uvod 1

1. Uvod

NPs maji pfirozeny vyskyt a jsou predmétem studia ve védach jako je chemie,
fyzika, nanotechnologie apod. Stale dochazi k novym objevim, které umoznuji pokrok
a aplikaci NPs v oblasti védy.

Syntéza NPs z uslechtilych kovl, nejcastéji zlata (Au) a stiibra (Ag) je mozna
riznymi zpusoby. V této praci byla ptiprava koloidnich NPs zalozena na dvou-krokové
syntéze Au-Ag vyuzivajici rust ze zarodkl, konkrétné nanocésticovych Au zarodka.
Pridavkem Ag® je pak vytvofena slupka a vznikaji vysledné koloidni Au-Ag NPs
S kovovym Au jadrem a Ag slupkou.

Piipravené core-shell NPs jsou charakterizovany pomoci UV-Vis spektroskopie,
transmisni elektronové mikroskopie (TEM), dynamického rozptylu svétla (DLS)
a méfeni zeta-potenciali. Diky vybornym optickym vlastnostem NPs je lze vyuzit
Vv povrchem zesilené Ramanové spektroskopii (SERS). Otestujeme schopnost NPs
zesilit Ramaniv rozptyl pro modelové porfyriny (TMPyP, PPIX)

Uvodni &ast prace se zabyva prehledem problematiky tykajici se NPs, predevsim
jejich vznikem, stabilitou a téz vlastnostmi modelovych porfyrint. V nasledujici ¢asti
jsou popsany biofyzikalni metody a pfistroje, které byly pti studii pouzity. Nakonec
vV experimentalni Casti jsou popsany syntézy Au-Ag NPs, diskutovany vysledky
charakterizace vlastnosti téchto koloidnich NPs a studovana jejich interakce

s modelovymi porfyriny.



2 Prehled problematiky

2. Prehled problematiky

Za poslednich nékolik desetileti bylo vyvinuto vysoké usili pro vyvoj syntetickych
strategii vyroby nanocastic (NPs) o rtuzné velikosti a morfologii (Polte 2015). NPs
mohou vykazovat uzite¢né vlastnosti souvisejici s jejich velikosti. Lze je tedy
klasifikovat dle jejich praméru.

NPs jsou castice o velikosti 1 — 100 nm, které jsou obklopovany mezifaizovou
vrstvou. Na rozdil od mikrometrovych ¢astic, mize mezifaze tvofit vyznamnou cast
objemu celkového kompozitu. Mezifazova vrstva je nedilnou soucasti nanomaterialu a
ovliviiuje jeho vlastnosti - byva obvykle tvofena organickymi molekulami zndmymi
jako stabilizatory, povrchové a kryci ligandy ¢i pasivaéni ¢inidla (DeArmitt 2011,
Batista a kol. 2015).

V praci se zabyvam koloidy, jejichz dispergovana fidze ma primér piiblizné
1-1000 nm.

2.1 Koloidni systém

Koloidni soustava, také koloidni disperze se fadi mezi jednu z disperznich soustav.
Obvykle se jedna o dvoufiazovy systém, ktery 1ze rozdé¢lit do nékolika skupin - dle
jistych kritérii. Jedna-li se o kritéria charakterizujici skupensky stav disperzniho
prostiedi a disperzni faze, lze koloidni soustavy rozdélit do osmi skupin (Kvitek a
Panacek 2007). (viz Tabulka 1) Velikost ¢astic v dispergované fazi ma praumér piiblizné
1 — 1000 nm, latky ziistavaji rozptylené v celém objemu roztoku a neusazuji se ke dnu

nadoby.
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Tabulka 1 Klasifikace koloidnich soustav dle fazového sloZeni. (Pirevzato z: Kvitek a Pandcek 2007).

Disperzni prostiedi | Disperzni faze | Oznaceni koloidni disperze

Plynny Netvori koloid

Plynné Kapalny Aerosoly
Pevny Aerosoly
Plynny Pény

Kapalné Kapalny Emulze
Pevny Lyosoly
Plynny Tuhé pény

Pevné Pevny Tuhé emulze
Pevny Tuhé soly

V zévislosti na pouziti disperzniho média a dispergovanych castic Ize klasifikovat
typy koloidl zahrnujici sol (suspenze pevnych castic v kapalin€), emulze (dveé kapaliny,
Z nichz jedna je dispergovand ve druhé), péna (Castice plynu dispergované v kapaliné
¢i pevné latce), acrosol (Castice kapaliny ¢i pevné latky rozptylené v plynu) [1].

Lyosoly, tzn. kapalné disperzni prosttedi a pevna disperzni faze 1ze déle klasifikovat
dle fazového rozhrani. Jedna-li se 0 soustavu s ostrym fazovym rozhranim, soustavy
nazyvame lyofobni. Naopak je-li fdzové rozhrani rozptyleno, jedna se o soustavy
lyofilni (Kvitek a Panacek 2007).

Dle povahy interakce mezi dispergovanymi ¢asticemi a disperznim médiem lze
rozliSit koloidy hydrofilni a hydrofobni. Hydrofilni koloid, také hydrokoloid je systém,
ve kterém se nachazi napt. hydrofilni polymery dispergované ve vod¢. Zatimco
hydrofobni koloid, oznaCovan také jako emulze je systém, kde castice jsou
napt. hydrofobni polymery. JelikoZ koloid neinteraguje s rozpoustédlem, je nutné dodat

energii ve formé protiepavani, homogenizaci nebo michanim [2].

2.1.1 Koloidy

Koloidni nanocéstice vykazuji zajimavé jak magnetické, optické, tak i elektrické ¢i
adsorp¢ni vlastnosti. Uvedené vlastnosti 1ze zménit Gpravou jejich charakteristickych
parametrl jako je krystalicka struktura, velikost nebo pocet dispergovanych ¢astic. Diky
jedine¢nym vlastnostem se vyuzivaji v oborech jako je napf. medicina a biotechnologie

(Polte 2015; Moreno a Peinado 2012).
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Jiz v 9. stoleti v Mezopotamii byly vyuzivany nanocéstice k vytvoteni tipytivého
efektu na povrchu keramiky. Lesk byl zplGsoben diky pouziti kovového filmu, ktery
obsahoval nanocéstice stiibra a médi rozptylené ve skelné¢ matrici keramické glazury
(Rawson 1984; Heiligtag a Niederberger 2013). Ackoliv prvni aplikace koloidli se
datuje do doby né€kolika tisic let — za jejich kolébku je povazovana polovina
devatenactého stoleti. Velky krok vpfed ve vyzkumu nanocéstic ucinil totiz Michael
Faraday. Jeho studie 1ze ve skutecnosti povazovat za zédklad moderni koloidni chemie,
vznik nanotechnologii a nanovéd. V roce 1857 predstavil svou praci kralovské
Londynské spolecnosti v dile ,,Experimentdlni vztahy zlata (a dalSich kovii) ke svétlu®.
Své studie popisoval na experimentech s tenkymi kovovymi filmy, kovovymi hydrosoly
a aerosoly, které byly nejvice provadény se zlatem, ale 1 se stiibrem, platinou, médi,
cinem, zelezem, olovem, zinkem, palladiem, rhodiem, hlinikem, rtuti a arsenem.
Faraday pfipravil koloidni disperze zlata ve dvoufdzovém systému — redukce vodného
roztoku soli zlata, roztokem fosforu v sirouhliku. Pii pokojové teploté dochazi k redukci
rychle a vyrazné zluta barva Na[ AuCls] roztoku se michdnim méni na rubinovou barvu,
ktera je charakteristickd pro koloidni zlato. Autor dospél k zavéru, Ze zlato bylo
rozptyleno v tekutiné ve velmi jemné formé, jejiz pritomnost Ize detekovat
nacervenalou opalescenci, ktera je viditelnd prochazi-li tekutinou Uzky intenzivni

paprsek svétla (Heiligtag a Niederberger 2013; Edwards a Thomas 2007).

2.2 Vznik a stabilizace NPs

2.2.1 Nukleace

Nukleaci rozumime formovani nové termodynamické faze nebo struktury. Popisuje
vyskyt nové faze (jadra) v metastabilni priméarni fazi. Teorie, kterd popisuje chovani
nové termodynamické faze, se nazyva klasickd nukleacni teorie (CNT), vyvinuta
Beckerem a Ddoringerem ve 30. letech 20. stoleti. CNT popisuje pouze nukleaci, rast
NPs je oddélen jako nasledny proces. Riist mize byt popsan riznymi ristovymi
procesy, jako je agregace, rust fizeny difizi nebo Oswaldovo zrani (Polte 2015).

Cely nukleacni mechanismus v okoli metastabilniho kritického bodu je popsan na
obrazku 1. Obrazek la zobrazuje nukleaci a rist NC v pivodni tekuting, diky velké
hnaci termodynamické sile. Obrazek 1b ukazuje dvou-krokovy mechanismus v okoli
metastabilniho kritického bodu, nukleace je zde symbolizovana tvorbou tekuté kapky

s obalem fungujicim jako pufr mezi piivodni tekutinou a rostoucim krystalem, dominuje
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pak kineticky fizeny rust nad termodynamicky fizenym (Polte 2015; Anderson
a Lekkerkerker 2002).

Dale je nutné rozliSovat rozdil mezi nukleaci homogenni a heterogenni, ktera se
uziva v syntéze rustu ze zarodku.

Homogenni nukleace je spontanni a nahodny proces, ktery vsSak vyzaduje
superkriticky stav, napt. pfesyceni.

Zatimco heterogenni nukleace se tvofi na strukturdlnich nehomogenitach, na pevnych
povrsich v preferencnich mistech (napt. necistoty, fazové hranice), kde je snizena
efektivni povrchova energie, a tim 1 aktiva¢ni energie nukleace. Heterogenni nukleace
se daleko castéji vyskytuje ve svété koloidd. Oba procesy vSak mohou probihat

paralelné ¢i heterogenni nukleace mize nasledovat po homogenni.

. - o= &

: .T;Q-».

Obrazek 1 Nukleaéni mechanismus v okoli metastabilniho
kritického bodu. a) Schéma zobrazujici nukleaci a rust NCs v
puvodni tekutine — vznik neusporadanych krystalii a agregatii.
b) V okoli metastabilniho kritického bodu dochdzi k
dvoukrokovému mechanismu. Pocdtecnim krokem je tvorba
tekuté kapky. Pri riistu NCs kryci film tekutiny piisobi okolo
tekuté kapky jako pufr mezi piivodni tekutinou a rostoucim
krystalem.  Dominantni  je spiSe kinetika rustu nad
termodynamicky Fizenym ristem. (Prevzato z: Anderson
a Lekkerkerker 2002)
Ve vétSiné navrhovanych termodynamickych modelech popisujici nukleaci a rust
NPs se vsak neberou v ivahu chemické aspekty tvorby monomerti a téz je zjednodusen
mechanismus reakce. Dale nejsou Casto zohlednény faktory, jako je naptf. zména

teploty, pH, stabilizace NPs apod., ptimo béhem procesu.

