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Uvod

Siroky aplikaéni potencial stiibrnych nanodastic je dnes dobie znamy, proto nds toto téma zaujalo

a zvolili jsme si jej pro diplomovou prici.

Cilem této diplomové prace je experimentalné provést pripravu Ag nanocastic tfemi rdznymi

redukénimi procesy.

Ndsledné provést zdkladni charakterizaci vSech pfipravenych Ag nanocastic pomoci dnes
dostupnych méficich metod. Po provedeni zakladni charakterizace, provést méreni znova

s pfidavkem rliznych koncentraci dvou vybranych aminokyselin: kyseliny glutamové a glutaminu.

Dale pak naméfit Ramanova spektra obou aminokyselin v roztocich bez nanodastic a s Ag

nanocasticemi raznych druhd, a pak proméfit infracervena spektra téchto vzorka.

Provést vyhodnoceni vSech namérenych spekter, aby spolu vysledky z rlznych metod méreni
korespondovaly. Z namérenych dat vyhodnotit zplsob interakce mezi rGzné pripravenymi Ag
nanocasticemi a obéma aminokyselinami. Nasledné diskutovat rozdily v interakcich s ohledem na
rozdilné chemické sloZzeni povrchli Ag nanocastic rdznych druh. Zjistit, jestli se aminokyseliny vazou

na povrch Ag nanocastic, a pokud ano, tak jakym zptsobem.



1 Teoreticka cast

1.1  Koloidni soustavy

Pokud je latka rozptylena ve vhodném prostiedi, |ze ji prevést do koloidniho stavu, cozZ je zvlastni
agregatni stav hmoty. ,Soustavy tohoto druhu se nazyvaji dispersni a rozlisuje se v nich fdze

“ ("1 Brdigka, s. 632) Koloidni stav Ize obecné definovat na zakladé

dispergovand od fdze dispergujici.
rozmérl dispergovanych ¢astic v prislusném médiu. Jedna se o velikosti ¢astic mezi 1 — 100 nm,
které nelze pozorovat optickym mikroskopem, natoz pouhym okem. K pozorovani téchto castic se
vétSinou vyuziva jejich interakce se zarenim nebo s elektrony. VSeobecné jsou tyto castice
oznacovany pravé diky svym rozmériim v nanometrech nanocasticemi. Nejbéznéjsi koloidni soustavy
jsou koloidni roztoky (obecné se nazyvaji soly), ty se vyznacuji uréitym disperznim stupném. Jejich
disperzni stupen je vétsi nez u jemnych suspenzi a zaroven je mensi nez maji pravé roztoky. Hranice
mezi koloidnimi soustavami a suspenzemi je urcena hranici mikroskopické viditelnosti. Koloidni
vlastnosti soustav urcuje hlavné povaha hranic¢ni oblasti, pomoci niZz se stykd okolni prostiedi
s dispergovanou fazi. Cim vétsi je stupen disperze, tim vétsi je mezifazova oblast (dosahuje obvykle
velkych rozmér(). Pfi budovani hrani¢ni oblasti se vyznamné prosazuje adsorpce, ta privadi rlzné

slozky roztoku k povrchu dispergované faze. V roce 1861 pan T. Graham zavedl| oznaceni koloid,

vytvofil prvni klasifikaci koloidnich roztok(l a zavedl nazvoslovi téchto soustav.

1.1.1 Priprava solt [6:10]

Koloidni roztok organické slouceniny s velkou molarni hmotnosti lze ziskat pouhym rozpusténim
této slouceniny ve vhodném dispergujicim prostiedi. V takovém pfipadé jsou dispergované Castice

totozné s molekulami, které jsou tak velké, Ze roztok ziskava koloidni vlastnosti.

K pfipravé anorganickych soll vyuZivame specidlni metody. Ty se déli na metody disperzni,
metody kondenzac¢ni a metody elektrického rozprasovani. Disperzni metoda vychazi z pouziti tuhé
faze, hrubé suspenze nebo srazeniny, kterd se vhodné prevede na koloidni roztok s odpovidajicim
disperznim stupném. Cerstvé promyty a srazeny hydroxid Zelezity Ize pfevést do koloidniho roztoku
napfiklad pfidanim malého mnoZstvi kyseliny chlorovodikové. Bézné lze soly pfipravit také pomoci
hydrolyzy, pfi které vznika kyselina nebo malo rozpustny hydroxid. Takto ziskdme napfiklad koloidni

roztoky hydroxidu Zelezitého, hlinitého, chromitého atd.

Kondenzaéni metoda vychazi z pravych roztokli, kdy zménou podminek dojde k pfevodu

dispergované faze na nerozpustnou slouceninu. V té dochazi ke shlukovani ¢astic koloidni velikosti,
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a tak se vytvofi sol. Pfikladem kondenzacni metody je pfevod latky rozpustné v jednom rozpoustédle
do jiného rozpoustédla, pro které je tato latka nerozpustnd. Tato nerozpustna latka se smichava
s plivodnim rozpoustédlem. PoZadovaného stupné disperze dosdhneme vhodnou volbou
koncentrace nebo teploty. Napfiklad koloidni roztok siry vytvofime, pokud smichdme alkoholicky

roztok siry s vodou.

Koloidni roztoky kov( lze pfipravit pomoci redukénich cinidel plsobicich na pravé roztoky
kovovych soli. Takto lze pfipravit tfeba hydrosoly platiny naptiklad redukci vodnych roztokd

platicitych soli pomoci formaldehydu.

G. Bredig zaved| metodu elektrického rozprasovani skladajici se jak z déje disperzacniho, tak déje
kondenzacniho. Kovové hydrosoly se pfipravuji ponofenim dvou elektrod z pfislusného kovu do Cisté
a chlazené vody. Privadénim stejnosmérného napéti na elektrody, se pod vodou vytvoti elektricky
oblouk. Pfi vysoké teploté se kov zaéne odparovat a nasledné kondenzovat ve vodé na koloidni

Castice. Takto pfipravime soly zlata, stfibra a platiny.

1.1.2 Vlastnosti sola

1.1.2.1 Optické vlastnosti

1.1.2.1.1 Absorpce svétla [89]

PFi absorpci zafeni pohlti hmota energetické kvantum elektromagnetického zareni. Zamérime se
nejprve na jednodussi pfipad, molekuly. U molekul dojde disledkem absorpce zareni ke zméné
energetickych stavl valencnich a vazebnych elektron(.

Dojde ke zvyseni vnitfni energie molekul vlivem absorpce zafeni. Tato vnitini energie systému se
muzZe preménit na tepelnou energii. Absorpci svétla latkou, oznatenou A, popisuje Lambert(iv-
Beerdv zdkon:

1
A=—-log—=ecl
Iy
kde I je intenzita proslého zareni, Io intenzita svétla dopadajiciho na kyvetu, € je absorpcni

koeficient latky, € je koncentrace latky a [ je tloustka vrstvy, kterou prochazi svételny paprsek.
Oproti tomu absorpce koloidnich soustav je komplikovand zavislosti absorpce zareni na velikosti
Castic disperzni faze. Navic v koloidnich soustavach dochdzi rovnéZz krozptylu zareni, jak bude
ozfejméno v nasledujici kapitole. Souhrnné se jedna o tzv. extinkci, tedy absorpci a rozptyl . V praxi
je extinkce mérena na stejném pfistroji jako absorpce, takZe mnozi autofi v literatufe oznacuji UV-

Vis. spektrum koloidniho roztoku jako absorpéni spektrum, napf. pro Ag nanoéastice v referenci &.
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i kdyZ se v podstaté jedna o extinkéni spektrum. U nanocastic vzacnych kovl zavisi poloha maxima
v UV-Vis. spektra nejen na velikosti ¢astic, ale také na jejich tvaru, agregacnim stavu a na dielektrické
konstanté rozpoustédla, v néms jsou dispergovany.

1.1.2.1.2 Rozptyl svétla [6]

Abbeova teorie mikroskopického zobrazovani fika, Zze pod svételnym mikroskopem nelze rozeznat
objekty mensi, neZ je vinova délka svétla pouzitého pfi pozorovani. To je disledkem ohybovych jevl

na malych objektech. Ve viditelném svétle rozlisime maximalné ¢astice o velikosti asi 250 nm.

RGznorodost koloidnich roztokl se napadné projevuje v jejich optickych vlastnostech. Pokud
svétlo prochazi tlustsi vrstvou koloidu, dochazi k zakalu roztoku, coZ je dlisledkem lomu a odrazu
svétla na jednotlivych casticich tohoto nehomogenniho prostredi. Toto svétlo se difusné rozptyluje
a polarizuje. V koloidnich roztocich jsou rozptyleny ¢astice mensi nezZ je vinova délka prochazejiciho
svétla. Pri prlichodu uzkého svazku koloidnim roztokem, pozorujeme svételny kuzel. Vrchol kuzele je
v misté vstupu paprsku do nehomogenniho prostredi. Kuzel se rozsifuje ve sméru prichodu paprsku
prostiedim. Rozptyl svétla v mikroheterogennim prostfedi, majici podobu kuZele, se nazyva TyndallQv
jev. PFi postupu primarnich paprskl o intenzité IO mikroheterogennim prostfedim dochazi k poklesu

intenzity na hodnotu I vlivem rozptylu svétla. K tomuto zeslabeni dochazi po prichodu vrstvou

o tloustce L. Pro pokles intenzity plati stejny vztah jako pro zeslabeni zptisobené absorpci svétla:
I =Iyexp(—L,)

kde se T nazyva koeficient turbidity (zakalu) a charakterizuje velikost rozptylu. Jeho velikost je

zavisla na vinové délce paprskll, na koncentraci a vlastnostech castic, které zpUsobily rozptyl. Na
rozdil od svételné absorpce, kdy dochazi k pohlcovani zarivé energie, pfi elastickém rozptylu je

energie zareni zachovana. Koeficient turbidity je dan vztahem:

=INg2 — (=
T @ =

1n 2 OT (21t)4

kde IN udava pocet cCastic v jednotkovém objemu a & je koeficient deformability pfiblizné
umérny objemu castic. Vztah v souladu s pozorovanim ukazuje, Ze zeslabeni paprski zplisobené
rozptylem je tim vétsi, &m kratéi je vinova délka paprskai A. U bilého svétla se rozptyluji nejvice
kratkovinné paprsky (tj. modré a fialové). V disledku toho, Ize pti prichodu prostupujiciho svétla
koloidnim roztokem pozorovat hlubsi barvu, neZ vidime pfi osvétleni bocném (tj. v temném zorném

poli). Vpraxi se pomoci rozptylu na mikroheterogennich soustavach urcuje koncentrace
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suspendovanych ¢astic. K uréeni hmoty, velikosti a tvaru ¢astic, slouzi metoda, ktera méri vzhledem
ke sméru primarnich paprsk intenzitu svétla pod rlznymi Uhly. Krozptylu svétla dochdazi na

koloidnich ¢asticich a makromolekuldch, obsaZzenych v koloidnim roztoku.

1.1.2.2 Brownuv pohyb a sedimentace v tihovém poli [6]

Koloidni ¢astice se vznaseji v disperznim prostfedi a konaji ustavi¢ny, nepravidelny pohyb. Tento
jev objevil a poprvé pozoroval R. Brown na suspenzi pylovych ¢astic. Podle néj jev nazyvame Brown(v
pohyb. Na vznasejici se koloidni ¢astice v disperznim mediu Ize pohlizet jako na molekuly plynu nebo
molekuly pravého roztoku. Dle ekvipartiéniho principu je stfedni hodnota kinetické energie koloidni
Castice stejné jako u molekul plynu nebo roztoku dana vztahem:

1 — 3

Ex = —~mu? = = kT
K zmu 2

kde M znacéi hmotnost jedné koloidni Castice a u? je stfedni Ctverec rychlosti translacniho

pohybu. Z toho vyplyva vztah pro osmoticky tlak 7T koloidniho roztoku:

1 1N
m = INKT = —RT
N,

kde IN je pocet koloidnich ¢astic v jednotce objemu.

