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Abstrakt

Tato diplomova prace byla zaméfena na vyrobu a vyuziti zlatych nanosystému k zesileni
Ramanova rozptylu. Kovové nanocastice pfi interakci s elektromagnetickym zafenim vytvari
tzv. lokalizované plazmony, které maji schopnost zesilit Ramantv rozptyl.

SERS (povrchem zesileny Ramaniiv rozptyl) je nedestruktivni analyticka technika, ktera byla
V této praci pouzita k mé&feni koncentrace a chemickych zmén v molekule rhodaminu B.
Rhodamin B byl pfed méfenim podroben fotokatalytické degradaci za pomoci dvou typi
fotokatalyzatoru: TiO2-(H) a TiO2-(H)-Ag. Byla hledana kvantitativni zavislost fotodegradace
rhodaminu B na pfitomnosti fotokatalyzatori ve stanoveném ¢asovém useku, pomoci
fotodegradacnich procesti. Vysledky z méfeni pomoci metody SERS byly porovnany
s vysledky ziskanymi UV-VIS spektroskopii.

Z namétenych dat bylo zjisténo, ze fotokatalyzatory vyrazné urychluji fotodegradacni
procesy, protoze Ramantiv signal rhodaminu B klesal, pficemz pokles signalu byl nejvyraznéjsi
pro katalyzator s ptidavkem TiO2-(H)-Ag, mén¢ vyrazny, ale stale statisticky vyznamny pokles
signalu byl pozorovan pro katalyzator bez piidavku TiO2-(H), zatimco v kontrolnim vzorku bez
fotokatalyzatoru nebyl pokles signalu pozorovan.

V dalsi fazi diplomové prace byl navrZen sendviovy imunotest, ktery vyuzivd SERS
k detekci bakterie E. coli, nebo jinych specifickych mikroorganismii ve vzorku. Prvni slozkou
sendvicového imunotestu jsou zlaté nanocastice, které nesou tzv. Ramantv reportér, ktery ma
zietelnou Ramanovskou odezvu ve spektru a zlaté nanoc¢astice tento signal zesiluji, a protilatky,
diky nimz se ¢astice specificky vaze na mikroorganismus. Dalsi slozkou jsou bud’ pozlacena
sklicka nebo magnetické nanocastice, které jsou modifikovany protilatkami a slouzi imobilizaci
mikroorganismu. Tento systém muze byt rychlou a velmi pfesnou cestou, jak identifikovat dany
mikroorganismus ve vzorku.

Klicova slova

SERS, zlaté nanocastice, zlaté nanostrukturované povrchy, lokalizované plazmony,
rhodamin B, detekce bakterii



Abstract

This diploma thesis was focused on the production and use of gold nanosystems to enhance
Raman scattering. Metal nanoparticles, when interacting with electromagnetic radiation, form
so-called localized plasmons, which can enhance Raman scattering.

SERS (surface-enhanced Raman scattering) is a non-destructive analytical technique used in
this work to measure the concentration and chemical changes in the rhodamine B molecule.
Rhodamine B was subjected to photocatalytic degradation using two types of photocatalysts
before measurement: TiO2-(H) and TiO.-(H)-Ag. The quantitative dependence of rhodamine B
photodegradation on the presence of photocatalysts in a given period time was sought using
photodegradation processes. The results of measurements using the SERS method were
compared with the results obtained by UV-VIS spectroscopy.

From the measured data, it was found that the photocatalysts significantly accelerate
the photodegradation processes, because the Raman signal of rhodamine B decreased, while
the signal decrease was most pronounced for the catalyst with added TiO2-(H)-Ag, less
prominent but still statistically significant signal decrease was observed for the TiO2-(H)
catalyst. In the control sample without the addition of photocatalyst, no decrease in signal was
observed.

In the next phase of the thesis, a sandwich immunoassay was designed that uses SERS
to detect E. coli bacteria or other specific microorganisms in the sample. The first component
of the sandwich immunoassay is gold nanoparticles, which carry a so-called Raman reporter,
which has a clear Raman response in the spectrum, and gold nanoparticles amplify this signal,
and antibodies, thanks to which the particles specifically bind to the microorganism. Another
component is either gold layered slides or magnetic nanoparticles, which are modified with
antibodies and serve to immobilize microorganisms. This system can be a fast and very accurate
way to identify a given microorganism in a sample.

Keywords

SERS, gold nanoparticles, gold nanostructured surfaces, localized plasmons, rhodamine B,
bacterial detection
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1 UvVOD

Jednim z nejdiskutovanéjSich problémii dnesni doby je boj s patogeny, jejich urceni a jejich
eliminace. Jedna z komplikaci je rezistence mikroorganismii na antibiotické latky. Pravé diky
neustale se rozSifujici rezistenci mikroorganismti na antibiotika je omezena efektivni délka
zivota kazdého antibiotika. Jednim z feSeni je neustaly pfisun novych antibiotik, avSak tato
moznost je velice limitovana. Lze se pokusit efektivni délku zivota antibiotika prodlouzit tim,
ze se v klinické praxi omezi vyuziti Sirokospektralnich antibiotik a ze se rozsifi moznosti
specificteji cilit 1écbu. Ke zefektivnéni 1écby je tedy nutno vylepsit diagnostiku klinicky
relevantnich patogenti. K tomuto mohou prispét zlaté diagnostické nanocastice s protilatkami a
ramanovsky aktivnimi molekulami na povrchu.

Ramanova spektroskopie je nedestruktivni analyticka technika zaloZzena na Ramanové
rozptylu molekul. Ramantv rozptyl je nepruzny rozptyl fotoni pii interakci s elektrony
v chemickych vazbach. Kazdd Ramanovsky aktivni molekula mé své typické spektrum, které
je pro ni jedine¢né. Diky tomu lze identifikovat molekuly ve vzorku. Problém je, Ze pii klasické
Ramanove spektroskopii poskytuje molekula velmi slabou odezvu, ktera je Casto pickryta
intenzivni fluorescenci.

SERS (povrchem zesilenda Ramanova spektroskopie) vyuziva kovové nanostruktury

k zesileni Ramanova rozptylu. Kovové nanocastice vykazuji tzv. plazmonovou rezonanci, coz
je koherentni oscilace vodivostnich elektronti, ktera vznika interakci viditelného zafeni
s kovovymi nanostrukturami. K zesileni Ramanova rozptylu je analyt nej¢astéji adsorbovan na
povrchu zlatych nebo stiibrnych nanocastic. K zesileni intenzity Ramanova rozptylu pfispivaji
dva mechanismy, a to elektromagneticky, kdy dochazi k rezonan¢nimu vybuzeni plazmont
v kovové struktufe, a chemicky, kdy dochazi k ptenosu naboje mezi adsorbatem a povrchem
kovu. Celkové lze dosahnout zesileni Ramanova rozptylu o nékolik fade, b&zné 103, ale v
uréitych p¥ipadech az 10°.
I biologickych vzorkli vcetné bakterii. Typické bakterialni spektrum obsahuje informace
0 bunécném obsahu, jako jsou nukleové kyseliny, purinové baze, proteiny, sacharidy a lipidy.
Rozdily v chemickém sloZeni v§ak mohou byt pfili§ malé pro spolehlivé rozliSeni ptibuznych
druht bakterii. Aby byla identifikace specificka pro konkrétni druh bakterie, je mozné pouzit
diagnostické zlaté nanocastice. Tyto nanocastice maji povrch modifikovany tzv. Ramanovym
reportérem, ktery poskytuje specifickou a velmi silou odezvu, ktera je zesilena diky zlatym
nanocasticim. Spolu s Ramanovym reportérem je povrch nanocastice modifikovan protilatkou,
ktera se bude na zakladé¢ afinity antigen-protilatka vazat na povrch konkrétniho druhu bakterie.
Kdyz je ve vzorku pozorovatelna odezva Ramanova reportéru, je ziejmé, jaky druh bakterie je
ve vzorku pfitomen. Tyto diagnostické nanocastice mohou byt vyuzity ke znaceni libovolného
druhu bakterii, staci pouze modifikovat povrch pro ni typickou protilatkou.

Tyto nanocastice predstavuji velmi ucinny prostiedek K rychlejsi a presnéjsi diagnostice,
a tedy i boji proti mikroorganismim.
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3  TEORETICKA CAST

3.1 Elektromagnetické zaieni

O sjednoceni poznatk o elektromagnetickém zareni se zaslouzil v roce 1861 a 1862 James
Clerk Maxwell, genialni skotsky fyzik, ktery publikoval ranou formu rovnic zahrnujici
Lorentziv silovy zakon. Svymi ¢tyfmi parcialnimi diferencidlnimi rovnicemi popsal
elektromagnetické zafeni, vcetné jeho chovani v makrosvété. Maxwellovy rovnice také
dokazuji, ze se svétlo §ifi kone¢nou rychlosti. Timto Maxwell sjednotil diive samostatné
popsané jevy magnetismu, elektiiny, svétla a zareni [1,2].

Maxwellovy rovnice maji celkem dv¢ varianty, a to mikroskopické a makroskopické rovnice.
Mikroskopické rovnice se vztahuji na elektrickda a magnetickd pole k celkovému naboji a
celkovému proudu, =zahrnujic naboje a proudy v materidlu Vatomovém méfitku.
Makroskopické rovnice definuji dvé nova pomocna pole popisujici chovani hmoty ve velkém
méfitku, nezahrnuji ale naboje atomového métitka a kvantové jevy [2,3].

Prvni z nich je zakon celkového proudu neboli Ampéruv zakon, jehoz diferencialni tvar je
zapsan v rovnici (1), kde H znaéi rotaci vektoru intenzity magnetického pole, J (v literatuie

Casto i |) je hustota vodivého proudu, zatimco Clen oD / ¢ Znadi hustotu posuvného proudu
[1,3].

oD
VxH=]+5 (1)

Druhé rovnice se nazyva Faradaytiv indukéni zékon, ¢i zdkon o elektromagnetické indukei,
v diferencidlnim tvaru dava do rovnosti rotaci vektoru intenzity elektrického pole a zapornou
derivaci magnetické indukce, viz (2) [2,3].
0B
VXE =— E ( 2 )
Tieti rovnici je Gaussiv elektrostaticky zakon, z rovnice (3) vyplyva, ze v rovnosti je
divergence vektoru elektrické indukce D a objemova hustota volného naboje p [2-4].

V-D=p (3)

Posledni rovnice v diferencidlnim tvaru nam fika, ze divergence vektoru magnetické indukce
B se rovna nule, viz rovnice (4 ) [2,3].

V-B=0 (4)

Elektromagnetické zafeni je pii popisu urCitych typd jevi, jako jsou napt. odraz, lom,
difrakce a interference, povazovano za vinéni skladajici se z periodicky oscilujiciho
magnetického a elektrického pole, jejichz vektory jsou na sebe kolmé. Cely prub¢h 1ze popsat
sinusovou funkci, ktera ma vzdy urcitou amplitudu a vinovou délku (1). Amplitudou rozumime
vektor, ktery odpovida maximu viny magnetické nebo elektrické slozky, zatimco vinova délka
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nam udava vzdalenost dvou za sebou jdoucich maxim vilny a perioda (p) je doba potiebna
k dosazeni prichodu dvou maxim urcitym bodem. Dulezitou veli¢inou je frekvence neboli
kmitocet (v, nebo také f) s jednotkou Hz (s7), ktera ndm udava pocet oscilaci za jednotku ¢asu
[5,6].

Mezi dal$i veli¢iny, kterymi popisujeme elektromagnetické zafeni, fadime rychlost
elektromagnetického zafeni v prostfedi. Rychlost $ifeni elektromagnetického zafeni je zavisla
nejen na prostiedi, jimz zafeni prochazi, ale i na jeho samotné frekvenci. Ve fyzice jsou dva
typy rychlosti sifeni vin, a to rychlost grupova a rychlost fazova. Rychlost grupova oznacuje
ptenos energie vinénim a rychlost prenosu této energie. Rychlost sifeni svétla ve vakuu (c) je
vzdy vys$i nez ve hmotném prostredi, pokud se jednd o rychlost grupovou. Pii Sifeni zafeni
Vv prostfedi obsahujicim ¢astice dochazi k interakcim elektromagnetického pole s elektrony
v atomech. Frekvence neni, jak jiz bylo zminéno vyse, zavisla na prostiedi, proto dochazi
k ovlivnéni rychlosti a vinové délky. Pti piestupu zafeni z opticky Fid$iho do opticky hustsiho
prostfedi (napf. ze vzduchu do skla) rychlost a vinova délka klesaji. V opaéném piipadé, pii
ptechodu z opticky hustsiho prostiedi do opticky fidSiho, rychlost i vinova délka rostou. Fazova
rychlost popisuje fazi vinéni, ktera se pohybuje prostorem urcitou rychlosti, kterd muze
piekrocit grupovou rychlost svétla ve vakuu [5,6].

Pouzivanou veli¢inou zejména V infracervené oblasti je vinocet (V) pfedstavujici pocet vin
za jednotku délky, ktery udavame v jednotkach cm™, je pfimo imérny frekvenci a energii
elektromagnetického zafeni. Vztah mezi vino¢tem (¥) a vinovou délkou (1) je poté definovan
rovnici ( 5). Dalsi veli¢inou je index lomu (), ktery je roven poméru rychlosti zafeni o dané
vinové délce ve vakuu (Co) ku rychlosti daného zafeni v rozdilném prostiedi, proto je index
lomu vzdy vétsi nez 1 [5,6].

<
Il

(5)

>R

K vyjadfeni mnozZstvi energie, ktera byla pfenesena svazkem zéafeni na urcitou plochu
za jednotku ¢asu, vyuzivame veli¢inu zafivy tok (P) s jednotkou watt (W). Kdyz zafivy tok
prepocitame na jednotkovy prostorovy thel, tak ziskdme zaiivost (le) s jednotkou W-srt. Jak
zafivy tok, tak i zafivost jsou imérné druhé mocniné amplitudy elektrického pole [5,6].

3.1.1 Kvantova povaha elektromagnetického zareni

Pii interakci s hmotou elektromagnetické zafeni piedava svou energii nespojité, ale
po uréitych kvantech. Toto kvantum nazyvame foton, kterému rozumime jako ¢asticCi
elektromagnetického zafeni s nulovou hmotnosti, ale energii dle rovnice [5-7]:

E=hv ="/, = hey (6)
ktera je vyjadiena pomoci vinové délky (1), frekvence (v) ¢i vinoctu (v), kde h je Planckova
konstanta (h=6,62607015-10"23 J-s) [5]. Z rovnice jasn& vyplyva, Ze energie fotonu je ptimo

umérna frekvenci a vlno¢tu a zaroven neptimo umérna vinové délce. Zativy tok svazku zareni
roste pfimo s po¢tem fotonu za sekundu [5,8,9].
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Kvantové chovani elektromagnetického zafeni bylo poprvé popsano v roce 1905 Albertem
Einsteinem. Zaslouzil se o popsani fotoelektrického jevu, pifi némz se dopadem
elektromagnetického zafeni z hmoty uvolnuji elektrony atomového obalu a emituji se do okoli
(vngjsi fotoelektricky jev) nebo zistanou uvniti latky (vnitini fotoelektricky jev). Nejprve musi
byt dodano ur¢ité mnozstvi energie, tzv. ioniza¢ni energie. Hodnota ioniza¢ni energie
se oznaCuje jako fotoelektricka bariéra. Pokud je energie dodaného zafeni vétsi, neZ je
minimalni potfebna energie k opusténi atomové slupky, tak je uchovana v kinetické energii
elektronu. Na tomto zaklad¢é byla definovana Einsteinem rovnice fotoelektrického jevu ( 7 ),
kde hv je energie dopadajiciho fotonu, hvo definuje minimalni energii k vypuzeni elektronu
a Emax zna¢i maximalni energii vypuzeného elektronu [8-10].

hv = hvg + E 5« (7)

Pii dopadu elektronit na povrch latky, které vyvolaji vyzafeni fotonu, tak hovoiime
0 inverznim fotoelektrickém jevu. Timto zpisobem lze pii dostate¢né pocatecni energii ziskat
rentgenové zatreni [8,9].

3.1.2 Interakce latek s elektromagnetickym zarenim

Rizné frekvencni oblasti elektromagnetického zafeni zplsobuji rozdilné typy interakei
s hmotou [6]. V atomech a molekulach dochazi interakci s fotonem K pfechodiim elektrond
mezi odli$nymi energetickymi hladinami. V molekulach také miize dochazet k deformaci vazeb
¢ili k vibraénim ptfechodiim mezi virtudlnimi kvantovymi stavy vazeb. Pfi interakci zafeni
s hmotou nemusi dochézet pouze k energetickym piechodiim, ¢astice v analytu mohou zptisobit
také lom, odraz, elasticky rozptyl (Rayleightiv a Mieho rozptyl), staceni roviny polarizovaného
zateni, interferenci ¢i difrakci elektromagnetického zafeni [5,10].

Dle typu interakce zafeni s hmotou délime spektrometrické metody na nespektralni
spektralni. Nespektralni jsou zaloZeny na faktu, Ze latka ovliviiuje vlastnosti prochazejiciho
zéafeni a zaroven nedochdzi k vyméné energie, jsou zavislé na zméné rychlosti, sméru, rozptylu
nebo pootoceni roviny polarizovaného zafeni apod. Do této skupiny fadime napf.
refraktometrii, interferometrii, polarimetrii, rentgenovou refraktometrii, turbidimetrii
a nefelometrii. Pfi metodach spektralnich pak dochazi k vyméné energie mezi zafenim
a hmotou. Sem jsou fazeny piedevsim metody absorp¢ni a emisni, podrobnéji viz kapitola 3.2.1

[5]
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Rostouci vinova délka

>
< Rostouci energie
0.0001nm 0,01 nm 10 nm 1000 nm 0,01 cm lem lm 100 m
Gama zafeni lzti?;tl;zienovo uv Infracervené zateni Mikrovlny Radiové viny

Viditelné svétlo

400 nm 500 nm 600 nm 700 nm

Obrazek 1: Elektromagnetické spektrum (upraveno ze zdroje [11]).

Na obrazku 1 je schématicky zobrazeno elektromagnetické spektrum, z né¢hoz lze vy¢ist, ze
nejvyssi energie nalezi gama zafeni, tedy zateni o nejkratsi vinové délce. V opaném extrému
dojdeme az k radiovym vInam, zafeni o nejnizsi energii, ale nejdelsi vinové délce [5,6].

Nizkoenergeticka zafeni mohou byt vyuzita napft. pii nuklearni magnetické rezonanci (NMR)
nebo elektronové spinové rezonanci (ESR), kdy v molekulach dochazi pouze ke zméné spinu.
Pii interakci mikrovin s hmotou muze dojit ke zméné rotace molekularnich vazeb, a v pfipadé
infraerveného (IR) zafeni dochazi k deformaci vazeb v molekulach. Fotony ve viditelné
oblasti, ktera se nachazi vrozmezi vinovych délek 400 nm (hranice UV) az 760 nm
(hranice IR), zpisobuji pieskoky mezi kvantovymi hladinami, stejné jako v ultrafialové (UV)
oblasti. Pfi interakci hmoty a vysokoenergetického zafeni, jako je zafeni gama, jiz dochazi
K interakcim s vnitinimi elektronovymi orbitaly, ¢i atomovymi jadry analytu [5].

3.1.2.1 Absorpce energie

Metody spektroskopie lze délit dle toho, zda ke zméné energetického stavu dochazi
v molekule nebo atomu, nebo dle frekvence pouzitych zareni nebo vinovych délek emitovaného
zateni [5,12].

V ptipad¢, Ze se jedna o molekulu, tak kazdy elektronovy obal molekul ma definovany ctyfi
zakladni energetické piispevky, které ndm déavaji v souctu celkovou energii molekuly. Nejvétsi
energeticky piispévek je tzv. elektronicky. V elektronovém obalu se konaji prfechody mezi
jednotlivymi elektronovymi stavy (elektronové excitace) a vyuzivame je k vytvofeni
elektronovych spekter. Emise energie pii deexcitaci do nizSich energetickych stavi je
charakteristickd pro dany atom ¢i molekulu, je rovna rozdilu energii jednotlivych hladin, tim
nese charakteristickou vinovou délku. Z emise poté miizeme ziskat informace o analytu [5,12].

Vibracni pfispévek se nachazi ve vazbach molekuly. Prechody mezi vibracnimi stavy
vyzaduji mensi mnozZstvi energie neZ prechody elektronové, vystupem jsou vibraéni spektra.
Rotacni energie je prispévek energie v molekule, kdy molekuly v plynném stavu méni rotaci
(rotacni stavy) za vzniku rotacnich spekter. Translacni, nejmensi piispevek, je poté roven
kinetické energii molekuly [5,12].
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3.2 Optické instrumentalni metody

Spektroskopie je souhrnny nazev pro védni obor zabyvajici se interakci elektromagnetického
zateni s hmotou [6]. Analytické spektroskopické metody jsou zaloZzeny na méfeni emitovaného
(vysilané zateni pii prechodu z excitovaného do zékladniho stavu) nebo absorbovaného zateni
casticemi analytu. Tyto metody se déle klasifikuji dle useku elektromagnetického spektra, které
je emitovano ¢i absorbovano [5,12].

Elektromagnetické zafeni ma tzv. vlnové-Casticovy charakter. Tato vlastnost popisuje
typické jevy, jako je ohyb nebo interference, jez souvisi S vinovym charakterem zareni, ale také
jevy jako je absorpce a emise zaieni po kvantech, proto se da povazovat zatfeni za proud Castic
nazyvanych fotony [6]. VInovy charakter I1ze popsat parametry jako je vinova délka, frekvence,
rychlost, amplituda viny, vino¢et a mnoha dalsimi [5,12].

Piikladem optickych instrumentalnich metod miize byt atomova absorpéni spektroskopie.
Principem atomové absorp¢ni spektroskopie je, ze absorpci provadi valenéni elektrony atomti,

(A4

které jsou excitovany do vysSich energetickych hladin. UV-VIS spektrofotometrie se 1isi tim,
Ze métime absorpci energie zafeni vazebnymi i nevazebnymi valen¢ni elektrony v molekulach
analytu [5,12].

IR spektroskopie je zaloZena na zmén¢ vibracnich a rota¢nich stavli v molekulach. Dale mize
byt energie absorbovéna jadrem atomt nebo neparovymi elektrony, ¢ehoz vyuziva napt. NMR

nebo elektronova spinova rezonance [5,12].

3.2.1 Spektrometricka méreni

Pii specifické interakci zafeni sanalytem, miuZeme ziskat informaci o jeho slozeni
¢i koncentraci analytt ve vzorku [5,12].

Za samotného méfeni mize dojit k excitaci elektronit do vyssi energetické hladiny dodanim
energie. Pfed dodanim samotné energie, pfedpokladame, ze se molekula nachazi v zakladnim
stavu, tedy energeticky nejvyhodnéjsim stavu. Po dodani energie prechazi Ccastice
do excitovaného stavu, kdy excitovany stav odpovida vyssi energetické hladingé Ej,
kdy energeticky rozdil AE mezi zakladni energetickou hladinou Eg a excitovanym stavem musi
byt roven piijaté energii (napf. ve formé zateni), dle rovnice ( 8) [5,12].

AE=E1_E0=h'v (8)

Pti absorpci toho zareni molekulou, dojde v molekule ke zmén€ rozlozeni naboje oproti stavu
zakladnimu, tedy ke zmeén¢ tzv. dipdlového momentu molekuly [13], coz je doprovazeno
I zménou stavi vibraénich a rota¢nich ve virtualnich hladinach. M¢feni emitovaného zafeni je
zakladem emisnich a luminiscencnich technik. Pfi méfeni absorbovaného zafeni mluvime
0 metodach absorp¢nich stava [5,12].

Pti emisni a chemiluminiscencni spektroskopii je analyt excitovan dodanim energie, pti¢emz
informaci o analytu mizeme ziskat méfenim zativého toku emitovaného pii ndvratu ¢astic do
zakladniho stavu ze stavu excitovaného. Zdrojem energie muze byt dodané teplo, elektricka
energie nebo chemickd reakce. Samotna emise probihd ve vSech smérech. Na zaklade
spektralniho méfeni je mozné analyt identifikovat i kvantifikovat. Vystupem z méfeni je
spektrum, jedna se o grafické vyjadieni zavislosti zafivého toku na frekvenci nebo vlnové délce
[5,12].
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Z vn¢jsiho zdroje mize byt vyslano zafeni na analyt, ten pohlti zafeni a dojde k excitaci ¢astic
analytu. Absorpéni techniky tohoto vyuzivaji, pfiCemz je méfeno mnozstvi absorbovaného
zateni o dané vinové délce. Pouze ¢ast plivodniho zéfeni ze zdroje projde vzorkem, nacez je
méfeni provedeno ve stejné ose, jako je vstup. K absorpci muze dojit, pokud frekvence
elektromagnetického zafeni odpovida rozdilu energie mezi kvantovymi hladinami, viz rovnice
( 8). Vystupem je spektrum absorbovanych vinovych délek (zavislost absorbance na vlnové
délce). Ze spektra l1ze opét ziskat informace o identité a koncentraci analytu [5,12].

Je-li sledovana emise fotontli po absorpci zafeni, mluvime o fotoluminiscencni spektroskopii.
Sleduje se jev fluorescence a fosforescence, dle nich dostaly nazev i dané techniky,
a to fluorescencni a fosforescencni spektroskopie. Deexcitace je provadéna zafivymi prechody,
ale také nezafivymi prechody. Pfi fluorescenci dochdzi k témét okamzité emisi
(10° s od excitace), zatimco fosforescence se oznaduje jako emise zpozdénd, fadové o minuty
az hodiny od excitace. Zpozdéni je zplsobeno spinoveé zakdzanymi prechody mezi
excitovanymi tripletovymi stavy a zakladnimi singletovymi stavy [5,12].

3.2.2 Absorp¢ni spektroskopie v ultrafialové a viditelné oblasti spektra

Metoda spektroskopie vyuZzivajici absorpci v UV a VIS oblasti je hojné vyuzivana v oblasti
chemie, biologie, forenzni a klinické biochemii, zemé&d¢€lské nebo potravinarské analyze,
ale také v mnoha jinych oborech stavu [5,12].

Jak jiz bylo vyse popsano v kapitole 3.2.1, jsou ¢astice analytu schopny absorbovat zafeni
0 urcité frekvenci, a tim dojde k zeslabeni toku zateni, které je vysilano ze zdroje. Tento pokles
je zavisly nejen na druhu analytu, ale také na jeho koncentraci. Zavislost poklesu intenzity
zafeni zdroje v zavislosti na koncentraci je popsana pomoci Lambert-Beerova zakona [5,12].