2.2.2 Stabilita NPs

Stabilita koloidnich systémi je jeden z nejdilezitéjSi aspektl jiz existujicich a
novych forem NPs. Mezi ¢asticemi disperzni faze se uplatiuji pfitazlivé a odpudivé
mezimolekularni interakce. Sily lze znazornit tzv. kfivkou interakcni energie
(Obrazek 2), kde H je vzdalenost interagujicich cCastic. Na kiivce vidime znazornény

bod M, ktery piedstavuje prvni minimum energie, kde jsou Castice spojovany vlivem
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silnych pfitazlivych sil — vznik koagulatu (koagulaci). Nachazi-li se ¢astice v takové
vzdalenosti, kdy kiivka dosahuje maxima P, pfevazuji pii interakci ¢astic odpudivé
mezimolekulové sily, koloidni soustava je stabilni. Se zvétSujici se vzajemnou
vzdalenosti ¢astic klesaji jak ptitazlivé mezimolekularni sily, tak i odpudivé. Mize vSak
v nékterych ptipadech existovat na kiivce interakeni energie tzv. sekunddrni minimum
M, — vznik flokulat (flokulaci). Na rozdil od koagulatt jsou flokulaty poutany velice
slabymi silami, lze je odd¢lit a prevést zpét do koloidni formy (Polte 2015; Kvitek
a Panacek 2007).

Obrd_zek 2 kFivka interakcni energie (3)
Vv zavislosti na vzddlenosti Castic H
(1) kivka odpudivich mezimolekulovych
?2') kiivka pritazlivich mezimolekulovych
sil (Pevzato z: Kvitek a Pandcek 2007)

Ve vétsingé piipadl jsou NPs nestabilni a maji tendenci agregovat vlivem
piitazlivych van der Waals, elektrostatickych nebo magnetickych sil. Existuje
»odpudiva sila® — repulze, ktera zpusobuje stabilitu NPs. Dle typu rozliSujeme
elektrostatickou a sterickou stabilizaci, ptipadné i jejich kombinaci (Sharma a kol.
2019). Pritazlivé mezimolekularni sily klesaji s Sestou mocninou vzdalenosti ¢astic,
zatimco odpudivé sily klesaji s dvanactou mocninou vzdéalenosti ¢astic, tudiz odpudivé
sily maji kratsi dosah.

Elektrostaticka stabilizace se tyké systému, ktery ve své struktufe obsahuje alespon
jednu elektrickou dvojvrstvu (EDL), kde povrchovy naboj NP je obklopen
solvatovanymi ionty odliSného ndboje. (Obrazek 3) EDL lze rozdélit na kompaktni
(Sternovu) a difizni cast. Obé tyto Casti jsou elektricky nabité. Ve Sternoveé vrstveé
plsobi adsorpéni sily, zatimco v diftizni ¢asti adsorpéni sily nepisobi. To lze popsat

pomoci teorie Stern-Gouy-Chapman, kde povrchovy potencidl klesa béhem prvnich
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dvou vrstev zndmych jako EDL. Tloustka této dvojité vrstvy se také nazyva Debye

délka (Polte 2015).

e
= ]
© @
® ®
® @ ® o
@ Surface charge (negative)
@ o € ® Stern Layer
e
Slipping plane c]
@ )
@
® ®
(5]
® = @
- X Surface potential
- e
b @ @ v Stern potential
@ (<] s T potential

Distance from paricle surface

Obrazek 3 Electric double layer EDL a diagram elektrokinetického
(zeta) potencidlu. (Pievzato z: [3])

Pied vice nez 70 lety byla popsana DLVO teorie, ktera je povazovana za jeden
Z prilomovych modelti ve fyzice a chemii koloidd. O vynalezeni teorie koloidni
stability se zaslouzili Derjaguin a Landau (Rusové¢), Verwey a Overbeek (Holand’ané).
Ptedpokladem pro model DLVO je, Ze celkova sila mezi koloidnimi ¢asticemi je vlivem
pusobeni van der Waalsovych (pfitazlivych) a EDL (odpudivych) sil, tj. vznik
celkového interakéniho potencidlu Wiotai(D) (Obrazek 4). Agrega¢ni bariéra,
predstavujici maximum vysledné kiivky celkového interakéniho potencidlu, urcuje
stabilitu koloidu — jedna se o aktiva¢ni energii agregace (Polte 2015; Kvitek a Panacek

2007).

aggregation barrier

o

potentual energy

—— EDL interaction potential W (D)

— VdW interaction potential W,(D)

— total interaction potential W,,,,(D)
distance

Obrazek 4 Graf potencidlni energie EDL \WW¢(D), van der Waals

Wa(D) a celkového interakéniho potencidlu Wi (D) dvou NP.

(Prevzato z: Polte 2015)
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Stabilita systému a celkova agregacni bariéra je ovliviiovana nékolika
parametry, a to typem a koncentraci iontli, velikosti ¢astic a hodnotou povrchového
potencidlu. Celkova sila EDL je zavisld na koncentraci ionttl, které jsou pfitomny na
kompaktni a difuzni vrstvé EDL. Koncentrace iontl je pfimo imérnad Debye délce
(vzorec 1 — pievzato z: Polte 2015) a tim dochazi k exponencidlnimu sniZzeni
povrchového potencialu. Tzn. ¢im vys$i je koncentrace iontl, tim mens$i je EDL.

(Obrazek 5a)

d?y
— = —p(x), 1)

€€

kde & — permitivita vakua (8,854-10"2 C-J1-m™)
o — dielektricka konstanta
¥Y(x) — elektricky potencial
p(x) — hustota naboje ve vzdalenosti x od povrchu NP

a) b)

— W,45(D) with ion concentration n,

— W,qi(D) with ion concentration 2n;

W,4a(D) with ion concentration 3ni —W,,,(D) with radius 3R
S 5 — W,,,,,(D) with radius 2R
2 5 — W, (D) with radius R
8 s
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Obrazek 5 Parametry ovliviiujici celkovy interakéni potencidl. VIiv koncentrace a) iontii, b) velikosti

castic na celkovy interakcni potencidl. (Prevzato z: Polte 2015)

Dle obrazku 5b) mlzeme fici, Ze celkovy interakéni potencial je pfimo Umérny
poloméru, coz znamend, Ze se zvetSujici se velikosti Castic se tvar a poloha maxima
kiivky neposouvaji do jiné vzdalenosti, ale dochazi ke zvySeni agrega¢ni bariéry.
Jinymi slovy, vétsi Castice jsou obecné koloidné stabilnéj$i nez mensi Castice (Polte
2015).

Pro dosazeni lepsi koloidni stability se zpravidla vyuziva stericka stabilizace. Tato
nastdva diky adsorpci velkych molekul na povrch NPs (naptf. polymery, povrchové

aktivni latky), kdy dochdzi k vytvofeni ochranné vrstvy. Pfi ptiblizovani dvou NPs
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dochazi ke zvySeni hustoty molekul v prostoru mezi agregujicimi NPs. Sterické
stabiliza¢ni sily maji kratky dosah interakce, ktery nezavisi na velikosti NPs, ale
predevsim zavisi na teploté, délce fetézce, koncentraci polymeru a jeho rozpustnosti
(Polte 2015).

Pti poruseni jak elektrostatické, tak sterické stabilizace dochazi k zéniku koloidnich
NPs vlivem aglomerace, agregace, slinovani a koalescence az do makroskopického
rozméru. Zaniku koloidnich NPs lze dosdhnout i rozpusténim vlivem chemickych

sloucenin ¢1 Ostwaldovym zranim.

2.3 Syntézy NPs

Syntéza NPs lze provést cestou fyzikalni, chemickou ¢i biologickou. V poslednich
syntézu NPs se pouzivaji dva zékladni typy, metoda shora dola (,top
down* - disperga¢ni) a zdola nahoru (,,bottom up“ - kondenza¢ni) (Santhoshkumar
a kol. 2017; Deepak a kol. 2019).

Ptistup shora doli se zabyva velikostmi struktur od vétSich k mensim, jednd se o
fyzikalni ptistup (napt. fotolitografie, laserova ablace, rizné mechanické techniky
apod.). Zatimco metoda zdola nahoru, zalozena na chemickém ptistupu (napt. organické
syntézy apod.), se zabyva inZenyrstvim na atomové, molekularni urovni (Ju-Nam a
Lead 2008).

Kondenzac¢ni metody jsou rozdé€leny dle jistych kritérii. Jedna se o kritérium faze
prostiedi, poctu krokt pfi syntéze, teploty, pii niz reakce probihd. Nejcastéjsi postup pro
piipravu bimetalickych koloidnich NPs je dvou-krokova syntéza — rastem ze zarodkt

(seeded growth).

2.3.1 Syntéza bimetalickych NPs

Kromé¢ monometalickych castic, lze ptipravit i bimetalické koloidy, které jsou
kombinaci dvou riznych kovl. Bimetalické nanocastice (BNPs) vykazuji lepsi
vlastnosti, na rozdil od nanoc¢astic monometalickych. BNPs mohou byt syntetizovany
v riznych velikostech, tvarech a strukturach.

Pomoci fyzikalnich a spektroskopickych méfeni byly vyvinuty metody pro syntézu

nanocastic. Nékteré z metod pouzivanych pro syntézu:
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a) Hydrotermalni metoda

Dochazi k syntéze NPs za zvySenych teplot a tlaku. Zménou reakénich podminek
(Cas, koncentrace, reaktantu, pH, apod.) dochazi ke zméné mikrostruktury, morfologie a
krystalinity ziskanych nanoc¢éstic. Metoda umoznuje kombinaci slozek, které jsou za
normalnich podminek nerozpustné. Vyhodou syntézy je produkce vysokych vytézkl a

Cistych produktd, na ukor vysokych nakladi (Sharma a kol. 2014).

b) Metoda mikroemulze

Mikroemulze je definovana jako roztok skladajici se ze tii slozek, polarni slozky,
nepolarni slozky a povrchové aktivni latky. Povrchové aktivni latky jsou
termodynamicky stabilni a homogenni povahy. Vykonavaji funkci vytvofené vrstvy
mezi nepolarni a polarni slozkou mikroemulze (Sharma a kol. 2014).

Mikroemulze typu voda v oleji (w/o) se sklada z kapicek vody (dispergovana faze)
obklopené kontinualni fazi oleje, zatimco naopak mikroemulze typu olej ve vode (o/w)
obsahuje kapicky oleje (dispergovana faze) obklopené vodnou kontinualni fazi. V obou

piipadech jsou kapicky stabilizovany povrchové aktivni latkou (McEvoy a kol. 2007).

€) Metoda chemického srazeni

Srazeni neboli precipitace je proces pfemény roztoku na pevnou latku. Dochazi-li
k reakci v kapalném roztoku, vlivem chemickych cinidel (srazedel), vytvaii se pevné
latky (srazeniny). Jedna se o jednostupiiovy proces, ktery muze nastat v piipade
piesyceného roztoku nebo také v piipadé, kdy koncentrace slouceniny piekroci jeji

rozpustnost.

d) Tepelny a fotochemicky rozklad
Vlivem vysokeé teploty dochéazi k pyrolyze prekurzort v rozpoustédlech. Nevyhodou
metody je vSak obtiznd izolace nanokrystalické faze z reaktivni faze (Sharma a kol.

2014).

e) Elektrochemicka redukce

Mezi dvéma elektrodami, které jsou oddéleny elektrolytem, prochazi stejnosmerny
elektricky proud. Pro piipravu kovovych nanocastic rozpoustéli védci kovovou
anodickou vrstvu a vytvorena kovova sil byla katodou redukovana na kovové Castice.