Koloidni roztok ve vertikalnim sloupci je pod vlivem gravitacnich sil. Ty zpUsobuji pfitahovani
koloidnich ¢astic ke dnu nadoby. Pokud by na koloidni roztok nepUsobily jiné sily, klesly by vSechny
Castice na dno. Na roztok zaroven pUsobi také osmotické sily, které chtéji rozptylit castice
rovhomérné po celém roztoku. Pokud dojde kvyrovndni gravitaénich a osmotickych sil, dojde
k vyskovému rozdéleni poctu castic. Nejvice ¢astic bude u dna a smérem vzhiru se jejich pocet bude

snizovat. V rliznych horizontdlnich fezech bude odlisny pocet ¢astic.
1.2 Stribrné nanocastice 371

Nanocastice stfibra jsou s ohledem na jejich optické, elektrické a antimikrobialni vlastnosti velice
vyjimec€né, a proto nachazeji stale Sirsi uplatnéni nejen ve védeckém vyzkumu, ale i v kazdodenni

praxi. f3]

Vzpomenme naptiklad textilie, ¢i naplasti s antibakteridlnimi vlastnostmi. Ohledné mimotadnych

optickych vlastnosti se jedna predevsim o vyuziti Ag nanocastic coby zesilovacl zareni dopadajiciho
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a Ramansky rozptyleného na molekuldch nachdzejicich se v blizkém okoli téchto nanocastic. Zesileni
zareni nastava prostiednictvim tzv. povrchového plasmonu, o kterém bude fec¢ déle. Vlastnosti

nanocastic stribra jsou obecné zavislé na jejich velikosti, tvaru a prostredi ve kterém se nachazeji. [10)

Velkad c¢ast atom( v nanocasticich stfibra je na povrchu, a proto charakter povrchu nanocastic

rovnéz zna&né ovliviiuje jejich vlastnosti. ™

Naptiklad bylo prokazano, Ze antibakteridlni aktivita nanocastic stfibra Gzce souvisi s pfitomnosti
Ag* iontl chemisorbovanych na povrchu nanoéastice, vznikajicich diky ¢aste¢né oxidaci povrchu
nanocastice. Hlavni vyhodou nanodastic stfibra je, Ze se chovaji jako ,nanonosi¢e” Ag*tiontl a po

dlouhou dobu stabilné a pomalu uvolfiuji ionty st¥ibra. !

Chemicka pfiprava nanocastic sttibra je dobfe zavedenou oblasti vyzkumu, i kdyZ nebyla po staleti
uvaZzovana jeji znalost. Prvnim ptikladem je bronzovy pohar Lycurgus pochazejici ze IV. stoleti naseho
letopoctu. Je vyroben z barevného skla, které rozptyli zelenou barvu a vysilad ¢ervené svétlo, coz je

zplisobeno slozenim slitiny- stfibro (70%) a zlaté nanogastice (30%). !

Dalsim kuriéznim prikladem je kovovy lesk, zdobici keramické dekorace, ktery vznika v disledku

pouziti st¥ibrnych nano&astic. &

Vyse popsané historické priklady jsou vychozim bodem pro vyvoj stfibrnych nanomateriald.
V soucasné dobé je nejvic aktivni oblasti vyzkumu nanocastic sttibra, oblast studii a aplikaci jejich
optickych a biomedicinskych vlastnosti. Je zfejmé, Ze velké mnozstvi praktickych aplikaci je vyvijeno

soutasné se studiem vlastnosti nano&astic stfibra.

1.2.1 Syntéza stribrnych nanocastic [3.7]

Syntéza nanocastic v roztoku (tj. vznik stfibrného koloidniho roztoku) vyZaduje pouZiti metod
umoznujicich presnou kontrolu nad velikosti, tvarem a charakterem povrchu nanocastice. Obecné
plati, Ze syntéza nanocastic kovl v roztoku se provadi za pomoci nasledujicich komponent:
a) kovovych prekurzort, b) redukénich Cinidel a popfipadé c) stabilizatord. Mechanismus vzniku
koloidnich roztokl redukci stfibrnych iontl (tedy stfibra v oxida¢nim stavu 4+1) se sklada ze dvou fazi:
nukleace a rlistu. Nukleacni faze vyzaduje vysokou aktivacni energii, zatimco rist nanocastic vyzaduje
minimalni aktivacni energii. Velikost a tvar nanocastice pak bude zaviset na relativni rychlosti téchto
dvou procesu. Lze je kontrolovat pomoci prizplsobeni reakénich parametrd jako jsou koncentrace

reaktantd, teplota reakéni smési, hodnota pH, apod.
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Jednou z mozZnosti, jak pfipravit nanocastice stfibra, je pfima redukce dusi¢nanu stfibrného diky

borohydridu sodnému majicimu redukéni Ucinky za snizené teploty.

Dal$i moznosti syntézy Ag nanocastic je Tollensova metoda pouzivana k didkazu pritomnosti
redukujicich cukrd. Tato jednoducha metoda se pouZivala po desetileti pro elektrolytické nanaseni
tenkych vrstev stfibra (stfibrnd zrcadla). Jednd se o proces redukce komplexu [Ag(NH3),]*
v roztoku sorganickymi latkami, které maji redukéni Gcinky, jako jsou aldehydy nebo cukry.
Modifikace této Tollensovy metody umozZiuje fizenou syntézu monodisperznich nanodastic stfibra ve

vodé. (1718l

1.2.2 Mérici metody charakterizujici nanocastice stiribra

1.2.2.1 Ultrafialova a viditelna spektroskopie (UV-Vis.

Spektroskopie) [8,10,13,31,32,33,34]

Jak uz bylo receno vyse, dispergované nanocastice vzacnych kovl jsou barevné, tudiz absorbuji ve
viditelné casti spektra. Proto lze pro jejich charakterizaci s vyhodou vyuzit UV-Vis. absorpéni
spektroskopii. Metoda se nejcastéji pouziva v analytické chemii. Je zalozena na interakci viditelného
elektromagnetického zareni se zkoumanym vzorkem. Umoznuje studovat vlastnosti hmoty, pomoci
interakce s frekvencemi viditelného elektromagnetického spektra. Rzné chemické latky maji vidy
rGzna absorpcni spektra.

Absorpcni spektrofotometr je sloZen ze ¢tyr zakladnich ¢asti. Prvni je zdroj zafeni — pro viditelnou
oblast pouzijeme jako zdroj zafeni wolframovou nebo halogenovou Zarovku. Dalsi soudasti je
monochromator, ktery tvofi vstupni a vystupni Stérbina, zrcadlovd nebo cockova soustava
a rozkladny prvek (hranol nebo reflexni mfizka).

Za monochromatorem je absorpcni prostfedi, do kterého umistime kyvetu s méfenym nebo
srovndvacim prostfedim. Posledni ¢&asti spektrometru je detekéni systém, skladajici se
z fotoelektrického detektoru zareni a elektronického zafizeni pouZivaného pro zpracovani jeho
odezvy.

Kvantitativni analyza vychdzi z Lambertova-Beerova zdkona, kde je A hodnota absorbance pfi
vinové délce A pfimo umérna latkové koncentraci c. Pro kvantitativni analyzu musime vybrat
vhodnou méfici vinovou délku, pfi niz zkoumana latka bude silné absorbovat (nejlépe dosahne

maxima absorpc¢niho spektra).

Jak jiz bylo feceno vyse, Lambertlv-Beerlv zakon je dan vzorcem:

A(x) = 8(11) lC,
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kde je I tloustka méfené vrstvy a £(; je molarni absorpéni koeficient.

Tento zakon plati pro monochromatické zareni a pro nizké koncentrace ve vzorku, mensi nez

1.102M
Transmitanci T pak vypocteme dle vzorce:

T=-",

)

kde @ je tok prosly vzorkem, a @, je tok prosly srovnavacim vzorkem.
Z toho vypliva, Ze absorbance A4 je dana vztahem:
A=-logT

Pro nanocdastice Ag se nékdy, pro jednoduchost, tento LambertGv-Beer(v vztah pouziva. Je ovsem
nutno mit na paméti, Ze urceni koncentrace roztoku nanoédstic Ag touto metodou neni v Zddném
pripadé presné. DuleZitéjsi je tvar absorpcni (extinkéni) krivky pfislusného roztoku. To nam totiz

napovi, jak velké nanocastice mohou v roztoku byt a také, zda jsou ¢i nejsou agregované.
1.2.2.2 Méreni zeta potencialu [+ 17]

Okolo nabité koloidni &astice dochazi k seskupovani malych iontd opaéného znaménka.™”! pokud
se Castice s povrchovym nabojem nachazi v kapaliné, dojde ke vzniku elektrické dvojvrstvy, protoze
naboj na povrchu &astice k sobé pritahne z roztoku ionty s opaénym nabojem.™ Elektricka dvojvrstva
ma dvé zakladni ¢asti. Blizsi povrchu je ¢ast kompaktni, na kterou plsobi adsorpcni sily, a vzdalenéjsi
Cast, kde adsorpcni sily zanedbavame, tu nazyvame difuzni. Koloidni ¢astice maji povrchovy naboj,

a proto existuje potencidlovy rozdil mezi jejich povrchem a roztokem.

RozliSujeme dva druhy potencidlovych rozdil(. Elektrochemicky potencidl, jehoz hodnota je dana
potencidlovym rozdilem mezi povrchem &astice a objemem kapaliny.™ Druhou dileZitou vlastnosti
nanocdastic rozptylenych v kapalinach je jejich elektrokineticky potencidl, nazyvany zeta-potencial.
Ten do znaéné miry ovliviiuje chovani téchto nanosystému. Vétsina nanocdstic ma povrchovy naboj,
protoze atomim na jejich povrchu chybi ¢ast sousedd smérem do média (roztoku). Zeta potencial je
potencial mezi nejvyssi nepohyblivou (hranic¢ni) vrstvou kapaliny, ktera obklopuje ¢astici, a vzdalenym
objemem kapaliny. Je to velicina urcujici miru interakce ¢dstic a tudiz i jejich vlastnosti. Udava se,ze
pokud je hodnota zeta-potencidlu v absolutni hodnoté vétsi nez 25 mV, dochazi ksilnému
odpuzovani Castic, netvofi se shluky, a proto je systém stabilni. Pro nékteré aplikace je toto velmi

Zadany stav nanocastic.
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Pro malé hodnoty zeta-potencidlu je systém nestabilni, nanocastice se shlukuji do agregatd
o rdzné velikosti, coZ se projevi Sirokou distribuci velikosti ¢astic. Zeta-potencial Ize vyuZit i ke studiu

povrchovych vlastnosti nanocastic a také pomoci néj analyzovat vlivy rliznych primési.

Hrani¢ni vrstva

Castice se zapornym povrchovym
nabojem

Difuzni vrstva

Povrchovy potencial

-100 |
f ! Potencial povrch. vrstvy

- \ Zeta-potencial

£ : '

Q i i

S s i

cE

0
Vzdalenost od povrchu ¢astice

Obrazek 1: Princip zeta potencialu

PFi méfeni zeta-potencidlu je vyuZivan dopplerovsky posun frekvence laserového paprsku na

nabitych ¢asticich, pohybujicich se v pfilozeném elektrickém poli. Frekvencni posun vypocteme:

vp = % sin (0),
kde T je index lomu kapaliny, A je vinova délka, U je vloZzené napéti a @ je Ghel rozptylu pouzitého
svétla. Zeta-potencial & pak Ize vypogitat ze Smoluchowského rovnice:
§=1v,
£

kde 1 je viskozita kapaliny, U vloZené napéti a € je permitivita. [4]

1.2.2.3 Dynamicky rozptyl svétla (DLS) [17.23]

Metoda dynamického rozptylu svétla je v dnesni dobé hojné vyuzivana ke stanoveni distribuce
velikosti koloidnich nanodastic. Nazyvdme ji také fotonova korelacni spektroskopie nebo kvazi-

elasticky rozptyl.