Bouguertv-Lambertav-Beertv zakon je v literatufe uvadén rizné jako Lambertiv-Beertiv
nebo také jako Beertv zakon. Zikon vyjadiuje, ze utlum zdrojového zafeni zavisi
na koncentraci absorbujici latky a tloustce absorbujiciho prostiedi. Cim je vétsi tloustka
absorbujiciho prostiedi nebo vyssi koncentrace absorbujici latky, tim vétsi je zeslabeni
zdrojového zafeni [5,12,14].

Zékladem je zdroj monochromatického zafeni, tedy zafeni o jedné vinové délce
(polychromatické zateni obsahuje vice vinovych délek). Monochromatické zafeni o uréitém
zafivém toku Po projde absorbujicim prostfedim o tloust'ce | (v praxi se jedna o tloustku kyvety,
ktera je v fadu cm) s absorbujici latkou o koncentraci c. Pti prichodu paprsku dojde K interakci
zateni s analytem, analyt absorbuje zafeni, proto zafivy tok poklesne z hodnoty Po na hodnotu
P [5,12,14].

Pokles zativého toku je mozné vyjadrit pomoci absorbance A, ktera je vyjadiena dle rovnice
(9)[5,12,14].

A=—log(P/P0)=log(P°/P) (9)

Tato rovnice nelze vyuZit pfimo za méteni, jelikoz pii méfeni v kyveté dochazi k vyznamnym
ztratdm zatfivého toku, pifi pruchodu zdrojového zareni dochdzi k odrazim na rtznych
rozhranich a také k rozptylu. Ke kompenzaci vyuzivame tzv. referen¢ni méteni [15], kdy je
porovnan zaiivy tok, ktery prosSel kyvetou se vzorkem se zafivym tokem, ktery prosel slepym
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vzorkem, ktery neobsahoval analyt (tzv. blank). Slepy vzorek obsahuje vétsinou rozpoustédlo
nebo matrici vzorku, vse je tedy méfeno za stejnych podminek jako analyt [5,12,16].

Samotny Lambertiiv-Beertiv zdkon zapisujeme pomoci absorbance, kterd je pfimo zavisla na
koncentraci absorbujici latky a tloust'ce absorbujici vrstvy | dle rovnice [5,12,14]:

A=¢-1l-c (10)

kde ¢, je konstanta zvanou molarni absorpéni koeficient s jednotkou mol-cm™-dm?3, pokud ¢ je
latkova koncentrace 0 jednotce mol-dm=. Molarni absorpéni koeficient je jednou
z charakteristickych vlastnosti latky, je zjistovan v maximu absorpéniho pasu a pro velké
mnozstvi latek tabelovan [5,12,14].

3.2.2.1 VyuZiti Lambertova-Beerova zdkona

Lambertv-Beeriiv zdkon vyuzivame k vypoctu molarniho absorpéniho koeficientu nebo
K vypoctu neznamé koncentrace analytu ve vzorku, ale pouze v piipad¢, ze zname zbytek
proménnych v rovnici (10). Neni vhodné vyuzivat tabelovanou hodnotu molarniho
absorpc¢niho koeficientu, je zavisly na teploté, pouzitém rozpoustédle, vinové délce i celkovém
slozeni roztoku. V praxi se nejprve zméii roztok analytu o znamé koncentraci V rozpoustédle,
které bylo pouzito i na vzorek pii stejné teploté. Nejcastéji stanovujeme koncentraci metodou
konstrukce kalibra¢ni zavislosti, kdy je méfena koncentracni fada roztokd o znamé koncentraci
analytu, neznamou koncentraci pak vypocitame z regresni rovnice kalibra¢ni pfimky [15].
Roztoky jsou pfipraveny ve stejném rozpoustédle (matrici) jako je vzorek analytu. Jsou piipady,
kdy ani tato moznost neni mozna, proto vyuzivame metodu piidavku standardu. Zakon lze
uplatnit i v roztocich, které obsahuji vétsi mnozstvi neinteragujicich slozek, které absorbuji
zafeni pfi dané vinové délce. Pak je celkova absorbance vysledkem jednotlivych ptispévki
slozek [5,16].

Lambertiv-Beeruv zakon patii mezi tzv. limitni zakony [15]. Prvni z problému nastava za
piili§ nizké, ale i vysoké koncentrace absorbujici slozky. Pii vysokych koncentracich
se zmenSuje prostor mezi molekulami, a to ovliviiuje rozloZeni naboji sousednich Eastic
a jejich schopnost absorpce. Piinizkych koncentracich podobny problém nastava, jsou-li
v roztoku pfitomny 1ijiné chemické latky ve vysokych koncentracich (napt. elektrolyty)
za vzniku elektrostatickych interakci. Velké odchylky v zakon¢ zptsobuje i disociace, asociace
nebo reakce srozpoustédlem. Dalsi odchylky mohou byt zplisobeny instrumentaci,
pfi nevyhovujicim zdroji monochromatického zateni, vnikem bludného zateni do méficiho
systému nebo méfeni v nestejnych kyvetach [5].

3.2.3 Absorp¢ni spektra

Jedna se o grafické vyjadieni absorbance v zavislosti na vinové délce (¢i frekvenci nebo
vinoc¢tu). Absorp¢ni spektrum nam mize poskytnout informaci o identité latky [5].

Absorpéni spektrum volnych atomil v plynném stavu zpravidla obsahuje pouze omezené
mnozstvi velmi Uzkych Car. Ke snizeni zafivého toku dochédzi pouze na n€kolika vinovych
délkach zdrojového zateni, jak jiz bylo vySe popséano, dle energetického rozdilu mezi zdkladnim
a excitovanym stavem elektronti v atomovém obalu [6]. Atomy a ionty pifevedeny do plynného
stavu nevykazuji zadné vibra¢ni nebo rota¢ni piechody. Jediny zpusob pfechodu v atomech a
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iontech jsou piechody mezi jednotlivymi elektronovymi stavy. Informace o elektronovych
pfechodech atomi a excitacnich vinovych délkach jsou tabelovany. Atomova absorpéni
spektroskopie je vyuzivana zpravidla pouze ke kvantitativni analyze, kdy se vyuziva zdroje
monochromatického zafeni, vykazuje velmi uzké rozmezi vysilanych vinovych délek [5,12].

Pti excitaci molekuly ultrafialovym, viditelnym nebo infracervenym zafenim miize dojit
k elektronovym, vibra¢nim i rotaénim piechodim. U elektronovych ptfechodti dochazi
k excitaci elektronti do orbitalii o vyssi energii, stejné jako v ptipad¢ atomi. Energie fotoni
musi byt shodna s rozdilem energii molekulovych orbitalt [5,12].

Vazba mezi atomy muze byt deformovana, tento fakt je v pfimé souvislosti s existenci
kvantovych hladin molekuly a vibraénimi pfechody mezi nimi. Oproti tomu rota¢ni ptechody,
energie potfebna k vibra¢nim a rota¢nim kvantovym piechodiim je mnohem mensi nez energie
potiebna k elektronovym piechodtim, typicky az o jeden fad [5,12,17].

Ke snazsimu pochopeni, co jsou kvantové vibra¢ni piechody, muzeme si piedstavit vazbu
mezi atomy jako hypotetickou pruzinu. Pruzina, tak stejné i vazba, se miize do jisté miry
natahovat, smr§t'ovat nebo ohybat. Mira rozsahu deformace molekuly udava pak potencialni
energii systému. Zasadnim rozdilem oproti hypotetickému systému je, Ze vibra¢ni hladiny
molekul nabyvaji pouze diskrétnich energetickych hodnot [5,12,17].

Na obrazku 2 v prvni ¢asti (1. Valen¢ni vibrace) jsou znazornény symetrické a asymetrické
neboli antisymetrické vibrace. Tyto vibrace ovliviiuji délku vazby, kdy se vazba zkracuje
a prodluzuje. V druhé ¢asti obrazku (2. Deformacni vibrace) jsou dalsi ¢tyti typy vibraci, kdy
dochazi ke zmén¢ vazebnych uhli. Oznacujeme je jako deformacni, které rozdélujeme podle
toho, zda probihaji v plose (nlizkova a kyvava vibrace), nebo v prostoru (v&jifova a kroutiva
vibrace) [5,12].
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1. Valenéni vibrace
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Obrazek 2: Typy molekulovych vibraci (inspirovano z [18]).

Jak jiz bylo vySe popsano, tak rotacni kvantové stavy jsou vztahovany k rotaci okolo
rozdil rota¢nich hladin je o fad niz§i nez energeticky rozdil mezi hladinami vibra¢nimi, proto
dochazi pti vibra¢nich pfechodech také k rota¢nim kvantovym piechodim [5,12].

Za absorpce infraCerveného zatfeni zpravidla neni pfeneseno dostatek energie k excitaci

elektronti, ale dost na to, aby dosSlo k vibraénim ¢i rotaénim ptfechodim V zakladnim
elektronovém stavu molekuly [6]. OvSem, energie (frekvence) bude odpovidat rozdilu mezi
vibra¢nimi hladinami [5,12].
k elektronové excitaci [19]. Proto vysledné absorpéni spektrum nese velké mnozstvi
absorpénich past jak z UV, tak i viditelné oblasti spektra. Absorpcni pasy jsou slozeny z mnoha
velmi blizko u sebe lezicich ¢ar, navic molekula mize obsazovat velké mnozstvi elektronovych,
vibra¢nich i rotaénich stavi [5,12].

Velky vliv na absorpéni spektra ma rozpoustédlo. Kdyz je vzorek v plynném stavu, je mozné
pozorovat i jednotlivé absorpéni ¢ary ve spektrech [15]. Ale kdyZ se vzorek nachazi v roztoku,
muze dojit ke kolizim mezi molekulami rozpoustédla a analytu, a tim dojde k vyméné energie,
ktera se ve spektrech projevi rozostienim absorpénich pasti a mohou zaniknout az do hladké
obalové ktivky [5,12].

3.2.4 Emise zareni

Dodanim tepla, bombardovanim elektrony, vystavenim vysokoteplotnimu plazmatu,
plamenu nebo elektrickému vyboji, pfipadné ozafenim elektromagnetickym zafenim muzeme
excitovat atomy, molekuly i ionty do vys$Sich energetickych hladin. V energeticky vybuzeném
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stavu zistavaji v priméru 10 az 10 s, pticemz zahy dojde k relaxaci bud’ zafivym pfechodem
(za vyzareni fotonu), nezativym (tepelnym) ptfechodem nebo jejich kombinaci [5,12].

Atomova emisni a fluorescencni spektra lze ziskat po excitaci vSemi vySe popsanymi
zpusoby. K excitaci molekul se vyuziva pouze eclektromagnetické zafeni za vzniku
molekulovych luminiscenénich (fluorescen¢nich a fosforescencnich) spekter [5,12].

Emisni spektra zobrazujeme jako zavislost zafivého toku na vlnové délce ¢i frekvenci.
Spektra se mohou skladat z tii typa signald, a to ze spekter ¢arovych, pasovych a z kontinua.
Carova spektra nalei jednotlivym prvkiim, jedna se o jasné definované ostré spektralni
ptechody. Spektra pasova se skladaji z né€kolika Car lezicich v té€sné blizkosti, které nelze jasné
rozlisit. Zdrojem pasovych spekter jsou vétsSinou elektronové a vibracni prechody malych
molekul, radikalti vznikajicich v plameni ¢i plazmatu nebo adukty malych molekul slozenych
z prvka vzorku. Kontinuum odpovida nartstajicimu pozadi (drift zakladni linie) a je zptisobeno
jevem tzv. vyzafovani tmavého télesa [6]. Jedna se o disledek oscilaci atomi v pevné fazi, kdyz
latku zahfivame na vysoké teploty. AvSak na vysoké teploty ohfaté materialy jsou dulezitymi
zdroji infracerveného, viditelného a blizkého ultrafialového zafeni [5,12].

Emise a jeji zativy tok pii pasovém nebo ¢arovém piechodu je ptimo umérna koncentraci
(poctu ¢astic) [5,12].

Velmi dilezitymi fyzikalnimi procesy jsou fluorescence a fosforescence, kdy po dodani
energie dochazi k excitaci a nasledné relaxaci za vyzafeni fotonu. Tyto dva typy vyzafeni
fotonu se 1i$i svymi mechanismy, taktéz casovym intervalem k excitaci i emisi zafeni. [5,12].

K excitaci atoml v plynné fazi se vyuziva vlnova délka jejich rezonanc¢nich ptechodda, tzn.
pfechod elektronli ze zdkladniho do nejblizs§iho excitovaného stavu, nebo vlnova délka jiné
intenzivni spektralni ¢ary. Po excitaci nasleduje atomova fluorescence. VIinova délka excitace
muze byt totozna s vlnovou délkou emitovanou, tuto fluorescenci oznacujeme jako fluorescenci
rezonanc¢ni. Sledujeme ve vétsing pripadi U jednoduchych dvouatomovych molekul v plynném
stavu [20]. V jiném piipadé je Cast energie vydana nezafivymi piechody, jako jsou srazky
S jinymi ¢asticemi (tzv. vnéj$i konverze), a vinova délka nerezonancni fluorescence je delsi nez
excitaéni [5,12].

V ptipadé molekul dochazi k excitaci i emisi podobnym zpisobem jako u prvkd s tim
rozdilem, Ze molekuly maji tendenci se zbavovat nadbytecné energie interakci s rozpoustédlem,
ale také maji mnohem vice typt energetickych piechodtl, zejména vibraéni a rotacni stavy [19].
Excita¢ni stavy maji velmi kratké doby zivota a fluorescencni spektra dané latky jsou zavisla
na pomeru rychlosti zafivych a nezafivych procest, proto nejsou vsechny molekuly schopny
fluorescence [5,12].

K nezativé relaxaci mize dojit ve formé vibracni relaxace, kdy dojde k ptechodim mezi
vibra¢nimi hladinami jednoho elektronového stavu, kdy je malé mnozstvi energie predano
rozpoustédlu pii srazkach s jeho molekulami, coz se projevi i Vv mirném zvySeni teploty.
Utinnost vibraéni relaxace je velmi vysoké a rychla, proto doba Zivota vibragni excitace &ita
pouze cca 10™°s [19]. Vnitini konverze oznacuje d&j, kdy dojde k nezativému prechodu mezi
nejnizsi vibra¢ni hladinou vys§iho elektronového stavu a nejvyssi vibra¢ni hladinou nizsiho
elektronového stavu. Mechanismus vnitini konverze nedosahuje takové rychlosti jako
pfedchozi mechanismus, proto elektronové excitované stavy maji dobu Zivotnosti 107°
az 10®s. Po vnitini konverzi mize dojit k emisi fotonu nejvyssi hladiny nékterého nizsiho
excitovaného elektronového stavu [5,12].

20



Fluoreskujici molekuly emituji zéfeni z nejnizsi hladiny excitovaného vyssiho elektronového
stavu do jedné zvibra¢nich hladin stavu zdkladniho. Fluorescen¢ni molekulova spektra
sestavaji z Sirokych past skladajicich se z blizko polozenych linii, pficemz vysledné spektrum
je obalova kiivka. Tato spektra sestavaji prevazné z delSich vinovych délek, nez byly excitacni
vlnové délky, tento posun emisnich past vuci pasum excita¢nim nazyvame Stokestv posun [6].
Proto emisni molekulové spektrum vypada jako osove prevraceny a posunuty obraz excitacniho
spektra (napf. excita¢ni pas z UV oblasti ma emisni pas ve viditelné oblasti spektra) [5,12].

3.2.5 Vlivy na vzhled spekter

V praxi neni zadna spektralni ¢ara dokonale uzkd, ma nenulovou $itku s rozsifenim o ur¢itém
profilu. Pfirozené rozsifeni spektralnich Car je dano Heisenbergovym principem neurcitosti,
efekt je maly, ale minimalni hodnota rozsifeni odpovidd A1=10° nm. Spektralni C4ra si
uchovava Lorentzlv tvar, kdy je sice ostejsi vrchol, ale $ir$i kiidla nez pfi profilu Gaussovském
[5,6,12].

K rozsiteni spektralnich ¢ar mize dojit nékolika mechanismy. Prvni homogenni, kdy mize
dojit napt. k rozsiteni sycenim (zvySovani intenzity dopadajiciho svétla), kdy si ¢ara ponecha
Lorentziv tvar, ale dochazi ke snizovani vysky a rozsifuje se, jelikoz méné molekul zistava
v zékladnim stavu. Zadruhé nehomogenné, kdy mize dojit k teplotnimu rozsifeni.
Za narustajici teploty dochazi k Dopplerovu jevu, jedna se o neusporadany termicky pohyb
atom, tudiz Sitka Car roste s teplotou a klesa s hmotnosti pohybujicich se ¢astic. Nebo mtize
dojit také k tlakovému rozsiteni srazkami, ¢im je plyn hustsi, tim je vétSi pravdépodobnost
srazek, pfi¢emz srazka mlize byt pruzna ¢i nepruzna [5,6,12].

Skuteény profil ¢ar je tedy kombinace hned nékolika faktord. Prvnim je Heisenbergtiv princip
neurcitosti (pfirozena §ife ¢ary). DalSim je Dopplerovo rozsifeni, které vytvaii Gaussovsky
profil vlivem teploty, pohybem ¢astic. Poslednim je Lorentzovo rozsifeni, které vytvari
Lorentzuv profil vlivem kolizi. Velky vliv na Lorentzovo rozsifeni ma koncentrace a interakce
emitovanych ¢astic s ostatnimi. Samotny vysledny profil je ur€en dominantnim rozsifujicim

mechanismem [5,6,12].

3.2.6 Instrumentace v optické spektroskopii

Kazdy 7z pfistroji pro absorp¢ni, emisni a luminiscen¢ni spektroskopickd méfeni
at’' uz Vv ultrafialové, viditelné nebo infracervené oblasti ma jisté zakladni soucasti, které jsou Si
velmi podobné [19]. Zaroven je nutné, aby se dle aplikace a pouzité oblasti spektra zvolila
piithodna instrumentace, jelikoz se pfistroje se 1iSi pfevazné v uspotadani zékladnich casti
[5,12].

Vétsina spektroskopickych pfistroja, které jsou vyuzivany pro méteni v UV, viditelné nebo
IR oblasti, je poskladana nékolika zakladnich komponent. Zaklad je zdroj stabilniho zafeni, na
néjz navazuje selektor vinovych délek, ktery ze spektra izoluje Gzky rozsah vinovych délek.
Poté jednu ¢i vice kyvet, za nimiz je detektor zafeni, ktery konvertuje zafivy tok na méfitelny
elektricky signal, jenz dale zpracovava pocitac, kde pak data i uchovavame [5,12,19].

Absorpéni  a fluorescen¢ni  spektroskopie disponuji externim zdrojem energie, ale
Vv absorp¢ni spektroskopii je méfeno zeslabeni zativého toku na zvolené vinové délce, proto je
detektor hned za kyvetou se vzorkem. V nékterych typech méfeni absorbance je potradi
selektoru vinovych délek a vzorku prohozeno. U fluorescencni spektroskopie excitujeme analyt
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zvolenou vinovou délkou, pti relaxaci dojde k vyzatfeni zafeni, které detekujeme v pravém thlu
k vyzatovani zdroje. K vybéru emitované vinové délky se pouziva jesté jeden selektor vinovych
délek. Uspotadani v emisni spektroskopii je jiné, protoze zdrojem zafeni je samotny analyt
excitovany tepelnou energii (plamen nebo plazma). Vzorek je ve zdroji tepla atomizovan
(atomizér) a zaroven excitovan. Za atomizérem se nachazi selektor vinovych délek a detektor,
odkud se jiz dale zpracovava signal [5,12].

Spektroskopy obsahuji komponenty jako opticka okénka, zrcadla, cocky a prvky selektort
vlnovych délek, pfi¢emz zZadna z komponent nesmi absorbovat vinové délky, které jsou urceny
k méfeni nami vybranym pfistrojem. Napft. klasické kiemicité sklo je vhodné pro méfeni ve
viditelné oblasti, ale absorbuje v UV i IR, proto se vyuziva napt. kiemenné sklo propoustéjici
UV, viditelné vinové délky a ¢ast IR (do délky cca 2,5 um). V IR oblasti se hojné vyuzivaji
halogenidy alkalickych kovu (LiF, NaCl, KBr), ptipadné polymerni materialy nebo také AgCl
a TIBr-TII [5,19].

3.2.6.1 Zdroje zdieni

Nejzasadnéjsi podminky pro zdroj jsou, ze musi produkovat pozadované rozmezi vinovych
délek o velkém zativém toku a musi vykazovat dostatecnou stabilitu v ¢ase. Pokud je zativy
tok rovnomérné rozprostien V Sirokém spektralnim intervalu, tzv. spektralni kontinuum, jedna
se 0 zdroj spojitého zafeni. Oproti tomu, pokud zdroj vyzafuje jen v rdmci uréitych emisnich
past (spektralnich ¢ar), tak hovofime o ¢arovém zdroji zafeni. Dale Ize zdroje rozdélit na ty,
které emituji zafeni spojité v Case, a na pulzni zdroje emitujici zafeni v Casovych intervalech
[5,12].

Mezi zdroje spojitého ultrafialového a viditelného zateni fadime napft. obycejné wolframové
zarovky, které se vyuzivaji jako zdroj vlnovych délek 350-2 500 nm. Dals§im je halogenova
zarovka, ktera spolu se zhavenym wolframovym vlaknem obsahuje slou¢eniny jodu uvniti
bariky z kiemenného skla [6]. Halogenova Zarovka dosahuje vyssich zafivych tokl (vyuziva
intenzivnéj§iho zhaveni vldkna nez wolframovd), a ma del$i Zivotnost diky jodu, ktery
napomaha obnové struktury wolframového vlakna [5,12].

Mezi dalsi spojité zdroje UV a viditelného zafeni patii kombinované deuteriové (a vodikové)
vybojky vyuzivané jako zdroj celého rozsahu viditelného zafeni a UV. Vybojky sestavaji
z vélcové trubice, kterd je evakuovana a naplnéna deuteriem (pfip. vodikem) 0 nizkém tlaku,
kdy se pomoci elektrického vyboje mezi zhavenym oxidem pokrytym vlaknem a kovovou
elektrodou excituji molekuly deuteria, dojde k homolytickému Stépeni deuteria a vyzaieni
zateni, které pak vystupuje kiemennym okénkem. Mimo klasické kombinace halogenové
a deuteriové vybojky se také vyuzivaji vybojky xenonové pokryvajici cely rozsah vlnovych
délek viditelného a ultrafialového zafeni [5,12].

Mezi carové zdroje zateni miizeme zatadit rtutové vybojky vyuZzivané napi. u detektori
v kapalinové chromatografii. Jeji dominantni emitovana ¢ara ma vlnovou délku 253,7 nm.
V atomové absorpcni spektroskopii se vyuziva naptiklad dutd katoda emitujici Carové spektrum
prvku, ktery chceme stanovit. V sou¢asnosti jsou jako zdroj rozsifeny lasery, viz 3.2.6.2 [5,12].

Jako zdroje spojitého zafeni pro infracervenou oblast vyuZivany inertni pevné latky zhavené
na vysokou teplotu, napi. Globar je 0znaceni tyCe z karbidu kiemiku zhavené elektrickym
proudem na teplotu 1 500°C. Tzv. Nernstiv zdroj pracuje na podobném principu, kde je
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Zhaveny vale¢ek vyroben z oxidu zirkonia a yttria. Dalsi levny zdroj je elektricky vyhtivana
spirala niklchromového dratku [5,12,19].

3.2.6.2 Lasery jako zdroje zdaieni

Lasery (z anglického Light Amplification by Stimulated Emissiom of Radiation) jsou
vyuzivany jako specialni zdroje zafeni, které produkuji monochromaticky, koherentni
a zaroven velmi intenzivni paprsek zafeni [5,12].

Laser funguje na principu tzv. populacni inverze v tzv. aktivnim prostiedi. Pfi dodani energie
dochazi k zesileni zéfeni a celkovy zarivy tok vzrlsta pti stimulované emisi. K populacni
inverzi dochazi procesem buzeni, kdy je vyuzita elektricka energie, elektromagnetické zareni
nebo chemicka reakce [21]. Jsou typy laserd fingujici kontinudlné se stabilné udrzovanou
populaéni inverzi, nebo v tzv. v pulznim moédu, kdy jsou vysilané kratké pulzy zateni. Ke
generovani pulzi se nejéastéji pouziva tzv. Q-spinani (Q-switch), kdy je periodicky modulovan
parametr zvany mira kvality rezonatoru [5].

Cely excitacni proces probiha v rezonancni dutin€ laseru, kterd obklopuje aktivni prostiedi.
Aktivni prostfedi lezi mezi dvéma zrcadly, pficemz vystupni je polopropustné, aby ¢ast svétla
mohla opustit rezonan¢ni dutinu, ale zaroven laserovy paprsek osciloval v dutiné. Béhem
oscilace je paprsek zesilovan, ale jsou zesileny pouze vinové délky, které splituji podminky
daného rezonatoru a nazyvame je rezonancni mody laseru. K laserovym ptechodiim dochazi
vétsinou mezi excitovanym singletovym stavem a zakladnim stavem [5,21].

Ruzné typy laseru se lisi slozenim a fazi aktivniho media. Mezi nejstar$i typy patii
pevnolatkové lasery, kam patii napt. rubinovy laser, kde aktivni médium je krystal korundu,
ktery ve své krystalické miizce obsahuje atomy Cr*3. Dalsim je laser Nd:YAG (krystal
syntetického yttrium-hlinitého granatu dopovaného atomy Nd**), kde je populaéni inverze
dosdhnuta buzenim xenonovou vybojkou. Laser Nd:YAG je konstruovan tak, aby vysilal
vlnovou délku IR spektra 1,06 um. K vyrobé laserti na bazi krystali YAG muizou byt vyuZity i
prvky vzacnych zemin jako ytterbium, holmium nebo erbium. Mineral korund je také zakladem
titan-safirového laseru laditelného v infraervené oblasti [5].

Mezi plynové lasery patii napt. laser He-Ne, ktery pracuje v kontinualnim modu a své vyuZiti
naléza zdroj zafeni a jako pomiicka pro optické sefizovani. K buzeni je vyuzivan elektricky
vyboj a emitované zafeni se nachazi v Cervené oblasti viditelného svétla (vinova délka
638,8 nm) [21]. Dalsi typ je dusikovy laser (N2-laser) generujici zafeni v ultrafialové oblasti
(vlnova délka 337,1 nm). Do této skupiny patii také excimerové lasery obsahujici smés
vzacnych plynt a halogenti, pfiCemz za pomoci elektrického vyboje vznikd excitovana
molekula s kratkou dobou Zivota (tzv. excimetr, jednd se o excitovany dimer znaceny jako AA”)
a po vyzéaieni se rozpad4. Mezi excimerové lasery patii XeCl -excimerovy laser, ktery generuje
vinovou délku 308 nm, nebo ArF'-laser, z néhoz ziskdvame vlnovou délku 193 nm ze
vzdaleného UV spektra. Excimerové lasery jsou dulezité piedevSim ve fluorescenéni
spektroskopii a jako zdroje pro laditelné barvivové lasery [5].