Castice byly nasledné stabilizovany tetraalkylamoniovymi solemi (Sharma a kol. 2014).
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f) Chemicka redukce

Touto metodou lze vytvofit téméf monodisperzni Castice. Pouzivaji se riizna
redukéni Cinidla, nejcastéji vSak citraty, hydridy, askorbat, alkoholy nebo elementarni
vodik. Pocatek reakce je spustén redukci kationtll kovli danym redukénim c¢inidlem,
ktery vede k formovani atomi kovu. Ty se nasledné shlukuji do klastrt a tvoti zdrodek
koloidni nanocastice. Vysledny rozmér nanostruktury zavisi na poméru reagujicich
latek, chemické a termodynamické rovnovaze v roztoku. Pii pouziti silného redukéniho
Cinidla se, tvofi Castice malych rozmért. Probihd-li vSak reakce déle, tvoii se velké
nanostruktury s nekontrolovatelnou distribuci velikosti. Naopak pii pouziti slabého
reduk¢niho Cinidla, je vznik nanostruktur pomalejsi a s uzsi distribuci velikosti (Sharma

a kol. 2014; Abou EI-Nour a kol. 2010).

g) Sol-gel metoda

Jde o proces zahrnujici pfeménu monomert na koloidni roztok (sol), ktery se
postupné vyviji k vytvoreni gelového systému obsahujiciho jak pevnou, tak 1 kapalnou
fazi. Sol je tvofen pevnymi cdasticemi, které jsou suspendované v kapalné fazi.
Pusobenim hydrolytickych a polymeraénich reakci vznikaji v roztoku makroskopické
utvary (Sharma a kol. 2014). Metodou lze piipravit materialy s variabilitou vlastnosti:

tenké filmy, aerogely, hutnd keramika, sklo, jemné prasky a tenké filmy.

2.3.2 Syntéza zlatych NPs

Nejcastéji pouzivana syntéza pro tvorbu zlatych NPs je rlistovy mechanismus zvany
Turkevichova metoda. Principem je étyikrokovy mechanismus (Obrazek 6), kdy ve
vodném roztoku dochazi k redukci kyseliny tetrachlorozlatité (HAuCls) citratem
sodnym (NazCitr) (Wuithschick a kol. 2015).

Prvnim krokem mechanismu je redukce jisté frakce prekurzoru Au®* iontl a tvorba
shlukdt z Au monomerd, které vedou ke vzniku zarode¢nych NPs s polomérem > 1,5 nm
(2. krok). Zbylé ionty jsou ptitahovany EDL vzniklych Au-NPs. Po vytvofeni
zarodecnych Castic nevznikaji dalsi ¢astice, stavajici generované zlaté monomery rostou
na povrchu ¢astic zarodku. Nejprve pomalu (3. krok), pak rychle (4. krok) (Wuithschick
a kol. 2015).
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4. Fast growth on seed paricles
3. Slow growth on sead particlas
2. Formation of seed particles

1. Reductionformation of clusters

o> 8>99>

Obrazek 6 Riistovy mechanismus zlatych NPs Turkevichovou syntézou. 1. Redukce kovového
prekurzoru a formace NCs, 2. tvorba zarodecnych castic koalescenci, 3. pomaly riist na zarodecnych
casticich, 4. vznik konecnych NPs vlivem rychlejstho ristu. (Prevzato z: Wuithschick a kol. 2015)

Pfedchozi mechanismus je odlisny od borohydridové syntézy. Syntéza Au-NPS
probiha ve tfech krocich (Obrazek 7), redukci HAuCls S borohydridem sodnym NaBHa.
Prvnim krokem je redukce kovového prekurzoru na Au(0) monomery. Po vytvoieni
primarnich ¢astic, ve druhém kroku ¢astice rostou vlivem koalescence s odpovidajicim
poklesem poctu Castic a agregace ve tietim kroku. Proces koalescence se zastavi,
jakmile velikost NP dosahne bodu odpovidajicimu koloidni stabilité (Polte 2015).

3. coalescence of clusters and nanoparticles
2. formation of first clusters

1. reduction
e
.
metal precursor%u ‘.«J%( (W % \\%E/
«

“

Obrdazek T Rustovy mechanismus zlatitych NPs redukci NaBH4. 1. Redukce kovovych prekurzorii na Au
monomery, 2. tvorba primdrnich cdastic, 3. rist viivem koalescence a tvorba findlnich NPs. (Prevzato z: Polte

2015)

2.3.3 Syntéza Au-Ag typu jadro-slupka

Pro pfipravu kovovych bimetalickych NPs se zejména pouZzivd syntéza ristem ze
zarodkd (seeded growth). Kdy prvnim krokem mechanismu je vytvoteni zarodku,
semen (core) a nasledné vytvoreni obalu/slupky (shell), a tim findlnich NPs. Vznikaji
kompozity ruznych struktur, nejcastéji vSak homogenni (Hazra a kol. 2017; Godfrey a
kol. 2017).

Castice predem vytvofenych koloidnich systémt predstavuji ,jadra“. Nanesenim
stejného ¢i jiného kovu na povrch zarodku dodate¢nou redukci kovové soli slabym
redukénim ¢inidlem vznika obal, nejcastéji tedy homogenni nanocastice se sktrukturou

jadro-slupka (core-shell).
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2.4 Porfyriny

Nejznaméjsim prikladem ptirozené vyskytujicich se porfyrint je komplex obsahujici
zelezo v hemu v hemoglobinu, nebo dale komplex s hot¢ikem je chlorofyl.

V praci se vénuji ptirozené se vyskytujicimu protoporfyrinu IX (Obrazek 8) a
kationtovému  porfyrinu S anglickym nazvem  5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4-
pyridinio)porphyrin tetra(p-toluenesulfonate) (TMPyP)). (Obrazek 9)

\ o
—l |
el L
| R \ +
I NH o /4
i HN o R= QN_CHS
& — |
Moy
.-J_ l_.-- i _ I::l R R 9 _
) 5-0
{ HO /©/ o)
L1
=0 HsC
HO R 4
Obrazek 8 Strukturni vzorec protoporfyrinu Obrdazek 9 Strukturni vzorec TMPyP (Prevzato z: [5])

IX (Prevzato z: [4])

2.5 Charakterizace NPs

Charakterizacni techniky jsou wuzitecné pro zkoumdani vlastnosti a struktury
materidlu. Pomahaji ndm urcit slozeni materiali a také umoziuji posoudit, zda metoda
syntézy byla uspésna ¢i ne. Pro spravnou charakterizaci je nutné kombinovat nékolik
technik, které jsou vhodné pro konkrétni material (Titus a kol. 2019).

V této praci jsou ptipravené vzorky NPs charakterizovany UV-Vis spektroskopii,
transmisni elektronovou mikroskopii, dynamickym rozptylem svétla, méfenim zeta-

potencialu a povrchové zesilenou Ramanovou spektroskopii.

2.5.1 UV-Vis spektroskopie

Ultrafialovo-viditelna spektroskopie je technika pouzivana ke kvantifikaci svétla,
které je rozptyleno a absorbovano vzorkem (interval vlnovych délek 200 — 800 nm).
Soucet absorbovaného a rozptyleného svétla je znamé pod ndzvem extinkce.

Absorbuje-1i molekula uréité mnozstvi energie ve forme ultrafialového nebo viditelného
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svétla dochazi k excitaci elektront z vazebného molekulového orbitalu s nizkou energii
na proti-vazebny molekularni orbital o vyssi energii (Titus a kol. 2019; [6]).

Pfistroj, s nazvem, absorpc¢ni spektrofotometr se v praxi uziva pro meéteni spekter
propustnosti. Skladd se z Casti optické, ktera sestdva ze zdroje zafeni (nejCastéji
deuteriové a wolframové lampy), monochromatoru, vzorkové casti, detektoru a
optickych prvkti. Dale =z c¢asti elektromechanické obsahujici pohon ladéni
monochromatoru, mefi¢ signdlu detektoru a pocita¢. Vzorek byvad umistén mezi
monochromator a detektor spektrofotometru. Pro méfeni kapalnych vzorkl se pouzivaji
kyvety. Jako kyvety lze pouzit sklenéné, plastové a kiemenné. Plastové a sklenéné
kyvety absorbuji vinové délky pod 310 nm, proto je nelze pouzit pro studie absorbance
pod tuto vlnovou délku. V tomto piipadé se pak uzivaji kiemenné kyvety, které jsou
pruhledné pro vilnové délky nad 180 nm a jsou tedy vhodné pro méteni absorpce
v ultrafialové oblasti (Titus a kol. 2019, Prosser a kol. 1989).

Me¢feni miZe byt provadéno jak na jedné vlnové délce, tak 1 na pfedem uréeném
spektralnim rozsahu. V pfipadé¢ dvoupaprskovych pristroji je intenzita svétla
prochazejiciho vzorkem porovnavana s intenzitou svétla, ktera prochazi referencni
kyvetou. Svazek zafeni je sttidavé veden na vzorek a referenci (Prosser a kol. 1989).
Naméiena data jsou porovndvana pii kazdé vinové délce pro kvantifikaci extinkéniho
spektra zavislého na vinové délce vzorku. Shromazdénd data jsou obvykle vynesena
jako extinkce v zavislosti na vinové délce.

Nanocastice z uslechtilého kovu vykazuji tzv. plazmony (kolektivni oscilace
vodivych elektront tvoficich stojatou vinu na povrchu nanocastic) (Obrazek 10). Tyto
plasmony jsou ptvodcem mimotadnych optickych vlastnosti nanocastic uslechtilych
kovli a jsou citlivé na tvar, velikost, koncentraci, aglomera¢ni stav a na index lomu
pobliz povrchu nanocastic. Diky tomu lze UV-Vis spektroskopii povazovat za cenny
nastroj pro identifikaci, charakterizaci a studium téchto nanomaterialt. Castice
nevykazujici povrchovy plazmon mohou mit taktéz vyznacné optické vlastnosti, avSak
na rozdil od plasmonovych nanocéstic neni jejich spektrum tak citlivé na disperzni

vlastnosti [6].



Prehled problematiky 15
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Obrazek 10 Lokalizovany povrchovy plazmon. Na Ccastici
dopada svetlo o vetsi vinové délce A, nez je velikost castice.
Nasledkem je oscilace plazmonu kolem Ccastice. Frekvence

oscilace se nazyvda lokalizovana povrchova plazmonova
rezonance (Prevzato z: [7])

Povrchova plazmonova rezonance (z angl. Surface plasmon resonance, SPR) je jev,
pii kterém dochazi k excitaci elektroni povrchového plazmonu fotony dopadajiciho
svétla s ur¢itym uhlem dopadu a dale se §ifi rovnobézné s kovovym povrchem (Zeng a
kol. 2017). Pfi konstantni vinové délce svétla a kovovém tenkém povrchu je urcity thel,
kdy dochazi k rezonanci. Z toho plyne, ze uhel, pii kterém dochazi k rezonanci, je

zavisly na indexu lomu ¢astice v blizkosti rozhrani (Zhu a Gao 2019).

2.5.2 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Transmisni elektronova mikroskopie je mikroskopicka technika, ktera se stala jednou
Z nejsiln€jSich technik v oboru materidlové veédy, nanotechnologie a anorganické
chemie. Na rozdil od svételného mikroskopu ma mnohem S$irsi pole ptisobnosti, alesponi
co se tyCe rozliSovaci schopnosti. V tomto piipadé¢ namisto svételnych paprska
prostupujicich objektem a systémem sklenénych cocek piebira funkci svazek elektronii
prenaseny skrze vzorek (Prosser a kol. 1989; Su 2017).