Obecné, svétlo rozptylené od rlznych ¢astic, ma nahodnou fazi, a proto nedochazi k interferenci

mezi jeho vinami. Pokud je zdrojem =zareni koherentni laser, pak po interakci s casticemi
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k interferenci dojde. Malé castice v kapaliné se pohybuji Brownovym pohybem. V dlsledku tohoto
pohybu se méni vzdalenost, kterou urazi rozptylené svétlo k detektoru. Dochazi k interferenci
rozptyleného vinéni v zavislosti na vzdalenosti detektoru od ¢&astice. Vyhodnocenim interferenci
ziskdme fluktuace intenzity rozptyleného zareni kolem primérné hodnoty intenzity. Z téchto
fluktuaci intenzity lze ziskat korelacni funkci, kterd popisuje vztah mezi priimérem intenzity v ¢ase
(t+T) a vcase t. Pokud je zpozdéni T velké jsou na sobé intenzity I(t), I(t + T) nezavislé, pfi
zpozdéni kratkém jsou pak hodnoty zavislé. Pokud mame castice kulové a stejnych velikosti pak Ize

korelacni funkci vyjadfit v exponencidlnim tvaru:

-T
g(t) = exp (T—) , kde T je umérny difuznimu koeficientu D &astic,
c

1
T, = EDQ2 , kde @ je vinovy vektor.

Vynesenim In g(t) proti T ziskdme t.. Hydrodynamicky polomér ¢astic R je, za poutZiti rovnice

pro difuzni koeficient (D = i), dan vztahem:
6mna

kT

R=(=L

6mna

)Q%T,,

L vy v o, . o . (v 1 . v v
V praxi méfime t, pfi rGznych uhlech rozptylu (rdznych hodnotach Q) a vynasime — proti Q2 ¢imz
c

se ziskava D a odtud R.

1.2.2.4 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

1.2.2.4.1 Historie TEM

Transmisni elektronovy mikroskop vynalezli v roce 1930 Knoll a Ruska. Motivaci k tomu byla
omezend rozliSovaci schopnost svételného mikroskopu. Prvni komeréni transmisni elektronovy
mikroskop byl postaven uz v roce 1936. Jeho dalsi vyvoj bohuzel zpomalila 2. svétova valka. V roce
1949 vyznamné pfispéla ke studiu kovovych mikrostruktur prace pana Heidenreicha. Ztencil kovovou

folii na tloustku, kterou lze prosvétlit elektrony (pfiblizné 200 nm).

»Prvni zkuSenosti pfi studiu tenkych félii vedly k poznani, Ze TEM se od klasické svételné
mikroskopie vyznamné lisi tim, Ze vyZaduje hlubokou znalost interakce dopadajicich (elektronovych)

vin s preparatem.“

Roku 1956 byly Bollmannem zverejnény prvni TEM snimky krystalovych poruch (vrstvenych chyb

a dislokaci). V Cambridgie byla skupinou okolo profesora Hirsche v dalsich letech vypracovana teorie
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difrakéniho kontrastu. V roce 1990 sepsali Williams a Carter ucebnici, ve které shrnuli dostupné

experimentalni techniky TEM studia materiali. 22

1.2.2.4.2 Fyzikalni princip TEM

Elektronovy mikroskop ozafuje vzorek elektrony o hodnoté energie stovek kV.

Elektrony uvnitf vzorku interaguji pruiné (se zanedbatelnou vyménou kinetické energie)
anepruzné (elektronové excitace). Pfi pruiném rozptylu elektrond dochdazi k interakcim
s elektrostatickym potencidlem jader atom(, a to zplsobuje odklon od plvodni trajektorie.
V dasledku toho dochazi ke zméné hybnosti, se kterou se poji mald zména energie. Tuto zménu
energie muZeme zanedbat v disledku velkého rozdilu mezi hmotnosti atomu a hmotnosti
pohybujiciho se elektronu. Pfi nepruzném rozptylu dochazi kinterakci elektronového obalu
a primarnich elektront. Primarni elektrony ztraceji energii AE. Tu pfedavaji vazanym elektronlim, ty
se diky ni dostanou prechodné do excitovaného stavu. Castice UGcastnici se této interakce maiji

stejnou hmotnost a proto je pfenos energie v téchto p¥ipadech pfinosny. 24

1.2.2.4.3 Zakladni konstrukce TEM I[35]

elektronové délo

preparatova komora
systém elektro—
magnetickych cocek

aclon
nadobka s LN, k vakuovému
systému
luminiscencni
stinitko
Obrazek 2: Konstrukce transmisniho elektronového mikroskopu

Ctyfi zakladni ¢asti transmisniho elektronového mikroskopu jsou:
e tubus s elektronovou optikou,

e vakuovy systém,
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e nezbytna elektronika (napajeni ¢ocek, vychylovani elektronového paprsku, zdroj vysokého
napéti apod.),

e software.
1.2.2.5 Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie (SERS)

1.2.2.5.1 Historie SERS [5:8:11,16]

SERS byl objeven, ne vSak rozpoznan jako takovy, jiz v roce 1974 Fleischmannem. Ten pozoroval
intenzitu Ramanova rozptylu pyridinu adsorbovaného na zdrsnény stfibrny povrch elektrody
ve vodném roztoku. Motivaci pro jeho praci bylo vynalézt chemicky specifickou spektroskopickou
metodu, kterd by mohla byt vyuZita ke studiu elektrochemickych proces( v pfirozeném prostredi.
Fleischman vysvétloval zesileni signdlu piridinu na elektrodach se ,zdrsnénym” povrchem
v nanorozmérech, tim, Ze doslo ke zvétseni jejiho povrchu, a tudiz ke zvySeni poctu adsorbovanych
molekul v experimentu. Jean Maire Van Duyne, Albrecht a Creighton nezdvisle na sobé rozpoznali, ze
pozorované velké intenzity Ramanova signdlu pyridinu na zdrsnénych elektrodach nelze jednoduse
vysvétlit, pomoci zvétsSeni poctu adsorbovanych molekul, na nichz dochazi k Ramanovu rozptylu, ani
narlstem intenzity rozptylu vyplyvajiciho z adsorbovaného stavu. Tyto studie vyvolaly debaty o SERS
mechanismu, které probihaly vice nez dvé desetileti a které jsou stdle zdrojem nového vyzkumu.
Albrecht a Creighton osvétlili plivod zesileni signdlu vlivem zvétSovani elektrického pole na ,nano-
zdrsnéné” elektrodé, zatimco Jean Maire a Van Duyne pozorovali, Ze rezonance Ramanova rozptylu
z elektronickych stavll molekul, rozsifenych jejich interakci s kovovym povrchem, mize vysvétlit
pozorované obrovské zesileni signalu. Jak mizeme vidét, obé dvé skupiny mély pravdu v konceptu,

ale ne v detailech fungovani SERS mechanismu.

Vyzkum metody SERS dramaticky zrychlil na zacatku 80. let 20 stoleti, za pfispéni chemikd, fyzik(
a inZzenyr( z celého svéta. Vroce 1985 byly vysledky experimentl uznany, stejné tak jako oba
zakladni mechanismy.

1.2.2.5.2 Povrchovy plasmon ®

Z davodu existence jevu nazyvaného povrchovy plasmon, jsou soly nanocastic intenzivné
zabarveny. Povrchovy plasmon existuje na rozhrani dvou prostredi, jejichz dielektrické konstanty maji
vzajemné opacné znaménko (napf. kov a dielektrikum). Povrchovy plasmon vystihuje zménu
v hustoté nabojl v disledku jejich kmitani zplsobeném interakci s dopadajicim zafenim.Tento jev Ize
vysvétlit pomoci interakce valenénich elektrond kovu, které maji v malé ¢astici pouze urcité dovolené
hladiny energie, srovnatelné s energiemi svételného fotonu dopadajiciho elektromagnetického

zareni. Pri dopadu svétla na vzorek dochdzi k silné absorpci svételné energie ve chvili, kdyzZ je

v rezonanci kmitocet zareni s pohyby valencnich elektronl (ty produkuji elektromagnetické pole
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o stejné frekvenci). Ve vysledku dojde k intenzivhimu zabarveni koloidd (oranZovo-Zluté zabarveni

koloid( stfibra nebo rubinové ¢ervené zabarveni koloidt zlata). ©

1.2.2.5.3 Princip SERS [1.2,11,16]
Pro vysvétleni mechanismu SERSu je nejprve potfeba pripomenout optické vlastnosti nanocastic

kovl dispergovanych v roztoku.

Koloidni roztoky kovovych nanocastic (soly) vykazuji extinkéni pasy v ultrafialové az viditelné casti
spektra, a proto maji atraktivni barvy. Tyto charakteristické pdsy vznikaji diky excitaci povrchovych
plasmonovych rezonanci (tj. fyzické rezonance kolektivnich kmitl elektron(l z valen¢niho pdsu) nebo

excitaci mezi-pasovych prechodd, a jsou tudiz charakteristickou vlastnosti kovového plvodu ¢astic.

Extinkéni spektra primérené zredénych, disperzich sférickych nanocastic lze vypocitat z Mieho

teorie, a to ze zdvislosti optickych konstant ¢astic na vinové délce s ohledem na okolni médium .

Extinkc¢ni spektra Cu, Ag a Au hydrosolll byly intenzivné pocitany a modelovany, véetné toho, jak
velikost a tvar ¢astic, ovliviiuji tato spektra. Koloidni kovové ¢astice vyprodukované chemickou cestou
maji rozméry obvykle v rozmezi 3-100 nm. Ackoliv realné tvary chemicky pfipravenych nanocastic
jsou vétsSinou polyhedrony nebo icosahedrony, lze vidét, Ze i presto se experimentalné ziskand

spektra velmi dobte shoduji s extinkénimi spektry vypoctenymi pro kulovité ¢astice.

Obecné se rozlisuji dva zakladni mechanismy SERS: elektromagneticky a chemicky. Pro vyuziti
elektromagnetického mechanismu SERS je potieba, aby vinova délka pouZitého laseru spadala do
extinkéniho pasu pfislusSného hydrosolu. Pro vyuZiti chemického mechanismu je potreba byt
v rezonanci s absorpénim pdsem zkoumané latky, anebo s absorptnim pdsem nové vytvoreného

povrchového komplexu (Ag-zkoumana latka).
1.2.2.6 Infrac¢ervena spektrometrie (IC spektrometrie) [15. 19,36,37]

IC spektroskopie je nedestruktivni analytickd metoda, pf¥i které nedochézi k poskozeni vzorku,
presto ziskdme informaci o sloZzeni méreného vzorku. Infracervend spektrometrie se vyuZiva
k identifikaci chemické struktury latek jiz od 30. let 20. stoleti. Tato experimentalni technika
poskytuje vedle kvantitativni a kvalitativni analyzy dileZité informace o vyzkumu molekulové
dynamiky, vlivu prostredi na zkoumané molekuly, chemickych vlastnostech molekul atd. P¥i absorpci
infracerveného zareni prochazejiciho vzorkem, dojde ke zméné rotacné vibracnich energetickych

stavll molekuly a ta zavisi na zméné dipélového momentu molekuly.

Oblast infracerveného zareni délime na tfi ¢asti:

e blizkd infracervena oblast (13000 - 4000 cm™1) NIR,
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e stfedni infracervena oblast (4000 — 400 cm™!) MIR- nejpouzivanéjsi oblast,

e vzdalend infracervena oblast (400 — 10 cm™!) FIR.

Pfi interpretaci IC spekter nejdfiv pfifadime jednotlivé absorpéni pasy charakteristickym vibracim
molekul. Pomoci absorpénich past s vrcholy v intervalu 4000 - 1500 cm™! identifikujeme funkéni
skupiny (napt.: C = 0, N — H, CH; atd.). Oblast past vintervalu 1500 - 400 cm~! nazyvame
oblast ,otisku prstu” (fingerprint region). Podle charakteristické polohy pasi v této oblasti Ize

identifikovat jakoukoliv latku.

1.3 Zkoumané aminokyseliny

Jak je vidét na obrazku 3, fotografii roztokd glutamové kyseliny a glutaminu, jedna se o bezbarvé

roztoky, které absorbuji v UV oblasti, nikoliv vSak ve viditelné.

Obrazek 3: Bezbarvé roztoky aminokyselin-kyseliny glutamové a glutaminu

1.3.1 Glutamin

Glutamin je neesencialni biogenni aminokyselina neboli amid kyseliny glutamové, a proto patti do

skupiny kyselych aminokyselin.