Barvivové lasery, které se vyuzivaji ve spektroskopii laserem buzeného plazmatu, maji
aktivni prostiedi v kapalné fazi, jako je roztok fluorescen¢niho organického barviva (rhodamin,
kumarin, fluorescein) v polarnim organickém rozpoustédle. Ziskame Siroké pasy
fluorescenéniho spektra, z nichz pak vybirame uzky pas vinovych délek pomoci mfizky,
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hranolu nebo interferometru, viz 3.2.7. K buzeni tohoto typu laseru se pak vyuzivaji zdroje
spojitého zafeni (napf. xenonova vybojka) nebo jiny druh laseru [5].

Posledni skupinou jsou polovodi¢ové lasery neboli laserové diody, u nichz popula¢ni inverze
vznikd na pomezi vodivostniho a valen¢niho péasu na rozhrani p-n ptfechodu polovodicové
diody. Emitovana vlnova délka pak zavisi na pouzitém polovodi¢ovém materialu a je laditelna
v uzkém rozmezi. Tato skupina laserti naléza uplatnéni i v béZnych zafizenich jako jsou
laserové tiskarny, piipadn¢ k pienosu dat optickymi vlakny, ale v analytické chemii naléza své
uplatnéni v Ramanové spektroskopii [5].

3.2.7 Selektory vinovych délek

Optické elementy, které vymezuji Uzky péas vinovych délek, jsou nezbytnou soucasti
spektrometru jak pro ultrafialovou, tak i pro viditelnou oblast. Nejcastéjsimi selektory jsou
monochromatory nebo filtry. Sou¢asti spektrografu je vstupni Stérbina, difrakéni miizka a velky
otvor na vystupu (misto vystupni §térbiny), aby velky rozsah vinovych délek mohl dopadnout
na plo$ny detektor [5,12].

Monochromatory jsou vybaveny difrakéni miizkou (dfive hranol), kterd rozklada zafeni
na jednotlivé vinové délky a jeji rotaci pak na vystupni Sté€rbinu dopadaji nami vybrané vinové
délky. Mimo disperzniho prvku (difrakéni mftizka, hranol) jsou nutné i vstupni a vystupni
Stérbiny, pricemz Uzky pas vlnovych délek je izolovan i praveé vystupni Stérbinou. Rozmezi
délek na vystupu z monochromatoru se nazyva efektivni Sitka pasu. Monochromatory se
pouzivaji ke snimani spekter nebo k méfeni pii konstantni vinové délce. Polychromatory jsou
velmi oblibené selektory vinovych délek, které se liSi vyS$$im poctem vystupnich Sté€rbin
a detektord [5,12,19].

Klasicky monochromator typu Czerny-Turner se sklada obdélnikové vstupni Stérbiny, na niz
dopada zdrojové zafeni, které pak dopada na konkavni zrcadlo. Konkavni zrcadlo kolimuje
svételné zafeni do rovnobéznych paprskt, ty dopadaji na difrak¢ni miizku. P#i dopadu na
odrazivy povrch difrakéni miizky dojde k tihlové disperzi zafeni, tzn. ¢im mensi je vinova
délka, tim ostiejsi je tihel odrazu, a jednotlivé vinové délky se od sebe odd¢€li. Odrazené paprsky
dopadaji na druhé konkavni zrcadlo. Zrcadlo poté jednotlivé vinové délky zaostii do jejich
ohniskovych rovin. Poté nasleduje vystupni Stérbina, kterou vybirame konkrétni vinovou délku.
VétSina monochromatori méa vystupni $térbinu nastavitelnou, a tim umoziiuje ndm ménit
vybrany interval vinovych délek [5,12].

Difrakéni mtizky jsou pryskyficové odlitky matricovych miizek. Matricové miizky maji
tvrdy lestény povrch, do néjz jsou diamantovym nastrojem Vvyryty husté soubézné vrypy,
vzdalenost vrypi je ptipravena dle vinovych délek, které chceme od sebe oddélit. Odlita
pryskyfice je poté pokryta vrstvickou hliniku, ptipadné platinou nebo zlatem.

Dalsim difrakénim prvkem muze byt mfizka typu eschellete, s velkou odrazivou plochou,
nebo konkavni difrakéni mfizky, kdy dochazi zéarovenn i k zaostfeni smérem na vystupni
Stérbinu.

Filtry odrazi nebo absorbuji n¢které vinové délky zareni a propousti nami vybrany pas. Jsou
vyuzivany dva typy, a to interferen¢ni a absorp¢ni filtry. Interferenéni filtry, které jsou zaloZeny
na destruktivni ¢i konstruktivni interferenci zafeni. Vyuzivaji se Castéji, protoze propoustéji
vy$$i zafivy tok a Sife propusténého pasu je uzsi. Absorpéni filtry jsou levnéjsi a robustnéjsi,
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ale jsou omezeny pouze na viditelnou oblast zatreni. Jedna se o obarvena skla, ktera propousté;ji
pouze pozadované barvy, ostatni jsou absorbovany [5,12].

Na méfeni v infracervené oblasti se vyuziva Michelsontv interferometr. Informace o spektru
jsou ziskany pomoci konstruktivnich a destruktivnich interferenci elektromagnetickych vin
v kombinaci s Fourierovou transformaci [5,12].

3.2.8 Detekce a méreni zareni

Detektor musi snimat propusténé nebo emitované zaieni a ndsledné ho pievést na méfitelnou
veli¢inu. Ve spektroskopii mize byt detektorem fotografickd deska, lidské oko ¢i dnes bézné
pouzivané detektory, které prevadi dopadajici zativy tok na elektricky proud nebo napéti.
Moderni detaktory jsou velmi citlivé a idealn¢ vykazuji nizkou miru elektrického Sumu, kdy
nejcastéjsi zdroje Sumu jsou mechanické vibrace, zmény teploty a fluktuace frekvence nebo
napéti elektrické sité [5,12].

Detektory rozdélujeme do dvou hlavnich skupin, na detektory snimajici fotony a detektory
reagujici na tepelnou energii. Detektory snimajici fotony jsou z fotocitlivych materiala
(polovodice), které v dusledku dopadu fotonu emituji elektrony nebo excituji elektrony
do vyssich energetickych stavii, to pak zapfi¢ini vodivost materialu (snizi jeho odpor).
Fotovodivostni detektory se vyuzivaji pii detekci UV, viditelného a blizkého infracerveného
zareni, pricemz infracervenou oblast miizeme detekovat i pomoci detekce tepelné energie. Mezi
detektory fotont fadime fotonasobice, fotonky, kiemikové diody a polovodi¢ové detektory
s diodovym polem, CCD (z angl. charge-coupled device) nebo CID (z anglického charge-
injection device) [5,12].

Fotonky a fotonasobice funguji na bazi vnéjsiho fotoelektrického jevu. Fotonka je slozena
z fotokatody, jejiz povrch je pokryt materidlem schopnym fotoemise elektront, a anody
uzaviené v evakuované sklenéné nebo kiemenné obdlce. Kdyz na povrch fotokatody dopadne
zateni o vhodné vinové délce vstupnim okénkem, budou zjejiho povrchu vyraZzeny
fotoelektrony (primarni elektrony). Primarni elektrony jsou vlozenym napétim mezi katodu
a anodu urychleny ke kladn¢ nabité anod¢, tim vnika v obvodu tzv. fotoproud. Vyhodnoceni
vychazi z faktu, ze pocet vyrazenych fotoelektroni za jednotku Casu je pfimo Umérny
dopadajicimu zafivému toku [5,12].

Fotonasobice jsou konstrukéné podobné fotonkdm s rozdilem, Ze soucasné signal zesili.
Navic mimo katody a anody obsahuji také tzv. dynody, z nichZ jsou po dopadu primarnich
elektrond vyrazeny sekundarni elektrony. Vyhodnocuji se primérné hodnoty proudu po dopadu
elektrond na anodu, nebo se detekuji proudové pulzy (tzv. pocitani foton) [5,12].

Vnitini fotoelektricky jev vyuzivaji kiemikové polovodi¢ové detektory. Tohoto pak
vyuzivaji plo§né detektory s diodovym polem a CCD (z angl. charge-coupled device, zatizeni
s nabojové vazanymi prvky) [19]. Vnitini fotoelektricky jev se projevuje tak, ze jsou valencni
jsou schopny se pohybovat po materidlu a vést elektricky proud, pfitom vznikne
Vv elektronovém obalu tzv. vakance neboli dira. Kfemikova fotodioda se vyuziva k méfeni
zativého toku, kdy dostate¢nou energii kK vyvolani vnéjsiho fotoelektrického jevu poskytuje UV
a viditelna ¢ast spektra. V porovnani s fotonasobic¢i vykazuji mnohem nizsi citlivost [5,12].

Detektory s diodovym polem jsou slozeny z kiemikovych desti¢ek se stovkami kiemikovych
fotodiod v tésné blizkosti. Tento typ detektord se umistuje V ohniskové vzdalenosti
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monochromatoru tak, aby mohl snimat celé spektrum. Tohoto se vyuzivd nejen
ve spektrometrech, ale i ve skenerech ¢i ¢teckach carovych kodu [5,12].

Zatizeni s ptenosem naboje (CTD, z anglického charge-transfer device) dokazi snimat
velkou ¢ast spektra, a zarovenn minimalizuji Sum, ktery je problémem u vétSiny kiemikovych
polovodicovych detektori. Dvoudimenzionalni detek¢éni prvky (pixely) jsou organizovany
do struktury sloupct a fad po celé ploSe detektoru. Material pixelt je z dopovaného kiemiku
(s ptimési jinych prvkad). Kazdy pixel je slozen ze dvou elektrod, izolujici vrstvy
a polovodivého dopovaného kiemiku jako substratu. Na dvé sousedni elektrody jsou vlozeny
ruzn¢ velké potencidly, coz zpiisobuje kumulaci vygenerovaného naboje pod elektrodou
o vétsim zaporném potencidlu. Mefi Se potencial mezi elektrodami, vyvolany
elektromagnetickym zafenim, a to dvéma riiznymi zpusoby [5,12].

Prvni zptisob se vyuziva u detektoru CID, kde je méfena zména napéti, kterd vznika pfi
pfestupu naboje od elektrody o niz§im potencialu k druhé o vys$sim potencialu. Druhy zptsob
vyuziva CCD detektor, kde se hromadi naboj na konci ¢ipu v tzv. étecim fadku, kde je zaroven
zesilen. Tyto detektory nalézaji uplatnéni ve spektroskopii, V digitdlnich kamerach,
v mikroskopii i astronomii (napt. v Hubbleové teleskopu) [5,12,19].

Posledni skupinou detektori jsou detektory tepelného zateni. NejCast&jsi uplatnéni je
k mé&feni fotonti Vv infraervené oblasti. Ve spektroskopii FTIR (infracerveny spektrometr
s Fourierovou transformaci) jsou uzivany MCT (z anglického Mercury-Cadmium-Telluride),
fotovodivostni nebo pyroelektrické detektory. Ke snimani tepelného zéteni detektory pouzivaji
maly zacernény povrch, ktery absorbuje IR zafeni, a tak zvySuje svou teplotu [19]. Poté je
zména teploty pievedena na elektricky signal, jenz je zesilen a zméfen. Cela detekce je
provedena za vakua, i piesto je presnost nizsi nez u klasickych UV/VIS detektoru [5,12].

Dalsimi detektory tepelného zafeni jsou termoclanky, které generuji elektricky proud.
Piikladem jsou bolometry z vodivého materialu, jejichZ odpor zavisi na teploté, nebo plynové
(pneumatické) detektory obsahujici vzacny plyn v komofe a membranu, ktera se deformuje
v disledku zmény objemu plynu spolu s teplotou. Posledni jsou pyroelektrické detektory
z materialu  jako je BaiTiOs, nebo 2z deuterovaného triglycinumsulfatu. Skladaji
se z pyroelektrického krystalu, ktery je zasazen mezi dvé elektrody po ozafeni produkuje napéti
zavislé na teploté [5,12].

3.2.8.1 Cteni a zpracovdni signdlu

Po detekovani je nutné signal zndsobit, protoze odezva na métenou veli¢inu je veétSinou piilis
mala. Dale se musi odfiltrovat rusivé komponenty jako je Sum, konvertovat mezi stiidavym
se stejnosmérnym signalem, piipadné zménit fazi signalu. VSechny tyto kroky probihaji
Vv procesoru signalu, ktery miuze signal matematicky zpracovat (derivovat, integrovat,
logaritmovat). Poté mtiizeme vysledky vyobrazit v zavislostech nebo ¢iselnych hodnotach na
displeji pfistroje ¢i monitoru pocitace, pfipadné¢ je muizeme déle upravovat, porovnavat
I ukladat. Spektra mizeme porovnat s databazemi danych analytickych metod nebo je sdilet
[5,12].

3.3 Absorpéni UV/VIS spektrometry
Klasicka UV-VIS spektroskopie je absorp¢ni spektroskopickou metodou, kdy rozmezi
pouzitych vinovych délek zac¢ina v UV oblasti (200-400 nm), az do oblasti viditelného zafeni,
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které obsahuje vinové délky 400-700 nm. Metoda je zalozena na vySe rozepsaném Lambertove-
Beeroveé zakoné (viz 3.2.2), kdy dle zakona je absorbance zavisla na koncentraci obsazené
slozky. Pfi analyze mohou energii absorbovat vazebné i nevazebné elektrony v molekule
[5,12,16].

Rozdélit tyto pfistroje je 1ze dle pouzitého disperzniho prvku nebo dle vnitiniho usporadani.
Prvni skupinou jsou disperzni spektrometry, které jsou vybaveny monochromatorem nebo
polychroméatorem, nac¢ez nesmi chybét senzor zareni prevadéjici zativy tok na elektricky signal.
Dokazou pokryt méfeni v UV, viditelné i blizké infracervené oblasti. Nedisperzni spektrometry
vyuzivaji misto monochromatorti interferencni nebo absorp¢ni filtry, pfipadné interferometr.
Jsou levnéjsi a robustnéjsi variantou pro méfeni ve viditelné oblasti. Oba typy jsou realizovany
Vv jednopaprskovém nebo dvoupaprskovém uspoiadani [5,12,16].

Jednopaprskové uspotfadani je nevhodné k méfeni molekul, ale zato ma nizsi pofizovaci
cenu, jsou jednodussi a maji snadné&jsi udrzbu. Dvoupaprskové uspoiadani disponuje svazkem,
ktery prochazi kyvetou se vzorkem, a druhym, ktery prochazi referen¢ni kyvetou. Diky tomu
se kompenzuji fluktuace zatfivého toku produkované zdrojem zafeni. Dobré jsou ike
kontinualnimu méfeni absorpce vzorku [5,12,16].

Metoda lze vyuzit samostatné jako analyticka metoda, napf. ve forenzni chemii, ale také
v kombinaci napt. jako detektor pii separaci v kapalinové chromatografii, elektroforéze,
imunochemickych stanovenich a kontinualni prutokové analyze [12].

3.4 Molekulova absorpéni spektroskopie

Metody molekulové absorpéni spektroskopie v ultrafialové, viditelné i infracervené oblasti
spektra jsou Siroce vyuzivané K identifikaci a stanoveni struktury anorganickych i organickych
latek, v€etn€ biochemicky aktivnich. V chemickych a klinickych laboratofich jsou nedilnou
soucasti procestl. Slouzi ke kvalitativni, tak 1 kvantitativni analyze zejména v oblasti znecisténi
zivotniho prostfedi, kde se ve velké mife uplatiluje infradervena spektroskopie [5,12,16].

Dle projevu typu energetické zmény ve spektru se molekulova spektroskopie déli
na mikrovinnou (rota¢ni pfechody), infraervenou a Ramanovu (rota¢né vibra¢ni piechody)
a viditelnou az ultrafialovou (elektronové piechody) [5,12].

3.5 Ramanovska spektroskopie

Ramanova spektroskopie je instrumentalni analyticka metoda, kterou lze rychle,
bezkontaktné a nedestruktivné analyzovat chemické slouceniny a jejich smési [22].

Ramanova spektroskopie je zaloZena na tzv. Ramanove¢ jevu, nebo také Ramanové rozptylu.
Jedna se o neelasticky rozptyl, ktery byl objeven Ramanem a Krishnanem, jejich objev byl
publikovan v roce 1928 [23]. Pozdéji v roce 1930 byl Chandrasekhar Venkata Raman ocenén
Nobelovou cenou. Samotny jev byl pfedpovézen jiz v roce 1923 Adolfem G. S. Smekalem
[24,25].

3.5.1 Ramaniiv rozptyl/Ramaniv jev

Fyzikalni podstatou Ramanova rozptylu jsou neelastické srazky molekul s fotony z viditelné
az blizké infracervené oblasti elektromagnetického zafeni. Podstatou je zafivy piechod mezi
dvéma vibra¢nimi hladinami ve vazbé molekuly [19,26].

Pievazna ¢ast fotont se rozptyli elasticky tzv. Rayleighovym rozptylem. Pokud se energie
rozptylenych fotoni li§i od energie dopadajicich fotont, tak mluvime o neelastickém
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Ramanové rozptylu. Pouze jeden z 107 fotonii rozptylenych ze vzorku pochézi z Ramanova
rozptylu [23,27]. Mohou nastat dvé moznosti, V prvnim pfipadé ma rozptylené zateni nizsi
energii, nez mélo zafeni dopadajici, v tomto pfipad¢ hovotime o Stokesové rozptylu. V piipadé
druhém, vzacnéjSim, ma rozptylené zafeni vySSi energii, nez meélo zafeni dopadajici,
to znamena, Ze se molekula nachazela jiz v excitovaném vibra¢nim stavu. Pii pokojové teploté
se ale vétsina molekul nachazi ve stavu zakladnim, nikoliv excitovaném [19,26].

Ne vSechny vazby v molekulach jsou Ramanovsky aktivni, je nutné, aby pfi vybuzeni
vibraéniho stavu dochazelo ke zméné polarizovatelnosti. Polarizovatelnosti rozumime
schopnost posunu zapornych naboji v molekule vlivem vnéjsiho elektromagnetického pole, t.
do jaké miry je elektronovy mrak deformovan. Polarizovatelnost je proménna v Case
v zavislosti na frekvenci vibrace molekuly [19,26].

Vystupem Ramanovy spektroskopie jsou Ramanova spektra, ktera vyjadiuji zavislost
intenzity rozptyleného svétla na Ramanové posuvu (znaéime relativnim vInodtem v cm,
vztazeném k vlnové délce budiciho laseru), které poskytuje informaci o vibracnich stavech
molekul. Frekvence vibra¢nich stavii jsou zavislé na zakladnich charakteristikach dané
molekuly, jako je jejich molekulova hmotnost, pocet vazeb, pocet nasobnych vazeb, sila vazeb,
funkéni skupiny apod., ale také jejich prostorové uspotfadani. V Ramanovych spektrech jsou
vibrace reprezentovany jako spektralni pasy (¢ary), a jejich intenzita je timérna druhé mocniné
zmény polarizovatelnosti pii vibraci vazby. Ve spektru se mohou objevit i tzv. overtony, které
jsou nasobky zakladnich spektralnich ¢ar, pfipadné jejich linearni kombinace [19,28].

Mezi molekuly, které jsou schopny efektivné ménit polarizovatelnost vazeb, patii takové,
které obsahuji symetrické nepolarni vazby jako je dvojnéa vazba mezi uhliky nebo atomy dusiku,
trojna vazba mezi uhliky apod. Tzn., Ze v Ramanovskych spektrech se nejvice projevuji vazby,
u nichZ probihaji symetrické vibrace a vibrace ve fazi [19].

Ramanova spektroskopie se da vyuzit jak ke kvantitativni, tak 1 kvalitativni analyze. Tim,
ze vysledné Ramanovské spektrum poskytuje velké mnozstvi informaci o strukture zkoumané
Castice, tak je vybornym prostiedkem pro identifikaci dané molekuly a slouzi jako ,,otisk prstu®
mnohych struktur. | v pfipadé, kdy nelze vyuzit dostupné databaze, 1ze ze spektra posoudit
molekularni strukturu. Z intenzity jednotlivych piki spektra 1ze poté sestavit i kvantitativni
analyzu. Kvantitativni analyza skyté jistd uskali, nebot’ méfeni mize ovlivnit mnoho faktort,
at’ uz instrumentélnich, nebo chemickych ¢i fyzikdlnich. Proto se nejcastéji vyuziva metoda
kalibra¢ni zavislosti [19,26].

Vyhodou je, Ze je mozné analyzovat latky v pevném skupenstvi, jako jsou latky krystalicke,
amorfni, polovodi¢ové, kovy, polymerni, v kapalném skupenstvi, kdy se mize jednat o Cisté
kapaliny, vodné nebo jiné roztoky [19,26].

3.5.2 Rezonan¢ni Ramanova spektroskopie (RRS)

Jednou z velkych nevyhod Ramanovy spektroskopie je jeji pomérné nizka citlivost. Protoze
je Ramanova spektroskopie limitovana na citlivosti, neni mozné detekovat stopova mnozstvi
analytd [27].

Jedna z metod, jak zajistit vyssi citlivost této techniky je rezonan¢ni Ramanova
spektroskopie. Technika je postavena na tzv. rezonan¢nim Ramanové rozptylu, ktery nastava,
kdyz vinova délka excitacniho laseru odpovida energii potfebné k elektronovému piechodu
v molekule, tim se dostanou elektrony do elektronového excitovaného stavu. Rezonance

28



zesiluje pouze Ramanuv rozptyl ze specifického vibra¢niho modu a kazdy z prechod musi byt
povolen, také musi byt vybran silny pas, aby k rezonanci doslo [29].

Ramantiv rezonan¢ni rozptyl se vyuziva pii zkoumani barvenych latek, ale problémem muize
byt silnd doprovodna fluorescence u vzorka a jejich fotodegradace. Vyhodou je, Ze zesileni

dosahuje 103-10° [19,29].

3.5.1 Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie (SERS)

Intenzita Ramanova signalu zavisi do zna¢né miry na Ramanové priifezu rozptylu molekuly
(,,Raman cross-section®), ktery je umérny jeho polarizaci, dané chemickou strukturou. Objev
povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie [30] nam umoznuje zesileni Ramanova signalu
0 n¢kolik fadu tim, Ze vzorek je v kontaktu s nanostrukturovanymi kovovymi povrchy.
V uréitych ptipadech Ize pozorovat signal i z jednotlivych molekul [31].

Prvni zminky o SERS (,,Surface-Enhanced Raman Scattering®) efektu byly zaznamenany
vroce 1974 Fleischmannem a kol., kdy byl pozorovan na molekule pyridinu. Zesileny
ramanovsky signél byl zaznamenan z povrchu stiibrné elektrody, na jejimz povrchu byl pyridin
adsorbovan [32].

Zesileni je zplsobeno interakci lokalizované oscilace plazmonu s elektrony v molekulovych
orbitalech nami studované molekuly. Vznik povrchového zesileni ma dva zakladni principy, a
to elektromagnetické a chemické zesileni [19,33,34].

3.5.1.1 Elektromagnetické zesileni

Na kovovych nanocasticich nebo na drsném kovovém povrchu mize vznikat tzv. povrchovy
lokalizovany plazmon, ktery vyvola elektromagnetické zesileni. Povrchovy plazmon oznacuje
koherentni oscilaci vodivostnich elektronli kovové nanocastice. Oscilaci je mozné vyvolat
svételnym (tzv. budicim) zafenim s vlnovou délkou, jez je vétsi, nez je primér nanocastice.
Mtuzeme fici, Ze se jednd o hromadné excitace vodivostnich elektronil, vybuzeni je pomoci
elektromagnetického vInéni viditelné oblasti spektra. Proto je nutné, aby nanocastice byla
mnohonasobné mensi v porovnani s vinovou délkou elektromagnetického zateni [19,33,34].

Vybuzeni povrchového plazmonu budicim zafenim zpusobi zesileni elektromagnetického
pole v tésné blizkosti nanocastice, jelikoz plazmonové pole dosahuje pouze nékolik nanometra
daleko od kovového povrchu. Nachazi-li se v tomto blizkém poli stanovovana molekula, tak na
ni dochazi k elastickému i neelastickému rozptylu [19,35]. Nejintenzivnéj$i plazmony jsou
lokalizovany v oblastech zvanych ,hot-spoty* (v literatufe jinych zdroji také aktivni mista),
které se vytvari, kdyz jsou kovové Castice blizko u sebe, ptipadné ve strukturovaném povrchu
se nachazi v nanometrovych mezerach povrchu [36,37].

K zesileni Ramanova rozptylu se vyuzivaji predev§im uSlechtilé kovy jako je zlato, sttibro,
v n¢kterych ptipadech i méd’, nebo také kovy alkalické jako lithium, sodik ¢i draslik [19,35].

Elektromagnetické zesileni je pfevazné zavislé na vlastnostech nanocastic, méné pak
na druhu analytu. Zesileni elektromagnetického signélu se pro rizné molekuly 1i8i, nékteré
zdroje uvadi 108-10'2 [35], ale primérné dochazi k zesileni v fadech 10*-10° [38]. Jiné zdroje

uvadi teoreticky limit zvyseni elektromagnetického signalu az v ¥adu 10 [39].

3.5.1.2 Chemické zesileni
Chemické zesileni je o n¢kolik fadli nizsi a té¢Zzce detekovatelné, protoze je piekryto silnéjSim
elektromagnetickym zesilenim. Predpoklada se, ze v disledku chemisorpce studované latky
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na povrchu nanocastic kovu, a stejn¢ jako v pripadé elektromagnetického zesileni, dochazi
K interakcim mezi valen¢nimi elektrony studované molekuly a vodivostnich elektronti kovu,
ale dochazi k ovlivnéni naboje neboli zméné polarizace molekuly [40].

Ptes tézkou detekovatelnost se povedlo védcim zméfit chemické zlepSeni Ramanova signalu
fadové 10%-10% [41,42].

Celkové primérné zesileni Ramanova rozptylu je tedy fadové mezi 10'1-10'?, tyto hodnoty
jsou ale zavislé na druhu kovu, jeho struktufe a mnohych dalsich faktorech [43].

3.5.1.3 Aplikace SERS v praxi

Operace je pomérné jednoducha, ale pokud se jedna o roztok, v nékterych ptipadech je nutné
pired méfenim vzorek vysusit, protoze jak jiz bylo vyse zminéno, molekuly musi byt ve velmi
tésném kontaktu se substratem, aby doslo k zesileni signdlu. VysuSenim se zabrani difuzi
molekul z povrchu kovovych nanostruktur do roztoku, ale i ptes aplikacni potize a zeslabeni
signalu v disledku difaze v roztoku bylo zjisténo, ze pfi lokalnim zahiati substratu mtze dojit
k opétovnému zesileni Ramanovského signalu [44].