Tubus mikroskopu je pfipojen ke zdroji vysokého napéti a pti dostatecné vysokém
proudu, zacne tzv. elektronova tryska emitovat elektrony. Z trysky ndsledné proud
elektront prochazi magnetickymi poli kondenzorovych €ocek. V dneSni dobé se jiz
vyrabi mikroskopy, které dominuji dvéma kondenzorovymi ¢ockami. Svazek elektronti
dale prostupuje do preparatové komory, kde je v nosniku umistény pozorovany objekt.
Dochazi k interakci urychlenych elektront s objektem, ¢ést elektronli prozatuje skrze
vzorek a Cast se rozptyluje. Rozptyl svazku elektronli zavisi jak na soucinu tloustky, tak

1 na hustoté objektu. Vzorkem ovlivnény proud urychlenych elektronti prochazi dale
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zobrazovaci soustavou a vysledny obraz pozorujeme v prohlizeci komoie na
luminiscenénim stinitku (Prosser a kol. 1989).

TEM zobrazovani je obvykle preferovany zptsob pfimého méfeni velikosti ¢astic,
velikosti zrn, distribuce velikosti a morfologie nanocastic. Vzorky ptipraveny pro
zobrazovani v TEM jsou nanaSeny na kruhové médéné sitky, které jsou potazeny
uhlikovym filmem. Vzorky s elektronovou hustotou, které jsou vyssi, nez amorfni uhlik,
se snadno zobrazuji (Prosser a kol. 1989; Titus a kol 2019; [6]). Béhem procesu suseni

bohuZzel mize dojit ke zméné distribuce velikosti a morfologie, vlivem agregace.

2.5.3 Zeta-potencial

Me¢fteni zeta-potencidlu je technika pomoci niz lze stanovit hodnota povrchového
naboje NPs v koloidnim roztoku. NPs maji povrchovy ndboj, ktery ptitahuje vrstvu
protiiont k povrchu ¢astice (Sternova vrstva) (Kumar a Kumar Dixit 2017) (Obrazek
3).

Je-li na suspenzi castic aplikovano elektrické pole, Castice se zacnou pohybovat
vlivem interakce mezi elektrickym polem a nabitou ¢astici. Smér a rychlost pohybu jsou
funkci elektrického pole, naboje a suspendujiciho média (Titus a kol. 2019).

Hodnota potencialu zeta je mirou rozdilu potencialu mezi objemovou tekutinou, ve
které je Castice dispergovana, a vrstvou tekutiny obsahujici opané nabité ionty, které se
nachazi na povrchu NPs. Castice se zapornym potencidlem se vazou na kladné nabité
povrchy a naopak [6]. Velikost zeta-potencialu poskytuje informaci o kratkodobé ¢i
dlouhodobé¢ stabilit¢ emulzi. Pficemz NPs s vysokym potencidlem (kladny nebo
zéporny) jsou elektricky stabilizovany, zatimco NPs s nizkym potencidlem maji
tendenci flokulovat ¢i aglomerovat, tzn., Ze maji snizenou stabilitu (Wei Lu a Gao
2010). Byvaji uvadény nasledujici rozsahy pro posouzeni stability ¢astic:

e 0-5mV dcastice maji tendenci aglomerovat nebo agregovat

e 5-20 mV castice jsou minimalné stabilni

e 20-40 mV castice jsou stiedné stabilni

e 40 <mV castice jsou vysoce stabilni [6]

vvvvvv

iontova sila, teplota a koncentrace vSech piisad (Wei Lu a Gao 2010).
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2.5.4 Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Dynamicky rozptyl svétla, také znamy jako fotonova korelacni spektroskopie (PCS)
¢i kvazielasticky rozptyl svétla (QELS) je dulezita technika vyuzivajici se pti vypoctu
priméru ruznych typa ¢astic dispergovanych v kapalném médiu (Ramos 2017; Malm a
Corbett 2019).

Ve skutecnosti pii méfeni DLS dochazi k zdznamu Brownova pohybu, ktery je
zpusoben nahodnou srazkou castic s molekulami prostfedi, a uvadi jej do vztahu
s velikosti ¢astic (Zheng a kol. 2016). Rychlost Brownova pohybu zavisi na velikosti
Castic a Viskozité média, ve kterém jsou cCastice dispergovany. Proces se provadi
osvétlenim ¢astic laserem a analyzovanim fluktuaci intenzity v rozptyleném svétle (Zhu
a Gao).

Pro osvétleni ¢astic vzorku uvnitt cely se uziva laserovy paprsek a rozptylené svétlo
je méfeno detektorem pod uhlem 90° nebo 173° (v zavislosti na ur¢itém nastaveni
a typu pftistroje). Fluktuace intenzity rozptylu jsou analyzovany pomoci autokorelacni
funkce. Zékladni distribuce velikosti generovana DLS je na zaklad¢ distribuce intenzity.
Tato distribuce velikosti na zéklad¢ intenzity rozptyleného svétla se da dale prevést na
distribuci dle poc¢tu a dle objemu (Zheng a kol. 2016).

V piipad¢ nesférickych NPs dochazi ke méfeni velikosti NP majici hydrodynamicky
prumér (tj. pramér neporézni koule, kterd difunduje stejnou rychlosti jako
charakterizovana castice) [6]. Méfena velikost NP je také ovlivnéna latkami

adsorbovanymi na povrchu NP a tloustkou EDL.

2.5.5 Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie (SERS)

Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie, nebo také technika znama pod nazvem
povrchem zesileného Ramanova rozptylu je velmi citliva a selektivni spektroskopicka
technika, jejiz pocatky se datuji od roku 1974, kdy Fleischmann a kol. ve studii
adsorpce pyridinu na stfibrné elektrodé poznamenali, Ze Ramaniiv rozptyl byl
znatelné&jsi, kdyz byl povrch elektrody zdrsnén (Littleford 2017).

Cely proces SERS zacind, je-li analyt adsorbovan na nebo se nachdzi v tésné
blizkosti pfipraveného zdrsnéného kovového povrchu vhodného kovu, nejcastéji stiibra
nebo zlata. Excitaci povrchu laserovym paprskem dochazi ke zméné polarizovatelnosti
analytu ve sméru kolmém k povrchu, ¢imz dochéazi ke zvyseni rozptylu o né€kolik fadua,

a to az 10® — 102 krat. Hruby povrch vhodného kovu potiebny pro rozptyl lze ptipravit
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mnoha zplusoby. Bézné metody pouzivaji agregované koloidni c¢astice, zdrsnéné
elektrody nebo tenké kovové povlaky. Nyni vSak existuje mnoho specialné navrzenych
povrchl, znichz nékteré jsou komeréné dostupné (Littleford 2017). K celkovému
zesileni intenzity Ramanova rozptylu ptispiva elektromagneticky jev (dopadajici svétlo
na povrch kovu vybudi rezonanéni povrchovy plazmon v kovu) a chemicky jev (pfenos
naboje mezi kovovym povrchem a adsorbatem) (Kuckova a kol. 2018).

Plazmonické vlastnosti (zavislé na typu, velikosti a struktufe) kovovych NPs jsou
zajimavé diky svym optickym vlastnostem, které umoznuji intenzivni rozptyl svétla
k dosazeni kvantifikace, lokalizace a tedy zobrazeni biologickych systémi az po

molekularni uroven (Taylor a kol. 2016).
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3. Cile prace

=  Dvoukrokova syntéza Castic typu Au jadro a Ag slupka, tzn. core-shell
Au-Ag NPs ptipravenych metodou rustem ze zarodki (seeded-growth).

= Charakterizace pfipravenych Au-Ag NPs metodami:

UV-Vis spektroskopie (UV-Vis)

Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Megéfteni hodnot zeta-potenciall

» Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

= Me¢feni povrchem zesilenych Ramanovych spekter modelovych porfyrini

(TMPyP, PPIX), pfi excitaci 785 nm za pouziti ptipravenych Au-Ag NPs.
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4. Material a metody

4.1 Chemikalie

Chemikalie pouzité pro piipravu Au-Ag NPs:
e Citronan sodny - CeHsO7Nasz (Sigma-Aldrich, USA)
e Kyselina tetrachlorozlatitd — HAUCIs (Sigma-Aldrich, USA)
e Tetrahydridoboritan sodny — NaBH4 (Sigma-Aldrich, USA)
e Kyselina L-askorbova — vitamin C (Sigma-Aldrich, USA)
e Dusi¢nan stiibrny — AgNOs (Sigma-Aldrich, USA)
e Deionizovanad voda (vodivost 18,3 MQ-cm?) — ¢&isténd systémem Milli-Q

(Millipore Corp. Bedford, MA, USA) umisténym v budové CRH

Porfyrinové roztoky
e TMPyYP - 5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4-pyridinio)porphyrin tetra(p-
toluenesulfonate) (Sigma-Aldrich, USA)
e PPIX — protoporfyrin IX (Sigma-Aldrich, USA)

Jednotlivé roztoky byly pfipraveny za pouziti deionizované vody, a to v koncentraci
1-10* M Cisténi laboratorntho skla a kiemennych kyvet bylo zajiiténo mezi
jednotlivymi méfenimi pouzitim luavky kralovské (smés kyseliny dusi¢éné (HNO3) a
kyseliny chlorovodikové (HCI) vpoméru 1:3) a ndslednym nékolikandsobnym

oplachnutim deionizovanou vodou.

4.2 Pfiprava nanoCastic

Piipravou nanocastic typu core-shell z uslechtilych kovii metodou seeded-growth,
kdy prvnim krokem reakce je rychld redukce k vytvofeni malych zarodki a druhym
krokem je pfidani daného redukéniho ¢inidla. Au-Ag NPs jsou ptipraveny redukci
rozpusténého kovového prekurzoru (kovova sil) redukénim Einidlem, jako je napf.
kyselina askorbova, tetrahydridoboritan sodny apod.

Distribuce velikosti NPs je ovlivnéna vnéj$imi podminkami reakce. Ptikladem je
rychlost a zptsob michani roztoku, pH ¢i teplota, pii které reakce probiha. Ne vzdy je

tedy synteticky proces zcela reprodukovatelny, kone¢na velikost NPs se mtZe liSit.
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Vzorky uvadéné v této diplomové praci byly ptipravené za bézné laboratorni
teploty (21 °C) a michani (1100 ot./min) bylo provadéno na elektromagnetické

michacce.

4.2.1 Citratovy koloid AuCitrLM

Citratovy koloid pojmenovan jako AuCitrLM byl ptfedem ptipraven ve vodni lazni o
teplot¢ 100 °C (var). Byl pouzit koncentratni pomér reaktanti dle Lee-Meisela
(Wuithschick a kol. 2015), c(Au®*") : c(citrat) = 3:1. Roztok 1:10° M HAuUCI: 0 objemu
200 ml byl ptiveden k varu a za stalého michani bylo pfidano 20 ml 1% citratu sodného.
Nasledné byl roztok udrZzovan ve varu po dobu 1 hodiny ptikrytého ,,poklici* tvofenou
hodinovym sklickem. Podle této syntézy by mély vytvofené ¢astice dosahovat velikosti

kolem 20 nm.

4.2.2 Citratovy koloid AuCitrWi

Koloid AuCitrWi byl ptipraven podobné, jako pfedchdzejici koloid. AvSak zde byl
pouzit koncentra¢ni pomér reaktanti dle Willnera (Wuithschick a kol. 2015), tj.
c(Au®) : c(citrat) = 1:3. 200 ml 0,2% roztoku citratu sodného bylo piivedeno k varu a
za stalého michani pfiddano 10 ml 5-10° M HAUCIls. Koneéna velikost nanoéastic by

méla byt okolo 15 nm.