Patfi mezi 22 nejznaméjsich aminokyselin, které se zabudovavaji do bilkovin pfi jejich vzniku. Je to
nejrozsirenéjsi aminokyselina vyskytujici se v lidské krvi. Je také béZnou Casti protein(. MUZeme jej
najit v potravinach bohatych na bilkoviny jako napfiklad ¢ervené maso, mlécné vyrobky a lusténiny.
Je palivem pro imunitni buriky, pojivé tkané a sliznice traviciho traktu. Normalné si jej lidské bunky
dokdzi samy zpracovat z pfijaté potravy, ale pokud je lidské télo ve stresu nebo ma zvyseny

energeticky vydej, tak je potfeba pfijem glutaminu zvysit.
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H,N OH
NH.,,

Obrazek 4: Model a schéma glutaminu

vvvvvv

chemoterapii a pfi nakaze HIV na nékteré pridruzené komplikace. Kulturisti jej uzivaji v kombinaci

s kreatinem pro nardst svalové hmoty!#2>2527,28,

1.3.2 Kyselina glutamova

Kyselina glutamova je glukogenni neesencidlni kyseld aminokyselina, kterd obsahuje v postrannim

fetézci dalsi kyselou skupinu snadno odstépujici proton.

O O

|
HO OH

NH,

Obrazek 5: Model a schéma kyseliny glutamové

PFi odstépenim protonu vznika dalsi negativni naboj, ktery peptidickym fetézcim a bilkovinam
udéluje dilezité elektrochemické vlastnosti. Tato kyselina zajistuje az 75% excitacnich (budivych)
vzruch( v centralni nervové soustavé a v sitnici, a proto je velmi dalezita pro uéeni a pamét. Také se
vyrazné podili na mechanismu likvidace amonnych iontd (napf. ¢pavku) v lidském téle, protoZze jej na
sebe navdze. V lidském téle je nejc¢astéji pfitomna ve formé soli nazyvané glutamat, jako kyselina se
v ném témér nevyskytuje. Déle se v lidském organismu podili na metabolizmu tuk( a je dalezitym

prekurzorem biosyntézy neesencialnich aminokyselin glutaminu a prolinu.

V potravinarstvi je pod oznafenim E 620 vyuZivdna jako stabilizator barviv a antioxidant.
V budoucnosti se v lékarstvi pocita s jejim vyuZitim pfi |éCeni neurologickych poruch jako napfiklad

. . . P v 14,2 .
epilepsie, Parkinsonova choroba, mentalini retardace a dal3i poruchy. 42%3°
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2 Experimentalni cast
2.1  Priprava stribrnych koloidu

2.1.1 Stribrny borohydridovy koloid

Koloid byl pfipraven redukci stfibrnych iontd pomoci borohydridu sodného NaBH,. Déj lze

popsat pomoci nize uvedené chemické rovnice:

8Ag*+BH; +80H - 8Ag + H,B035 +5H,0

Na zacdatku pfipravy vychladime 50 ml destilované vody v ledové [dzni. Potom odvazime 9,5 mg
AgNQO3. To nasypeme do odmérné barky a zalijeme 25 ml destilované vody. Roztok umistime asi na
15 minut do lednice. Dale si navazime 3,4 mg NaBH,, latku nasypeme do 50 ml destilované vody
umisténych v ledové lazni. Roztok umistime na magnetické michadlo s ohfivacem. Z lednice vyndame
chladny roztok AgNO3; a pomoci pipety odméfime 9 ml, které zaCneme za stdlého michani
prikapdvat do roztoku NaBH,4. BEhem michdani za¢ne roztok ménit barvu od svétle Zluté po tmavé
Zlutou. Po smichani roztok( prekryjeme Erlenmayerovu barnku parafinem a nechdme deset minut

michat.

Obrazek 6: Pfiprava stfibrného borohydridového koloidu

Pak zaéneme bariku zahfivat na 90°C po dobu deseti minut. BEéhem tohoto procesu pozorujeme
zesvétleni barvy koloidu. Koloid nechdme za stdlého michani ochladit, dokud nedosahne pokojové
teploty. Po vymichani koloidu vyndame teflonové michadlo lehce potazené stfibrnym povlakem.

Hotovy borohydridovy koloid uloZime do tmy. Vzorek koloidu jsme oznacily jako AgBH.
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Relativni molekulovd hmotnost latek pouZitych k pripravé koloidu:
Mr(AgNO3) = 169,9
Mr(NaBH,) = 37,8

Finalni koncentrace AgBH koloidu (v 84 ml):

« 9
c(Agh) = (2,24.107%) =M =2,4.10 *M
.75
c(BHy) = (1,20.1073) gaM=11. 1073M

2.1.2 Stribrny maltézovy koloid

Maltézovy koloid pfipravime redukci diaminostfibrného komplexu pomoci maltézy v alkalickém
prostifedi. Reakce probiha dle niZze napsané chemické rovnice:

[Ag(NH3),]* +20H™ + C1,H»,044 > C1,H,,041 + 2 NH3; + H,0

Pro pripravu maltozového koloidu je dlleZité znat presné koncentrace latek. Ty uréime titraci
roztoku NaOH a NH; pomoci 0,1 M kyseliny chlorovodikové. Bod ekvivalence pfi titraci stanovime
pomoci barevného indikatoru fenolftaleinu, ktery je v alkalickém prostfedi fialovy a v kyselém
bezbarvy. Podle koncentrace NaOH a NH; odméfime spravné objemy roztok( téchto sloucenin
pouzitych pfi pfipravé koloidu. Nejdfive navazime 17 mg AgN O3 a rozpustime ve 25 ml destilované
vody. Potom v odmérné barice odméfime 5,155 ml roztoku 0,097 M NH3 a doplnime 25 ml
destilované vody. V druhé odmérné barice pfipravime 25 ml roztoku 0, 192 M NaOH. V tieti
odmeérné barice rozmichame 0,3769 g maltdzy ve 25 ml destilované vody. Na magnetickou michacku
dame do Erlenmayerovy banky roztok AgNO3. Za stdlého michani pfidame roztok NH3 a nechdme
pfiblizné dalsi dvé minuty michat, aby se v celém roztoku vytvoril komplex.

Potom pfidame roztok NaOH a v zapéti po ném roztok maltdzy. Po pridani maltézy zacne roztok
Zloutnout az do Zluto-hnédé barvy. Vznikly koloid nechdme jesté 10 minut michat. Hotovy maltézovy
koloid uloZime do tmy. Vzorek koloidu jsme oznacily jako M1.

FindIni koncentrace M1 koloidu jsou (ve 100 ml):

1.1073M AgNO;,

5.103M NH;

4,925.10"2M NaOH (pH 12,69)
1,1.1072M maltéza
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Obrazek 7: Pfripraveny stfibrny maltézovy koloid vlevo a stfibrny glukézovy koloid vpravo

2.1.3 Stribrny glukézovy koloid

Glukézovy koloid pripravime opét redukci diaminostfibrného komplexu, avsak vyuZijeme

redukcnich Géinkd glukdzy. Reakce probiha dle nize uvedené chemické rovnice.
[Ag(NH3),]" + 2 0H™ + CgH1,04 > Ag® + C¢H1,05, + 2 NH; + H,0 ...
— Ago + C¢H120g + 2 NH3 + H,0

Postup pripravy glukézového koloidu je velmi podobny pfipravé maltozového koloidu.
Pfipravime roztok 17 mg AgNO;ve 25 ml destilované vody. Dale v odmérné barce
smichame 5,155 ml 0,097 M roztoku NH; s destilovanou vodou, tak aby vysledné vzniklo 25
ml. V dalsi odmérné bance ptipravime 25 ml 0, 192 M roztoku NaOH.

Ve ¢tvrté odmérné barice rozpustime 0,1982 g glukdzy v 25 ml destilované vody. Samotny
postup pripravy glukézového koloidu je totozny s pfipravou maltozového koloidu uvedenou
v predchozi kapitole. Po pfidani glukézy vznikne koloid ,nasedlé” barvy. Ten nechame jesté
10 minut michat. Hotovy glukézovy koloid uloZime do tmy. Vzorek koloidu jsme oznadily jako G1.

Findlni koncentrace G1 koloidu (ve 100 ml):

1.1073M AgNO;

5.10°3M NH;

4,925.10"2M NaOH (pH 12,69)
1,1.1072M glukéza
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2.2 Méreni absorpcnich spekter v ultrafialove

a viditelné oblasti (UV-Vis. spektroskopie)

Meéreni probéhlo na Katedre fyzikalni chemie na pfistroji SPECORD firmy ANALYTIC JENA.

Nejdrive byla méfici kyveta naplnéna 1ml méreného koloidu. Bylo spusténo méreni. Po zméreni
asi tri spekter byla do vzorku pridana urcitéa predem definovana koncentrace aminokyseliny. Grafy
byly snimany kazdou sekundu po dobu pfiblizné dvé sté sekund. Pomoci téchto grafl byla pfi méreni

zaznamendna kinetika celé probihajici reakce.

2.3 Meéreni dynamického rozptylu svétla (DLS)

a zeta potencialu

Série méreni probéhla na Katedre fyzikalni chemie na pfistroji ZETASIZER NANO, ktery vyrobila
firma MALVERN.

= -

Obrazek 8: ZETASIZER NANO od firmy Malvern

Pro méreni dynamického rozptylu svétla si pfipravime do plastové cely asi 1 ml zkoumaného
vzorku a vloZzime ho do pfistroje, ve kterém probéhne samotné méreni. Pfistroj zméfi Brownulv
pohyb a da jej do vztahu s velikosti ¢astic. Vysledkem méreni jsou grafy distribuce velikosti ¢astic
v méfeném koloidu. Kazdy z grafi ukazuje distribuci velikosti ¢astic, podle jednoho ze tfi parametra:
intenzita, pocet ¢éstic, objem castic. Vysledky ziskané podle kazdého ze tfi parametrli se mohou
vzdjemné lisit. Je to dano tim, Ze pristroj méri fluktuace intenzity, zatimco distribuce velikosti ¢astic

podle poctu a objemu castic dopocitava na zdkladé zadanych vlastnosti o viskozité rozpoustédla,
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materialu ¢astic atd. Podle Rayleigho aproximace je intenzita rozptylu na vétsich ¢asticich vétsi nez na
mensich (plati zavislost: 1~r®). Z tohoto ddvodu je pfi uvaZovani intenzitniho parametru precefiovan
prispévek vétsich ¢astic. Obdobné, pfi posouzeni distribuce velikosti ¢astic podle jejich objemu bude
vysledna distribuce silné ovlivnéna aproximaci, Ze se jednd o kulovité ¢astice, a dale tim, Ze jisty
pocet vétsich ¢astic ma daleko vétsi objem nez stejny pocet malych castic. Distribuce velikosti ¢astic
podle jejich poctu bude precenéna pro nejvice pocetné zastoupené castice. Z vySe uvedeného je
zfejmé, Ze pro duUslednou charakterizaci vzorku je spravné znat vsechny tfi typy distribuci velikosti

Castic, z nichZ je pristrojové spocitana priimérna velikost castic.

Na méreni zeta potencialu vyuzivdme méfici celu s elektrodami, kterou zcela zaplnime mérenym
vzorkem (stac¢i 700 puL) a spravnym zpUsobem umistime do méficiho prostoru pristroje, kde

probé&hne méreni. Vysledkem méreni je tabulka s hodnotami zeta potencialu pro méreny vzorek.

2.4 Méreni na transmisnim elektronovém

mikroskopu (TEM)

Méreni na TEM probéhlo ve fakultni nemocnici Olomouc. Samotné méreni provedla Mgr. Klara

Safarova Ph.D.