Pii méteni t€kavych slozek je suSeni nemozné, doSlo by k zavaznym chybdm v méfeni,
v takovych ptipadech je mozné vzorek uzaviit do neprodys$ného prostiedi, kde budou molekuly
vV ptimém kontaktu s nanostrukturami kovu. Jednou z moznosti mize byt i v monitoringu
zivotniho prostiedi, kdy védci navrhli optofluidni zatizeni, které se sklddd z mikrofluidniho
¢ipu, v némz byl uzavien citlivy SERS substrat. Mikrofluidni ¢ip se zhotovuje napiiklad
lisovanim hmoty do formy, dle npozadovaného reliéfu. Vysledny optofluidni systém byl v
experimentu vyuzit ke kvantitativni detekci 1,2,3-trichlorpropanu, ktery znecistuje zivotni
prostiedi, ve vode¢ jiz v submilimolarnich koncentracich. Tim navrhli t¢inny prostfedek k velmi
rychlé a jednoduché kvantifikaci tékavych halogenovanych latek [27]. Takto navrzeny systém
je mozné uplatnit také k detekci 1é€iv, toxind, polutanti nebo dalSich biologicky dileZitych
molekul [22,27,45].

Zajimava aplikace je také monitorovani 1é¢iv, kdy bylo napiiklad v slzach pacienta
monitorovana koncentrace ¢i pritomnost 1é¢iv [46]. Dalsi mozna aplikace je suspendovanych
nanocastic kovu, které mohou byt vyrobeny piimo in situ v roztoku vzorku, ale poté mtize nastat
problém v reprodukovatelnosti méfeni [47].

Velké vyhody Ramanovy spektroskopie mohou spocivat i v nedestruktivni povaze analyzy,
tudiz miizeme testovat i biologickou aktivitu vzorku po konci analyzy. Analyza se dé aplikovat
na vzorky libovolné morfologie, vzorky mohou byt roztoky vodné, bezvodé, suspenze,
precipitaty, gely, vrstvy, vlakna, prasky, monokrystaly a mnoho dalSich. Diky tomu mzeme
I porovnat nakolik se 1isi struktura biomolekuly v roztoku ¢i v krystalické formé. Metoda je
nenaro¢na na mnozstvi vzorku a na ¢as. Velkou vyhodou je existence databazi spekter [48].

Metoda je vyhodna k analyze biologickych systému, at’ uz velmi citlivych biomolekul, tak
i mikroorganismu, pficemz je zachovana jejich ptuvodni struktura i biologicka aktivita [19,29].

Uplatnéni je $iroké, od analyzy v zivotnim prostiedi [49], v medicing [50], farmaceutickém
prumyslu, potravinaistvi [37,51], kriminalistice az ke geologii [29,52].

V piipad¢ experimentii provedenych Vv této diplomové praci byly pouzity dva riizné substraty
k vytvofeni SERS efektu, prvnim je substrat SERS pojmenovany SK307 a zlaté modifikované
nanocastice. Oba ptipady jsou popsany nize, viz kapitoly 4.5 a 4.8.
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Obrazek 3: Ramanuv spektrometr InVia (Renishaw, Wotton-under-Edge, Velka Britanie)
pouzity k méfeni rhodaminu B [53].

3.5.2 Zlaté nanocastice

V posledni dobé anorganické jsou nanocastice, jako jsou kvantové tecky (QD), Siroce
pouzivany jako fluorescenéni znaceni pro biologické bunky a tkan¢ [54]. Ptes jejich potencialni
uspéch jako bio-zobrazovaci Cinidla, cytotoxicita spolu se Spatnou rozpustnosti QD ve vod¢ se
staly ptekazkou a problémem k jejich biomedicinské aplikaci in vivo. Fluorescenéni techniky
Casto postradaji citlivost a selektivitu v biologickych podminkach. Proto jsou vyuzivany zlaté
nanocastice jako alternativa z divodu jejich nizké cytotoxicity, rozpustnosti ve vodé, vysoké
elektronové hustoté, dlouhodobé stabilité a biokompatibilité. Navic, tyto zlaté nanocastice
prokazaly zesileni pii pouziti techniky Ramanovy spektroskopie, a principem SERS zvysuji
citlivost této techniky pii pouziti v biologickych vzorcich [55].

JiZ pted né€kolika lety byly pfedstaveny zlaté nanotycky jako velmi u¢inné zobrazovaci sondy
v biomedicinskych a biologickych aplikacich [56]. Zlaté nanoty¢ky maji dva pasy povrchového
plasmonu, prvni s kratkou vinovou délkou a druhy s delsi vinovou délkou, v blizké infracervené
oblasti [57]. Pasmo dlouhych vinovych délek ma mnohem vétsi intenzitu absorpce diky
podélnému kmitani elektronti vodivého pasu, diky ¢emuz zlaté nanoty¢ky absorbuji a rozptyluji
elektromagnetické zatfeni s mnohem vétsi ucinnosti nez sférické nanocastice. Vyssi t€innost je
plazmonu, které¢ vyuzivame i v metodé¢ SERS. Agregaty zlatych nanotyc¢ek zesiluji Ramanuv
rozptyl vyS$8i mirou nez agregaty nanosfér [49,58].

Zlaté Castice se stavaji ¢im dal vice atraktivni, jakoZto materialy pro biosenzory, uz jen diky
jejich rozmértim, které jsou velmi podobné s makromolekularnimi latkami, ale také pro jejich
optické a elektrické vlastnosti zavislé na jejich velikosti, tvaru, vzdalenosti mezi ostatnimi

Na plazmonovou rezonanci zlatych nanocastic ma velky vliv jejich funkcionalizace, velikost,
rozpoustédlo, ale také intenzita a vlnova délka budiciho zatfeni. Zlaté nanocastice vykazuji
vysokou afinitu k thiolim a thiolem modifikovanym molekulam [60], které jsou silné
nukleofilni a maji vysokou afinitu ke kovovym iontim [60].

Nanorozméry castic nam déavaji jednu z moznych cest k detekci a regulaci rozmanitych
biomedicinskych procest, které samy o sob¢ probihaji v nanométitku. Nanocastice jsou
definovany jako ttvary v rozmérech 1 az 1 000 nm, diky své velikosti maji charakteristické
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vlastnosti povrchové chemie, a také tvarové zavislé elektrické a optické vlastnosti. Tyto
vlastnosti umoziuji Siroké mnozstvi aplikaci jako je dodavani 1é¢iv a genti [61], zobrazovani
[62—64], vyvoj vakcin nebo v biosenzorice a terapii [48,50,61,62].

3.5.2.1 SERS substrat

V praxi je jiz zavedeno mnoho riznych typt SERS substratl. Jednim z nich je ndmi pouzity
SERS substrat SK307 [27]. Jak jiz bylo vySe zminéno (viz 3.5.1) geometrii
nanostrukturovaného zlatého povrchu mohou vznikat lokalizované oscilace plazmonu, které
davaji za vznik SERS efektu, pfi némz jsou zesileny Ramanovy spektralni cary zesileny.
Zesileni je zpusobeno interakci plazmonického pole s elektrony v molekulovych vazbach [36].

Pouzity substrat SK307 ma zaklad na kifemikovém Cipu, na némz byly vyrobeny struktury
metodou litografie elektronovym paprskem a mokrého leptani, ¢imz bylo dosazeno vzoru
prevracené pyramidy na povrchu. Povrch je poté dodatecné pokryt vrstvou zlata o definované
tloust'’ce a drsnosti. Diky témto periodickym povrchovym strukturdm jsou mozné opakovatelné
vysledky [27].

Litografickd maska z oxidu kfemicitého o tloust’ce 100 nm byla pfipravena tepelnou oxidaci.
Oxidovany substrat byl nasledné rotacné pokryt vrstvou polymethylmetakrylatu o tloustce 80
nm, ktera plni funkci rezistu, coz je makromolekuladrni latka citliva na elektromagnetické
zafeni. Tim, Ze na ni pisobime energii elektronového svazku, tak dochézi k sitovacim nebo
degrada¢nim procestim [27,60].

Systémem E-beam Raith (Vistec, Jena, Némecko) EBPG5000+ ES pak provedl expozici
pozadovaného vzoru, ktery se skladal z jednoduché ¢tvercové miizky s rozteci délky 1325 nm,
kde byl vzorem nejprve Ctverec o délce strany 900 nm. Vzor pokryva plochu o velikosti
4 na 4 mm?. Po kroku vyvolani byla na cely substrat po kratkou dobu aplikovana kyslikova
plazma, aby byla odstranéna ¢ast rezistu z masky oxidu kiemicitého. Poté k leptani masky
oxidu kfemicitého bylo pouZito pufrované oxidové leptadlo (BOE), které bylo sloZeno
z fluoridu amonného a kyseliny fluorovodikové. Po naneseni vzoru do litografické masky byl
rezist kompletné odstranén kyslikovou plazmou, nésledné byl vzor reverznich pyramid
vyleptan do povrchu kiemikového substratu vodnym roztokem s 40 hm% hydroxidu draselného
pii 60 °C. Zbytek masky oxidu kiemicitého byl odstranén po leptani kiemiku leptadlem
Z fluoridu amonného a kyseliny fluorovodikové. Poté byl substrat nakrdjen na malé Cipy o
velikosti 10 na 10 mm?, viz obrazek 4 a., které byly poslednim krokem podrobeny
magnetronovému napraseni 300 nm zlata (Au). Vysledny produkt byl kiemikovy pozlaceny ¢ip
se vzorem reverznich pyramid se ¢tvercovou zakladnou (viz obrazek 4 b. a SK307) [27].

Koncept tohoto substratu byl inspirovan komer¢nim substratem SERS Klarite 312 (Renishaw
Diagnostics, Glasgow, Spojené kralovstvi), jehoZ vyroba byla ukon¢ena. Substrat Klarite 312
obsahoval vzor pfevracenych pyramid se ¢tvercovou zékladnou o délce rozteCe 2000 nm
s hloubkou jamky 1000 nm, ktery byl vyrabén na kiemikovém substratu [65]. Na obrazku 4 c.
je snimek z elektronového mikroskopu, kde je vyobrazen substrat Klarite 312 v porovnéni
s SK307, kde SK307 ma cca dvojnasobné mnozstvi pyramidek na jednotku plochy oproti
Klarite 312. SK307 ma nejen mensi pyramidy, ale také mensi mezery mezi nimi. Zrnity zlaty
povrch substratu je nezbytny pro maximalizaci Ramanova signalu [27].
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Se substratem je nutno pracovat v prostfedi laminarnich boxti a musi se dbat na dokonalou
Cistotu substratu. Substraty je mozné recyklovat, po diikkladném ocisténi se a opétovném
napraseni zlata [27].

o @ WD HFW JR— e —

Obrizek 4: SERS substrat. a. Nakrajené &isté Gipy pred naprasenim zlata. b. Cipy
s naprasenym zlatem. ¢. SEM snimek Klarite 312 a SK307 ziskan z rastrového elektronového
mikroskopu Magellan 400 (FEI, Hillsboro, OR, USA; detektor TLD; 1-2 kV; 6,3-25 pA;
2,6—3,0 mm pracovni vzdalenosti; 15 000—-20 000x zvétseni) [27].

Obrazek 5: Hotovy SERS substrat na méfeni [66].
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Jednou z naplni zavére¢né prace bylo naprasovat zlato na vyse popsané kiemikové Cipy
a pouzit je nasledné k méteni. Podrobny popis napraSovani zlata viz 4.5.

3.6 Detekce bakterii pomoci SERSu

Detekce patogenu v této diplomové praci je zaloZzena na metodé SERS. V tomto piipadé je
jako substrat pouzita zlata sendvicova nanostruktura, kterd slouzi k zesileni Ramanovského
signalu [49].

Aby soustava byla jeste specifictéjsi, tak se cely systém vybavi tzv. Ramanovskou znackou.
Jednd se o latku, kterd ma silnou a specifickou odezvu na pouzitou vlnovou délku
a ve vysledném spektru ji jsme schopni nalézt na konkrétnim vlnoc¢tu spektra. Diky znaceni
neni potieba rozliSovat jednotlivé obsahy bunék. V konkrétnim ptikladg, ktery je blize popsan
nize, byla jako Ramanovska znacka pouzita 5,5-dithiobis(2-nitrobenzoova kyselina) (DTNB),
ktera ma odezvu na 1,333 cm™[49].

Tzv. Ellmanovo ¢inidlo (DTNB) se vaze pomoci nekovalentnich interakci na povrch zlaté
nanocastice [63]. Tato latka se Casto vyuziva ke kvantifikaci thiolovych latek a biothila
Vv biologickych vzorcich a 1é¢ivech [49]. Obsahuje-li roztok volné sulfhydrylové (thiolové)
skupiny v roztoku, tak se misto DTNB navaze pravé skupina thiolova a DTNB se uvolni do
roztoku za soucasné zmény barvy zluté zbarvenym 5-thio-2-nitrobenzoatového aniontu
(TNB2), ale také absorbance roztoku pii 410 nm [67].

Zakladem celé sendvicové struktury jsou zlaté nanocastice, ve ¢lanku vyuzili jak sférické,
tak 1 tyCovité nanocastice, pficemz odezva tyCovitych je siln€jsi, uz jen z diivodu toho, ze diky
dvéma rozmérim maji dva typy plazmonové rezonance [49].

Samotné nanocastice 1ze jednoduse syntetizovat za pomoci HAuCls (kyselina chlorozlatita),
kterd je vroztoku CTABu (tenzid hexydecyltrimethylammonium bromid) za piidavku
redukéniho ¢inidla NaBHg4, tak vzniknou tzv. seminka, ktera se budou dale zvétSovat. Seminka
se pridavaji do roztoku CTABu s HAuCls a dusi¢nanu stiibrného stabilizovaného kyselinou
askorbovou [49].

Takto vzniklé nanotycky se posléze nechaji v roztoku DTNB za vytvofeni monovrstvy
Ramanovy zna¢ky, poté povrch modifikovan 3-merkaptopropionovou kyselinou, pro aktivaci
karboxylovych  skupin  jsou nanoCastice nalozeny do roztoku sodné soli
hydroxysulfosukciimidu (NHS), N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbiimid hydrochloridu
(EDC), to celé v pufru zaloZzeném na kyseliné 2-morfolinethansulfonové (MES). Po aktivaci
karboxylovych skupin byl navazan avidin v MES pufru, na néjz byla pomoci specifické vazby
avidin-biotin navazana biotinylovana protilatka [49].

V tomto pokuse byla pouzita protilatka k Escherichia coli K-12, ktera byla puvodné
detekovana ve vzorku vody z zivotniho prostiedi [49].

V druhé ¢asti pokusu je potieba vyrobit imobilizujici slozku systému, ktera bude bakterii
drzet na mist€, aby mohla byt zméfena. V tomto piipad¢ je mozné zaujmout dva ptistupy. Bud’
mohou byt syntetizovany pozlacené magnetické nanocastice (viz Obrazek 6), které
se modifikuji dle vyse uvedeného postupu, S tim rozdilem, ze neni pouzito DTNB [63]. Nebo
jsou vyrobena pozlacena sklicka (viz obrazek 7), ktera jsou modifikovana stejnym zptisobem
jako pozlacené magnetické nanocastice [49].
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K samotné analyze byly pouZzity podobnym zpisobem piipravené zlaté nanocastice, ale nejen
ve studii vySe uvedeného pokusu [49], ale i napt. v pokusu, kdy byly analyzovany vzorky
potravin, kdy se védci snazili uré¢it znecisténi potravin [68].

Na analyzu byly pouzity i rizné typy pomocnych materidli, protoze dalsi problém byl
soustiedit analyzované bakterie v jednom misté, aby mohly byt podrobeny analyze. Proto byla
pouzita napt. protilatkou modifikovana pozlacena sklicka [49], pfipadné magnetické pozlacené
nanocastice, opét modifikované protilatkou [63,68,69].

Diky takto pfipravenym nanocésticim jsme schopni analyzovat velké mnozstvi druhi
bakterii, je nutné pouze pii vyrobé vymeénit typ protilatky [63,68,69]. Diky vysoké specifité
vazby protilatka-bakterie ma analyza vysokou citlivost. Analyzovat lze vzorky nejen
z zivotniho prostiedi [49], ale i vzorky potravin [68], ptipadné vyuziti je i v 1ékai'ské diagnostice
[48,50]. Prave identifikace mikroorganismu rychle a spolehlivé je velmi zasadni v boji proti
mikrobidlnim infekcim. Diagnostika patogenu neni zavisla na tom, zda se ve vzorku nachdzi
jiné typy bakterii, pfipadné, zda se jedné o vzorek s vysokou heterogenitou (mozkomisni mok,
krev, mo¢, stolice, natéry z ran, sputum, vytéry apod.) [63,68,69].

Diky tomuto objevu by tedy bylo moZzné provést rychlou a vysoce spolehlivou analyzu
patogend, coz by mohl znamenat velky pokrok zejména v medicin€. Tradi¢ni metody urcovani
infekce jsou naro¢né a velmi zdlouhavé, jedna se o metody zalozené na kultivaci a pocitani
kolonii, které vyzaduji n€kolik manipula¢nich krokti. Objev diagnostickych nanoc¢éstic by mohl
byt jednim moznych nastroji boje proti rezistenci mikroorganismi K antibiotiktiim [63,68,69].
Pti spolehlivé diagnostice by byla 1épe zacilena 1écba, tudiz bychom se mohli vyhnout aplikaci
sirokospektrych antibiotik, antibiotika byla by aplikovana diive a takto optimalizovana 1écba
se poté promitne do zkraceni délky 1é¢by pacienta [50].

Podrobny pracovni popis syntézy a modifikace nanocastic viz kapitola 4.8.
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Obrazek 6: Schéma analyzy vzorku pomoci sendvicovych nanosystémt — SERS analyza
E. coli, upraveno z [58]
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Obrazek 7: Schéma analyzy pomoci pozlacenych sklicek a zlatych nanotycek — SERS
analyza E. coli, upraveno z [49]

3.7 NapraSovani tenkych vrstev

Tenka vrstva je definovana jako film o tloust’ce nékolik desitek nanometri az nékolika
mikrometrd, ktery tvofime na zakladni struktuie, kterou se snazime modifikovat [70-72].

Naprasovani tenkych vrstev fadime do skupiny fyzikédlni depozice z plynné faze (PVD,
z anglického ,,physical vapour deposition”). Q150T ES systém, ktery byl pouzit v této
diplomové praci, vyuziva metody tzv. magnetronového naprasovani [70,72].

NapraSovani jako takové je plazmovy proces probihajici za nizkych tlakli v prostedi
vzacného plynu, v nasem piipad¢ argon, ktery je zaroven nejCastéjsi. Pfistroj je vybaven
katodou, k niz je pfipojen ter¢ ve tvaru disku nanaseného kovu (tzv. target) a anodou, mezi
nimiz probiha doutnavy vyboj. Na katodu je ptivadéno stejnosmérné nebo vysokofrekvenéni
napéti, v tésné blizkosti je anoda, na niZ je struktura, u niZ chceme modifikovat povrch
naprasenim kovové vrstvy. Pokud je potencialovy rozdil mezi katodou a anodou dostate¢né
vysoky, zaCne katoda (terC) emitovat elektrony, které ionizuji argonovy plyn. Katoda
se zapornym nabojem pritahuje kladn€ nabité ionty plazmy, ty vysokou rychlosti dopada;ji
na katodu. Z takto bombardovaného terce kladnymi ionty jsou vyrazeny atomy materialu terce
spolu se sekundarnimi elektrony. Sekundarni elektrony bombarduji atomy argonu, a tim udrzuji
Vv pracovni komote plazmovy oblak [70,72].

Magnetronové naprasovani vyuziva nizké napéti k tzv. chladnému naprasovani a poskytuje
povrchy o jemné zrnitosti. V tésné blizkosti elektrod se nachdzi pomérné silné magnety, jejichz
magnetické pole je kolmé na generované pole elektrické. Toto uspofaddni napomahd usmérnit
tok elektronti do oblasti v blizkosti terCe, to zvysi stupen ionizace plazmy a nardst iontovych
proudt v komote. Diky tomu je mozné vyuzit nizkého napéti za vysoké uc¢innosti napraseni
povrchu [70,71,73].

QI50T ES systém je vybaven otoénym stolem na vzorky, ktery zajiStuje rovnomérné
nandseni tenkych vrstev. Pouziva standardni terCe, takze neni nutné pouzivat specialni terce
s velkym profilem. A je vybaven sestavou uzéavéri, kterd umoziuje €isténi pasivovanych tercl
pied procesem napraSovani, coz je vyhodné napt. u chromu.
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Takto pripravené tenké vrstvy maji Siroké vyuziti, v naSem piipad¢€ jsou vyuzity k vyrobé
SERS substratu, ale také se vyuzivaji v rastrovaci elektronové mikroskopii k vytvoreni
elektricky vodivého tenkého filmu na povrchu zkoumaného vzorku, takové filmy brani
,habijeni* vzorku, snizuji tepelné poskozeni a zvySuji emisi sekundarnich elektront [74]. Také
se vyuzivaji ve vyrobé elektroniky, jako je vyroba tranzistoru a jinych elektrickych soucastek,
k vytvofeni vrstev odolnych vuci odéru, optickych vrstev apod. [70-73].

Obrazek 8: Q150T ES systém (Quorum, Laughton, Vychodni Sussex, Anglie), ktery byl
pouzit k napraSovani tenkych vrstev.

3.8 AFM

AFM (z anglického ,,atomic force microscopy*) neboli mikroskopie atomarnich sil je
technikou slouzici k trojrozmérnému zobrazovani mikro az nanoobjektti. Obraz je sestaven bod
po bodu s dosahujeme velmi vysokého rozliseni [75].

K detekci a vyobrazeni je vyuzita vzajemnd meziatomova pritazlivost, predevs§im pomoci
van der Waalsovych sil, kapilarni sily apod. Zakladem k méfeni je maly hrot, ktery se pohybuje
nad povrchem nebo po povrchu vzorku. Detekuje se pohyb hrotu, misto jeho ohybu a velikost
amplitudy kmitu [75].

Velmi ostry hrot je upevnén na ohebném nosniku, pfi¢emz se hrot mirn¢ dotyka povrchu
vzorku a béhem toho se systém ohyba dle hrubosti povrchu. Hrot se pohybuje po vzorku béhem
pravidelného a opakovaného skenu. Diky tomuto uspotradani jsme schopni zobrazit struktury
az s atomarnim rozliSenim, zaroven také nezalezi na vodivosti materialu, coz je vyhodu oproti
elektronové mikroskopii [75].

K zobrazeni povrchu se vyuzivaji tii zakladni mody. Prvnim je bezkontaktni, kdy soustava
hrotu a nosniku osciluje nad vzorkem Vv dané vysce. Pii¢emz v té€sné blizkosti povrchu vzorku
zna¢n¢ soustava oscilovat v jiné frekvenci ¢i amplitudé [75,76].

Druhy moéd je kontaktni, kdy se hrot pfimo pohybuje po povrchu vzorku, ale v tomto piipadé
muze dojit k poskozeni nejen hrotu, ale 1 vzorku, pokud ma vzorek velké nerovnosti [75,76].

Ttetim je poklepovy méd, kdy se jedna o kombinaci obou ptedchozich. Hrot se pohybuje nad
vzorkem, ale pti poklepu se ho dotkne[75,76].

AFM metoda neni schopna zobrazit objemové struktury, ale pouze povrch, vzorek musi byt
pevné usazen, ale nemusi byt nijak zvlasté pfipraven a nepracuje se vakuu, proto nemusi byt
vzorky vysuseny. Jsou rtizné aplikace, mizeme sledovat i mikroorganismy, ale na tuto aplikaci
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je potieba specidlniho vybaveni (specidlni hroty a usazeni), proto se nejcastéji sleduji povrchy
pevnych latek, piipadné pomoci AFM mutizeme manipulovat s nanoobjekty a vytvaiet rizné
nano a mikrostruktury na povrsich [75,76]. V nasem piipad¢ byl zvolen poklepovy rezim.

Obrazek 9: Mikroskop atomarnich sil (BRUKER, Massachusetts, USA) vyuzity
k pozorovani sklicek.

3.9 Elektronova mikroskopie

Do prvni poloviny 20. stoleti byly malé objekty zobrazovany za pomoci optického
mikroskopu, kde bylo mozZzné dosdhnout aZ tisicindsobného zvétSeni drobnych objekti.
Rozlisovaci schopnost optického mikroskopu je okolo 0,2 um mezi dvéma objekty pozorovani.
Samotné rozliSeni bylo limitovano vinovou délkou svétla. Tento limitujici faktor byl odstranén
vyuzitim elektronového svazku o mnohem nizsi vinové délce, tudiz byli védci schopni zobrazit
mnohem mensi objekty. Elektronova mikroskopie dokaze zobrazit objekty velikosti i 1 nm,
coz vedlo k prilomovym informacim nejen o bunééné struktute, ale i 0 virech a DNA [77,78].

Uplatnéni této inovativni technologie je Siroké, mizeme ji nalézt v mediciné, biologii,
ve vyzkumu materidli nebo ve forenznich i védeckych laboratofich. Diky elektronové
mikroskopii jsme ziskali kuptikladu obraz bunéénych organel a pojem o jejich fyzikalnich
i chemickych vlastnostech. Zaroven ale miizeme zobrazovat i anorganické materialy, ziskat
ponéti 0 tvaru a slozeni nanocastic riznych kovi, jako jsou rizné oxidy zeleza, titanu, riizné
povrchy tenkych filmt a mnoho dal$ich [79].

3.9.1 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Skenovaci elektronova mikroskopie nam poskytuje informace o povrchu vzorku [77]. Zpétné
odrazené elektrony od povrchu vzorku nam pomadhaji ziskat jisty kontrast obrazu povrchu
vzorku, ktery nam udava i informace o prvkovém sloZeni vzorku. Svétla mista ve vyobrazeni
poukazuji na té€zké prvky. Duvodem je mnozstvi elektrond, které se dostalo na detektor
Z povrchu vzorku, t€z$i prvky vysilaji vétSi mnozstvi elektroni. Zatimco mista tmava oznacuji
mista s lehkymi prvky. Za vyuziti standardti jsme schopni nejen kvalitativni analyzy,
ale i analyzy kvantitativni [80,81].