4.2.3 Borohydridovy koloid Aubh

Borohydridovy koloid Aubh byl pfedem ptipraven ve vychlazené lazni o teploté
4 °C. V této ledové lazni o objemu 75 ml bylo rozpusténo 3,6:10° g NaBHa. Roztok byl
ponechan 30 minut a nasledné za stalého michani bylo piikapano 9 ml 2,2:10° M
HAuUCls. V michani za laboratorni teploty se pokracovalo 45 minut. Velikost

vytvofenych ¢astic by méla byt kolem 5 nm.

4.3 Tvorba Au-Ag NPs

Tvorba core-shell Au-Ag NPs je sestavena ze dvou krokt. Prvni krok syntézy
spo¢iva v redukei jisté frakce Au* iontdl, za pouziti silného redukéniho ¢inidla (NaBHa)
nebo slabého redukéniho ¢inidla (citrat sodny), kdy vznikaji NCs a vedou ke vzniku

zarodeCnych NPs. Druhym krokem k vytvofeni findlniho koloidniho systému ze
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zarode¢nych NPs je redukce nasledné pridané kovové soli AgNO3 pridanou L-kyselinou

askorbovou.

Byly provedeny 3 druhy syntéz liSicich se pouzitim zarodecnych NPs a sledem
pridavani reaktanti v druhém kroku tvorby Au-Ag NPs. Zarodeéné NPs byly
pfipraveny syntézami uvedenymi v této praci a oznacenymi AuCitrLM, AuCitrWi,

Aubh. Nutno podotknout, ze pii piipravé Au-Ag NPs jsou zarodecné NPs stari 7

meésicu.

Tabulka 2 Syntéza findlniho koloidniho systému core-shell Au-Ag NPs

Nazev

Sled pridavani béhem syntézy

Typ (A) Au-Ag NPs

(i) L-askorbova kyselina
(if) AgNO3
(iii) Zarode¢né NPs (AuCitrLM/AuCitrWi/Aubh)
=> Nazev syntézy
(A) AuCitrLM/CitrWi/bh - Ag

Typ (B) Au-Ag NPs

(i) L-askorbova kyselina
(i) Zarode¢né NPs (AuCitrLM/AuCitrWi/Aubh)
(iif) AgNOs
=> Nazev syntézy

(B) AuCitrLM/CitrWi/bh - Ag

Typ (C) Au-Ag NPs

(1) Zarode¢né NPs (AuCitrLM/AuCitrWi/Aubh)
(i) AgNO3
(iii) L-askorbova kyselina
=> Nazev syntézy

(C) AuCitrLM/CitrWi/bh - Ag

4.3.1 Syntézatypu (A) Au-Ag NPs

K1 ml 10-10® M vodného roztoku kyseliny L-askorbové bylo ptiddno 48 ml
0,2:10° M vodného roztoku AgNOs. Pii této reakci dochdzi k redukci stiibrnych ionti
kyselinou L-askorbovou. Naslednych krokem, po 1 minuté, je ptidani 2 ml ptislusnych
zarodecnych NPs (AuCitrLM nebo AuCitrWi nebo Aubh). Finalni koloidni systém
((A) AuCitrLM/CitrWi/bh - Ag) byl michan rychlosti 950 ot./min po dobu 30 minut,

kdy se systém ustali do rovnovazného stavu.
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4.3.2 Syntézatypu (B) Au-Ag NPs

K 1 ml 10-10° M vodného roztoku kyseliny askorbové byly ptidany zarodeéné NPs
0 objemu 2 ml. Poslednim krokem, po 1 minuté, je pfidani 48 ml 0,2-10° M vodného
roztoku AgNO:s. Finalni koloidni systém ((B) AuCitrLM/CitrWi/bh - Ag) byl michan 30

minut rychlosti 950 ot./min.

4.3.3 Syntézatypu (C) Au-Ag NPs

48 ml 0,2:10° M vodného roztoku AgNOs; bylo ptidino ke2 ml piedem
pfipravenym zarodeénym NPs. Nakonec pifidan, po 1 minuté, 10-10° M vodny roztok
kyseliny L-askorbové o objemu 1 ml Michani pokracovalo na elektromagnetické

michacce po dobu 30 min, rychlosti 950 ot./min.

4.4 Charakterizace Au-Ag NPs

Piipravené core-shell Au-Ag NPs byly pozorovany a charakterizovany UV-Vis
spektroskopii, transmisni elektronovou mikroskopii (TEM), méfenim hodnot zeta-
potencialu, dynamickym rozptylem svétla (DLS). Nasledné byly pouzity pro povrchove

zesilenou Ramanovou spektroskopii porfyrinu.

441 UV-Vis spektroskopie

Extink¢ni spektra Cerstvé piipravenych core-shell Au-Ag NPs byla méfena na
absorp¢nim spektrometru SPECORD 250 PLUS (Analytik Jena, Némecko), v rozsahu
vinovych délek 190 — 850 nm, rychlosti 10 nm/s s rozliSenim 1 nm. Pro vSechna méteni
koloidnich vzorki (2,5 ml v kyveté) byla pouzita kfemennd kyveta (3/Q/10,
ChromSpec) o optické draze 1 nm. Jako reference byla pouzita deionizovana voda

nachdazejici se ve stejném typu kyvet jako vzorek.

4.4.2 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Velikost a tvar Au-Ag NPs byly sledovany trasmisnim elektronovym mikroskopem
Jeol 2010F, ktery je vybaven Lab6 katodou a CCD kamerou. Konkrétni koloidni
vzorek, o0 objemu 2 pl, byl nandSen na médénou mfiizku potazenou uhlikovym filmem.

Naneseny vzorek na Cu miizce se nechal susit pfi pokojové teploté v Petriho misce
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prikryté vikem, aby nedochazelo ke zne€isténi vzorku. Snimky z TEM nejsou vzdy

doostiené, zptisobené statim TEM.

443 pH

Meéteni hodnot pH zarode¢nych roztokti a finalnich koloidnich systémt bylo

provedeno na stolnim pH metru 7110.

4.4.4 Dynamicky rozptyl svétla (DLS) a méfeni zeta-potencialu

Distribuce velikosti (dle intenzity nebo dle poctu) zarodecnych a koloidnich Au-Ag NPs
byla méfena pomoci Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments, Velka Britanie).
Vlnova délka laseru pouZivaného v méfeni je 632,8 nm, detekce thlu zpétného rozptylu
nastavena vyrobcem na 173° a métfeni provedeno pfi teploté 25 °C. Netedéné vzorky, o
objemu 1 ml, byly méfeny v jednorazovych plastovych kyvetach. Byl zaznamendn
prumérny vysledek ze tfi méteni.

Meéieni hodnot zeta-potencidlu zarodecnych a koloidnich Au-Ag NPs probihalo
obdobnym zplisobem na stejném laboratornim pfistroji, avSak za vyuziti specialnich
kyvet pro méfeni zeta-potencialtt ve tvaru U a s elektrodami (dodavanych vyrobcem
piistroje Zetasizer Nano Series). 750 pl nefedéného vzorku byl umistén do kyvety a byl

zaznamenan prumérny vysledek ze tii mefeni.

445 Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie

M¢éieni povrchem zesilenych Ramanovych spekter probihalo na pfiistroji
ProRaman-L Raman spektrometr (Némecko) s laserem 785 nm s vykonem 300 mW a
integracni dobou 2 s. Vsechny systémy byly nejprve proméfeny na UV-Vis
spektrometru pied a po pfidani porfyrinu, a to pro urceni procesu agregace, kdy dochézi
k posunu maxima SPR. Me¢feni bylo provadéno v kiemenné kyveté (3/Q/10,
ChromSpec) naplnéné konkrétnim vzorkem o objemu 1,515 ml, finalni koncentrace

porfyrinu v koloidu byla 1-10° M.
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5. Vysledky a diskuse

5.1 UV-Vis spektraa TEM

Extink¢ni spektra zarodecnych Au NPs byla méfena 2 tydny po dokonéeni syntézy,
zatimco UV-VIS spektra finalnich systémi Au-Ag NPs byla proméfovana 30 minut
v prub¢hu syntézy s intervalem 5 minut. Pro ptiklad je zde uveden graf 1, na kterém je
vidét postupna tvorba finalnich systémi. Ve vyslednych UV-Vis grafech jsou vzdy
uvedeny prislusné zarodecné Au NPs a spektrum ustdleného stavu findlnich systému
Au-Ag NPs.

Snimky z TEM jsou ziskany zobrazenim vzorkd zarode¢nych nanocéstic a
kone¢nych koloidnich systému ziskanych vyschnutim kapky na médéné miizce.
Zkoumame tvar a velikost NPs, agregace miize byt ovlivnéna procesem vysychani.

Také byly proméfeny hodnoty pH zarode¢nych a finalnich koloidnich NPs. Hodnota
pH zérodecnych AuCitrLM byla 6,02; AuCitrWi 7,28; Aubh 7,80. pH kone¢nych
koloidnich systémut (A) AuCitrLM — Ag 3,77; (A) AuCitrWi — Ag 4,59; (A) Aubh — Ag

3,55
(B) AuCitrLM — Ag 3,73; (B) AuCitrWi — Ag 4,55; (B) Aubh — Ag
3,49
(C) AuCitrLM — Ag 3,69; (C) AuCitrWi — Ag 4,54; (C) Aubh — Ag
3,44

Evidentni je pokles hodnot pH oproti zarodecnym koloidnim roztokiim. Pokles je
zpusoben ptridavkem jednotlivych reaktantii pro tvorbu stiibrné slupky finadlnich Au-Ag
NPs. Pozoruhodné je, ze pH neklesa o konstantni hodnotu u vSech systémd, a¢ jedinym
rozdilem je typ zarode¢nych ¢astic; objemy a koncentrace pridanych reaktantii (AgNO3
a kyseliny L-askorbové) jsou ve vSech piipadech stejné. Poukazuje to na jiny
molekularni mechanismus reakei pii tvorb¢ findlnich Au-Ag NPs.

Z porovnani hodnot pH pro jednotlivé typy potadi pfidavki reaktantd (A, B, C)
vzdy pro jeden typ zarodecnych Céstic je patrné, ze se pH findlnich Au-Ag NPs lisi
pouze Vv ramci experimentalni chyby (rozliSeni pfistroje + 0,05). To by poukazovalo na
fakt, Ze a¢ je ménéno poradi reaktantii, ¢imZ je nejspiSe ovlivilovana tvorba vyslednych

Au-Ag NPs, nema to vliv na pH vysledného systému.



26 Vysledky a diskuse

3.0

2.5+ —— 0 min
T — 5 min
& 20 ——10 min
8 1.54 15 min
< ~—20 min
% 1.0+ ~——25 min
= —— 30 min

0.5-

o'c L} v v L)

200 300 400 500 600 700 800

A [nm]

Graf 1 UV-Vis spektra findlniho systéemu (C) AuCitrWi — Ag proméiované v pritbéhu 30
minut s éasovym intervalem 5 minut.

5.1.1 Vysledny systém Au-CitrLM — Ag NPs
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Graf 2 UV-Vis zdrodeénych AuCitrLM NPs (Cervend kiivka) a findlnich koloidnich
systémit  piislusnych typi syntéz, (A) AuCitrLM — Ag (Zlutd kiivka), (B) AuCitrLM — Ag
(modra kiivka), (C) AuCitrLM — Ag (fialova kiivka).