Parametry transmisniho elektronového

mikroskopu

Bodové rozliseni: 0.194 nm
Urychlovaci napéti: 80-200 kV
50-1,500,000 x
Zdroj elektron: LaBg
Rok vyroby: 2005
Obrazek 9: Vzhled a parametry pouZitého transmisniho elektronového mikroskopu

Vzorky byly dopredu pfipraveny na podlozni Cu sitky a ponechany k vyschnuti (dehydrataci) pfi
pokojové teploté. Aby nedoslo k propadnuti vyschlého vzorku sitkou, musime poufZit sitku potazenou

folii. Pro nase vzorky koloid(l byly pouZity podlozni sitky s jiz napafenou uhlikovou félii. Vysledkem
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méreni na transmisnim elektronovém mikroskopu jsou digitdlni snimky zobrazujici mikrostrukturu

v méfenych vzorcich.

2.5 Meéreni SERS

Méreni povrchové zesilenych Ramanovych spekter probihalo v laboratofi na Katedre fyzikalni
chemie, na pfistroji DXR Raman microscope firmy THERMO SCIENTIFIC vyuZivajicim laser o vinové
délce 633 nm. Do koloidnich roztok( stfibra bylo pridano definované mnoizstvi glutaminu nebo
kyseliny glutamové. Po pfidani aminokyseliny do koloidu se vzorek nechal po dobu nékolika minut
stabilizovat. Po stabilizaci vzorkd zacalo samotné méreni. Do sklenéné mérici kyvety ddme asi 1 ml
vzorku a kyvetu umistime do méficiho prostoru. Pfed samotnym mérenim je nutné sprdvné zaostfit,
nejlépe do stfedu mérici kyvety, aby méreni neprobéhlo pouze na sténé mérici kyvety, ale opravdu
zroztoku uvnitf. Ke sprdvnému zaostfeni vyuZijeme optického mikroskopu a objektivu se
Ctyfnasobnym zvétSenim, zabudovaného do pfistroje. Po zaostfeni nastavime parametry méfeni:
maximalni vykon laseru (8 mW), difrakéni miizka 1200 &ar/mm, spektrdlni rozlieni 3 cm™, 50 pm
Stérbina, 1 s expozi¢ni ¢as, 100 expozic, 39-1991 cm™ rozsah méfeni, vyuziti ,smart background;

a zatheme meéfit.

Vysledkem méreni jsou ziskana SERS spektra (tj. zavislost intenzity na Ramanové posunu), ktera je

nutné peclivé zpracovat a vyhodnotit.
2.6 Méreni IC

Meéreni infracervenych spekter probihalo v laboratofi na Katedie fyzikalni chemie, na pfistroji od
firmy THERMO SCIENTIFIC, , za vyuZiti zeslabeného Uplného odrazu (ATR, z anglického attenuated
total reflection). Do koloidnich roztok( stfibra bylo pfidano definované mnozstvi glutaminu nebo
kyseliny glutamové. Po pfidani aminokyseliny do koloidu se vzorek nechal po dobu nékolika minut
stabilizovat. Po stabilizaci nakapneme pomoci pipety malou kapku vzorku na mérici ZnSe krystal. Pfed
samotnym mérenim je nutné nechat vzorek na méricim krystalu dokonale vyschnout. Vzorek vysycha
minimalné dvacet minut pfi pokojové teploté, z toho dlvodu je celé méfeni dosti casové narocné. Po

dobrém odeschnuti vzorku mizeme zacit mérit.

Vysledkem méreni je pasové infracervené spektrum mérené latky, které je pro tuto latku
charakteristické. Toto spektrum graficky zobrazuje zavislost energie na vinové délce dopadajiciho
zareni. Vyjadrené je podle mezinarodni vSeobecné uzndvané dohody v propustnosti neboli

transmitanci T.
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3 Vysledkova cast

Pro zkoumani interakce kyseliny glutamové a glutaminu s pfipravenymi koloidnimi roztoky,
bylo nezbytné nejprve vsechny pfipravené koloidni roztoky charakterizovat. Z toho dlvodu ve
vysledkové casti bude prvni kapitola vénovana charakterizaci pfislusného koloidu, a pak bude

nasledovat kapitola shrnujici interakci pfislusného koloidu s aminokyselinami.

3.1 Borohydridovy koloid (AgBh)

3.1.1. Charakterizace borohydridového koloidu

Jak je dobfe znamo, velikost nanocastic v koloidnim roztoku vyrazné ovliviuje jeho vlastnosti.

K urceni velikosti ¢astic, nami pfipravenych vzork( byla vyuZita metoda dynamického rozptylu svétla

(DLS).
Distribuce velikosti ¢astic Pramérna
Koloid
velikost /nm
AgBh 64 (79%) 2 (100%) 10 (9%) 32,5
10 (16%) 2 (91%)
Tabulka 1: Distribuce velikosti ¢astic borohydridového koloidu podle méfeni DLS

Vysledkem méreni jsou grafy distribuce velikosti ¢astic. Namérené hodnoty jsou shrnuty v tabulce
(€.:1). Zni je patrné, Ze namérené hodnoty se znacné lisi, protoZe pti méfeni je vidy jeden
z parametrQ uprednostiiovan jako hlavni parametr (pocet castic, intenzita nebo objem). Pravé
z dlivodu nejednoznacnosti vysledk( byla velikost AgBh nanocastic v koloidnim roztoku vypoctena
jako pramér téchto tfech hodnot-priblizné 33 nm. Vysledek byl ovéfen pomoci snimkd

z transmisniho elektronového mikroskopu.

Na potizeném TEM snimku (obrazek ¢.: 10) mUzeme vidét, Ze vypocétena primérna velikost AgBh
nanocastic priblizné odpovida jejich skutec¢né velikosti. Pripadny rozdil mezi primérnou velikosti
Castic méfenou metodou DLS a TEM je dan faktem, Ze v pripadé metody DLS méfime
hydrodynamicky polomeér, zatimco u TEM vidime predevsim stfibrnou ¢ast nanocastic. Protoze oproti
lehkym prvkiim ma stfibro vétsi kontrast. Vétsi objekty, které muizieme na snimku vidét jsou
pravdépodobné shluky castic, které vznikly pfi pripravé vzorku k méreni (vzorek byl nakapnut na

uhlikovou mfizku, a az po jeho uschnuti probéhlo samotné méreni). Vyznamnym parametrem
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ovliviiujicim stabilitu a téZ miru schopnosti interakce s jinymi latkami je hodnota zeta potencialu

pfipraveného AgBh koloidu.

Obrazek 10:  TEM snimek castic borohydridového koloidu
Z naméreného grafu distribuce zeta potencialu (obrdzek ¢.: 11) je patrné, Ze jeho hodnota je
zaporna (pfiblizné —27,4 mV + 11mV), co? je disledkem pripravy AgBh nanodastic a pritomnosti

boratl na jejich povrchu.

Distribuce zeta potenciélu
m‘.
60000
40000 +
20000 1
o' ' :
200 -100 0 100 200
Zeta potencial (mV)

Obrazek 11:  Distribuce zeta potencidlu borohydridového koloidu

Dale bylo tfeba zmérit UV-Vis. spektrum AgBh koloidu, které mizeme vidét na obrazku ¢.: 12.
Z literatury je dnes jiz dobfe zndmo, Ze stfibrné koloidni nanocastice maji extinkéni pasy ve viditelné
oblasti v nasem pripadé nékde okolo 380 — 440nm, a proto jsou vétSinou zbarveny do odstini Zluté
barvy. Po zméreni extinkéniho spektra (obrazek ¢.: 12) ptipraveného AgBh koloidu se toto ocekdvani

potvrdilo, tento koloid ma maximum extinkce u 393 nm.
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Obrazek 12:  UV-Vis. spektrum borohydridového koloidu

3.1.2 Borohydridovy koloid (AgBh) a jeho interakce
s kyselinou glutamovou (U) sledovana prostrednictvim
metod DLS, méreni zeta potencialu, UV-Vis. spekter

Po dokonceni zakladni charakterizace AgBh koloidu, se zacalo méfit, do jaké miry ovlivni

pridani rznych koncentraci kyseliny glutamové jeho plvodni vlastnosti.

Nejdfive jsme pomoci metody DLS ovéfili, zda pridani aminokyseliny ovlivni velikost
a agregacni stav castic. Vysledky méreni jsou shrnuty v tabulce ¢. 2. MUZeme z ni vypozorovat, Ze
k obrovskému narastu primérné velikosti ¢dstic dochdazi prekvapivé po pridani velmi malého
mnozstvi kyseliny glutamové (pGvodni velikost AgBh ¢astic = 33 nm) a naopak po pridani vétsiho
mnozstvi aminokyseliny (U) (tim je jeji findIni koncentrace vyssi) dojde k mnohem mensi zméné

velikosti ¢astic.

Distribuce velikosti

Koloid + kyselina Primérna
glutamova velikost /nm
AgBh+2 pl 1758 (100%) 624 (100%) 2552 (100%) 1070
AgBh+20 pl 511 (100%) 154 (100%) 767 (100%) 305

AgBh+200 pl 118 (100%) 14 (100%) 23 (100%) 64
Tabulka 2: Distribuce velikosti ¢astic AgBh koloidu s pfidavkem U podle méfeni DLS
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Vyhodnotili jsme jednotlivd méteni zeta potencidlu a shrnuli je v tabulce (¢: 3). Z namérenych
hodnot vidime zménu zeta potencialu zplsobenou pridanim rlznych koncentraci kyseliny glutamové.
MuZeme jednoznacné vidét, Ze pridani aminokyseliny (U) zplUsobi zménu zeta potencidlu ze
zaporného na kladny (tabulka ¢.: 3). Jak jiz bylo zminéno, ¢im vétsi je absolutni hodnota zeta
potencidlu, tim stabilnéjsi je koloidni roztok nanocéstic. TakZze zatimco samotné AgBh c&astice jsou
v roztoku stabilni, tak pfidanim nejmensiho objemu kyseliny glutamové (2uL) vede k agregaci téchto
Castic, hodnota zeta potencialu se pohybuje okolo nuly mV. ZvySovanim objemu priddvané kyseliny
glutamové se hodnota zeta potencidlu zvySuje, a proto je agregace cdastic potlacena vlivem

elektrostatického odpuzovani .

Zeta potencial

Koloid + kyselina

glutamova H

+16,3  |+16,4 (96%)

AgBh -27,4 (99%) | +0,2 (100%)
(100%) | +32(3%)

Tabulka 3: Zeta potencial castic AgBh koloidu s pfidavkem U

Agregace Ag nanocastic se projevi i v extinkénim spektru. Vysledky méfeni mizeme vidét na
obrazcich (¢.: 12 a,b,c:) pro kyselinu glutamovou a jeji tfi zvolené finalni koncentrace. Na obrazcich
muzeme sledovat kinetiku jednotlivych reakci. Zména extinkce nastava po nékolika sekundach. Po

uplynuti priblizné 200 s je jiz reakce ukoncena a k dalsim zménam v extinkci nedochazi.
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Obrazek 13: Grafy UV-Vis. spekter AgBh koloidli v zavislosti na pfidaném mnoiZstvi kyseliny

glutamové (a2 pL, b 20 pL, c 200 pL)
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Na obrazku ¢.: 13 a vidime, Ze i mald koncentrace pfidané aminokyseliny ovlivni extinkci
vzorku. Vidime vznik druhého vyrazného pdsu okolo hodnoty 600nm — 650nm. Pokud se
koncentrace pfridané aminokyseliny (U) zvysi, neni uz druhy extinkcni pas tak vyrazny a pohybuje se
kolem hodnoty 600nm — 630nm, coz lze vidét na obrazku ¢.: 13 b. Dalsi zvySeni koncentrace
kyseliny glutamové ukazuje, Ze opét vznikl druhy nevyrazny pas, tentokrat okolo hodnoty 450 nm —
500 nm, coz vidime na obrazku ¢.: 13 c. Namérend extinkéni spektra koreluji s vysledky z DLS
a méfeni zeta potencidlu. Je z nich dobfe patrna zvySena agregace, a tudiz destabilizace Ag
nanocastic jiz pfi pridani 2 pL kyseliny glutamové k 1 ml AgBh koloidu. Naopak pfi zvyseni pfidavku
kyseliny glutamové (20 puL a 200 pL) dochazi k postupnému zastabilizovani Ag nanocastic kyselinou

glutamovou.