SEM poskytuje az 10 000krat zvétSeny obraz pozorovaného objektu s hloubkou ostrosti
nékolikandsobné vyssi nez u optického mikroskopu. Tento typ elektronové mikroskopie
pouzivame ke sledovani povrchovych struktur vzorku. K vyobrazeni vyuzivd primarni
elektrony, které predaji energii elektronim vzorku, z néjz jsou poté vyrazeny elektrony
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sekundarni. Sekundarni elektrony jsou poté detekovany detektorem sekundarnich elektront,
coz nam poskytuje informace o povaze skenovaného povrchu. Skenovaci mod vyuziva primarni
elektrony o malém priméru stopy, ktera postupuje po celém po celém povrchu za pomoci
elektrostatického nebo magnetického pole udavajiciho smér elektronového paprsku. Sken
probiha ve dvou navzajem kolmych drahach, to nAm umoziuje snimat jak ve ¢tvercovych, tak
v obdélnikovych plochach. K analyze atomového slozeni se k SEM pfipojuje rentgenovy
spektrometr, takto upraveny mikroskop nam poté pomaha k prvkové analyze vzorkt. Snimanim
charakteristického spektra RTG zafeni z povrchu vzorku dokazeme urcéit atomové slozeni
daného vzorku a posléze i vytvofit prvkovou mapu analytu [80,81].

Kazdy skenovaci elektronovy mikroskop se skldda ze zdroje elektrond, jako je naptiklad
wolframové vlakno, osové symetrickych magnetickych ¢ocek a objektivu, ktery urCuje
prostorové rozliSeni SEM. Skenovani probih4 ve dvou na sobé kolmych osach x a y. Dal$imi
soucastmi SEM jsou skenovaci generdtory a civky, které napomdhaji skenovani vzorkda.
Vystupy z generatori nam poskytuji obraz vzorku jako SEM obraz na displeji pocitace.
Samotné signaly jsou generovany digitalné, coz umoznuje rozd€leni obrazu na jednotlivé
pixely, zména jasu je realizovana elektricky dle signalu detektoru a pfevodu na konkrétni pixel.
Mezi zvétSenim a rychlosti skenovani je nepfima umeéra, pii vétsim zvétSeni sice dostaneme
kvalitné€jsi snimek obsahujici mén¢ elektrického Sumu, ale o to je skenovani pomalejsi [80].

Castym problémem je nedostate¢na vodivost materialu, na obraze se projevi bilé fadky nebo
posuv obrazu v disledku nahromadéni prostorového naboje. Dal$i problém nastava u vzorki
s horsi tepelnou odolnosti, vzorek mize byt spalen pravé soustfedénym proudem elektronii.
Idealni vzorek pro SEM je tepelné stabilni a také odolny proti vakuu vyuZivanému pii meéteni
v komote. Pfipadné vzorek muize byt upraven tak, aby vyhovoval méfeni na SEM, napf.
kryogenni skenovaci elektronova mikroskopie, Kterd nam napomahd ziskat trojrozmérnou
strukturu zmrazenych vzorkd, kdy se ve vzorku zadrzuje znacna ¢ast ptirozené vody
a ponechava si svoji strukturu (nutné uchovavat pii -196 °C) [82,83]. Dalsi problém je osovy
astigmatismus, ktery se vyrovndva pomoci magnetického pole stigmatoru, kdy pfi prichodu
cockou maji elektrony rizné ohnisko, nebo sféricka vada, kdy se Siroky svazek elektroni za
¢ockou rozdé€luje na stfedové a okrajové elektrony. Sféricka vada se fesi pomoci clony. Existuje
také chromaticka vada, kdy za kolisani urychlovaciho napéti elektrony nenabyvaji stejné
energie [80,84,85].

3.9.2 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Druhy velmi vyznamny typ elektronové mikroskopie je transmisni elektronova mikroskopie,
jez pracuje na principu transmisniho elektronového rozptylu. Pti pozorovani krystalického
vzorku pevného skupenstvi dochazi k transmisnimu elektronovému rozptylu, ktery zptsobuji
elektrony odrazené od atomu v materidlu. Za poziti vhodnych magnetickych ¢ocek mizeme
tyto elektrony snimat a poté diky nim ziskat obraz. V moderni dob¢ se vyuziva k dosdhnuti co
nejlepSiho rozliSeni vertikdlni uspotfaddani cocek, tedy ve sméru optické osy. Paralelné
s optickou 0sou pusobi gravitaéni sila, coz umoziuje dobré usporadani po delsi Casovy interval
a mensi rusivé mechanické zkresleni [80].

Aplikace v biologii a mediciné umoznilo zobrazit bunéc¢né struktury, makromolekuly nebo
viry. Aplikace TEM v anorganické chemii umoziuje zobrazit struktury v fddech mikrometrt
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az témét k atomarnimu rozliSeni. Za pomoci elektronovych spektrometri je mozné poté provést
kvantitativni analyzu prvka s rozlisenim az cca 1 nm [78,79].

Obraz v TEM nam vytvafi interakce elektronového svazku se vzorkem, kdy dochazi
k elastickému ¢i neelastickému rozptylu. Elasticky rozptyl nastava pii priletu urychleného
elektronu elektronovym oblakem atomu a nasledné se vychyli z pivodni trajektorie pod uréitym
uhlem, ktery mtze byt az 180 stupniil, nebo mtiZze nastat ptipad, Ze elektron je zpétn¢€ odrazeny,
ale jeho energie se neméni. Rozptylené elektrony ndm pomahaji k dotvareni kontrastu obrazu.
Kdyz hovoiime o neelastickém rozptylu, tak se primarni elektrony srazi s elektrony
v atomovych orbitalech vzorku. Primarni elektrony mohou ztratit vysoké procento své energie
z divodu srazky dvou ¢astic o stejné hmotnosti, méni se jejich vinova délka, ale nedochazi
k vychyleni od trajektorie letu. Neelastické srazky nam udavaji ostrost obrazu [80].

Zdrojem elektronti mize byt Zhavena wolframova katoda, zhavena LaBe (borid lanthanovy)
katoda ¢i autoemisni tryska. K vizualizaci se vyuziva stinidlo ¢asto s vrstvou ZnS umisténého
u dna tubusu, k némuz je ze stejného materialu malé stinidlo slouZzici k zaostfeni obrazu.
Elektrony poskytuji informaci, kterd je pfevedena do oblasti viditelného svétla. Obraz je
zaznamenan CCD kamerou nebo na specialni fotograficky material. V§e probiha za vakua, které
vytvaii vakuovy systém s vykonnymi vyvévami [80].

K pozorovani biologickych preparatt je nutna chemicka nebo fyzikalni fixace, a také jejich
dehydratace. VVoda je nahrazena postupné ethanolem nebo acetonem, fungujicimi jako
dehydrata¢ni ¢inidla, ktera jsou misitelna se zalévacim ¢inidlem (voda nikoliv). Zalévani slouzi
Kk vytvafeni ultratenkych fezt (60-70 nm), pfi¢emz se vyuzivaji zivice, ale musi byt pevné a ve
velmi tenkych vrstvach S rovnomérnou polymerizaci, a nesmi zpiisobit rozptyl primarnich
elektront. Témto kritériim vyhovuji Zivice epoxidové, akrylové nebo polyesterové, zaroven
maji velmi podobné prvkové sloZeni a podobné rozptylové vlastnosti jako preparat. K lepSimu
rozliSeni a zvySeni kontrastu se vyuzivaji také t€zké kovy jako je osmium. Tzv. infiltrace je
proces, kdy se pii zalévani zivici plni vzorek az do ptesyceni, kdy se plni do silikonovych forem
¢1 kapsli. Poté se dle typu zivice spusti polymerizace, pro epoxidove se vyuZziva zvysena teplota
do 60 °C, u akrylatovych UV zafeni nebo chemicky katalyzator, ¢i kombinace nékolika
pomoci sklenéného nebo diamantového noze [78,80].

Vzorky jsou k pozorovani umistény na kovové sitky z médi, niklu nebo zlata, a poté muze
byt vzorek pozorovan metodou TEM. Jsou-li vzorky v praskovém stavu, je nutny nosic, jimz
jsou pravé kovové sitky nebo specialni folie z polyvinyl formaldehydové pryskyftice
(tzv. formvaru). Jindy se vyuziva i vrstva uhliku misto polyvinyl formaldehydové pryskyfice,
nebo i kombinace. Diky tomu je pak piiprava vzorku jednoducha, vzorek se rozpusti
ve vhodném rozpoustédle, pak se kapne roztok na vybrany nosi¢ a necha se zaschnout. Takto
ptipravena soustava vzorek-nosi¢ je vhodna k pozorovani [78,80,86].
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Obrazek 10: a. Rastrovy elektronovy mikroskop Magellan 400 (FEI, Hillsboro, OR, USA)
[87]. b. Snimek z Magellan 400 (FEI, Hillsboro, OR, USA detektor STEM I1I; méd DF2; 30
kV; 50 pA; 4,8 mm pracovni vzdalenosti; 200 000x zvétSeni). €. Médéna sit'ka s vrstvou

formvaru [88].

3.10 Rhodamin B

Mezi zakladni primyslova barviva patii rhodamin B. VyuZiva se k barveni a glazovani
textilu, kozenych a dfevénych vyrobkii apod. Ma velmi intenzivni barvu, silné barvici
schopnosti a nizkou potfizovaci cenu. Diky svym velmi vyhodnym vlastnostem je problémem
Vv poslednich letech jeho zneuziti v potravindiském primyslu pifi zpracovani ¢ili kofeni,
kukufice[51] a vafenych masnych produkti [37], aby se zvyraznila barva, a tim se zatraktivnily
mén¢ kvalitni potravinarské vyrobky. Timto krokem vyrobci ohrozuji zdravi spotiebiteld,
rhodamin B je chronicky toxicky nejen pro lidi, ale také pro zvifata [89].

Jiz pted lety byl zakdzan v potravinaiském pramyslu Evropskym ufadem pro bezpecnost
potravin (EFSA) [90] kvili jeho karcinogennim vlastnostem, reprodukéni a vyvojové toxicité,
také neurotoxicité [51].

Ke stanoveni rhodaminu B se vyuziva nékolik analytickych metod, jako je HPLC (vysoce
ucinna kapalinova chromatografie) a hmotnostni spektrometrie, pro néz je ale bohuzel typicka
delikatni piiprava vzorku a vysoka cena, rizné tandemové techniky, UV-VIS spektrofotometrie
a SERS (povrchové zesilena Ramanova spektroskopie). SERS nam mtize poskytnout nejvice
informaci o molekularni chemické struktufe, metoda je vysoce citliva a selektivni, jednoduché
a rychla, také ma mensi interference s molekulami vody a fluorescen¢nim signalem [51,91].
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Obrazek 11: Molekula rhodaminu B [92].

3.10.1 Fotokatalyticka degradace rhodaminu B

Jednou z naplni této zavére¢né prace je méfeni vyse popsaného rhodaminu B po tGpravach
Vv jiné laboratofi. Mym tkolem bylo zjistit, zdali pfi fotokatalytické degradaci doslo k né&jaké
spektroskopicky zachytitelné vyznamné zméné fotocitlivého rhodaminu B. Byly porovnany tii
analytické spektralni metody, a to UV-VIS spektroskopie, Ramanova spektroskopie
a povrchem zesilendA Ramanova spektroskopie. Podrobné pracovni postupy a vysledky
Vv kapitolach 4 a 5.

Pfed samotnym métfenim rhodamin B proSel nésledujicim protokolem. Na zacatku je vzdy
20 uM roztok rhodaminu B. Byly pfipraveny tii typy fotodegradace rhodaminu B, jedna bez
katalyzatoru, kde byl Cisty roztok rhodaminu B vystaven zdroji svétla a bude fungovat jako
referen¢ni vzorek, druhy byl s katalyzatorem TiO2-(H) a tfeti pokus byl s katalyzatorem TiO»-
(H)-Ag.

Roztoky s katalyzatory byly pfipraveny tak, ze 20 mg katalyzatoru bylo smichano s 50 ml
20uM roztokem rhodaminu B. Vysledna smés byla ponechana na 30 minut ve tmé&, aby
se roztok s katalyzatorem dostali do rovnovahy adsorpce-desorpce. Pied zapnutim svételného
zdroje fotoreaktoru je odebrano 2 ml suspenze z kazdého ze tii roztokt a uchovano
ve zkumavce Eppendorf pro pozdéjsi méfeni. Po zapnuti svételného zdroje byla suspenze
odebirana v pravidelnych intervalech, vzdy v objemu 2 ml ze vSech tii roztokd, jejichz
supernatant byl podroben spektroskopické analyze.

Rychlost fotodegradace je zavisla na mnozstvi katalyzatoru, koncentraci barviva a intenzité
svételného zdroje fotoreaktoru. Je ocekavani ze strany provozovatele pokusu, ze TiO2-(H)-Ag
bude nejlepSim katalyzatorem.

Roztoky ve zkumavce Eppendorf byly centrifugovany a supernatant byl poté méten
spektroskopickymi metodami. Podrobny pracovni postup je v kapitole 4.6.

Oxid titanicity se V pfirod¢ vyskytuje v n€kolika formach, ale uméle vyrobeny se oznacuje
jako ,titanova béloba“, kterd se vyuziva jako pigment do natérovych hmot, jako barvivo
V potravinafstvi nebo i jako ucinna slozka v urcitych typech opalovacich kréma. Ma velmi
specifické vlastnosti, jako pigment mé velmi vysoky jas a vysoky index lomu, v praSkové forme
rozptyluje svétlo, K tomu také UV rezistentni vlastnosti, kdy pohlcuje UV zafeni, které je
nasledné preménéno na teplo. Diky svym vlastnostem se vyuzivd v optice pfi vyrové
dielektrickych zrcadel [93,94].
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Oxid titani¢ity V piitomnosti UV zafeni se chova jako fotokatalyzator, ale pokud je
nadopovan jesté jinymi atomy, jako je naptiklad dusik, nebo stfibro, tak mtize fungovat jako
fotokatalyzator jiz v pfitomnosti viditelného zéfeni. Diky svému vysokému redoxnimu
potencialu je schopen oxidovat vodu ve svém excitovaném stavu za vzniku hydroxylovych
radikala, nebo piimo oxidovat organické 1atky [95]. Proto jej pfidavame jako slozku materiald
k povrchovym upravam, Které jsou pak samocistici a s dezinfek¢ni funkci. Neustale se snazime
vyuzivat vice obnovitelnych zdroji energie, jako jsou pravé solarni ¢lanky, jichz je oxid
titanicity nedilnou soucasti [93].

Fotokatalytické vlastnosti oxidu titani¢itého jsou zavislé na jeho fazi a také na druhu dopingu,
vétsinou se jedna o dusik nebo vodik [93]. V poslednich letech se také zacaly vyuzivat vzacné
kovy Kk vylepseni fotokatalytickych ucinku latek pti ozatovani svétlem, mezi néz patii i vyse
zminéné stiibro [95].

3.11 Bakterie

Jedna se o velmi druhové a morfologicky rozmanité prokaryotické mikroorganismy, které
zpravidla dosahuji velkosti n€kolika mikrometrt.. RozliSujeme dle zptisobu vyZzivy a ziskavani
energie, charakteru rozmnozovani, atd. [96].

Vnitini strukturou se pfili$ nelisi, ale pro nas jsou zasadni struktury bunécéné stény. Obecné
vzato, bunétna sténa slouzi K ohranieni obsahu buniky, ochrané pied chemickym,
mechanickym poskozenim nebo vysusenim, udrzuje bunécny tvar. Muize se lisit chemickym
slozenim, které je pro kazdou bakterialni buiiku specifické. Zakladem bunééné stény bakterii je
peptidoglykan (murein), mezi jeho fetézci jsou vmezefeny lipidy, bilkoviny, polysacharidy a
jiné molekuly [96].

Bakterie produkuji antigeny, latky bilkovinné nebo polysacharidové povahy na bunééném
povrchu, které poté pobizi imunitni systém organismi k produkei protilatek. Kazda protilatka
se vaze na specificky antigen [96].

NiZe jsou ve zkratce popsany tfi kmeny bakterii, pouzitych k testovani pfipravenych
diagnostickych struktur k identifikaci Escherichia coli K-12 v experimentalni ¢asti prace.

3.11.1 Bakterie Escherichia coli

Jedna se o tyC¢inkovou gramnegativni fakultativné anaerobni bakterii. Pohybuje se pomoci
bi¢ikl, netvoti spory. Patii do vnitini mikroflory mnohych zivo€ichd, véetné ¢loveka. Proto jeji
pfitomnost v pitné vodé je indikace fekalniho znecisténi [97].

Problémem jsou rizné patogenni kmeny E. coli, které zptsobuji mnoho nepfiijemnych
onemocnéni, jako je onemocnéni mocovych cest, zpiisobuje infekci ran a jejich hnisani,
pfi jejim vniku do intestinalniho traktu ¢lovéka zpasobuje prujmy apod. [97].

3.11.2 Bakterie Serratia marcescens

Serratia marcescens je opét tycinkova bakterie, ktera je fakultativné anaerobni, chemotrofni
a netvorii spory. Bakterie je to gramnegativni a pii urcité teploté produkuji cerveny pigment
[98].

Patogenni je jen pro lidi s oslabenou imunitou, kterym mtiZze zptisobit onemocnéni dychacich
cest, infekci ran, ptipadné urogenitalniho traktu, sepsi, meningitidu nebo endokarditidu [98].

43



3.11.3 Bakterie Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus neboli zlaty stafylokok je grampozitivni bakterie, ¢asto tvofici zluty
pigment. Pfirozené se vyskytuje na kiizi nebo sliznicich [97].

Zpusobuje rizné infekce, od drobnych zanéti na kiizi nebo mékkych tkani az po tézké sepse,
syndrom toxického Soku a nekrotizujici pneumonie a mnoho dalsich [97].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Seznam chemikalii
Veskery deionizovana H20O byla pfipravena ve standardnim komerénim purifikaénim
systému s mérnym odporem asi 5 MQ/cm2.

4.1.1 Priprava SERS substratu

NICOLOID (Nicolet CZ s.r.o., Praha, Ceska republika)
Aceton (Cisty, PENTA, Chrudim, Ceské republika)
Isopropanol (&isty, PENTA, Chrudim, Ceska republika)

4.1.2 Recyklace SERS substratu

Ethanol (96 %, PENTA, Chrudim, Ceska republika)
Chloroform (PENTA, Chrudim, Ceska republika)

Leptadlo zlata, standard (Sigma-Aldrich s.r.o., Missouri, USA)

4.1.3 Vyroba zlatych nanoéastic

CTAB (hexadecyltrimethylamonium bromid) (¢isty, Sigma-Aldrich s.r.0., Missouri, USA)
HAUCI4-3H20 (trihydrat kyseliny chlorozlatité) (Sigma-Aldrich s.r.0., Missouri, USA)
NaBH; (borohydrid sodny) (Sigma-Aldrich s.r.o., Missouri, USA)

AgNO;3 (dusiénan sodny) (Sisty, PENTA, Chrudim, Ceska republika)

Kyselina askorbova (€istd, PENTA, Chrudim, Ceska republika)

4.1.4 Modifikace nanocastic a ovéreni funkce protilatky

DTNB (kyselina 5,5-dithio-bis(2-nitrobenzoova) (Sigma-Aldrich s.r.o., Missouri, USA)

Absolutni ethanol (PENTA, Chrudim, Ceska republika)

3-MPA (3-merkaptopropionova kyselina) (Sigma-Aldrich s.r.0., Missouri, USA)

11-MUA (kyselina 11-merkaptoundekanova) (Sigma-Aldrich s.r.o., Missouri, USA)

NHS (sodna stl N-hydroxysulfosukcinimidu) (Fluka Analytical, Mnichov, Némecko)

EDC (N-(3-dimethylaminopropyl)-NO-ethylkarodiimid hydrochlorid) (Sigma-Aldrich s.r.o.,
Missouri, USA)

Avidin (Cisty, Sigma-Aldrich s.r.o., Missouri, USA)

Ethanolamin (&isty, PENTA, Chrudim, Ceska republika)

Protilatka Biotin Anti-E. coli antibody (ab20640) (Abcam, Cambridge, Velka Britanie)

PBS pufr (fyziologicky roztok pufrovany fosfatem) (Sigma-Aldrich s.r.o., Missouri, USA)

Tween20 (Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)

MES pufr (monohydrat kyseliny 2-morfolinoethansulfonové) (Carl Roth, Karlsruhe,
Némecko)

1H,1H,2H,2H-perfluorooctyltriethoxysilan (Sigma-Aldrich s.r.o., Missouri, USA)

Medium Mueller Hinton Broth (Sigma-Aldrich s.r.o., Missouri, USA)

4.1.5 Vyroba magnetickych nanocastic
FeCls (chlorid zelezity) (Sigma-Aldrich s.r.0., Missouri, USA)
FeSOq (siran Zeleznaty) (PENTA, Chrudim, Ceska republika)
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NaOH (PENTA, Chrudim, Ceska republika)

HCI (kyselna chlorovodikova) (35 %, PENTA, Chrudim, Ceska republika)
Urotropin (Sigma-Aldrich s.r.o., Missouri, USA)

PEG (polyethylenglykol) (Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)

4.2 Seznam pristroji a pomicek

Ramantv InVia spektrometr (Renishaw, Wotton-under-Edge, Velka Britanic)

Rozprasovaci nanaSe¢ uhliku/kovu Q150T ES (Quorum, Laughton, Vychodni Sussex,
Anglie)

Rastrovy elektronovy mikroskop Magellan 400 (FEIL Hillsboro, OR, USA)

Cisti¢ka ultrazvukova KLN, programovatelné s elektronickym asovadem, typ K-12LE (K-
12L (Verkon, Praha, Ceska republika)

Analytické vahy ABT 120-4M (Verkon, Praha, Ceska republika)

Generator plazmy (Diener electronic GmbH & Co. KG, Ebhausen, Némecko)

Centrifuga Eppendorf Minispin (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

Centrifuga EBA 20 (HETTICH | Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Némecko)

Ter¢ chrom 99,95 % pr. 53 x 1 mm (SAFINA, a.s., Vestec, Ceska republika)

Terc zlato 99,99 % pr. 53 x 1,2 mm (SAFINA, a.s., Vestec, Ceska republika)

M¢&déna sitky s formvarem (Micro to Nano, Nizozemi)

Boxy s horizontalnim laminarnim proudénim, Heraguard (Thermo Fisher Scientific, Brno,
Ceska republika)

Rastrovy elektronovy mikroskop Magellan 400 (FEI, Hillsboro, OR, USA)

Rastrovy elektronovy mikroskop Helios 5 Hydra UX DualBeam (Thermo Fisher Scientific,
Brno, Ceské republika)

AFM (BRUKER, Massachusetts, USA)

DEN-1B McFarlandiiv denzitometr (Biosan Ltd. — Unimed Praha, s.r.o., Ceska republika)

RTS-1C Personal Bioreactor (Biosan Ltd. — Unimed Praha, s.r.o0., Ceska republika)

Spektrofotometr — Helios y, Unicam (Thermo Fisher Scientific, Brno, Ceska republika)

Piesné vahy KERN EMB 600-2 (Unimetra, spol. s r.0., Ostrava, Ceské republika)

Vortex Reax top (Heidolph Instruments, Schwabach, Némecko)

Digitalni magneticka michacka s ohfevem MS-H280-Pro (LABtechnik,s.r.o., Brno, Ceska
republika)

Ultrazvukovy homogenizator model 150 v/t (Heat Biologics, Inc., Severni Karolina, USA)

Sander Certizon C 50 ozonizator (Profiplants s.r.o., Praha, Ceska republika)

Automaticke pipety v rizném rozsahu objemu

4.3 Vyuzité pocitacové programy
Microsoft Excel 365 (Microsoft, Albuquerque, Nové Mexiko, USA)
RTS-1 (Biosan SIA, Riga, Lotyssko)
WIRE 3.4 (Renishaw, Wotton-under-Edge, Velka Britanie)
NanoScope Analysis 1.9 (BRUKER, Massachusetts, USA)

4.4 Pouzité bakterie
Escherichia coli K-12 (prof. Ute Neugebauer, Univerzitni klinika v Jen¢)
Staphylococcus aureus (prof. Filip Rzicka, Fakultni nemocnice u Svaté Anny)
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Serratia marcescens CCM 8587, z Ceské sbirky mikroorganismii Masarykovy univerzity
v Brné

4.5 Priprava SERS substratu

Ptiprava k napraSovani kiemikovych cipli probihala v Cistych prostorach laboratofi
ve specidlnim odévu a v rukavicich. Pfi manipulaci je nutné dbat na Cistotu pouzitych nastroju
i samotného substratu. K manipulaci je vZzdy vyuzivana pinzeta a piec¢isténé sklo.

Nejprve jsou kiemikové ¢ipy odmastény v Cistém acetonu v ultrazvukové lazni po dobu péti
minut, na maximalni vykon a s nastavenou teplotou nizsi, nez je teplota v mistnosti. Poté jsou
pinzetou Cipy prevedeny do Cistého isopropanolu, poté jim lehce oplachnuty a vysuseny pomoci
proudu dusiku. Poté jsou vlozeny na 20 min. do kyslikové plazmy pti 99% vykonu generatoru
plazmy od firmy Diener electronic. Po ukonceni dvacetiminutového vystaveni plazmé byl tlak
v komote obnoven pomoci ¢istého dusikového plynu, aby se zamezilo zneciSténi.

Po ukonceni ¢isticich procedur nasleduje pokoveni v naprasovacim systému s vyménnymi
vlozkami na naprasovani kovu Q150T ES od firmy Quorum. Do napraSovacéky byl vlozen zlaty
teré, z néhoZ byl naprasen zlaty povrch. Cipy byly uloZeny na otoény vyménitelny naprasovaci
stolek, ktery byl pied procedurou dikladné ocistén a vydezinfikovan. Poté byly nastaveny
parametry K naprasovani, viz tabulka 1, a spusténo naprasovani. Po napraseni zlaté vrstvy byl
substrat hotovy a ptipraveny K dal$im upravam a méfeni.

Tabulka 1: Nastaveni systému napraSovani

Paramer Hodnota
Material: Zlato
Naprasovaci proud [mA]: 50
Naprasovaci ¢as [s]: 400
Nastrojovy faktor: 2,7
Predcisténi terce: Ne

4.6 Méreni fotokatalytické degradace rhodaminu B

Pfed samotnym méfenim rhodaminu B, prosel roztok 0 20uM koncentraci fotodegradaci. Do
rukou se mi dostaly tii fady Eppendorf zkumavek, které jsou vyobrazeny na obrazku 12. Po
celou dobu manipulace byly uchovavany vtemnu, aby nedochazelo k zadnym dal§im
fotokatalytickym procesim mimo méfeni. Prvni fada (na obrazku 12 oznaceno jako ,,1. line*)
obsahuje Cisty roztok rhodaminu B, ktery byl vystaven svétlu ve fototreaktoru bez jakéhokoliv
typu fotokatalyzatoru a slouzil jako referencni vzorek. Druha fada (na obrazku 12 oznaceno
jako ,,2. line*) obsahuje rhodamin B, ktery byl v fotoreaktoru vystaven i pisobeni
fotokatalyzatoru TiOz-(H). Tteti fada (na obrazku 12 oznaceno jako ,,2. line®) obsahovala
navic v roztoku rhodaminu B katalyzator TiO2-(H)-Ag.