UV-Vis zédrode¢nych roztoki a konecnych koloidnich systémil jsou zobrazeny
v grafu 2. Pas absorpce zarodecnych roztokli AuCitrLM (Cervené spektrum) je kolem
hodnoty 520 nm, velikost zarode¢nych NPs by méla odpovidat hodnoté 20 nm.
Absorpéni pas kolem 265 nm v piipadé vyslednych koloidnich systéml odpovida

kyselin€ L-askorbové.
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Extink¢éni spektra findlnich koloidnich systémt (A) AuCitrLM — Ag (zlutd
kiivka), (B) AuCitrLM — Ag (modra kiivka), (C) AuCitrLM — Ag (fialova kiivka) se lii
pouze minimalné v intenzité absorpcnich hodnot pasti SPR, které jsou umistény nad
hodnotou extinkce 1,5 a kolem vinové délky 410 nm, coz je charakteristicka poloha
SPR pro Ag NPs. Dalo by se tudiz usuzovat dle pribéhu extinkce, Ze zména potadi
pridavani reaktanti pro tvorbu stiibrné slupky nema v tomto piipadé¢ pouzitych
AuCitrLM zéarodkl zadny vyrazny dopad na vysledné systémy koloidnich ¢astic. Mohlo
by souviset s faktem, ze AuCitrLM je sam o sob& zna¢né stabilni koloidni systém
s elektro-stericky chranénym Au povrchem. Blize se o mife stabilizace dozvime
z hodnot zeta-potenciala v kapitole 5.2.1.

Snimky z TEM jsou zobrazeny na obrazku 11. Snimek 11A zarode¢ného roztoku
AuCitrLM ukazuje zarodky, které jsou relativné monodisperzni, maji kulovity tvar,
tvoti vSak agregaty (coz vSak mize byt vlivem vysychdni vzorku na sit’ce).

TEM snimky findlnich koloidnich systému (A) AuCitrLM — Ag (obrazek 11B), (B)
AuCitrLM — Ag (obrazek 11C), (C) AuCitrLM — Ag (obrazek 11D), piipravené ze
zérode¢ného roztoku AuCitrLM, zobrazuji Au-Ag NPs s jadrem a obalkou. Konecné
systémy NPs maji polydisperzni tvar, tvoii kulovité, ty¢inkovité, lichobéznikové utvary.
Kolem zarodecnych Au NPs byla vytvoiena Ag vrstva, ktera neni spojitd a nema
stejnou tloustku kolem celého obvodu Au NPs.

Vysledné morfologie NPs se zdaji byt obdobné pro typy syntéz A a B, zatimco
odlisné pro C typ. To nepochybné souvisi s ovliviiovanim elektrostatické dvojvrstvy
zérodeénych nanocastic AuCitrLM, alias jejich agregaci vlivem piidavku AgNOs3
a teprve nasledné¢ L-askorbové kyseliny v ptipadé syntézy typu C. V piipad¢ syntéz
typu A a B jsou zarodky vystaveny bud uU¢inku smési AgNOs a L-askorbové
kyseliny - typ A, ¢i nejprve Géinku L-askorbové kyseliny a naslednému piidani zdroje
stiibrnych iontd — typ B. Kyselina L-askorbova muze elektrostaticky interagovat
S povrchem Au zérodkt a v pribéhu ¢asu se nepochybné ustavi rovnovaha mezi volnou
L-askorbovou kyselinou v roztoku a vazanou L-askorbovou, ktera muZe nahrazovat
citratové anionty na povrchu zdrode¢nych Au NPs (citratové ionty se téz mohou

uvoliovat z povrchu Au do roztoku, a to rovnéz do dosazenti jisté rovnovéhy).
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Obrazek 11 TEM snimky zdrodeéného roztoku a findlnich koloidnich systémii. Snimek A — zdrodecny roztok
AuCitrLM (zvétseni TEM 60 000 x), snimek B — finalni koloidni systém (A) AuCitrLM — Ag (zvétseni TEM 60 000
x), snimek C — finalni koloidni systéem (B) AuCitrLM — Ag (zvétseni TEM 60 000 x), snimek D — finalni koloidni
systém (C) AuCitrLM — Ag (zvétseni TEM 60 000 Xx]

5.1.2 Vysledny systém Au-CitrWi — Ag NPs

FindIni koloidni systém (A) AuCitrWi — Ag (modra kiivka), (B) AuCitrWi — Ag
(zelena kiivka), (C) AuCitrWi — Ag (oranzova kiivka) byly piipraveny ze zarodecného
roztoku AuCitrWi (Cervena kiivka) (Graf 3). Opét mizeme pozorovat vyskyt kyseliny
L-askorbové a zménu vinové délky absorpéniho pasu pii prepéstovani Au NPs
na Au-Ag NPs. Konecné koloidni systémy se vzajemné 1i§i zménou intenzity
absorp¢nich pastt SPR kolem hodnoty 410 nm, coZ mize byt zpisobeno odlisnym
potradim ptidavani reaktantt.

Z UV-Vis spekter citratovych koloidt (Graf 2 a 3) lze odvodit, Ze oba koloidni
systémy maji pfiblizné stejnou reaktivitu. Podobnost extink¢nich spekter pii vinové
délce je pravdépodobné pticitana barveé (rubinové cervend) citratovych koloidl. Lze fici,
ze pouziti obraceného potadi reaktantli v kone¢né syntéze koloidniho systému
neposkytuje zadny vyrazny rozdil. CoZ se na rozdil od kone¢ného koloidniho systému

obsahujici borohydrid (Graf 4) jako prvni reduk¢ni ¢inidlo neda srovnavat.
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Dale jsou pozorovatelné absorp¢ni piky kyseliny L-askorbové (ptiblizné 265 nm)

ptitomné ve spektrech citratovych a borohydridovych finalnich koloidnich systémd.
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— (A) AuCitrWi - Ag
—— (B) AuCitrWi - Ag
— (C) AuCitrWi - Ag
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Ll L}
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Graf 3 UV-Vis zdarodecnych AuCitrWi NPs (Cervend kiivka) a findlnich koloidnich
systémii  piislusnych typi syntéz, (A) AuCitrWi — Ag (modrd kiivka), (B) AuCitrWi — Ag
(zelena kiivka), (C) AuCitrWi — Ag (oranZova ki'ivka).

100 nm

Obrazek 12 TEM snimky zdrodecného roztoku a findlnich koloidnich systémii. Snimek A — zdrodecny roztok
AuCitrWi (zvetseni TEM 30 000 x), snimek B — findlni koloidni systém (4) AuCitrWi — Ag (zvétseni TEM 20 000
x), snimek C — findlni koloidni systém (B) AuCitrWi — Ag (zvétseni TEM 25 000 x), snimek D — findalni koloidni

systém (C) AuCitrWi — Ag (zvétseni TEM 30 000 x).
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TEM snimky na obrazku 12 zobrazuji zarodecny citratovy koloid pfipraveny dle
Willnera, AuCitrWi (obrazek 12A), a findlni koloidni systémy (A) AuCitrWi — Ag
(obrazek 12B), (B) AuCitrWi — Ag (obrazek 12C), (C) AuCitrWi — Ag (obrazek 12D).
Dle snimku 12A vidime tvorbu prevazné kulovitych NPs, které maji na nékterych
mistech tendenci agregovat. Tato mys$lenka Ize podlozit i UV-Vis spektrem (Graf 3),
kde opét vidime rozmyti absorpéniho piku zarodec¢ného koloidu pii 610 nm. Finalni
koloidy agreguji a vytvari shluky. Tmava ¢ast snimku predstavuje Au jadro, které je
obklopené Ag Casticemi, vzajemné mohou slouzit jako spojeni mezi Au jadry. Svétlejsi
skvrny kolem Au jader pravdépodobné piedstavuji amorfni slozku, coz bylo zplisobeno

odsychanim vzorku na sit’ce.

5.1.3 Vysledny systém Aubh — Ag NPs

3.5+
3.0 —— Aubh
S 2.5 — (A) Aubh - Ag
S 50 —— (B) Aubh - Ag
7 (C) Aubh - Ag

1.0-\

. 1] ) v
200 300 40 500 600 700 800
A [nm]

Graf 4 UV-Vis zdrodecnjch Aubh NPs (Cervend kiivka) a findlnich koloidnich systémii
pislusnych typii syntéz, (A) Aubh — Ag (modrd kiivka), (B) Aubh — Ag (fialovd kiivka), (C)
AUCItrWi — Ag (cyanovi k¥ivka).

UV-Vis zarodecnych a findlnich borohydridovych koloidnich systémi jsou
zobrazeny vgrafu 4. Konetné systémy byly pfipraveny ze zarodeéného
borohydridového koloidniho roztoku. Pozorujeme vyskyt kyseliny L-askorbové
(265nm) a zménu intenzity absorpénich past, kdy findlni koloidni systém
(A) Aubh-Ag a (B) Aubh — Ag se nejvice lisi intenzitou absorpce od systému
(C) Aubh — Ag pti hodnoté vinové délky 400 nm. Vysledna zména intenzity finalnich

roztokl je zpisobena odlisSnym zplisobem piidavani reaktanti.



Vysledky a diskuse 31

100 nm

]
100 nm

Obrdazek 13 TEM snimky zarodecného roztoku a findlnich koloidnich systémii. Snimek A — zdrodecny roztok
Aubh (zvétSeni TEM 40 000 x), snimek B — findlni koloidni systém (A) Aubh — Ag (zvétSeni TEM 40 000 X),
snimek C — findlni koloidni systém (C) Aubh — Ag (zvétSeni TEM 25 000 X).

V piipadé TEM snimkti findlnich koloidnich systémt (A) Aubh — Ag (obrazek 13B)
a (C) Aubh - Ag (obrazek 13C) syntetizované ze zarode¢ného roztoku Aubh (obrazek
13A) sledujeme agregaci NPs. Systémy opét tvoii polydisperzni NPs riznorodych
tvar,, viz obrazky vySe. TEM snimky zdrode¢ného roztoku Aubh na obrazku 13A
ukazuji zarodky vzajemné spojené, tvoii propojenou sit. Snimky koloidniho systému

(B) Aubh — Ag se nepodatilo pofidit z davodu poskozené sitky.

5.2 DLS a zeta-potencial

V dob& méfeni velikosti nanoc¢astic a hodnot jejich zeta-potencialu byly zarodecné
roztoky a finalni koloidni systémy stafi 1 mésice. Nejprve je nutné provést vizualni
hodnoceni (okem) zarode¢nych roztokl a findlnich koloidnich systémi pro nasledujici
charakterizaci. Nedoslo-li k detekci zadnych mikroc¢astic a agregatd, bylo provedeno

méfeni DLS a méfeni hodnot zeta-potencidlu jiz zmiflovanych systémd.
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5.2.1 Méfeni DLS a zeta-potencialt Au-Ag NPs

Pro dosazeni nejlepSiho vysledku DLS méfeni je nutné uvazit fyzikalni vlastnosti
vzorku, jako je koncentrace vzorku a velikost castic. Méteni DLS a hodnot zeta-
potencialu bylo provedeno s neziedénymi roztoky. Nicméné zarodeéné roztoky a finalni
koloidni systémy nevykazovaly monodisperzitu, tudiz vyslednd data maji n¢kolik
vrcholi velikosti. Pozorovana $irsi distribuce velikosti, polydisperzita, mize vést k
jistému zkresleni namétenych dat a vyslednych zeta-potencialti NPs.