3.1.3 Borohydridovy koloid (AgBh) a jeho interakce

s glutaminem (N)

Pfi zkoumani interakce glutaminu (N) s AgBh koloidem jsme se nejdfive pozorovali, jak pridani

této aminokyseliny ovlivni ptivodni priimérnou velikost ¢astic.

Koloid + glutamin Distribuce velikosti

Priamérna

velikost /nm

67 (82%) o 4,3 (99%)
AgBh +2 pl 66 | (100%) | 5 - 29,9
503 (98,5%) | 610(82%) 392,4
AgBh +20 pl 382(100%) 5448(18%)
455 (94%) 54 (96%) | 359 (66%)
AgBh +200 pl 73 (4%) 305 (4%) 65 (6%) 358,9
5174 (2%) 5283(28%)

Tabulka 4:

Zeta potencial ¢astic AgBh koloidu s pfidavkem N
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Vysledky méreni jsou shrnuty v tabulce ¢.: 4. Hodnoty v ni uvedené ukazuji, Ze pfidani malého
mnoZstvi glutaminu v podstaté plvodni primérnou velikost neovlivni (viz. tabulka ¢.: 4). Je patrné, Ze
od urcité hodnoty koncentrace glutaminu (N) to prestava platit a primérna velikost se zacina
vyraznéji meénit. Pokud se koncentrace glutaminu (N) jesté zvysi, k dalsi vyrazné zméné velikosti jiz

nedochazi.

Vyhodnotili jsme jednotlivd méfeni zeta potencidlu po pfidani rliznych koncentraci glutaminu
a vysledky shrnuli v tabulce ¢.: 5. Vidime, Ze i po pfidani aminokyseliny (N) zGstava hodnota zeta

potencidlu zapornd. Vysledky také ukazuji, Ze pfi nejmensi koncentraci pridané aminokyseliny (N),

z(0stava hodnota zeta potencialu blizka hodnoté namérené u samotného koloidu.

_ Zeta potencial
Koloid+

glutamin

-27,4 | -23,4 -17,5 -16,1

AgBh
(99%) |(100%) | (100%) | (100%)

Tabulka 5: Zeta potencial ¢astic AgBh koloidu s pridavkem N

PFidani glutaminu do koloidu AgBh okamzité ovliviiuje extinkci vysledného roztoku, jak jsme
ovérili mérenim na UV-Vis. Vysledky méreni mGzZeme vidét na obrdzcich ¢.: 14 a, b, c. Sledovali jsme
jak se extinkce méni jiz po nékolika sekundach po pfidani aminokyseliny N. Na obrazcich mdzeme
sledovat kinetiku jednotlivych reakci. Po uplynuti pfiblizné 200 s je jiz reakce ukonéena a k dalSim

zménam v extinkci nedochazi.

2.0 4

—0s
20 n b AgBH +20 pL — 4s
Bs

extinkce
o
extinkce

0.5 4

L R S T S R . B S B . E— 0.0 . .
300 400 500 600 700 800 900 400 600 800

vlnowva délka (nm) vlnova délka (nm)

Obrazek 14:  Grafy UV-Vis. spekter AgBh koloidl v zavislosti na pfidaném mnoistvi glutaminu

(@2 pL,b20 L, c200 plL)
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Na obrdzku ¢.: 14 a vidime, Ze mala koncentrace pfidané aminokyseliny neovliviiuje extinkci
vzorku. Vidime pouze pas, ktery byl charakteristicky i pro samotny borohydridovy koloid. Pokud se
koncentrace pridané aminokyseliny (N) zvysi, dojde ke vzniku vedlejsiho extinkéniho pdsu okolo
hodnoty 600 nm — 650 nm, coz Ize vidét na obrazku ¢.: 14 b. Dalsi zvyseni koncentrace glutaminu
ukazuje obrazek ¢.: 14 c, kde opét vidime vznik vedlejSiho extinkéniho pasu okolo hodnoty
600 nm — 640 nm. Podobné jako u kyseliny glutamové, plati i pro glutamin, Ze namérené vysledky

DSL, méreni zeta potencidlu i UV-Vis. spekter jsou ve vzdjemné korelaci.

3.1.4 Borohydridovy koloid (AgBh) a jeho interakce

s aminokyselinami studovana pomoci SERS

Namérend SERS spektra byla zpracovana do obrazk(, tak aby na jednom obrazku byla spektra pro
stejnou koncentraci od obou dvou zkoumanych aminokyselin (kyseliny glutamové i glutaminu).
Zamérné zde uvadime toto srovnani SERS spekter a diskutujeme intenzitu SERS signdlu s ohledem na
projevy jednotlivych vzork( pfi méreni UV-Vis., jak je ukdzano v predchozich dvou kapitolach. Za
predpokladu, Ze obé zkoumané latky maji zhruba stejny ucinny prirez Ramanova rozptylu, cozZ pro
tyto dvé aminokyseliny liSici se pouze v jedné skupiné plati, Ize tak jednoznacné dokumentovat vliv
elekeromagnetického zesileni SERS pfi zvolené extinkéni vinové délce laseru. V tomto ptipadé

633 nm.

evvs

vidét, Ze pfi této malé koncentraci je namérené spektrum pro U velice kvalitni, coZ je zplUsobeno tim,
Zze SERS méreni probéhlo v rezonanci s agregovanou ¢asti vzorku (coZ potvrzuje méreni UV-Vis.
spekter, (obrazek ¢.: 13 a)). Agregace Ag nanocastic nastala Ucinkem kyseliny glutamové, proto
agregované nanocastice musi na svém povrchu nést kyselinu glutamovou. V pfipadé glutaminu se
nachazime mimo rezonanci, k agregaci nedoslo (obrazek ¢. 16) a proto nepozorujeme tak vyrazné

SERS spektrum.
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Obrazek 15:  Srovnani graft SERS spekter kyseliny glutamové a glutaminu pfi hodnotach
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Obrazek 16:  Srovnani graft SERS spekter kyseliny glutamové a glutaminu pfi hodnotach
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Obrazek 17:  Srovnani grafii SERS spekter kyseliny glutamové a glutaminu pfi hodnotach
100 pul U nebo N
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Na obrazku ¢.: 17 se SERS spektry Ize vidét, Ze vzorek s kyselinou glutamovou je stale v rezonanci,
nicméné do rezonance se dostavd i vzorek s glutaminem a jeho SERS signal opét roste. Toto zjisténi je
opét v souladu s grafy méreni UV-Vis. spekter (obrazek ¢.: 13 b pro kyselinu glutamovou a obrazek
€.:14 b pro glutamin). Na obrazku ¢.: 17 mlzeme vidét SERS spektra pro vysokou koncentraci
kyseliny glutamové a glutaminu. Z ¢erveného spektra, patficimu AgBh s kyselinou glutamovou (U),
je patrné, ze vzorek jiz neni v rezonanci tak dobre, jako tomu bylo u pfedchozich dvou koncentraci
(coz nam potvrzuje i graf z UV-Vis. méfeni na obrazku ¢.:13 c). Naopak vzorek s glutaminem se
dostava do rezonance, jak potvrzuje UV-Vis. spektrum (obrazek ¢.: 14 c). Jeho SERS signal je daleko

intenzivnéjsi nez SERS signal vzorku s kyselinou glutamovou (U).

Nyni se zaméfime na vyznam jednotlivych pasu, které mizeme v naméfenych SERS spektrech
vidét. Spektru vZzdy dominuje pds u nizkych hodnot Ramanova posunu, tj. pas se sttedem mezi
238 — 245 cm™1. S nejvétsi pravdépodobnosti tento pés prislusi vazbé Ag — N, co? usuzujeme
z dostupné literatury k interpretaci SERS spekter na Ag nano&asticich.?” v nékterych p¥ipadech
(pfedevsimu AgBh 2N, AgBh 100U) vidime, Ze pas u nizkych hodnot Ramanova posunu je znac¢né
nesymetricky (smérem k nizSim hodnotam Ramanova posunu), nejspiSe obsahuje i pds se stfedem
u~230cm™1, ktery odpovidd vazbé Ag—00C ™ 38, Méné vyrazné pasy u hodnot
~1390,~1045,~984,~833,~686,~610 a ~550 cm™! pfisuzujeme jednak boratim
a polyboratiim pritomnym na Ag nanocdasticich AgBh koloidu, jednak dusi¢nanu anionu, dale pak

valencnim a deformacnim vibracim vazeb €C,CCC,CCH,0CO0,CNH,C — COO v aminokyselinach 19,

21]

3.1.5 Borohydridovy koloid (AgBh) a jeho interakce

s kyselinou glutamovou studovana pomoci IC absorpce

Poslednim typem méfeni pomoci néhoz byly zkoumadany pfipravené vzorky je méfeni
infracervenych spekter. Na obrazku ¢&.: 18 vidime IC absorpéni spektra pro viechny koncentrace
pfidané kyseliny glutamové (U) v interakci s AgBh koloidem. Je patrné, Ze spektra obsahuji jak
charakteristické vibrace CH, OH, NH v oblasti nad 2800 cm™1, tak valenéni a deformaéni vibrace
prislusejici vazbam v aminokyseliné, boratiim, polyboratiim a dusi¢nanu anionu v oblasti "otisku
prstu" 52 predeviim pés v okoli 1730 em™1 odpovidajici charakteristické vibraci R — (C = 0) —
OH [15] ,je pro nas voditkem, Ze pracujeme s castecné volnou, tj. nedisociovanou
karboxylovou skupinou. Relativni intenzita tohoto pdasu vic¢i intenzitdm pdst u hodnot
~1600 a ~1400 cm™1, které odpovidaji karboxylovému anionu RCOO, ndm napovidd o mife

disociace. Evidentné ¢im vétsi je koncentrace kyseliny glutamové ve vysledném vzorku, tim vice je
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v prislusném vzorku volnych karboxylovych skupin a méné aminokyseliny pfitomné v disociovaném
stavu. Je nutné pfipomenout, Ze IC absorpéni spektra byla méFena aZ po odeschnuti vzorku. Takie
mira disociace karboxylové skupiny odpovida pfitomnosti aminokyseliny ve stavu soli, aneb ve

vazaném stavu na kation, kterém muGzZe byt i Ag* z povrchu stfibrné nanocastice.
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Obrazek 18:  IC absorpce interakce AgBh s kyselinou glutamovou

3.1.6 Borohydridovy koloid (AgBh) a jeho interakce

s glutaminem studovana pomoci IC absorpce
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Obrazek 19: 1€ absorpce interakce AgBh s glutaminem

Obdobné jako pro kyselinu glutamovou jsme zméfili IC absorpéni spektra pro glutamin interagujici
s AgBh koloidem. Vysledna IC spektra mGzeme vidét na obrazku &.: 19. P¥ifazeni jednotlivych pasd je
velice podobné jako u kyseliny glutamové s jedinym rozdilem NH, —: skupina vdzand pfimo na

karbonylovou skupinu, tak se tedy NH, — (C = O) — R, se projevuje vibracnimi pasy v okoli hodnoty
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~1670 cm~1. Z obrazku &.: 19 je ziejmé, Ze s rostouci koncentraci glutaminu (N) ve vysledném
roztoku, roste relativni intenzita tohoto pasu.

3.1.7 Vazba kyseliny glutamové na povrch stribrné
nanocastice AgBh

Po vyhodnoceni vSech vysledkl diskutovanych v predchazejicich kapitolach (kapitola 3.1.2,
3.1.4 a 3.1.5) jsme dospéli k zavéru, Ze pfi nizkych koncentracich kyseliny glutamové dochazi

k navdzani aminokyseliny na povrch nanocastice, tak jak je uvedeno na obrdzku ¢.: 20.