Vzorky pred métenim proSly protokolem fotokatalytické degradace dle protokolu viz
kapitola 3.10.1. V kazdé tad¢ jsou vzorky, které byly z roztoku odebrany v ¢asech 0, pied
zacatkem fotodegradace, poté po Casech 5, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300,
330 a 360 minut, poté v fadé bez katalyzatoru po 96 hodinach a ostatni pak po né€kolika
hodinach v suspenzi. Celkem bylo k méteni 48 vzorkd.

Tyto vzorky byly méteny tfemi typy spektroskopickych metod, a to UV-VIS spektroskopii,
Ramanovou spektroskopii a metodou SERS.
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1. line

2. line

3. line

Obrazek 12: Vzorky rhodaminu B. 1. line obsahuje vzorky, které byly vystaveny svétlu
bez fotokatalyzatoru. 2. line obsahuje vzorky s fotokatalyzatorem TiO2-(H). 3. line obsahuje
vzorky s fotokatalyzatorem TiO2-(H)-Ag.

4.6.1 Jednotkové tipravy a méreni rhodaminu B

Pfed kazdym méfenim byly vzorky rhodaminu B centrifugovany na 11 000 rpm po dobu
7 minut v centrifuze Eppendorf Minispin. Poté byl supernatant zméfen, pfipadné nafedén
a zméten. Vystup byl poté graficky vyhodnocen, viz kapitola 5.2.

4.6.1.1 Méieni Ramanovym spektroskopem

Experimentalni uspofadani je vyobrazeno na obrazku 14. Pro vSechna Ramanova
spektroskopicka méfeni byl pouzit spektrometr InVia (Renishaw, Wotton-under-Edge, UK).
Vykon laseru byl nastaven na 15,5 mW a bylo méteno pii vinové délce 785 nm, doba integrace
byla 1 s a celkem 10 akumulaci, tak byla celkova akvizice 10 s. K méfeni byl pouzit objektiv
mikroskopu s celkovym zvétsenim 20x, 0,4 NA (Leica, Wetzlar, Némecko). Pfi méfeni
konven¢niho Ramanova signalu bylo zaostieni paprsku upraveno na maximalni signal uvnitf
kapky ¢istého analytu na podloznim sklicku. VSe bylo fizeno v uZivatelském rozhrani WiRE
3.4. Celkem z kazdého vzorku bylo sejmuto 10 spekter a zpracovano v programu MS Excel.

Nejdtive byl vzorek zméfen klasickou Ramanovou spektroskopii, ale ramanovsky signal byl
prekryt fluorescenci, vysledky viz 5.2.

4.6.1.2 Méreni SERS

Experimentalni uspofadani je vyobrazeno na obrazku 14. Byl pouzit spektrometr InVia
(Renishaw, Wotton-under-Edge, UK) pro v§echna SERS méfeni. Vykon laseru byl nastaven na
10 % a bylo mé&feno pii vinové délce 785 nm, doba integrace byla 1 s a celkem 10 akumulaci,
tak byla celkova akvizice 10 s. K méfeni byl pozit objektiv mikroskopu s celkovym zvétSenim
20x, 0,4 NA (Leica, Wetzlar, Némecko). Pro SERS byl excita¢ni laser zaostfen na povrch
substratu. Vse bylo fizeno v uzivatelském rozhrani WIiRE 3.4. Celkem z kazdého vzorku bylo
sejmuto 10 spekter a zpracovano v programu MS Excel.

Vsechny vzorky byly méfeny na zlatych substratech, jejichZ vyroba je popsana v kapitolach
3.5.2.1 a 4.5. Tento SERS substrat jako jediny zvysil Ramanovsky signal natolik, aby nebyl
piekryt fluorescenci rhodaminu B. Byl vSak vyzkousen také SERS se stiibrnymi nano¢asticemi,
které se syntetizuji pfimo v roztoku vzorku NICOLOID od firmy (Nicolet CZ s.r.0., Praha,
Ceska republika).
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Zlaty substrat byl polozen na podlozni sklicko, které bylo pielepeno oboustrannou
samolepkou (tzv. ,spacerem*) Sdirou na vzorek, do né€hoz bylo napipetovano 37 pul
supernatantu vzorku a pfikryto krycim sklickem a méfeno, jak je nazorné ukazano na obrazku
13. Celkem z kazdého vzorku bylo sejmuto 10 spekter a zpracovano v programu MS Excel.
Vysledky jsou zpracovany v kapitole 5.2.

. ———
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Obrazek 13: SERS substrat s thodaminem B, pfipraven na méfeni.

Zdroj laseru

Dopadaici svétlo

Obrazek 14: Ramanav spektrometr — schéma, pouzity k méteni rhodaminu B [66].

4.6.1.3 Meéieni na UV-VIS spektroskopu
Jako kontrolni metoda byla pouzita UV-VIS spektroskopie, jako jedna z metod kontroly
koncentrace rhodaminu B. Nejprve, pfed méfenim, byly vzorky centrifugovany, poté byla
méfena absorbance supernatantu, ktery ale musel byt 10x natedén.
Absorbance byla zméfena u kazdého vzorku 3x, tyto vysledky byly zprimérovany
a zpracovany pomoci programu MS Excel. Vyhodnoceni je v kapitole 5.2.

4.7 Recyklace SERS substratu

Z méteni rhodaminu B zbylo okolo 50-ti kust pouzitého SERS substratu. Jelikoz se jedna
pouze o vrstvu napraSeného zlata na kfemikovém cCipu, 1ze ho relativné snadno ocistit a znovu
naprasit zlatem, a tak recyklovat k dalsimu pouziti.
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Nejprve byly cipy odlepeny od podlozniho sklicka, poté byly ve vhodné nadobé
s deionizovanou vodou vlozeny do ultrazvukové lazng, ktera byla nastavena na nejvyssi vykon
po dobu 8 minut. Poté byly Cipy pievedeny do 96% ethanolu a opét vlozeny do ultrazvukové
lazn€ na 8 minut na nejvyssi vykon. Poté byly Cipy pieneseny do chloroformu a naposledy
uloZeny do ultrazvukové lazn€ na 8§ minut na maximalni vykon.

Po tomto dikladném piecisténi byly na dobu nékolika sekund pfevedeny pinzetou do leptadla
zlata, které z ¢ipti odstranilo zbytky zlata, které nebyly odstranény b&hem ultrazvukového
¢isténi, zlato mé velmi Spatné adhezni vlastnosti na hladkém povrchu. Poté byly zbytky leptadla
oCitény v acetonu a nasledné v isopropanolu. Cipy byly poté vysuseny a mohly projit op&t
protokolem napraSovani zlaté vrstvy o tloust’ce 300 nm.

4.8 Priprava nanocastic, tvorba sendvi¢ového imunotestu

Cilem této experimentalni ¢asti diplomové prace bylo navrhnout a vyzkouSet imunotest
na detekci bakterie Escherichia coli K-12. Imunostest se sklada ze dvou hlavnich ¢&asti,
ze zlatého SERS substratu s Ramanovym reportérem a imobilizujici slozky, ktera se sklada bud’
ze specificky vazajici se magnetické ¢astice, nebo sklicka, na néjz se specificky vazou bakterie.
VSse je na bazi vazby antigen-protilatka, proto by imunotest mél dosahovat vysoké specifity
I ucinnosti.

4.8.1 Chemicka syntéza zlatych nanotycek

Dle literatury maji nanoty¢ky vyssi (az nékolikanasobné vétsi) zesileni Ramanova signalu
[37,69], z tohoto divodu bylo vyzkouseno nékolik typti syntéz nanotycek. Bylo vyzkou$eno
nékolik typt protokolti. Na syntézu nanotycek se osvéd¢ily celkem dva protokoly, pii¢emz
Z hlediska snadné ptipravy byl vybran nize popsany.

Zlaté nanotycky byly vyrobeny technikou, kdy nejprve byl pfipraven roztok tzv. seminek,
které poté byly naockovany do roztoku kyseliny chlorozlatité. Roztok na seminka byl pfipraven
ze 7,5 ml 0,1M roztoku CTABuU (hexadecyltrimethylamonium bromid) spolu s 250 ul 0,01M
HAUCI; (kyselina chlorozlatitd) za vzniku jasné oranzovo-zlutého roztoku. Po zamichani byl
ptidan roztok ledové chladného NaBH4 (borohydrid sodny) o objemu 600 pl, roztok se zbarvil
dohnéda, a nechalo se stat po dobu 5 minut kK vytvoieni o¢kovaciho roztoku. Roztok k syntéze
nanotyc¢enek vznikl smichanim 4,75 ml 0,1M roztoku CTABu, 1 ml HAuUCls a 60 ul AgNOs
(dusi¢nan stiibrny) do vzniku tmavé oranzové barvy, Ktakto vzniklému roztoku bylo
po kapkach piidano 250 ul 0,1M kyseliny L-askorbové, po piidani kyseliny L-askorbové vznikl
bezbarvy roztok (funguje jako slabé redukéni €inidlo). Do bezbarvého roztoku bylo piidano
5 ul o€kovaciho roztoku. Smés byla michana po dobu nékolika vtetin, barva se zacala postupné
meénit v tmavé modrou az fialovou, a nechala se stat po dobu nejméné 3 hodin k ziskani
nanotycek [69].
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Obrazek 15: Syntetizované zlaté nanocastice.

Poté, co byla syntetizovana fada nanocastic, tak byl vzorek vysuSen na médéné sit'ce
svrstvou formvaru a byly pozorovany pod elektronovym mikroskopem. Snimky
z elektronového mikroskopu jsou v kapitole 5.4.1.

4.8.1.1 Pozorovani elektronovym mikroskopem

Pfipravené nanocastice byly koncentrovany centrifugovanim po dobu 2 minut na 7 000 rpm
v centrifuze Eppendorf Minispin (Eppendorf, Hamburk, Némecko). Poté byly 3 ul roztoku
nanocastic nastiiknuty na médénou sitku s vrstvou formvaru (Micro to Nano, Nizozemi),
ta byla drzena ve zkfizené pinzeté v boxu s laminarnim proudénim do vypateni rozpoustédla.

U vsech pfipravenych nanocastic, véetné téch, u nichz nebylo docileno tvaru ty¢inek, byl
udélan snimek. Ukazky téchto snimkid a parametry méfeni jsou poté zpracovany V kapitole
54.1.

4.8.2 Modifikace povrchu zlatych nanotycek

Syntetizované zlaté nanocastice byly poté modifikovany metodou vrstva po vrstvé. Nejprve
byl navazan Ramanovsky reportér, v naSem piipadé DTNB (kyselina 5,5-dithio-bis(2-
nitrobenzoova), kdy se podle protokolu ze ¢lanku mélo vzit 1 mg nanocastic, které se ptes noc
(dle literatury 18 hodin [63]) nechaji v roztoku 1 ml 50mM DTNB v absolutnim ethanolu
pii pokojové teploté¢ K vytvofeni SAM (z anglického ,.self-assembled monolayer®,
samouspotfadana monovrstva) [49]. V tomto bod¢ nastal problém, jelikoz nanocastice se zacaly
sraZzet a po navazovani dalSich vrstev byl velmi nizky vytézek. Proto byl mezi modifikaci
nanocastic soubézné spustén test vytéznosti, viz kapitola 4.8.2.1.

Agregace zlatych nanotycek zacala jiz béhem promyvani, kdy nanocastice ztracely vrstvu
detergentu CTAB. Ale pii namaceni do absolutniho ethanolu mohlo dojit ke ztrat¢ mozného
solvata¢niho obalu z molekul vody na povrchu nano¢astic. Absence téchto vrstev a poté vysoka
koncentrace Ramanova reportéru DTNB vedla k rizné mife agregace, zdroje uvadi velkou van
der Waalsovu pfitazlivost Au-Au [37]. Z tohoto divodu byl udé€lan i test rozpustnosti DTNB
(viz 4.8.2.2), aby se nasla vhodna koncentrace k promyvani nanotycek, a tim nedochazelo k tak
velkym ztratdm spojené s agregaci nanotyCek, aby mohlo dojit k obnové teoretického
solvata¢niho obalu nanocastic.

Poté, co byla vytvofena SAM Ramanova reportéru DTNB, byl vzorek precistén pomoci
centrifugy dvakrat v 70% ethanolu na 4000 rpm po dobu 20-ti minut, dle vysledku testu
rozpustnosti. Poté jsou pies noc modifikovany v roztoku 150 nM 11-MUA (kyselina 11-
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merkaptoundekanova) a 150mM 3-MPA (3-merkaptopropionova kyselina) v absolutnim
ethanolu, jest¢ je mozné dodat i 1-dekanthiol, ale modifikace funguje i bez n¢&j. Obé latky
obsahuji potfebnou thiolovou skupinu. Pouzity objem byl 1,5 ml [49].

Po vytvofeni vrstvy S karboxylovymi zbytky nasledovalo promyti nejprve 70% ethanolem
a centrifugace na 4000 rpm po dobu 20-ti minut a promyti 0,1M MES (monohydrat kyseliny 2-
morfolinoethansulfonové, pH 6,5) pufrem na 4000 rpm po dobu 20-ti minut. K aktivaci
karboxylovych skupin byl pouzit roztok 0,05M NHS (sodna sil N-hydroxysulfosukcinimidu)
a 0,2M EDC (N-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethylkarbodiimid hydrochlorid) v 0,1M MES
pufru, celkovy pouzity objem byl 1 ml. Pro aktivaci karboxylovych skupin sta¢i pouze 30-40
minut. Poté byly za pomoci centrifugy nanotycky dvakrat precistény MES pufrem, byly
centrifugovany na 4000 rpm po dobu 20-ti minut [49].

Po povrchové aktivaci byly ¢astice zality roztokem avidinu o koncentraci 0,5 mg/ml, pticemz
avidin byl rozpustén v 0,1M MES pufru a bylo pouzito celkem 200 pl. Castice byly namaceny
po dobu 30-40 minut, aby se mezi aktivovanou karboxylovou skupinou a avidinem vytvofila
kovalentni vazba, poté dvakrat promyty 0,1M MES pufrem. Aby se zabranilo nespecifickym
interakcim, byl pouzit 1% ethanolamin v objemu 3 ml, ktery zablokuje aktivni skupiny nebo
jakékoliv oteviené prostory, které vznikly vazbou avidinu. Pasobeni ethanolaminu bylo po
dobu 1 hodiny. Poté byly castice promyty dvakrat roztokem PBS pufru (fyziologicky roztok
pufrovany fosfatem) [49].

Poslednim krokem bylo navazani biotinem modifikované protilatky, biotin se specificky vaze
na avidin. Protilatky byly nejprve nafedény v roztoku PBS na koncentraci 0,1 mg/ml, bylo
pouzito celkem 150 pl. Roztok byl ponechan po dobu 2 hodin v laboratorni teploté, a poté byl
dvakrat promyt PBS, aby se odstranily nekonjugované nebo volné konjugované protilatky [49].

Takto pripravené modifikované nanotycky jsou uchovavany v roztoku PBS v lednici
do jejich navazani na cilenou bakterii [49].

4.8.2.1 Test vytéZnosti

Zprvu byla modifikace zlatych nanotyCek provadéna v plastovych centrifugaénich
zkumavkach, z divodu snadného precistovani a celkové manipulace. Problém se zacal
objevovat jiz pti prvni vrstvé, navazani Ramanova reportéru DTNB. Nanocastice se zacaly
nekontrolovang lepit nejen mezi sebou, ale také na povrch centrifugacnich zkumavek. Proto
byly vyrobeny centrifugac¢ni zkumavky se superhydrofobnim povrchem.

Nejprve byly zkumavky ozonizovany po 10 minut s koncentraci ozénu 35 mg/h (maximalni
vykon 50 mg/h) a poté modifikovany pomoci 1% 1H,1H,2H,2H-perfluorooctyltriethoxysilanu
v toluenu. Poté byly vyplachnuty ¢istym toluenem a methanolem. Jako dalsi alternativni nadoby
na modifikaci zlatych nanoty¢ek byly zvoleny sklenéné 4ml vialky.

Byly tedy pouZity 3 typy reakénich nadob, klasické centrifugac¢ni zkumavky, modifikované
centrifugaéni zkumavky a sklenéné vialky. Do téchto nadob byl K roztoku nanocastic
napipetovan 1 ml DTNB o rizné koncentraci, byly zvoleny koncentrace 50 mM, 10 mM, 1 mM,
0,1 mM, 0,01mM a 0,001 mM [67]. Slo tedy o koncentraci z ptivodniho zvoleného protokolu,
a poté 0 koncentrace dle jiné literatury. Celkem bylo vytvofeno 24 variant, u nichz byla
Vv prubéhu modifikaci a jejich promyvani métena opticka hustota (OD) pomoci McFarlandova
denzitometru (vinova délka 565 + 15 nm).

Vysledky testu vytéznosti viz kapitola 5.4.2.1.
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4.8.2.2 Test rozpustnosti DTNB

Test rozpustnosti DTNB byl proveden z divodu nalezeni vhodného promyvaciho roztoku
mezi kroky navazani Ramanovského reportéru a vrstvy slozené z 3-MPA a 11-MUA (s 1-
dekanthiolem), které byly syntetizovany v absolutnim ethanolu. Ztraty nanoc¢astic byly vysoké,
proto byly hodnoceny rtizné moznosti, jak ztraty snizit. Jedna idea byla zvysit viskozitu
rozpoustédla a také piipadné obnoveni teoretického solvatacniho obalu.

Zakladem tohoto testu bylo vytvofeni koncentraéni fady mnozstvi piidané vody. Zakladem
bylo 15 zkumavek Eppendorf, do nichz bylo napipetovano vypocitané mnozstvi 50mM DTNB
(byla zvolena nejvyssi koncentrace DTNB, ktera byla pouzita K vytvofeni samousporadané
mnovrstvy na povrchu zlatych nanotycek), které bylo rozpusténo v absolutnim ethanolu. Do
takto pripravenych roztokd bylo pfidano vypocitané mnozstvi vody, poté byly vzorky
promichany pomoci vortexu a ponechany po dobu 10-ti minut pii laboratorni teploté. Poté byly
vzorky centrifugovany na 13 000 rpm po 2 minuty. Poté byly hodnoceny, zda se objevila
viditelna srazenina. Vzorky byly ponechany i po dobu az dvou dni, z divodu ovéteni
dlouhodobé stability.

Pozorovani bylo zpracovano do piehledné tabulky v kapitole 5.4.2.2.

4.8.3 Vyroba magnetickych nanoc¢astic

Sendvi¢ovy imunostest se sklada ze dvou hlavnich ¢asti, a to ze specificky vazajici se znacky,
kterou je zlata nanocastice znacena DTNB, a poté bakterii imobilizujici slozkou, a tou mohou
byt bud’ magnetickd nanocastice s navazanymi protilatkami, nebo podlozni sklicko
s navazanymi protilatkami. Byly vyzkouSeny obé¢ varianty [49,69].

Byly zhotoveny magnetické nanocastice typu jadro-skofapka, jadro bylo tvotfeno z oxidu
zelezitého (Fe203), které bylo stabilizovano pomoci polyethylenglykolu (PEG 4000 [99]). Byla
pouzita kombinace dvou rtiznych protokolt [69,99].

Nejprve byly pouzity roztoky dvou soli Zeleza o dvou rliznych oxidacnich stavech v poméru
2Fe3*:1Fe?*, tim byly FeCls (chlorid Zelezity) a FeSOx (siran Zeleznaty [69]), z nichz byl udélan
roztok v destilované vodé. Celkem bylo pouzito 0,508 g FeCls a 0,261 g FeSOs, tyto latky byly
rozpus$tény v 2,95 ml deionizované vody. Roztok soli byl poté vmichan do piedehiatého 1M
NaOH (0,3g ve 7,515 ml deionizované vody), roztok byl udrzovan pod bodem varu po dobu
1 hodiny a michan na magnetické michace s ohfevem. Roztok zménil barvu ze Zluté na ¢ernou
vznikajicim oxidem zelezitym ve formé srazeniny. Tato srazenina byla oddélena od zbytku
roztoku magnetem a promyta deionizovanou vodou, takto bylo opakovano dvakrat [69,99].

Vzniklé ¢astice oxidu Zelezitého byly pomoci ultrazvuku rozptyleny v 50-ti ml deionizované
vody, vznikla disperze byla zahtata na teplotu 80 °C, a bylo pfidano 295 mg PEG4000. Smés
byla michana po 30 minut na magnetické michaéce. Castice byly shromazdény magnetem,
promyty nejprve vodou, poté ethanolem, aby byl odstranény zbytky PEG a soli. Poté je Cernd
srazenina voln¢ vysusena na vzduchu do vzniku ¢erného prasku [69,99].

K vytvoreni zlaté skotfapky bylo pouzito 5 mg pripravenych ¢astic bylo rozptyleno v 50 ml
deionizované vody, kde byly rozptyleny ultrazvukem. Roztok byl okyselen 0,1M HCI na pH 5
az 6, aby byl povrch Castic protonizovan, poté bylo pfidano 6 mg urotropinu. Smeés byla
michéna po 30 minut. Poté bylo pfidano 2,42 ml 0,01M kyseliny chlorozlatité, ke smési bylo
po 30-ti minutach michani ptidano 10 ml Cerstvé pripraveného ledového 0,15M NaBHs. Tim
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bylo yvredukovano zlato na povrchu ¢astic oxidu Zelezitého. Roztok byl michén jesté po dobu
jedné hodiny. Céstice byly shroméazdény pomoci magnetu a nékolikrat promyty vodou [69,99].

K modifikaci jejich povrchu byl pouzit stejny protokol, jako v pfipadé zlatych
modifikovanych ¢astic s vyjimkou toho, Ze nebyl pouzit ramanovsky reportér DTNB, déle byl
protokol totozny, viz kapitola 4.8.2.

4.9 Ovéreni funkce protilatky

Jelikoz byl velmi nizky vytézek Castic pouzitych ke znaceni bakterii, tak byl hledan zptsob,
jak ovéefit jeho funk¢nost. Pokud by protokol k navazani protilatek fungoval, je mozné poté
hledat vychodisko, jak jednotlivé kroky poupravit a zvysit tim vystup z celé procedury. Vytézek
z magnetickych castic téZ nebyl ideélni, proto bylo rozhodnuto, Ze bude lepsi se soustfedit na
vyrobu imobiliza¢nich podloznich sklicek, jejichz vyroba a manipulace s nimi je mnohem
snazsi.

4.9.1 Modifikace povrchu podloznich skli¢ek

Modifikace podloznich skli¢ek zapocala tim, Ze byly nejprve pozlacena. Sklicka byla
pozlacovana dle stejného protokolu jako substraty na SERS, viz kapitola 4.5, s drobnymi
rozdily. Sklicka byla také o€isténa v acetonu v ultrazvukové lazni, ale na poloviéni intenzitu,
poté byly pievedeny do isopropanolu a po vysuSeni dusikem vlozeny do kyslikové plazmy.
Parametry i generator plazmy byl totozny.

Poté sklicka byla napraSena ve stejné napraSovacce, ale byla naprasovana po kratsi cas,
tak aby vrstva méla 100 nm. Dle parametru v tabulce 2.

Tabulka 2: Parametry naprasovani skli¢ek

Parametr Hodnota
Material: Zlato
Naprasovaci proud [mA]: 50
Naprasovaci Cas [s]: 134
Nastrojovy faktor: 2,7
Predcisteni terce: Ne

Hotova napraSena podlozni sklicka byla modifikovana podobnym zplsobem jako zlaté
nanotycky s nékolika rozdily. Prvnim rozdilem bylo, Ze nebyl pouzit Ramanovsky reportér.
Prvnim krokem tedy byla modifikace modifikovany v roztoku 150nm 11-MUA (kyselina
11-merkaptoundekanova) a 150mM 3-MPA (3-merkaptopropionova kyselina) v absolutnim
ethanolu pres noc, pripadné také v 1-dekanthiolu [49]. Pouzity objem byl 5 ml.

Po vytvoteni vrstvy s karboxylovymi zbytky byla sklicka nejprve oplachnuta nejprve 96%
ethanolem, poté 0,1M MES (monohydrat kyseliny 2-morfolinoethansulfonové, pH 6,5) pufrem,
k aktivaci karboxylovych skupin byl pouzit roztok 0,05M NHS (sodnd stl N-
hydroxysulfosukcinimidu) a 0,2M EDC (N-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethylkarbodiimid
hydrochlorid) v 0,IM MES pufru, celkovy pouzity objem byl 2 ml, roztok byl nakapan
do stiedu sklicka a krouzivymi pohyby rozprostfen po povrchu, proti vysuseni byla soustava
vzdy uzaviena v Petriho misce. Pro aktivaci karboxylovych skupin stac¢i pouze 30-40 minut.
Poté byla oplachnuta MES pufrem [49].
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Po povrchové aktivaci byl na sklicka kapnut roztok avidinu o koncentraci 0,5 mg/ml, pti¢emz
avidin byl rozpustén v 0,1M MES pufru a bylo pouzito celkem 200 pl. Sklicka byla namacena
po dobu 30-40 minut, aby se mezi karboxylovou skupinou vytvoftila kovalentni vazba, poté
dvakrat oplachnuta 0,1M MES pufrem. Aby se zabréanilo nespecifickym interakcim, tak byl
pouzit 1% ethanolamin, ktery zablokuje aktivni skupiny nebo jakékoliv oteviené prostory, které
vznikly vazbou avidinu. Pisobeni ethanolaminu bylo podobu 1 hodiny v objemu 5 ml. Poté
byly Castice promyty dvakrat roztokem PBS pufru (fyziologicky roztok pufrovany fosfatem)
[49].

Poslednim krokem poté bylo navazani biotinem modifikovanou protilatku, biotin se poté
specificky vaze na avidin. Protilatky byly nejprve nafedény v roztoku PBS na koncentraci
0,1 mg/ml, bylo pouzito celkem 150 pl, roztok byl opét nakapnut do stiedu sklicek. Roztok byl
ponechan po dobu 2 hodin v laboratorni teploté, a poté byl dvakrat promyt PBS, aby
se odstranily nekonjugované nebo bolné konjugované protilatky [49].