Na naméfena data se divame z pohledu distribuce velikosti jak dle intenzity, tak i
poctu rozptylujicich castic. Plati, Ze velké castice rozptyluji mnohem vice svétla, nez
malé Castice, coz velmi ¢asto vede k rozporu mezi distribuci velikosti ¢astic na zakladé
intenzity a po¢tu. Data v tabulce 3 ukazuji distribuci velikosti ¢astic na zakladé intenzity
rozptyleného svétla (DLS intenzita), nejCastéji v bimodalnim zastoupeni se
smérodatnou odchylkou a v procentudlnim zastoupeni. Rozdéleni zaloZzené na intenzité
muze byt pfevedeno na rozdéleni zalozené na distribuci velikosti dle poctu (DLS pocet)

rozptylujicich ¢astic (Tabulka 4).

Tabulka 3 Velikost distribuce rozptylenych Cdastic podle intenzity, se smérodatnou odchylkou, pro Au zdrodecéné
roztoky a Au-Ag findlni koloidni systémy.

DLS intenzita
Nizev Pk 1 Pk 2 Pk 3
Velikost Velikost Velikost
[nm] " [hm] " [nm] ”
AuCitrLM 60 + 30 48 329 + 207 43 4122 +£ 1025 5
(A) AUCitrLM - Ag | 78 +37 84 12+4 16 - -
(B) AuCitrLM - Ag 74 +39 76 13+5 22 4+1 2
(C) AuCitrLM - Ag | 65 + 34 80 10+ 4 20 - -
AuCitrWi 41+ 13 59 14 +4 35 2,0+0,3 6
(A) AuCitrwWi- Ag | 45+15 89 5+1 11 - -
(B) AuCitrwWi- Ag | 54+ 23 100 - - - -
(C) AuCitrWi - Ag 59 + 26 90 6+2 10 - -
Aubh 9+1 54 144 + 12 46 - -
(A) Aubh - Ag 61+ 27 79 9+4 18 5186 + 482 2
(B) Aubh - Ag 55+ 27 70 7+3 30 - -
(C) Aubh - Ag 67 + 38 76 11+4 24
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Tabulka 4 Velikost distribuce rozptylenych éastic podle poétu Au zdrodeénych roztokit a Au-Ag findlnich
koloidnich systémii, se smérodatnou odchylkou.

DLS pocet

Nazev Pk 1
Velikost [nm] %
AuCitrLM 7,0+2,0 100
(A) AuCitrLM - Ag 8,0+£2,0 100
(B) AuCitrLM - Ag 30+1,0 100
(C) AuCitrLM - Ag 6,0+ 1,0 100
AuCitrwi 1,0+0,3 100
(A) AuCitrWi - Ag 3,0+1,0 100
(B) AuCitrWi - Ag 26,0 £ 8,0 100
(C) AuCitrwi - Ag 27,0+38,0 100
Aubh 8,0+1,0 100
(A) Aubh - Ag 1,0+0,3 100
(B) Aubh - Ag 40+1,0 100
(C) Aubh - Ag 6,0+2,0 100

Distribuce findlnich koloidnich systémli zalozena na intenzité, konkrétné:
(A) AuCitrLM - Ag, (B) AuCitrLM - Ag, (C) AuCitrLM - Ag, (C) AuCitrWi — Ag,
(A) Aubh - Ag, (C) Aubh— Ag; ukazuji, Ze ve vzorku dominuji NPs o velikosti
vintervalu 60-80 nm. Ostatni zbyle typy finalnich koloidnich systému
((A) AuCitrwWi — Ag, (B) AuCitrWi — Ag, (B) Aubh — Ag) vykazuji ¢astice mensi nez
60 nm v primeéru.

Naopak jak lze vidét v tabulce 4, vétSina pfitomnych nanocastic dle pocetni
distribuce, se velikostné pohybuje v rozmezi 1 — 10 nm (v¢etné experimentalni chyby);
vyjimkami jsou leda vzorky (B) AuCitrWi — Ag a (C) AuCitrWi — Ag, které obsahuji
26-27 nm castice. Jak jiz bylo zminé€no vySe, nesoulad mezi distribuci velikosti Castic
podle intenzity nebo podle poctu je zplsoben diky rozdilnym vlastnostem velikostné
rozdilnych NPs pii rozptylu svétla.

Podstatné je, Ze zatimco distribuce intenzitni je pfimo métend hodnota, distribuce
pocetni je odvozend a jsou uvazovany jisté aproximace (kulovité Castice atd.). Slouzi
tudiz spiSe pro posouzeni, jak moc je hodnota procentualniho zastoupeni vétSich ¢astic
hodnovérnda. Pfi posuzovani vysledki je tudiz dilezité vzit v ivahu vySsi rozptyl od

vétsich castic a sledovat spise relativni zmény mono-, bi-, tri-modalnich distribuci pfi
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pfechodu od vzorku zéarodkli k vygenerovanym findlnim bimetalickym systémim.
Z tabulky 3 je viditelny rozdil velikosti mezi vyslednymi koloidnimi systémy a zarodky.
Z toho je patrné, ze dochazi, zcela logicky, ke zvétSovani velikosti ¢astic, napf. pro
(A) AuCitrLM - Ag je prevazujici hodnota (78 + 37) nm a zarodky AuCitrLM
(60 = 30) nm. Tudiz zména velikosti pii pretvafeni téchto zarodkt na bimetalické
nanocastice Au-Ag je okolo 18 nm. Podobné je to tak i pro (C) AuCitrWi - Ag
S hodnotou (59 + 26) nm a zarodky AuCitrWi (41 £13) nm. Zména velikosti
vytvofenych bimetalickych nanocastic je také okolo 18 nm. Podstatné vét§i zménu
velikosti lze vidét na piepéstovanych nanocasticich (C) Aubh — Ag s hodnotou
(67 £+ 38) nm a zarodky Aubh (9 £ 1) nm. Rozdil zmény velikosti je kolem 58 nm.

DLS je sice vyhodnd metoda, protoze métime pfimo v roztoku (oproti TEMu neni
vysychani vzorku a ptipadny reduktivni U¢inek dopadajicich elektrontl), ale neni
zdaleka tak presnd, jako TEM. Neur¢ime hodnotu velikosti pfesné, zvlasté nemame-li
zcela monodisperzni koloidy. Je tudiz lepsi pravé urCovat tuto relativni zménu pii
piechodu z pocatecniho do finalniho systému. (totéz plati pro agregaci nanocastic
vlivem piidavku adsorbatu, napt. porfyrinu.)

Hodnoty zeta-potencialu totoznych koloidnich vzorki jsou uvedeny v tabulce 5.
Vzajemné interakce NPs v roztoku jsou zavislé na potencialu zeta. Jedna-li se o
suspenzi, ve které maji vSechny castice velky kladny nebo zaporny potencidl, budou
inklinovat k odpuzovani se navzajem a neni mozné, aby dosahly flokulace. Obecné lze
povazovat nanocastice za stabilni, je-li hodnota zeta-potencialu vys$si nez +30 mV, nebo
zapornéj$i nez -30 mV (Zheng a kol. 2016). Pochopiteln¢ vzdy zalezi je$té na
funkcionalizaci povrchu NPs, zda krom¢ elektrostatického ptispévku ke stabilizaci
systémlii mizeme ¢i nemizeme uvazovat o sterickém piispévku. Proto je uvedena
hodnota zeta-potencialu obecnou indicii pfi posuzovani stability systému, nikoliv vSak

absolutné vzdy platicim kritériem. Také velmi zaleZi na pH roztoku a iontové sile.
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Tabulka 5 Zeta-potencidal (se smérodatnou odchylkou) Au zarodeénych roztokit a Au-Ag findlnich koloidnich
systémii

Pk 1 Pk 2 Pk 3
Nazev Zeta-potencial Zeta-potencial Zeta-potencial

[mV] " [mV] " [mV] 7

AuCitrLM 19+6 92 -39+4 6 4+3 2

(A) AuCitrLM - Ag -24 £ 15 23 -62+7 8 81+8 8
(B) AuCitrLM - Ag 25+16 25 92+7 7 70+ 6 7
(C) AuCitrLM - Ag 17+ 14 28 -8+7 21 -38+8 7
AuCitrWi -26 £ 13 81 15+7 6 -66 + 6 2

(A) AuCitrWi - Ag -19+ 18 48 68 + 10 10 55+9 6
(B) AuCitrWi - Ag -14+9 19 11+10 19 -101+£11 10
(C) AuCitrWi - Ag -18 £ 16 48 115+ 13 8 -62 +7 7
Aubh -25+5 100 - - - -

(A) Aubh - Ag 110+ 18 28 68 +8 9 -114+9 9
(B) Aubh - Ag 13+17 26 58+12 13 -81+9 9
(C) Aubh - Ag 20£23 32 132+7 8 87+6 6

Ztabulky 5 je zfejmé, ze stejn¢ jako DLS vysledky pro bimetalické systémy
vykazovaly polydisperzitu, téZz hodnoty zeta-potenciall jsou rhznorodé, dle
procentudlniho zastoupeni jsou rozmistény kolem tii nejCastéji obsazenych hodnot.
Hodnota zeta-potencialu zarode¢nych Eastic v 92% zastoupeni, v ptipadé AuCitrLM
koloidu odpovida 19 + 6 mV. Obvykle hodnota zeta-potencialu uvedeného citratového
koloidu vychazi kolem -20 az -40 mV. Pii méfeni pravdépodobné doslo k systematické
chybé a méteni by bylo potieba zopakovat. Zaporny zeta-potencial citratového koloidu
AuCitrWi v 81% zastoupeni se rovna hodnoté -26 = 13 mV. Zatimco zarodecné NPs
Aubh v plném zastoupeni maji zapornou hodnotu -25 £ 5 mV.

Srovname-li hodnoty zeta-potenciali finalnich systému, lze fici, ze pro typ koloidu
AUCitrLM — Ag, typ syntéz B, C nabyvaji v nejvétsim zastoupeni kladnych hodnot
zeta-potenciall. Zatimco stejny koloidni systém typu A nabyva v nejvétSim zastoupeni
zapornych hodnot, v 23% zastoupeni -24 = 15 mV a v 8% dokonce az -62 + 7 mV.
Citratové koloidy, dle Willnera, nabyvaji v nejvétSim procentudlnim zastoupeni
zapornych hodnot kolem -20 mV. Borohydridové finalni systémy nam déavaji kladné

hodnoty zeta-potencialti. V nejvétsim procentualnim zastoupeni systémit Aubh — Ag,
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typ syntéz B, C nabyvaji hodnot do 20 mV. Zatimco pro systém typu A se hodnota
potencidlu pohybuje az kolem 100 mV.

5.3 Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie (SERS)

Meéteni SERS probihalo za pouziti vSech finalnich koloidnich systémt a vhodné
zvoleného porfyrinu, v tomto ptipade byl zvolen TMPyP. JelikoZ se jedna o kationtovy
porfyrin a koloidni systémy vykazuji pfevazné zaporné hodnoty zeta-potenciali, mél by
pridavek tohoto porfyrinu k bimetalickym systémim vést k agregaci NPs, kterou lze
pozorovat UV-Vis spektroskopii. Proto pfed kazdym méfenim SERS spekter byly
nejprve proméfeny absorpcni spektra bez ptidaného TMPyP a nésledné konecny
koloidni systém s TMPyP. Pro méfeni byla pouzita koncentrace TMPyP 1-10° M
(ve finalnim roztoku), ve spektrech znaéeni TMPyP®. Byla provedena dvé opakujici se

méfeni a vysledna spektra jednoho z nich jsou zde ukézéna.
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Graf 5 SERS spektra a UV-Vis spektra syntéz typu (A) Au-Ag NPs bez piidaného TMPyP a s piidanym TMPyP.
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Na grafu 5A vidime SERS spektrum (A) Aubh — Ag bez TMPyYP a s pfidanym
TMPyP, kde mizeme pozorovat vzajemnou interakci mezi NPs a TMPyP. Dochazi
k mirné agregaci NPs (Graf 5B), vysledkem je signal zesileny pomoci NPs.