Nizka koncetrace kyseliny glutamové: g //O
&
O
AP N 2 TR
c — CHy CH —— 4 \ 2
/ . C \ Vysoké koncentrace CH— 4
/ NH, 0 kyseliny glutamové: / | AN
. I E—
Ag & Ag Ag Ag

Obrazek 20:  Schéma vazeb kyseliny glutamové na povrch stfibrné nanocastice AgBh pf¥i rtiznych
koncentracich

Zatimco pfi velké koncentraci kyseliny glutamové dochazi k navazani aminokyseliny na
povrch nanocastice, tak jak je uvedeno na obrazku ¢.: 20 vlevo. Pfi stfednich koncentracich pridavané
kyseliny glutamové probihd navazani na povrch stfibrné nanocastice nejspise obéma zpUsoby
soutasné v zdvislosti na sterickych podminkach na povrchu nanocastic. Uspofadani kyseliny

glutamové na povrchu nanoéastic AgBh koloidu odvozuji z nasledujicich indicii:

a) se zvysujici se koncentraci kyseliny glutamové prestava dochazet k agregaci vzorku (dle UV-Vis.

spekter a zmensujicich se zmén velikosti ¢astic uréenych metodou DLS),
b)stale markantnéji se zacina projevovat kladny zeta potencial vzorku,

c) priikazné (dle SERS méfeni) existuje Ag — N a Ag — O0OC vazba (druha se projevuje hlavné

u nejvyssi koncentrace kyseliny glutamové),

d) narGsta pomér volné versus disociované formy karboxylové skupiny.
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3.1.8 Vazba glutaminu na povrch stribrné nanocastice
AgBh

S uvazenim vsech vysledki tykajicich se glutaminu interagujiciho s AgBh koloidem (kapitola 3.1.3,
3.1.4 a 3.1.6) a s ohledem na znalost usporadani kyseliny glutamové jsme dospéli k zavéru, ze pfi
nizkych koncentracich glutaminu dochazi k navazani aminokyseliny na povrch nanocastice tak, jak je

uvedeno na obrazku ¢.: 21 vlevo.

®NH =0 \c//O
Nizka koncetrace glutaminu: / 3 \CH
@& 7
/ CH =~ CH, = CH, NH, \CH2
Ox \ /O \
~ o
c C CH,
/ \ N 7
0 NHQ Vysok;i koncetrace glutaminu: \
NH>
Ag Ag Ag

Obrazek 21:  Schéma vazeb glutaminu na povrch stfibrné nanocastice AgBh pfi rltznych
koncentracich

Oproti tomu, pti vysoké koncentraci glutaminu dochdzi k navazani aminokyseliny na povrch
nanocastice nejspiSe tak, jak je uvedeno na obrdzku ¢.:21 vpravo. Pfi stfednich koncentracich
pfidaného glutaminu maze jit o zplsob navazani aminokyseliny obéma zpUsoby soucasné, podle

sterickych moznosti na povrchu Ag nanocastic.

3.2  Maltéozovy (M1) koloid

3.2.1 Charakterizace maltozového koloidu

Primérna velikost pfipravenych maltézovych nanocastic, vyhodnocena z méreni dynamického

rozptylu svétla, je priblizné 44 nm (tabulka.c.: 6).

Koloid Distribuce velikosti o v .
Prumeérna
velikost /nm

56 (91%) . 28 (98%)
e 1600 (9%) | 20 (100%) | 563 (2% .2

Tabulka 6: Distribuce velikosti ¢astic maltézového koloidu
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Hodnota byla ovéfena pomoci snimk{ z transmisniho elektronového mikroskopu, ktery mizZeme

vidét na obrazku ¢.: 22.

i rs—

Obrazek 22: TEM snimek nanocastic maltézového koloidu

Vyznamnym parametrem ovliviiujicim miru schopnosti interakce s jinymi latkami je hodnota zeta

potencialu pfipraveného maltézového koloidu (M1).

Z grafu distribuce zeta potencidlu (obrazek Cislo 23) mGzZeme jasné vidét, Ze je zeta potencidl
maltézového koloidu je z ¢asti zaporny a z ¢asti kladny (pfiblizné —28,1 mV (35%), —4,6(28%),
+15,1 (10%)). Po ptipravé koloidu zlstalo v roztoku mnoho reakénich zbytkd a proto neni tento

koloid pfilis vhodny ke zkoumani interakci s dalsi latkou.

Distrubuce zeta potencialu
40000
30000 -
mw $oos
10000+ -
0 . . - 4
-200 -100 0 100 200
zeta potencial (mV)

Obrazek 23:  Graf zeta potencidlu maltézového koloidu
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Obrazek 24:  Graf UV-Vis. spektra maltézového koloidu

Pomoci UV.-Vis. spektroskopie jsme ovéfili optické vlastnosti maltézového koloidu. Namérena
hodnota extinkéniho pasu M1 koloidu je pfiblizné 403 nm (obrazek cislo 24), pravé proto ma nami

pfipraveny maltézovy koloid lehce nazloutlou barvu.

3.2.2 Maltézovy koloid (M1) a jeho interakce s kyselinou
glutamovou (U) sledovana prostrednictvim metod DLS,
meéreni zeta potencialu, UV-Vis. spekter

PFidanim réiznych objem( U o vychozi koncentraci 1.1072 M do koloidu M1 nedochazi k zadnym
vyraznym zméndm primeérné velikosti nanocastic, jak jsme ovérili pomoci série méreni shrnutych
v tabulce ¢.: 7. Kromé M1 koloidu, udavame i hodnoty pro zfedény M1 koloid, protoZe s ohledem na

vysokou extinkci plvodniho M1 koloidu bylo nutné ho pro spektroskopicka méreni fedit.

Hodnoty zeta potencidlu se pfidanim rlznych koncentraci U méni. Tyto zmény jsou shrnuty
v tabulce ¢.: 8. Vidime, Ze u samotného zfedéného koloidu je mald ¢ast (nékolik malo procent) zeta
potencidlu kladna. CoZ se ani po pridanim nejmensiho objemu (2 uL) aminokyseliny U neméni.
Naopak po pridani dvou nejvétsich objem0 kyseliny glutamové naméfime pouze zdporné hodnoty

zeta potencidlu.
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Koloid + kyselina

glutamova

Distribuce velikosti

Pramérna velikost

/nm
56 (91%) 28 (98%)
M1 20 (100%) 44,2
1690 (9%) 2568 (2%)
M1 diluted 36 (100%) 20 (100%) | 26 (100%) 31,7
M 1 diluted
35 (100%) 21 (100%) | 26 (100%) 31,7
+2 ul
M 1 diluted +20 pl 34 (100%) 23 (100%) 27 (100%) 31,7
43 (89%) 26 (99%)
M 1 diluted +200 pl 20 (100%) 37,5
937 (11%) 1161 (1%)
72 (98%) 24 (98%)
M 1 diluted +400 pl 15 (100%) 48
4632 (2%) 4899 (2%)
Tabulka 7: Distribuce velikosti ¢astic maltézového koloidu s pfidavkem kyseliny glutamové
Koloid ~ + Zeta potencial
kyselina
glutamova
diluted: diluted: diluted: diluted: diluted:
-28,1 (35%)
-42,9 (58%) |-34,6 (77%) |-28,5 (26%) |-15,6(99%)| -11,8(94%)
M1 -4,6 (28%)
15,1(10%) | -13,3 (34%) | -8,8 (17%) | -9,5 (32%) | -86,6(1%) | -48,0(4%)
13,4 (3%) +7,4 (4%) | +8,3 13%)
Tabulka 8: Zeta potencial maltézového koloidu s pridavkem kyseliny glutamové

Zméreni UV-Vis spekter u maltézového koloidu ukdzalo, Ze v pfipadé nejmensi a stfedni

koncentrace kyseliny glutamové nedojde ke zméné extinkce mérenych vzorkd, coZ je patrné z graft

na obrdazku ¢. 25. Na poslednim grafu vidime, Ze k ndznaku druhého maxima extinkéniho pasu dojde,

az pfi dosazeni vysoké koncentrace kyseliny glutamové (400 pL).
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Obrazek 25:  Grafy UV-Vis. spekter maltézového koloidu s riiznymi koncentracemi kyseliny
glutamové
3.2.3 Maltoézovy koloid (M1) a jeho interakce s kyselinou

glutamovou (U) sledovana prostrednictvim metod vibracni
spektroskopie

Byla zmérena SERS spektra jak od samotného M1 koloidu, tak i od vzorku obsahujiciho M1 koloid
a kyselinu glutamovou, jak je ukdzano na obr. ¢. 26. Uvadime zde pouze jedno méreni vzorku kyseliny
glutamové s M1 s vyuzitim laseru o vinové délce 633 nm, protoZe pro ostatni koncentrace kyseliny
glutamové byly vysledky obdobné, coz se dalo cekat s ohledem na mimorezonancni podminky.
Spektra jsou na obrdzku ¢.: 26, modré pro koncentraci (200 ul U + 250ul M1 + 750ul H,0)
a Cervené pro samotny maltézovy koloid zifedény vodou (v poméru: 250ul M1+ 750ul H,O0).
Z jejich srovnani je na prvni pohled patrné, Ze obé namérena spektra jsou témér totozna. Na modrém
spektru vidime oproti ¢ervenému spektru navic pouze jediny vyraznéjsi pik se sttedem na hodnoté

659,98 cm 1. Pravé tento pik by mohl pochazet od pridané kyseliny glutamové, ktera interaguje
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s povrchem Ag nanocastic M1 koloidu. UZ na povrchu Ag nanocastic samotnéh M1 o koloidu jsou
pfitomné uhlikaté latky, takZe pozorované pasy budou pftisluset predevsim vibracim pochdzejicim od

uhlikatych zbytkd oxidovanych cukri ze syntézy.
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Obrazek 26:  Grafy SERS spektra maltézového koloidu a maltézového koloidu s pridavkem

kyseliny glutamové
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Obrazek 27: 1€ spektra maltézového koloidu a maltézového koloidu s pridavkem kyseliny
glutamové

IC absorpéni spektra M1 koloidu s kyselinou glutamovou jsou prezentovana na obrazku &. 27.
Zamérné je ukdazan vliv koncentrace glutamové kyseliny. Zatimco spektrum s nejnizsi koncentraci
obsahuje predevsim vibraéni pasy od uhlikatych zbytk({ oxidace cukru na M1 koloidu; spektrum, kde
bylo ptidano 200 uL glutamové kyseliny, vykazuje navic jeden jediny pas, a to 1692 cm™1. Tento
pas nepochybné pfisludi aminokyseliné a odpovidd R — (€ = 0) — OH — vazbé **\. Domnivam se,
Ze doslo k interakci glutamové kyseliny s povrchem Ag nanocastic M1 koloidu, které jsou obalené
uhlikatymi zbytky z oxidace cukru na vysledné karboxylové kyseliny. Charakteristické vibraéni pasy

v oblasti nad 2800 cm ™" poukazuji na pfitomnost CH, NH a OH skupin [15, 20].
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3.2.4 Maltozovy koloid (M1) a jeho interakce

s glutaminem (N) sledovana prostrednictvim metod DLS,

méreni zeta potencialu, UV-Vis spekter:

Pfidanim rlznych objem{ glutaminu a tim dosaZeni ¢tyf rliznych vyslednych koncentraci

glutaminu do koloidu M1 nedochazi k Zadnym vyraznym zménam primérné velikosti nanocastic, jak

jsem ovéfila v sérii DLS méreni shrnutych v tabulce ¢.: 9.