Takto pfipravena modifikovana skli¢ka jsou uchovavana v roztoku PBS v lednici. Poté na né
budou vazat cilené bakterie [49].
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Obrazek 16: Podlozni sklicka k imobilizaci bakterii. a. Vlevo modifikované podlozni sklo
na zachytavani E.Coli, stied pozlacena sklicka k povrchové modifikaci, vpravo kontrolni
modifikované skli¢ko, které bylo vystaveno kultufe Staphylococcus aureus. b. Cista podlozni
pozlacena skla k modifikaci v detailu. c. Detail kontrolniho modifikovaného skli¢ka, které

bylo vystaveno kultufe Staphylococcus aureus.

4.9.2 Adhezni vrstvy

Problémem podloznich skli¢ek s naprasenym ¢istym zlatem je, Ze zlato ma na nich velmi
malou adhezi a pfi procesu modifikace se zacina zlatd vrstva postupné odlupovat do témet
kompletniho nebo az Giplného odstranéni zlaté vrstvy, viz obrazek 16 a. a c., kde na podloznich
sklickach nezustala prakticky Zadna zlata vrstva. Proto byla pfidana vrstva adhezni, byl zvolen
chrom a byl proveden test adheze, viz kapitola 4.9.2.1. Vybrané sklicko s naprasenym chromem
a zlatem bylo poté modifikovano dle protokolu vySe v kapitole 4.9.1.

Naprasovaci systém je standardné 0sazen sestavou s kovovym S$titem, ktera umoziuje ¢isténi
tercli od oxidu pied napraSovanim kovu. Po ocisténi terCe se $tit odklopi a standardné se zac¢ne
naprasovat. Chrom se pasivuje oxidem chromitym (Cr203).

49.2.1 Testadheze
Bylo celkem zvoleno 15 variant riznych typt napraSenych podloznich sklicek. Byla
pripravena 3 sklicka s vrstvou chromu o tloust'ce 2 nm, 3 sklicka s vrstvou chromu o tloust’ce
5 nm, 3 skli¢ka s vrstvou chromu o tloust’ce 10 nm a poté 3 skli¢ka s vrstvou chromu o tloust'ce
100 nm. Pokazdé na jedno z chromovanych sklicek bylo poté napraseno 50 nm zlata, na druhé
100 nm zlata, na teti 150 nm zlata. Parametry naprasovani obou kovt viz tabulka 3.
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Po napraseni byla sklicka vlozena do deionizované vody a vlozena na pul hodiny
do ultrazvukové lazné€ na polovi¢ni vykon. Kazdé sklicko bylo v samostatné kadince, ktera
obsahovala 30 ml deionizované vody. Poté bylo vybrano sklicko s nejmensi mirou poskozeni,
a to bylo zvoleno k modifikaci protilatkami.

Tabulka 3: Parametry napraSovani tenkych vrstev na podlozni skli¢ka

Vystupni tloustka [nm]: 100 10 5 2
Parametr Hodnota | Hodnota | Hodnota | Hodnota
Material: Chréom Chrém Chrém Chrém

Naprasovaci proud [mA]: 120 120 120 120
Maximalni napraSovaci ¢as [s]: 240 24 12 5

Nastrojovy faktor: 2,3 2,3 2,3 2,3

Predcisténi terce: Ano Ano Ano Ano

Vystupni tloustka [nm]: 150 100 50
Parametr Hodnota | Hodnota | Hodnota
Material: Zlato Zlato Zlato

Naprasovaci proud [mA]: 50 50 50
Naprasovaci Cas [s]: 200 134 67
Nastrojovy faktor: 2,7 2,7 2,7
PredCisténi terde: Ne Po Ut

4.9.3 Charakterizace povrchu pomoci AFM

Mimo SERS experimentti bylo provedeno méteni mikroskopii atomarnich sil (AFM), aby
byla prokéazana povrchova tprava skli¢ek. Byl pouzit AFM (BRUKER, Massachusetts, USA)
s hrotem TESPA-V2 (BRUKER, Massachusetts, USA), ktery byl fizen na uzivatelském
rozhrani NanoScope Analysis 1.9 a stejné tak i analyzovano. Parametry méteni viz tabulka 4.

Tabulka 4: Parametry méteni modifikovanych skli¢ek na AFM

Parmetr Hodnota
Mod Tapping
Hrot TESPA-V2
Velikost skenu [um] 4-10
Pomg¢r stran 1
X posun [nm] 0
Y posun [nm] 0
Skenovaci thel 90°
Rychlost skenovani [Hz] 0,4
Rozliseni 256

494 Test protilatky
Dokonceni testu protilatky bylo provedeno pomoci testu inkuba¢niho

49.4.1 Inkubacni test
K provedeni testu byly inkubovany tfi typy bakterii, a to cilova E. Coli, Staphylococcus
aureus a Serratia marcescens. Byly inkubovany Vtekutém médiu Vv bioreaktorech
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do exponencialni faze ristu (OD 0,5). Bioreaktory byly ovladany uzivatelskym rozhranim
RTS-1 (Biosan). Pipetou byl odebran 1 ml bakterii, které byly vloZzeny do zkumavky eppendorf
a promyty roztokem PBS a centrifugovany na 2 000 rpm po dobu 1 minuty. Supernatanty
obsahujici médium byl odebran a znova resuspendovan v roztoku PBS za pouziti vortexu. Poté
byl odebran objem 1 ml pipetou a nastiiknuto na povrch modifikovaného skli¢ka s protilatkami.
Uvedeny postup piipravy vzorku byl shodny pro vSechny tfi pouZité druhy bakterii. Poté byly
mikroorganismy na povrchu skli¢ek inkubovany po dobu 30 minut.

Kvalitativni test probehl tak, ze z agarovych ploten byl odebran stér o délce cca 1cm
Z bakterialnich kolonii. Ten byl suspendovan pomoci vortexu a centrifugovan na 2 000 rpm
po dobu 1 minuty. Poté byl supernatant odebran a bakterie byly resuspendovany v roztoku PBS,
z n¢hoz byl odebran 1 ml pipetou a nastiiknut na povrch modifikovaného sklicka s protilatkami.
Takto bylo provedeno v ptipadé vsech tii druhii bakterii. Poté byly mikroorganismy na povrchu
sklicek inkubovany po dobu 30 minut.

Mezitim byla nafezana podlozni sklicka na obdélniky pfiblizné velikosti jako bylo
modifikované sklicko. Ta byla pomoci oboustranné izolepy pfilepena na povrch podlozniho
Cistého skla, aby mezi nimi vznikl prostor pro skli¢cka modifikovana, s navazanymi bakteriemi.

Modifikovana sklicka s bakteriemi byla oplachnuta sedmkrat 2 ml PBS a pfilepena pomoci
oboustranné lepici pasky k podloznimu sklu mezi jiz ptilepena skla natezana. Poté cely systém
byl piekryt krycim sklickem, které bylo také piilepeno oboustrannou lepici paskou. Do mezery
mezi krycim sklickem a sklickem modifikovanym byl doplnén PBS puft.

Takto ptipravena sklicka byla pozorovana optickych mikroskopem u Ramanova
spektrometru a pofizeny snimky, které jsou ukazany v kapitole 5.5.3.

Obrazek 17: Modifikovana podlozni sklicka s navazanymi bakteriemi
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5 VYSLEDKY A DIZKUZE
5.1 Priprava SERS substratu

Naprasovacka vyuziva magnetronové rozpraSovaci elektrody, pficemz vyuziva nizké napéti
(tzv. chladné rozpraSovani) a poskytuje jemnozrnny povrch, ktery je nezbytny k SERS efektu.

5.2 Vysledky z méfFeni rhodaminu B

5.2.1 Porovnani klasické Ramanovy spektroskopie a metody SERS

Bylo zméfeno vsech 48 vzorki, z kazdého bylo odecteno 10 spekter dle experimentalniho
uspotadani viz kapitola 4.6.1.1 a 4.6.1.2. Tato spektra byla poté zpracovana v programu MS
Excel a vyhodnocena.

Z obrazku 18 a obrazku 19 je patrné, ze se nepovedlo zachytit Zadny Ramantv signal
rhodaminu B. Jakykoliv signal byl piekryt fluorescenci a nemohla byt provedena zadna
kvalitativni a ani kvantitativni analyza.

Z tohoto diivodu bylo dale provedeno méteni na zlatém SERS substratu.

Dle uvedenych spekter niZe, viz obrazek 18, obrazek 19, obrazek 20 a obrazek 21, Ize
usoudit, ze neni mozné ziskat rozeznatelnou odezvu rhodaminu B metodou klasické Ramanovy
spektroskopie, zatimco SERS detekuje rhodamin B velmi efektivné Proto bylo nutné piejit k
meéfeni metodou SERS.
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Obrazek 18: Ramanovo spektrum rhodaminu B, rhodamin B prvni fada 96 hodin.
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Obrazek 19: Ramanovo spektrum rhodaminu B, rhodamin B prvni fada 150 min.
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Obrazek 20: Ramanovo spektrum rhodaminu B, ziskané metodou SERS, rhodamin B
prvni fada 96 hodin.
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Obrazek 21: Ramanovo spektrum rhodaminu B, ziskané metodou SERS, rhodamin B prvni
fada 150 min.
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5.2.2 Vyhodnoceni ziskanych spekter rhodaminu B z metody SERS

Bylo zméteno vSech 48 vzorkli thodaminu B pomoci metody SERS, ze vSech bylo celkem
sejmuto 10 spekter a posléze vyhodnoceny v uzivatelském rozhrani MS Excel. Byly
vyzkouseny dva typy SERS substratii, komeréni NICOLOID (Nicolet CZ s.r.o., Praha, Ceska
republika), kde byl signal opét, stejné jako v pfipadé konvenéni Ramanovy spektroskopie,
prekryt velmi silnou fluorescenci, a poté zlaté Cipy, které byly vyrobeny pied samotnym
experimentem, piiprava viz 4.5. Tedy, jediny substrat, ktery dostate¢né zesiloval signal
rhodaminu B byl substrat se strukturou reverznich pyramid s 300 nm napraSeného zlata, které
meélo lehce zrnitou strukturu.

Nejprve byly spektra vyhodnoceny tak, ze se z kazdého vzorku a jeho celkem deseti spekter
udélala spektra primérna a jejich smérodatné odchylky. Daéle byla vytvoiena jejich
diferencialni spektra tak, ze z kazdé fady udélalo primérné spektrum, od n€hoz se pak odecetlo
spektrum z bodu nula. Tento bod byl proveden, aby se zjistilo, zda nedoslo k poklesu ¢i
vzestupu intenzity nékterého piku. Poté, pokud se projevila nékterda ze zmén, tak byl kazdy
z nich vyhodnocen zvlasté, zdali by nebyla zjisténa néjaka linearni ¢i jina zavislost v poklesu
intenzity nékterého piku. Takto byla hodnocena kazda tada zvlast' i vSechny dohromady.
Diferencialni spektra na nasledujicim obrazku 22 byla vytvotena tak, Zze od priméru z deseti
vzorkll to byl odecten primér uplné vSech fotodegradovanych vzorkl, vzdy v ramci jedné
experimentalni varianty. Spektra 1. line (fotodegradace bez fotokatalyzatoru), vykazuji jen
minimalni rozdily pomeéru pikti vici referenénimu spektru rhodaminu B, zatimco spektra 2. line
(fotodegradace s TiO2-(H) fotokatalyzatorem) ma intenzity nékterych piki snizené a spektra 3.
line (fotodegradace s TiO2-(H)-Ag fotokatalyzatorem) ma snizené piky vSechny. To by
znamenalo, ze efektivita fotodegradace v ramci celého ¢asového intervalu byla nulova ¢i
zanedbatelna pro vzorky bez katalyzatoru, zatimco v pfitomnosti fotokatalyzatoru TiO2-H
vykazovalo mensi efektivitu fotodegradace nez TiO2-(H)-Ag. To, ze n€ktera z diferencialnich
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spekter obsahuji pozitivni hodnoty, tedy relativni nartist signalu béhem experimentu, 1ze snadno
vysvétlit naptiklad odparem vody pfi manipulaci se vzorkem.

Nicméng, ze zacatku nebyla nalezena zadna linearni ani jina zavislost v poklesu intenzity na
Case, proto doslo ke tfidéni spekter. Pokud se nckteré ze spekter, kterd byla zméiena
u jednotlivych vzorku ptilis lisilo, (tzv. outlier, odlehlé méfeni) bylo z hodnoceni vyfazeno.
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Obrazek 22: Diferencialni spektra (primérna zména intenzity pikti béhem experimentu). 1. line obsahuje vzorky roztokt Rhodaminu B,
které byly vystaveny svétlu bez fotokatalyzatoru. 2. line obsahuje vzorky s fotokatalyzatorem TiO2-(H). 3. line obsahuje vzorky 63
s fotokatalyzatorem TiO2-(H)-Ag.



Jako prvni zména byla zkouména na piku 621 a 1506 cm™, ktera byla nejvice patrna
na vzorcich s katalyzatorem TiO2-(H)-Ag. Jedna se o charakteristické piky rhodaminu B, stejné
tak 1356-1358 cm™, 1646-1649 cm™ ktera souvisi s deformaci xantenového prstence (jadra
rhodaminu B), tzv. dychani, natahovani nebo ohybu v rovin¢. Jedna se tedy o deformaci C-C-
C vazeb. Na pravé téchto signalech byla pozorovana nejvétsi zména, predevsim ve vzorcich
s katalyzatorem, co muize poukazovat na zménu ve struktufe xantenového jadra (otevirani
aromatického kruhu apod.). Dalsi piky, které nejsou tak dominantni, ale také nalezi k signalim
C-C-C vazeb jsou 932 cm™® nebo 1600 cm™, na nichZ nebyly pozorovany extrémni zmény, jiz
z diivodu nizké intenzity signalu [37,100,101].

Velk4 zména byla pozorovana na 1197 cm* odpovidajici natahovéani jednoduché vazbé mezi
uhliky [100,101], zejména v ptipad¢ katalyzovanych vzorkd, kdy se mohlo jednat o ethylové
skupiny navazany pres dusik ke xantanovému jadru. V piipad¢ katalyzovaného vzorku pomoci
TiO2-(H)-Ag  signal ma  velky propad, paradoxné¢ v pfipadé¢  katalyzatoru
TiO2-(H) naopak roste. Stejna odezva byla zachycena i pti 1280 cm™, kdy by se mélo jednat
0 vibrace vazby C-H [100,101], kdy v piipad¢ vzorku katalyzovaného pomoci TiO2-(H)-Ag
signal ma velky propad a v pfipadé katalyzatoru TiO.-(H) naopak opét roste.

Mensi zména byla také pozorovana na 1388-1392 cm™, kdy by se mé&lo jednat 0 nataZeni
vazby uhlik-dusik, pfipadné dvojitych vazeb mezi uhliky [100]. Poté vazba uhlik-dusik
natahujici se na benzenovém kruhu na 1433 cm™ ! [37,100] a slaby pas 1464 cm™, kde vidime
C-H ntizkovou vibraci ptipojené na C-N [37,101], prakticky beze zmény.

Na 1184 cm je vidét vibrace C-H dvou benzenovych kruht v molekule [100], kdy dochazi
k poklesu signalu u vzorku s katalyzatorem TiO2-(H)-Ag, ale v pfipadé dvou ostatnich fad
signal roste. Maly signdl, ktery byl zachycen na 1012 cm™ odpovidajici natazeni C-N [37,101],
byl téméf beze zmény.

Vsechny tyto zmény byly zpracovany v programu MS Excel. Pro kazdy pik byla poté
sestavena vlastni zavislost intenzity na ¢ase a graficky zpracovana do graft. Nize na obrazcich
muzete vidét ukazky téchto grafickych zpracovani, viz obrazek 23, obrazek 24, obrazek 25,
obrazek 26, obrazek 27 a obrazek 28. Byly vybrany nejdominantnéj$i zmény a zaroven
charakteristické piky pro rhodamin B.
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Obrazek 23: Zavislost intenzity Ramanova signalu na vino¢tu ziskané metodou SERS,
ukazka vybraného piku ze spektra rhodamin B.
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Obriazek 24: Zavislost intenzity signalu na &ase pro pik 620 cm™,
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Obrazek 25: Zavislost intenzity Ramanova signalu na vlnoctu ziskané metodou SERS,
ukazka vybraného piku ze spektra rhodamin B.
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Obriazek 26: Zavislost intenzity signélu na ¢ase pro pik 1356 cm™,
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Obrazek 27: Zavislost intenzity Ramanova signalu na vinoc¢tu ziskané metodou SERS,

ukdzka vybraného piku ze spektra rhodamin B.
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Obrazek 28: Zavislost intenzity signdlu na ¢ase pro pik 1530 cm-1.

Z obrazku 23, obrazku 24, obrazku 25, obrazku 26, obrazku 27 a obrazku 28 Ize vy¢ist,
ze v intenzitach jednotlivych signalii v pribehu casu neni zddna konkrétni zavislost. Zpracovani
dat probihalo uniformé pro vSechny piky, u nichZ byla zaznamenana zména, ale nebylo mozné
z nich vyc¢ist jakoukoliv zavislost. Proto byla data zpracovana ve tfech usecich do sloupcovych
grafli, zdali nebude zména v ¢ase tim vyrazné&jsi. Konkrétné se jednalo o intervaly 0-120 minut,
150-240 minut a 270-360 minut. Byla do sloupcového grafu vynesena zavislost intenzity
Ramanova signalu na case u pikli, u nichZz byla stejné¢ jako v pfedchozim zpracovani
zaznamenana zména. Takto bylo provedeno pro kazdou fadu zv1ast. Tyto grafy miizete vidét
Vv ptilohéch, viz obrazek 48, obrazek 49 a obrazek 50. V ptipad¢ prvni fady, kde nebyl pouzit
zadny katalyzator se zdal ubytek signalu konstantni. V piipad¢ vzorkil druhé tady, kde byl
pouzit fotokatalyzator TiO2-(H) byl vidét nekonstantni ubytek signalu, kde v pfipadé nékterych
pikt byl ubytek linearni, ale v jinych zacal signal stoupat. Vzorky tfeti fady, ke byl pouzit
fotokatalyzator TiO2-(H)-Ag byl ke konci reakce naopak zaznamenan vysoky nartst signalu,
nikoliv v§ak nad inicialni intenzitu.

Z méfeni nebylo mozné vyvodit zadnou kvantitativni zavislost fotodegradace rhodaminu B.
Dlvody mohou byt rizné, jednim z nich je $patna reprodukovatelnost kvality SERS substratu.
Jelikoz substrat se naprasuje v sadach po 10-ti kusech, mize se v pribéhu pfipravy jiné sady
stat néjaka anomalie, kterd ovlivni kvalitu substratu (napf. rozdilna zrnitost povrchu), a tim pak
i signal jim produkovany, tato skutecnost je graficky znazornéna v kapitole 5.3. Dalsi divod
mize byt, Ze v priabéhu reakce dochazi k posuvu pikt, to mize vést ke ztizené identifikaci
a kvantifikaci.

Dal§im divodem, pro¢ doSlo k silnému zesileni signalu v ptipad¢ vzorkl tieti fady je,
ze V prubéhu degradacni reakce mohlo dojit k vyluCovani sttibra z katalyzatoru, stfibro je jeden
z typu kov, které se také pouzivaji k zesileni Ramanova signalu, blize popsano v kapitole
3.5.1.

Jednim z navrht, jak tety problémy vyfesit je, Ze se vyuzije jind analytickd metoda, jako je
UV-VIS spektroskopie, ptipadné¢ MALDI-TOF a jiné. Dalsi moznosti je vyuziti mikrofluidniho
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Cipu s implantovanym SERS substratem, blize viz kapitola 3.5.1.3. Ackoliv pravdépodobné
neni snadné zméfit vSech 48 vzorkil na jednom substratu, protoze zlato méa na SERS substratu
velmi $patné adhezivni vlastnosti, Casem dojde k abrazi zlaté vrstvy protékajicim vzorkem, a
tim substrat ztraci na G€innosti.

Pro porovnani byly vzorky rhodaminu B zméteny jesté pomoci UV-VIS spektroskopie.

5.2.3 UV-VIS spektroskopie a porovnani UV-VIS spektroskopie

Jako kontrolni méfeni byla zvolena pravé UV-VIS spektroskopie. Rhodamin B je silné
barvici fluoreskujici latka, proto se jevi tato metoda jako idealni pro jeho charakterizovani.
Z literatury ma rhodamin B maximum absorbance mezi vinovymi délkami 554-556 nm, proto
byl méfen pti 556 nm a nasledné vyhodnocen v uzivatelském rozhrani MS Excel. Pfed vlastnim
méfeni musel byt roztok rhodaminu B 10x zfedén a poté méfen proti vodé. Dle grafu na
obrazku 29 neni opét zfejma linearni ani exponencialni zavislost, nicméné pokles signalu u
vzorki s fotokatalyzatory je patrny. Déle byly porovnany jednotlivd méfeni z kazdé tady, jak
metodou UV-VIS, tak i metodou SERS.
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Obrazek 29: Zavislost absorbance na Case, kde 1. line obsahuje vzorky, které byly
vystaveny svétlu bez fotokatalyzatoru. 2. line obsahuje vzorky s fotokatalyzatorem TiO2-(H).
3. line obsahuje vzorky s fotokatalyzatorem TiO2-(H)-Ag
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Porovnani zavislosti metod SERS piku 1350 cm™ a UV-VIS spektroskopie na

Case pro vzorky z 1. fady (bez katalyzétoru).
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Obrizek 31: Porovnani zavislosti metod SERS piku 1350 cm™ a UV-VIS spektroskopie na

Case pro vzorky z 2. fady (katalyzator TiO2-(H)).
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Obrizek 32: Porovnani zavislosti metod SERS piku 1350 cm™ a UV-VIS spektroskopie
na Case pro vzorky z 3. fady (katalyzator TiO2-(H)-Ag).

Mezi metodami SERS a UV-VIS spektroskopie byla zaznamenana podobnost pouze
v n¢kterych Gsecich 1. a 2. fady a dale do jisté miry u 3. fady... Proto byla data zpracovéna jesté
do grafii na tfetinové Casové useky, zdali nebude 1épe viditelna zavislost fotokatalytické

degradace pomoci vétsi aproximace dat.
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Obrazek 33: Intenzita absorbance v zavislosti na tietinovém ¢asovém useku.
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Obriazek 34: Zavislost intenzity SERS piku 1350 cm™ signalu tietinovém ¢asovém tseku.

Lze fici, Ze mezi metodami SERS a UV-VIS spektroskopie byla zaznamenana jen velmi mala
podobnost. Metodou UV-VIS spektroskopie nebyla zaznamenana zietelna zavislost az do bodu,
kdy byla udé€lana aproximace dat na tfetiny, vyobrazeno na obrazku 33, kde v prvni tadé
vzorku bez katalyzatoru (slepy vzorek) neni prakticky zadna zména v absorbanci rhodaminu B,
u fad vzorku, které byly podrobeny fotokatalytické degradaci je jiz zaznamenana klesajici
zavislost absorbance rhodaminu B, zejména v fadé, kde byl pouzit katalyzator TiO2-(H)-Ag, u
jehoz reakce se predpokladala vétsi mira degradacnich procest. JelikoZ se jednd o aproximaci
dat z péti riznych vzorki, jsou data zatizena uréitou chybou, pfesto nizsi nez v ptipadé SERS
metody.

Také je mozné, ze metoda UV-VIS spektroskopie postrada dostate¢nou citlivost k tomu,
aby byla zaznamenana fotokatalytickd zména absorbance. JelikoZz pouze u teti fady byl
zaznamenan piesny linearni pokles absorbance rhodaminu B.

Jak 1ze vidét na obrazku 34, nelze u vzorki s katalyzatorem TiO2-(H) nalézt fotodegrada¢ni
zavislost rhodaminu B, kterd byla méfena metodou SERS, pficemz data jsou také zatizeny
velkou chybou. Pouze u vzorkt s katalyzatorem TiO2-(H)-Ag byl pozorovan markantni ubytek
Vv intenzitach odezvy rhodaminu B, ale s naslednym narustem, ktery mohly zpusobit ¢astice
uvolnéného stiibra z katalyzatoru, které zptsobily vétsi intenzitu SERS efektu.

Pro srovnani vysledkt a doplnéni informaci, viz kapitola 5.2.2.

5.3 Recyklace SERS substratu

Jak jiz bylo vySe popséano, je mozné SERS substraty recyklovat. Po dikladném piecisténi
byly kiemikové Cipy opét popraseny 300nm vrstvou zlata a jejich GCinnost byla zména
na vzorcich vyse vyhodnoceného rhodaminu B, aby byla zjisténa mira odchylky v efektivité
substratu. Byly zméteny spektra stejného vzorku rhodaminu B na tiech rtiznych substratech,
Z nichz dva byly substraty recyklované. Z kazdého vzorku bylo sejmuto 10 spekter, které byly
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zprumérovany a vlozeny do nize vyobrazeného grafu na obrazku 35. Experimentalni
usporadani bylo stejné jako pfi mefeni vSech ostatnich vzorki rhodaminu B, které je popsano
v kapitole 4.6.1.2. Méfeni probéhlo na vzorku z 3. fady odebran po 240 minutach pisobeni
fotoreaktoru spolu s katalyzatorem TiO2-(H)-Ag.

16 000
14 000 - —— 240-3 rec subst SK307
240-3 SK307
12 000 A
240-3 rec subst WTF S SK307
10 000 -
=
< 8000 A
6 000 - /ﬁ
4000 - [\ |
\,
( 1A
2 000 A / [ |
| \ | \. Al /
1 \hdarden A NAA LIV Rt LN
550 750 950 1150 1350 1550

Raman shift v (cm-1)

Obrazek 35: Zavislost intenzity Rmanova signalu na vinoc¢tu

Z grafu na obrazku 35 lze pozorovat, Ze nové a recyklované SERS substraty mohou mit
rozdilnou kvalitu a vykazovat tak rtuzné zesileni. To kompromituje reprodukovatelnost
kvantitativni analyzy na riiznych vyrobnich sériich SERS substratl. Tento nedostatek I1ze obejit
pouzitim jednoho SERS substratu na celou sérii vzorkli v mikrofluidnim cipu, avSak pouze
na omezené mnozstvi vzorku kvili povrchové abrazi zlatého povrchu.

Ptes tyto nevyhody SERS nabizi velmi citlivou a jednoduchou techniku k detekci molekul,
také diky recyklovatelnym kfemikovym Ciplim se strukturou reverznich pyramid.

5.4 Charakterizace pripravenych nanocastic
Bylo vyrobeno nékolik sad zlatych nanocastic, které poté byly rtuznymi zpusoby
charakterizovany.