Dle VIckové a kol. (2000) byly urceny vyznaéné pasy pro metalovany kationtovy
porfyrin. Nami pozorované hodnoty past se vSak lisi od hodnot uvedenych ve ¢lanku
Vickové a kol. Dalo by se tudiz usuzovat, ze TMPyP nebyl metalovan Ag ionty
Z povrchu findlnich bimetalickych ¢astic. Nicméné k interakci dochdzi (jak vidime dle
spekter), ale je otdzkou, zda jde pouze o iontovou ¢i koordinacné kovalentni vazbu mezi
Ag a dusiky pyrolovych jader porfyrinu. Pro porovnani je v ptiloze 1 zobrazeno SERS
a UV-Vis spektrum samotného TMPyP o koncentraci 1:10® M. V UV-Vis spektru
vidime absorpcni pas pii 420 nm a nékolik slabsich maxim od 500 do 600 nm (Q-pasy).
Srovname-li tento graf (Pfiloha 1) s UV-Vis grafy 5B, 5D a 5F sledujeme rozsiteni
Q-péasu, dochazi tedy k agregaci NPs. Porovname-li SERS spektra samotného TMPyP a
spektra s finalnimi koloidnimi systémy, pozorujeme nékolikanasobné zvétseni intenzity
Ramanova rozptylu, tzn., Ze dochazi ke vzajemné interakci mezi danym vyslednym
koloidnim syst¢émem a TMPyP. Je zndmo, ze adsorp¢ni vlastnost kationtového TMPyP
na koloidy redukovanych citratem ¢i borohydridem je ucinnéjsi, nez-li aniontovych
nebo neutralnich molekul (Hajdukova a kol. 2008).

Citratovy koloidni systém (graf 5D a 5F) ma zaporngj$i zeta-potencial oproti
(A) Aubh — Ag, proto lze pozorovat viditelnéj$i agregaci systému. Absorpéni signal
pasu kolem 420 nm v grafech 5B, 5D, 5F odpovida Soretovu pasu.

Srovnanim grafu lze fici, Ze nejlepSi signal (A) syntézy Au-Ag NPs byl u koloidu
pouzivajici Lee-Meiselovi zarodky. Obecné lze fici, Ze intenzita rozptylu v piipadé
citratovych koloidnich systémii NPs je vys$i, piiblizn€¢ 2,5x, nez v ptipade

borohydridovych NPs.
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Graf 6 SERS spektra a UV-Vis spektra syntéz typu (A) Au-Ag NPs bez piidaného TMPyP a s pifidanym TMPyP.
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SERS vyznac¢né piky zobrazené v grafu 6A, 6C a 6E jsou opét popsany dle ¢lanku
VIckova a kol. (2000). Pozorované hodnoty se vsak lisi od uvedenych hodnot v SERS
spektrech.

To, ze dochazi k vzéjemné interakci mezi vyslednymi systémy a porfyrinem,
miizeme opét porovnat se samostatnym grafem TMPyP, ktery je pfiloZzen na konci
prace. V UV-Vis spektru TMPyP (Pfiloha 1) pozorujeme Soretiv pas — 420 nm
a Q-pasy 500-600 nm. V absorp¢nich spektrech systému s piidanym porfyrinem také
vidime tyto pasy a zaroven pozorujeme agregaci koloidd, ktera je viditelna v oblasti
500-700 nm. Nejviditelnéjsi agregace je u finalnich citratovych koloidd. V SERS
spektrech kone¢nych systémi s pfidanym TMPyP pozorujeme nekolikandsobné
zvétseni intenzity Ramanova rozptylu pfi porovnani se samotnym TMPyP, cozZ je
disledek vzajemné interakce mezi porfyrinem a systémy.

Vzajemnou interakci ndm také dokazuji SERS pasy okolo 250 cm™, kdy dochazi
k navazani Ag na dusik heterocyklu pyridinu nachazejici se na okrajich struktury
TMPyP. Tento zpisob metalace bych nazvala semi-metalovanou formou (podle mého
nejlepSiho védomi dosud nepopsana forma v odborné literatuie), jelikoz se nejedna o
metalaci TMPyP v pravém slova smyslu, kdy dochazi k navazani kovového iontu
doprostied struktury porfyrinu. Ostatni zvyraznéné pasy v SERS spektru (Graf 6A, 6C,
6E) také potvrzuji, Ze se nejednd o zcela metalovanou formu TMPYP, orientace
porfyrinu je pravdépodobné jind vii¢i Ag povrchu iontu.

Srovnanim grafii Ize fici, Ze nejlepsi signal (B) syntézy Au-Ag NPs byl u koloidu
pouzivajici Willnerovy zarodky. AvsSak je opét pozorovatelna intenzita Ramanova

rozptylu nékolikandsobn¢ vyssi u citratovych systému, nez-1i u borohydridovych.
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Graf 7 SERS spektra a UV-Vis spektra syntéz typu (C) Au-Ag NPs bez piidaného TMPyP a s piidanym TMPyP.
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Metalovana forma AgTMPyP je charakterizovana spektralnimi pasy pti 396, 1014,
1341 a 1543 cm (VIekova a kol. 2000). Jak bylo popsano i vyse, byly zvyraznény tzv.
metalacni markery pro kationtovy porfyrin TMPyP, které neodpovidaji skutecnym
hodnotdm uvedenym v ¢lanku VI¢kové a kol. (2000). Opét bych poukazala na zplsob
vazby Ag iontu na dusik pyridilového heterocyklu TMPyP. Mohlo by se jednat o semi-
metalovanou formu, ktera zcela neodpovida metalované formé — Ag iont neni navazan
uprostied pyrrolovych jader makrocyklu.

V absorpcnich spektrech systému (graf 7B, 7D a 7F) vidime, Ze dochazi k agregaci
vlivem ptisobeni TMPyP na NPs. Se srovnanim UV-Vis spektra samotného TMPyP
(Priloha 1) pozorujeme lehké posunuti Soretova pasu a Q-pasi k vy$§im vinovym
délkdm, navic dochézi k rozSiteni pasu povrchového plasmonu. Pozorované zvétSeni
intenzit Ramanova rozptylu (graf 7A, 7C, 7E) nam také dokazuje, ze dochazi k interakci
mezi danym finalnim systémem a TMPYP.

Opét srovnanim muzeme fici, ze Ze nejlepsi signal (C) syntézy Au-Ag NPs byl u
koloidu pouzivajici citratové zarodky. Pozorovatelnd intenzita Ramanova rozptylu

nékolikanasobné vyssi u citratovych systému, nez-1i u borohydridovych.

Dalsim zvolenym porfyrinem byl protoporfyrin IX, kde také bylo tikolem zjistit, zda
modelovy porfyrin méni intenzitu Ramanova rozptylu, jako ptedchozi TMPyP. Dle
namétenych UV-Vis spekter bylo zjisténo, Ze nedochazi k zadné zméné signalu
U zadného finalniho koloidniho systému. Ukazkou je vybrané absorpcni spektrum
kone¢ného koloidu (A) Aubh — Ag (Graf 8). Pro méfeni byla pouzita koncentrace PPIX
1-10° M, ve spektrech znaceni PPIX®.
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Graf 8 UV-Vis spektrum samotného findlniho koloidniho systému (A) Aubh — Ag (OranZovd
kiivka) a s pridanym PPIX (zelend kiivka).
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Dvodem naméfené nulové zmény signalu absorpénich spekter je struktura
porfyrinu PPIX. Jednd se o porfyrin, ktery neni kationtovy a ani aniontovy, a tudiz nema

schopnost interagovat s pripravenymi NPs.
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6. Zaver

Diplomova prace se zabyva piipravou, charakterizaci a porovndvanim koloidnich
systému, které byly pfipraveny metodou dvou-krokové syntézy. Ze zarode¢nych
borohydridovych ¢i citratovych NPs byly pifipraveny castice s Au jadrem a Ag slupkou
ttemi typy syntéz, které se vzajemné liSi v postupném piidavani reaktanti do syntézy.
Typ A syntézy zacina nejprve redukci stfibrnych ionti L-askorbovou kyselinou
a naslednym ptidanim ptislusnych zarodecnych NPs. Zatimco pii ptipravé Au-Ag NPs
syntézou typu B dochézi nejprve k reakci askorbové L-kyseliny se zdrode¢nymi NPs a
poté piidani vodného roztoku AgNOs. Posledni syntéza typu C se nejvice liSi od
predchozich typti syntéz v postupu pridavani reaktanti. Nejprve doSlo ke smichani
stiibrnych iontli se Au zarodky a nakonec byl pfidan vodny roztok L-askorbové
kyseliny. Pojmenovani finalnich koloidnich systémd je uvedeno v tabulce 2. Pfipravené
NPs byly charakterizovany pomoci UV-Vis spektroskopie, TEM, DLS a hodnotami
zeta-potencialli. Optické vlastnosti NPs byly vyuzity pro SERS méfeni vybranych
porfyrini (TMPyP, PPIX). Ve skutec¢nosti v§ak SERS spektra pro PPIX naméfena
nebyla z divodu nulové zmény signalu pii méfeni absorpénich spekter tohoto porfyrinu
v interakci s Au-Ag NPs.

V experimentalni ¢asti byla ziskana a diskutovana SERS a UV-Vis spektra
porfyrinu TMPYP s pfipravenymi finalnimi koloidnimi systémy Au-Ag NPs. Mezi
jednotlivymi koloidnimi systémy a porfyrinem dochazelo k interakci, coZz je
prokazatelné porovnanim intenzit spekter Ramanova rozptylu samotného TMPyP
(Ptiloha 1) a SERS spekter ziskanych z TMPYP s ptidanym koloidem (viz SERS grafy).

Porovname-li pfipravené systémy, da se fici, ze nejlepsSi SERS signal vykazuje
kationtovy porfyrin TMPyP s nanocasticemi AuCitrLM — Ag V ptipadé syntézy typu A.
To je dédno pravdépodobné diky zadpornému ndboji téchto AuCitrLM — Ag NPs, které
maji snahu vice agregovat vlivem interakce s kationtovym TMPyP porfyrinem. U
syntézy typu B ndm nejlepsi signal davéa vysledny citratovy koloid pfipraveny dle
Willnera, tedy AuCitrWi — Ag, coz lze dokazat srovnanim SERS grafi v grafu 6.
Intenzita signdlu TMPyP s AuCitrWi se zvySila pfiblizné 60x pii porovnani se
samotnym TMPyP. V posledni syntéze, typu C, vykazuji nejlepSi vysledky oba
citraitové koloidy. Tento fakt Ize podloZit tim, Ze adsorpce kationtového TMPyP na

koloidy redukované citratem ¢i borohydridem je G¢innéj$i, nez-li adsorpce aniontovych
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nebo neutralnich molekul (viz UV-Vis spektrum PPIX a koloidniho systému
(A) Aubh — Ag).
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Priloha 1 SERS a UV-Vis spektra TMPyP o koncentraci 1-10° M.