5.4.1 Pozorovani zlatych nanocastic na elektronovém mikroskopu

Prvni charakterizaci je pomoci elektronového mikroskopu, kdy byl roztok s nanocasticemi
vysuSen na médéné miizce Sformvarem. Tato miizka byla vlozena do drzaku siték
na pozorovani v elektronovém mikroskopu, a poté pozorovany. NizZe na obrazku 36, obrazku
37, obrazku 38 a obrazku 39 muzete vidét ukazky ptipravenych nanocastic, z davodu velkého
mnozstvi nebyly vkladany vSechny. Bylo vyzkouseno mnozstvi protokolli na jejich vyrobu,
ale pouze dva byly vyhovujici a byly syntetizovany nanotycky o vyhovujicich rozmérech.
Z mnoha protokoll byly vytvoreny sférické nanocastice o riznych velikostech, bipyramidy a
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mnoho jinych tvard, jejichz ukazku muzete vidét nize. Parametry méfeni jsou poté v tabulce 5
nize.

L 4
9/8/202 mag O WD —1pum— . HFW vV mag o WD F—1 um—
5.53 pm 2:42:00PM 30.00kV 50000 x 4.7 mm Helios I 5.53 um 0PM 30.00kvVv 50000x 4.7 mm ISI BRNO

nag WD
3000kV 350000)( 4.5 mm

Obrazek 37: Ukazka syntetlzovanych nanocastic, parametry snimku 3. i 4. viz tabulka 5
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6.

HV mag WD -2 { %, HFW HV

21 V ag mag o WD |-200 nm—|
AM 30.00 kv 200000x 4.4 mm

30.00 kV | 200 000 x 4.4 mm ISIBRNO

i

5, HFW 9/8/2021 HV mag o WD 200 nm—| % HFW 9/8/2021 HV mag o WD }—200 nm—|
1.38 ym 12:14:43PM 30.00 kV 200000 x 4.7 mm ISI BRNO 1 138 uym 12:14:43PM 30.00 kV 200 000x 4.7 mm Helios

Obrazek 39: Ukazka syntetizovanych nanocastic pouzitych k vytvofeni sendvi¢ového
imunotestu, parametry snimku 7. i 8. viz tabulka 5

Tabulka 5: Parametry méfeni na elektronovém mikroskopu, zkratky v tabulce: P. V. (pracovni
vzdalenost), P. P. (proud paprsku), U. N. (urychlovaci napéti)

Obrazek Mikroskop| Mod |P.V.[mm]| Detektor | Zvétseni | P.P [pA] | U.N. [kV]
Obrazek 28,1.| Helios | HAADF 4.7 STEM 3+ | 50 000x 50 30 000
Obrazek 28,2.| Helios BF 47 STEM 3+ | 50 000x 50 30 000
Obrazek 29, 3. | Magelan BF 4,5 STEM 11l | 150 000x 50 30 000
Obrazek 29, 4. | Helios BF 45 STEM 3+ | 350 000x 50 30 000
Obrazek 30, 5. Helios BF 4.4 STEM 3+ | 200 000x 50 30 000
Obrazek 30,6.| Helios | HAADF 4,4 STEM 3+ | 200 000x 50 30 000
Obrazek 31,7.| Helios BF 4,7 STEM 3+ | 200 000x 50 30 000
Obrazek 31,8.| Helios | HAADF 4.7 STEM 3+ | 200 000x 50 30 000

Byly syntetizovany nanotycky potiebné k vytvofeni sendvi€ového imunotestu, jejichz ukazka
je na obrazku 39. Paramtetry pozorovnani zlatych nanocastic jsou zapsany v tabulce 5. Tyto
nanocastice byly poté modifikovany zpisobem vazani vrstvy na vrstvu.
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5.4.2 Modifikace povrchu zlatych nanotyéek

Byly vyrobeny modifikované nanocastice ke znaceni bakterie Escherichia coli K-12,
problém ale byl v nizkém vytézku modifikovanych nanocastic, proto muselo dojit k modifikaci
protokolu, ktery byl podroben podrobnému piezkoumani.

5.4.2.1 Test vytéinosti

Jednim z bodi pfezkoumani byla nadoba, v niz byla modifikace provadéna. Zprvu byla
modifikace zlatych nanotyCek provadéna v plastovych centrifugacnich zkumavkach,
manipulace byla snadna, kroky procisténi byly provadény v centrifuze, a i z hlediska aplikace
Vv praxi je plast na jedno pouziti praktictéjsi. Problém se zacal objevovat jiz pfi prvni vrstve,
navdzani Ramanova reportéru DTNB. Nanocastice se zacali nekontrolované agregovat
a adherovat na povrch centrifugac¢nich zkumavek. Proto byly vyrobeny nejprve centrifugacni
zkumavky superhydrofobni a jako dal$i byly zvoleny klasické sklenéné vialky.

Byly tedy pouzity 3 typy reak¢nich nadob, klasické centrifugacni zkumavky, modifikované
centrifugacni zkumavky a sklenéné vialky. Do téchto nadob bylo k roztoku nanocastic
napipetovan 1 ml DTNB o riizné koncentraci, byly zvoleny koncentrace 50 mM, 10 mM, 1 mM,
0,1 mM, 0,01mM a 0,001 mM [67]. Celkem bylo vytvoieno 24 variant, u nichz bylo v prib&éhu
modifikaci a jejich promyvani métena opticka hustota (OD).

Obrazek 40: Sklenéné vialky obsahujici zlaté nanoty¢ky a klesajici koncentraci DTNB.
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Tabulka 6:

Procentudlni vytézky z modifikace nanotycek

Normalni centrifugacni zkumavky

Koncentrace DTNB [mMM]

Zacatek [%]

Po &isténi [%]

Po DTNB [%]

50 100 113,39 14,56
10 100 108,41 19,26
1 100 93,80 23,38
0,1 100 124,65 26,05
0,01 100 105,73 13,42
0,001 100 123,14 15,07

Modifikované centrifugacni zkumavky

Koncentrace DTNB [mMM] | Zagatek [%] | Po Cisténi [%] | Po DTNB [%]
50 100 136,36 4,06
10 100 117,34 9,79
1 100 115,42 11,53
0,1 100 129,52 12,20
0,1 100 113,31 21,01
0,01 100 91,48 10,92
0,001 100 140,55 8,24
Vialky
Koncentrace DTNB [mMM] | Zagatek [%] | Po Cisténi [%] | Po DTNB [%]
50 100 114,68 26,22
10 100 110,16 28,52
1 100 95,81 18,50
0,1 100 115,15 16,39
0,01 100 104,09 29,31
0,001 100 116,05 27,16

Dle vyse uvedenych vystupt nejvyssi vytézek byl z modifikace ve sklenénych vialkach pti
koncentraci DTNB 10 mM a 0,01 mM, tyto koncentrace jsou pouzity k dalsimu pfezkoumani
a modifikaci.

5.4.2.2 Test rozpustnosti DTNB v riizné koncentraci vody

Byla vytvoiena koncentra¢ni fada o rizném obsahu vody v ethanolu s rozpusténym DTNB.
Pridané objemy vody a roztoku 50mM DTNB v absolutnim ethanolu jsou v tabulce 7. Tyto
roztoky byly ponechdny nejprve po dobu deseti minut a poté centrifugovany a sledovany, zda
neni viditelna usazend sraZenina. Vzorky byly testovany i na dlouhodobou stabilitu po dva dny.
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Tabulka 7: Vysledky testu rozpustnosti DTNB v roztoku ethanolu a vody

Mnozstvi vody [%] | V (H20) [ml] | V (DTNB) [ml] srazenina
5 0,013 0,25 bez srazeniny
10 0,028 0,25 bez srazeniny
25 0,125 0,25 bez srazeniny
30 0,107 0,25 bez srazeniny
35 0,135 0,25 po jednom dni stani s objevila srazenina
40 0,166 0,25 po dvou hodinach se objevila srazenina
45 0,205 0,25 po stani a centrifugaci viditelna srazenina
50 0,25 0,25 viditelna po centrifugaci
60 0,375 0,25 viditelna po promichani a chvili stani
70 0,583 0,25 viditelna po promichani a chvili stani
75 0,75 0,25 viditelna okamzit€ po promichani
80 1 0,25 viditelnd okamzit€ po promichani
85 1,133 0,2 viditelna okamzit¢ po promichani
90 0,9 0,1 viditelna po centrifugaci
95 1,33 0,07 nizka koncentrace, viditelna po centrifugaci

Vysledkem testu je, Ze je mozné na promyvani ¢astic pouzit 70% ethanol, v némz je DTNB
jeste stabilni 1 po delsi dobu.

5.4.3 Magnetické nanocastice

Vyhodou magnetickych nanocéstic je jejich vy$$i mira specifity, maji mens$i mnozstvi
manipulace, obzvlasté pokud nedisponujete dostate¢né silnym magnetem. Piiprava je relativné
sloZita a zdlouhava, proto bylo rozhodnuto vice se zamétit na modifikovana podlozni sklicka.

5.5 Ovéreni funkce protilatky

K ovéteni protilatky bylo nejprve potieba nejit vhodny nosi¢, ktery bude modifikovan. Poté,
co byl modifikovan, tak byl pozorovan pomoci AFM (mikroskopu atomarnich sil), kde byly
jednotlivé vrstvy pozorovany, vysledky viz kapitola 5.5.2. A nasledné mohly byt navazany
bakterie, vysledky viz 5.5.3.

5.5.1 Test adheze

K testu adheze bylo ptipraveno 12 typu sklicek s rtizné silnou vrstvou chrému i zlata. Tato
sklicka byla poté vlozena do ultrazvuku a pozorovana. Dle obrazkt nize, viz obrazek 41
a obrazek 42, bylo vybrano k dal§im modifikacim typ sklicek se 100nm vrstvou chrému
a 100nm vrstvou zlata, jejichz povrch byl téméft bez jakykoliv znamek poskozeni.
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Obrazek 41: Podlozni sklicka s napraSenym chromem a zlatem, nahote vlevo je varianta
10 nm chrému, nahote vpravo je varianta se 100 nm chrému, dole vlevo varianta s 5 nm
chromu a dole vpravo je varianta 2 nm chrému. Kazda z variant ma na své adhezni vrstvé 50,
100 a 150 nm zlata.

Obrazek 42: Podlozni skli¢ka se 100 nm vrstvou chromu. a. Podlozni skli¢ko s 50 nm
zlata. b. podlozni sklicko s 100 nm zlata. ¢. Podlozni sklicko se 150 nm zlata.
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5.5.2 Pozorovani vrstev na AFM

Byly pozorovany vzorky modifikovanych sklicek. Nejprve bylo zméieno sklicko pouze
SnapraSenym chromem a zlatem. Poté modifikované 3-MPA a 11-MUA, nasledné
modifikované avidinem a protilatkou. Jiz sklicka ptfed modifikaci méla jistou zrnitost, coz je
U naprasenych kovt ¢asté a bézné, pti vyuziti v SERSu 1 nezbytné. Zrnitost nebyla viditelna pti
meéteni sklicek modifikované pomoci 3-MPA a 11-MUA. Nebyla zfejmé zrnitost zlatého
povrchu a molekuly nebyly pozorovatelné kviili nizkému rozliSeni, zdroven mohl byt problém
Vv potizeni piili§ velkého skenu, ktery snizuje rozliSeni AFM.

Pti potizeni snimku povrchu modifikovaného avidinem jiz byla ziejma vétsi zrnitost, kdy
byly pozorovatelné jisté shluky, které dle literatury by mély odpovidat avidinu [49],
na obrazku 45 je avidin oznacen Cervené. Podobné pak v pfipad¢ sklicek modifikovanych
protilatkami, kde se misty zacinaji objevovat del§i provazce a vzriistajici drsnost zrnitost
povrchu [49], na obrazku 46 opét Cervené zaznaceno.

Ze vzrustajici drsnosti povrchu lze usoudit, ze modifikace sklicek probehla Gspesné.

. | :LAEW

1
7.2 rm-
n
00 100um

Height Sensor

Obrazek 43: Sklicka s naprasenym chroémem a zlatem pozorovano metodou AFM, vlevo je
2D snimek povrchu skli¢ka, vpravo je 3D snimek povrchu skli¢ek. Skala udava vysku reliéfu,
minimum v -12 nm a maximum ve 26,5 nm.
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T !
00 Height Sensor 100 nm

Obrazek 44: 2D snimimek sklicka modifikovaného 3-MPA a 11-MUA pozorovano
metodou AFM, vlevo je 2D snimek povrchu sklicka, vpravo je 3D snimek povrchu sklicek.
Skala udava vysku reliéfu, minimum v -4,5 nm a maximum ve 7,5 nm.

0 Height Sensor

Obrazek 45:Podlozni sklicko modifikované avidinem pozorovano metodou AFM, vlevo je
2D snimek povrchu skli¢ek, vpravo je 3D snimek povrchu sklicek. Skala udava vysku reliéfu,
minimum v -6,1 nm a maximum ve 9,3 nm.
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00 Height Sensor 50um

Obrazek 46: Podlozni sklicko modifikované protilatkami pozorovano metodou AFM,
vlevo je 2D snimek povrchu sklidek, vpravo je 3D snimek povrchu sklicek. Skala udava
vysku reliéfu, minimum v -16 nm a maximum ve 35,5 nm.

5.5.3 Inkubadni test

Byl proveden inkubacni test se tfemi druhy bakterii na modifikovanych sklickach
s protilatkou k zachytavani bakterie Escheriechia Coli K-12. Jako kontrolni bakterie, které by
nemély byt zachyceny na povrchu modifikovanych sklicek byly zvoleny Staphylococcus
aureus, Serratia marcescens. Pozorovani bylo provedeno pomoci mikroskopu Ramanova InVia
spektrometru (Renishaw, Wotton-under-Edge, Velka Britanie), s objektivy se zvétSenim 20x
a 50x.

Pii testu protilatek nebyly pouzity nanotycky znacené DTNB a protilatkami, pouze
modifikovany zlaty povrch. Dle obrazku nize, viz obrazek 47, 1ze usoudit, Ze protilatka déla
specifické vazby s bakteriemi. Sklicka, kterd byla inkubovana s bakterii E. Coli ma na svém
povrchu mnohem vétsi pocet navazanych bakterii nez sklicka, ktera byla inkubovéana se S.
marcescens a S. aureus. Ackoliv je na povrchu kontrolnich sklicek stale pomérné vysoky pocet
bakterii, tak bylo pozorovéano, ze vykonavaji pomérné velky pohyb po povrchu. Proto lze
usoudit, ze spise, nez o nespecifické vazby se jedna o pfilnuti k povrchu a malo dikladné
vyplachnuti. Povrch, kde byla pouzita S. marcescens, obsahoval pomérné malé mnoZstvi
bakterii. Problém ale nastal v ptipad¢ S. aureus, kterd méa velmi ptilnavy bakteridlni slizovy
obal a dochazi tim k vysokému procentu zachytu na povrchu modifikovaného sklicka. Je mozné
zvysit solvatacni schopnosti PBS pfidanim Tweenu20, a tim docilit lepSiho proplachu.

Problém skli¢ek je vEétsi mnozstvi nespecifickych vazeb, ale manipulace s nimi manipulace i
S bakteriemi je pomérné jednoducha. A s navazanim Ramanovskych znacek bude mozné
I pfesto velmi piesné uréit druh bakterie.

Originalni celé snimky jsou pfilozeny v ptilohach, viz kapitola 9.
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E. coli 20x E. coli 50x

S. aureus 20X S. aureus 50x

S. marcescens 20X S. marcescens 50x

Obrazek 47: E. Coli K-12, S. aureus, S. marcescens na povrchu modifikovanych sklic¢ek.
Snimek z optického mikroskopu v uzivatelském rozhrani WiRE 3.4. Mikroskop Ramanova
InVia spektrometru (Renishaw, Wotton-under-Edge, Velka Britanie), objektiv se zvétsenim

20x a 50x.
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6 ZAVER

Tato diplomové prace se zabyva zlatymi nanosystémy vyuzitymi na povrchové zesileny
Ramantiv rozptyl. Béhem této prace byly feseny dil¢i tikoly, k nimz byla literarni reSerse fesené
problematiky, vyroba zlatych nanosystémti pro SERS a kontrola jejich funkce, méfeni
zesilenych Ramanovych spekter molekul pomoci zlatych nanosystémi a vyhondoceni
a interpretace vysledki namétenych dat prostiednistvym SERS.

Nejprve byla sepséana literarni reSerse na feSenou problematiku. Poté byly vyrdbény zlaté
nanosystémy k méteni pomoci metody SERS. Byly vyrobeny kiemikové Cipy s povrchovou
strukturou reverznich pyramid s vrstvou zlata o tloustce 300 nm. Povrch mél lehkou zrnitost,
praveé tato zrnitost a struktura vytvaii tzv. lokalizované plazmony, které zesiluji Ramantv
rozptyl molekul. Takto pfipravenymi zlatymi substraty byly méteny vzorky rhodaminu B.

Pted méfenim rhodaminu B byly vzorky upraveny a podrobeny fotokatalyticka degradaci.
Celkem byly tii sady vzorki, prvni sada obsahovala rhodamin B, na ktery bylo pisobeno pouze
svétlem bez fotokatalyzatoru, v druhé sad¢ vzorkil byl rhodamin B s pfimési fotokatalyzatoru
TiO2-(H), ktery by mél urychlovat jeho fotodegradaci, ve tieti sadé byl rhodamin B
s fotokatalyzatorem TiO2-(H)-Ag, u néhoz se ptedpokladal nejvétsi vliv fotokatalyticky
rozklad.

Nejprve byl rhodamin B métfen bez SERS substratu, pricemz signal byl piekryt velmi silnou
fluorescenci, poté byl méten SERS substratem NIKOLOID, komer¢né dostupny SERS substrat,
ktery vytvaii pfimo ve vzorku koloidni stfibro, ale signal byl opét piekryt velmi silnou
fluorescenci. Rhodamin B vykazoval jasny Ramantv Signal teprve na vyrobeném SERS
substratu se strukturou reverznich pyramid a vrstvou zlata o tlouSt’ce 300 nm. Byla vytvofena
diferencialni spektra, na nichz byly pozorovany zmény po fotodegradaci rhodaminu B.
Ke kazdému piku, u né¢hoz byla pozorovana zména byl vytvoten graf a bylo zkoumano, zdali
neni u nékteré¢ ze sady vzorkd rhodaminu B viditelna zévislost degradace na Case.

Z4dana piima zavislost degradace rhodaminu B s Gasem nebyla pozorovana, ale degradace
rhodaminu B za pouziti obou typu fotokatalyzatorti byla pomoci metody SERS prokazana.
U diferencialnich spekter jednotlivych sad vzorki byly pozorovany zmény v intenzitach pikt
Ramanovych spekter. V piipadé prvni fady, kde nebyl pouzit k zadny katalyzator spektra
vykazuji jen minimalni rozdily poméru piki viici referenénimu spektru rhodaminu B, zatimco
spektra druhé fady (fotodegradace s TiO»-(H) fotokatalyzatorem) ma intenzity nékterych pika
snizené a spektra 3. line (fotodegradace s TiO2-(H)-Ag fotokatalyzatorem) ma snizené piky
vSechny. To by znamenalo, Ze efektivita fotodegradace v rdmci celého asového intervalu byla
nulova ¢i zanedbatelna pro vzorky bez katalyzatoru, zatimco v pfitomnosti fotokatalyzatoru
TiO.-H vykazovalo mensi efektivitu fotodegradace nez TiO2-(H)-Ag.

Po aproximaci dat byl pozorovan markantni ibytek Ramanova signalu u vzorkd, jejichz
rozklad byl katalyzovan TiO2-(H)-Ag, ktery ke konci reakce opét vzrostl. Nartst signalu mohl
byt zptisoben vznikem stiibrnych nanocastic, které byly uvolnény z katalyzatoru. Dale byly
zméfeny tii SERS substraty, které byly pfipraveny v rtiznych sadach, dva znich byly
recyklovany z ptedchozich métfeni. Recyklované substraty byly pfed métenim ocistény a znova
pokryty zlatem. Bylo zjisténo, ze kazdy substrat poskytuje rizné velkou intenzitu zesileni
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Ramanova rozptylu. Vystupem z méfeni je, ze byly tspésné recyklovany SERS substraty, ale
kvtli rizné kvalité nebyly vhodné ke kvantitativni analyze.

Jako kontrolni méteni byla zvolena metoda UV-VIS spektroskopie, vzorky byly 10x zfedény
a zmé&feny pomoci UV-VIS spektroskopie. A Byla opét hledana kvantitativni zavislost
fotodegradacnich procesti na Case, byla nalezena klesajici absorbance v zavislosti na case, ktera
byla nejvyraznéjsi pti pouziti katalyzatoru TiO2-(H)-Ag, zatimco u kontrolni fady vzorkt nebyl
pozorovan téméi zadny pokles absorbance.

V dal8i ¢asti experimentalni prace byl feSen sendviCovy imunotest k indikaci bakterie
Escherichia coli K-12 ve vzorku. Sendvi¢ovy imunostest se sklada ze dvou casti, ze zlaté
nanocastice, ktera nese molekuly Ramanovského reportéru (molekuly s jasnou Ramanovskou
odezvou), a slozky imobilizujici bakterie, tou mohou byt bud’ modifikované pozlacena sklicka
nebo magnetické pozlacené modifikované nanocastice. Obé slozky se specificky vazou
na bakterii pies afinitu antigen-protilatka.

Prvnim krokem bylo najit vhodny postup k syntéze zlatych nanocéstic ve tvaru tyCinek, které
vykazuji dle literatury vy$$i miru zesileni Ramanova rozptylu. Bylo vyzkouSeno mnoho
pracovnich postupl k jejich chemické syntéze. VSechny syntetizované zlaté nanocéstice
pozorovany pomoci elektronového mikroskopu.

Byly syntetizovany zlaté nanocastice ve tvaru ty¢inek a modifikovany protilatkami, ale kvili
nizkému vytézku zreakci, nemohla byt potvrzena jejich funkce. Proto byly vytvofena
pozlacena sklicka, kterd byla také modifikovana protilatkou, a tim byla ovéfena funkce
protilatky. Sklicka tvofila mnozstvi i nespecifickych reakci, ptesto ale byla potvrzena velmi
silna specificka vazba E. coli na povrch modifikovanych skli¢ek. Mnozstvi E. coli K-12 bylo
mnohem vétsi, nez u kontrolnich bakterii Serratia marcesncems a Staphylococcus aureus.

Problém modifikace skli¢ek se samostatnou vrstvou zlata bylo, ze zlato nedrzelo na povrchu
sklicek a v prubéhu modifikace se se prakticky cely zlaty povrch oddélil. Zlato ma velmi $patné
adhezni vlastnosti, a proto musela byt pfidana vrstva adhezni. Jako adhezni vrstva byla pfidana
na povrch skli¢ek vrstva chromu.

Modifikovana sklicka byla také pozorovana pomoci mikroskopu atomarnich sil, pficemz
bylo zjisténo, ze povrch byl tspésné modifikovan protilatkami.

JelikoZ byl velmi nizky vytézek zlatych nanotycek modifikace protilatkami, musela byt
vyroba optimalizovana. Jedna se o modifikaci zlatych nanotycek v Sesti krocich. Nejvétsi ztraty
byly pozorovany hned na zacéatku, kdy byl vdzan Ramantlv reportér a v krocich promyvani.
Pravé tyto kroky byly optimalizovany.

V této Casti experimentu byla ovéfena funkénost protokolu k modifikaci slozek sendvi¢ového
imunotestu k indikaci bakterie Escherichia coli K-12 ve vzorku, a tim byl navrzen nastroj
k rychlé a pfené charakterizaci vzorka.
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8 SEZNAM ZKRATEK

UV ultrafialové zareni

VIS viditelna oblast zafeni

NMR nuklearni magneticka rezonance

ESR elektronova spinova rezonance

IR infracervené zafeni

SEM skenovaci elektronova mikroskopie
TEM transmisni elektronova mikroskopie
RTG rentgenovo zéieni

CCD kamera z angl. charge-coupled device
HPLC vysoce t¢inna kapalinova chromatografie
SERS povrchové zesileny Ramantv rozptyl
QD kvantové tecky

AFM mikroskopu atomarnich sil

SAM samouspotadana monovrstva

PVD fyzikalni depozice z plynné faze
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Obrazek 48: Intenzita vybranych pikt v intervalech 0-120, 150-240 a 270-360 minut pro 1. fadu vzorkd rhodaminu B (bez fotokatalyzatoru).
Postupny pokles je znatelny témét u vSech pikd.
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Obrazek 49: Intenzita vybranych pikt v intervalech 0-120, 150-240 a 270-360 minut pro 2. fadu vzorka rhodaminu B (fotokatalyzator
TiO2-(H)). Postupny pokles pikii je vidét naptiklad na vino¢tu 1207 cm™ a na 1633 cm™.
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Obrazek 50: Intenzita vybranych pikt v intervalech 0-120, 150-240 a 270-360 minut pro 3. fadu vzorka rhodaminu B (fotokatalyzator
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TiO2-(H)-Ag). Zadné piky nevykazuji postupny pokles, ale praimémy pokles od prvni tfetiny experimentu je znatelny.
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Obrazek 51: E. Coli K-12 na povrchu modifikovanych skli¢ek. Snimek z optického
mikroskopu v uzivatelském rozhrani WiRE 3.4. Mikroskop Ramanova InVia spektrometru
(Renishaw, Wotton-under-Edge, Velka Britanie), objektiv se zvétsenim 20x.
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Obrazek 52: E. Coli K-12 na povrchu modifikovanych skli¢ek. Snimek z optického
mikroskopu v uzivatelském rozhrani WiRE 3.4. Mikroskop Ramanova InVia spektrometru
(Renishaw, Wotton-under-Edge, Velka Britanie), objektiv se zvétSenim 50x.
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Obrazek 53: S. aureus na povrchu modifikovanych kontrolnich skli¢ek. Snimek z

optického mikroskopu v uzivatelském rozhrani WIiRE 3.4. Mikroskop Ramanova InVia
spektrometru (Renishaw, Wotton-under-Edge, Velka Britanie), objektiv se zvétSenim 20x
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Obrazek 54: S. aureus na povrchu modifikovanych kontrolnich sklicek. Snimek z
optického mikroskopu v uzivatelském rozhrani WiRE 3.4. Mikroskop Ramanova InVia
spektrometru (Renishaw, Wotton-under-Edge, Velka Britanie), objektiv se zvétsenim 50x.
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Obrazek 55: S. marcescens na povrchu modifikovanych kontrolnich skli¢ek. Snimek z

optického mikroskopu v uzivatelském rozhrani WIiRE 3.4. Mikroskop Ramanova InVia

spektrometru (Renishaw, Wotton-under-Edge, Velka Britanie), objektiv se zvétsenim 20x.
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Obrazek 56: S. marcescens na povrchu modifikovanych kontrolnich skli¢ek. Snimek z
optického mikroskopu v uzivatelském rozhrani WIiRE 3.4. Mikroskop Ramanova InVia
spektrometru (Renishaw, Wotton-under-Edge, Velka Britanie), objektiv se zvétsenim 50x.
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