Koloid +

glutamin

Distribuce velikosti

Pramérna

velikost

M 1 diluted 49 (89%) 23 (100%) 31 (97%) 42,9
+2 pl 1406 (11%) 2326 (2%)
M 1 diluted
37 (100%) 21 (100%) | 27 (100%) 32,5
+20 pl
M 1 diluted 38 (97%) 26 (98%)
20 (100%) 33,2
+200 pl 4652 (3%) 4914 (2%)
M 1 diluted 38 (99%) 26 (99%)
20 (100%) 31,5
+400 pl 4689 (1%) 4937 (1%)

Tabulka 9: Distribuce velikosti ¢astic maltézového koloidu s pridavkem glutaminu

Na rozdil od méreni velikosti nanocastic se hodnoty zeta potencidlu pro ctyfi rizné hodnoty

koncentraci glutaminu v M1 koloidu méni, coZ je shrnuto v tabulce ¢.: 10. U samotného ziedéného

koloidu M1 ukazuje méreni dvé hodnoty zeta potencidlu zdporné ajednu kladnou. Pfidanim

aminokyseliny N se vSechny hodnoty stavaji zapornymi. Pfi pfidani nejvétsi zkoumané koncentrace je

hodnota zeta potencidlu —8,5 ze 100%.
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Koloid + Zeta potencial

glutamin ‘ ‘ ‘
-28,1 diluted: diluted: diluted: diluted: diluted:
(35%) | -42,9 (58%) |-37,6 (24%) | -26,0 (61%) | -31,4 (56%) |-8,5(100%)
M -4,6 (28%)| -13,3 (34%) |-22,8 (15%) | -52,9 (19%) | -10,0 (42%)
15,1 (10%)| 13,4 (3%) | -1,9(39%) | -0,7 (10%) | -71,0 (2%)
Tabulka 10: Zeta potencial maltézovych koloidu s pfidavkem glutaminu

Kinetika reakci po pridani rGznych koncentraci aminokyseliny N byla sledovdana UV-Vis
spektroskopii. Z vyslednych obrazk( ¢.: 28a, b, ¢, d je patrné, Ze prfidanim jakékoliv koncentrace
glutaminu nedochazi ke vzniku Zadného jiného extinkéniho pdsu. Pfi vyssich koncentracich dojde

pouze ke zifedéni vzork(l (obrazky ¢.: 28 c, d).
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Obrazek 28:  Grafy UV-Vis. spekter malt6zového koloidu s riznymi koncentracemi glutaminu
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3.2.5 Maltozovy koloid (M1) a jeho interakce
s glutaminem (N) sledovana prostrednictvim metod vibracni

spektroskopie

Vysledky z UV-Vis méreni ukazuji, Ze maltdzovy koloid neni vibec vhodny k SERS méreni pfi
vyuziti laseru o vinové délce 633 nm. Presto jsme méreni provedli, abychom porovnali charakter
SERS signdlu glutaminu na M1 koloidu se signalem M1 koloidu samotného. Jako priklad uvadime
pouze jedno SERS spektrum od samotného M1 koloidu (zfedéného vodou v poméru: ( 250ul M1 +
750ul H,0) v porovnani se spektrem z vzorku obsahujicimu glutamin ve vysoké koncentraci a M1
koloid (400 ul N + 250ul M1 + 750ul H,0) na obrazku €& 29 Cervené je spektrum samotného
maltézového koloidu a fialové spektrum vzorku. MlzZeme vidét, Ze obé namérena spektra jsou témér
totozna. Evidentné opét nejvice vidime pasy od uhlikatych zbytk( oxidovaného cukru, které obaluji
Ag nanocastice M1 koloid a zabranuji tak pfimé interakci glutaminu s Ag povrchem, nebot

nepozorujeme Ag — N vazbu.

——250M1+750H,0
——250M1+750H,0+400N

173

80 A

1396

60 4

intenzita
1885 1885

40 4

20

2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400 200

Ramansky posun (cm_ll

Obrazek 29:  Grafy SERS spektra maltézového koloidu s pfidavkem glutaminu

IC absorpéni spektrum M1 koloidu s glutaminem, prezentované na obrazku €. 30 potvrzuje vyskyt
volné (nedisociované, pas 1739 cm™1) a disociované (pasy 1585 a 1463 cm™1) aminokyseliny %
ktera nejspiSe interaguje s uhlikatymi zbytky oxidace cukru obalujicimi Ag nanocastice M1 koloidu.

PFi této nejvyssi pouzité koncentraci glutaminu je evidentni vysoka intenzita charakteristickych CH

vibraci v oblasti mezi 2800 — 3000 cm ™1 159,
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Obrazek 30:  IC spektrum maltézového koloidu s pfidavkem glutaminu

3.2.6 Vazba kyseliny glutamové a glutaminu na Ag

nanocasticich malt6zového koloidu (M1)

Zvyse diskutovanych vysledkd usuzujeme, Ze na rozdil od pfipadu Ag nanocastic
Agbh koloidu, kde byl typ interakce celkem ziejmy a zavisly na koncentraci aminokyseliny, v pfipadé
maltézového koloidu nemame dostatek informaci k navrieni jednoznaéného schématu pro
zndzornéni vazby sledovanych dvou aminokyselin na povrch Ag nanocastic M1 koloidu. Jedno je
vsak jisté, nanocastice M1 koloidu jsou obalené uhlikatymi zbytky oxidace cukru (ze syntézy), které
zabranuji pfimé interakci glutaminu &i kyseliny glutamové s povrchem Ag nanocastic. Je to potvrzeno
nejen metodami vibracni spektroskopie, ale i mérfenim zeta potencidlu, extinkénimi spektry
a minimalnimi zménami ve velikostech ¢astic zmérenymi prostrednictvim DLS metody. Dochazi-li pfi
vysokych koncentracich kyseliny glutamové kinterakci s Ag nanocasticemi M1 koloidu, o ¢emi
svédci pozorovatelné drobné zmény v extinkénim spektru (kapitola 3.2.2 vysledkové casti), déje se

tak nejspiSe prostfednictvim uhlikatého obalu okolo Ag nanodastic.

3.3  Glukoézovy koloid (G1)

3.3.1 Charakterizace glukdzového koloidu

Primérna velikost pfipravenych glukézovych nanodastic je priblizné asi 58 nm. Tato hodnota je
vypoltena jako prdmérna hodnota s vysledkll DLS méfeni (viz.:tab. ¢.: 11). Prlmérnou velikost

nanocastic potvrzuje i snimek z transmisniho elektronového mikroskopu na obrazku ¢.: 31.
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Distribuce velikosti

Priamérna

velikost /nm

G1 61 (94%) 36 (1%) | 46 (15%) 58,0
11 (6%) 9 (99%) 10 (85%)

Tabulka 11: Distribuce velikosti ¢astic gluk6zového koloidu

Obrazek 31:  TEM snimek nanocastic glukézového koloidu

Distrubuce zeta potencialu
1Dm ESE B E N EE S H S AR R

vt | ORI R LT IR T ‘e RS SR - .

-200
zeta potencial (mV)

Obrazek 32:  Graf distribuce zeta potencalu glukézového koloidu
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Obrazek 33:  Graf UV-Vis. spektra gluk6zového koloidu
Vyznamnym parametrem ovliviiujicim miru schopnosti interakce s jinymi latkami je hodnota zeta

potencialu pfipraveného glukézového koloidu (G1).

Na grafu distribuce zeta potencidlu (obrazek ¢.: 32) mlieme vidét, Ze je zeta potencial
glukézového koloidu z velké &asti zéporny (pfiblizné —33,9 mV (95%), +1,1(3%),+17,5 (1%)).

Koloid ma i z nékolika malo procent kladny zeta potencial, coz neni z grafu na prvni pohled patrné.

Z grafu obrazku ¢.: 33 naméreného pomoci UV.-Vis. spektroskopie mizeme ovérit nékteré optické
vlastnosti glukdzového koloidu. Nami pfipraveny G1 koloid ma extinkéni pds samoziejmé také ve

viditelné oblasti okolo hodnoty 408 nm a proto je zbarveny do odstinG Zluté barvy.

3.3.2 Glukézovy koloid (G1) a jeho interakce s kyselinou
glutamovou (U) sledovana prostirednictvim metod DLS,
meéreni zeta potencialu, UV-Vis spekter

Vysledky mérfeni dynamického rozptylu svétla na vzorcich koloidu G1 s rlznou koncentraci
aminokyseliny U jsou shrnuty v tabulce ¢.: 12. Z vysledkl je patrné, Ze pfi mensich koncentracich
aminokyseliny U ve vysledném vzorku dochazi k velmi malému narlstu primérné velikosti
nanocastic. Naopak pfi nejvétsi zkoumané koncentraci vidime vyrazny narQst primérné velikosti

Castic z plivodnich 58 nm az na 354 nm.
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Koloid +

Distribuce velikosti

kyse“na Priamérna
glutamova velikost /nm
1 61 (94%) 36 (1%) 46 (15%) 580
11 (6%) 9 (99%) 10 (85%) :
G 1 diluted 92 (97%) 11 (100%) | 20 (98%) 66,9
G1diluted | 164 (90%)
= s 14 (100%) | 28 (98%) 88,4
G 1 diluted 94 (91%) . .
SN S 14 (100%) | 22 (100%) 61,8
. 430 (90%) 559 (46%)
€ }Z%g“tfd 5026 (6%) | 45(99%) | 5175(46%) 354
H 57 (4%) 50 (8%)

Tabulka 12: Distribuce velikosti ¢astic gluk6zového koloidu s pridavkem kyseliny glutamové

Koloid + Zeta potencial
kyselina
glutamova
-33,9 (95%) diluted: diluted: diluted: diluted:
G1 1,1(3%) | -36,9(99%) | -9,9 (50%) | -12,9 (54%) |-13,1(100%)
17,5 (1%) -30,8 (49%) | -31,5 (46%)

Tabulka 13: Zeta potencial ¢astic glukézového koloidu s pfidavkem kyseliny glutamové

Vysledky méreni zmény zeta potencidlu koloidu G1 po pfidani aminokyseliny U jsou shrnuty
v tabulce ¢.: 13. Z vysledkl je ziejmé, Ze po pfidani riznych koncentraci kyseliny glutamové zlstava

zeta potencidl vzork( zaporny.

Méreni UV-Vis spekter pro glukdzovy koloid s riznou pridanou koncentraci kyseliny glutamové je
shrnuto v grafech na obrazku ¢.: 34. Z grafu a, b na obrazku ¢.: 33 je patrné, Ze pfitomnost nejmensi
a stfredni koncentrace kyseliny glutamové nema na vyslednou extinkci Zadny vliv. Naopak vétsi
koncentrace kyseliny glutamové (200ul) pfitomnd v glukdzovém koloidu vede okam?zité po nékolika
sekundach od pridani aminokyseliny U ke vzniku druhého extinkéniho pdsu s maximem okolo

hodnot (630 — 680 nm), coz mGzeme vidét na grafu c obrazku ¢.: 34.
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Obrazek 34:  Grafy UV-Vis. spekter glukézového koloidu s rlznymi koncentracemi kyseliny

glutamové

3.3.3 Glukodzovy koloid (G1) a jeho interakce s kyselinou
glutamovou (U) sledovana prostirednictvim metod vibracni

spektroskopie

Méreni SERS spekter probéhlo pro vSsechny koncetrace pfidané kyseliny glutamové. Nicméné, jak
uz bylo patrné z grafl UV-Vis spektroskopie, nejvhodnéjsim vzorkem pro SERS méreni je vzorek
s pfidanym objemem 200uL kyseliny glutamové (obrazeké.: 34 graf c). Vysledné SERS spektrum
(Cervené) z tohoto vzorku je na obrazku ¢. 35 porovnano se SERS spektrem samotného G1 koloidu
(zelené spektrum). Pfi porovnani obou namérenych spekter, vidime Ze jsou obé témér totozna (aZ na
jeden pas 1538 cm™1) a Ize tedy fict, Ze pfidanim kyseliny glutamové do glukézového koloidu se

1 u7 ve spektru

SERS spektra pfilis nezméni. Je dllezité poznamenat, Ze zietelné vidime pas 223 cm™
G1 koloidu. Tento pas svéd¢i o vazbé Ag — 00C — R 1381, vyskyt této vazby je logicky s ohledem na

pfitomnost glukonovych a glukuronovych kyselin vznikajicich coby oxidacni produkty redukce
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stiibrnych kationt %\ Tyto glukonové a glukuronové kyseliny natolik ,,chrani povrch Ag nanodastic

G1 koloidu, Ze nedochazi k jeho primé interakci s kyselinou glutamovou.
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Obrazek 35:  Grafy SERS spektra glukézového koloidu a glukézového koloidu s pridavkem

200pL kyseliny glutamové
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Obrazek 36: 1€ spektrum glukézového koloidu s pfidavkem kyseliny glutamové

Méienim IC absorpénich spekter jsme pozorovali predeviim charakteristické vibrace od
CH,0OH,NH, dale pak voblasti ,otisku prstu” i valencni a deformacni vibrace od disociované

karboxylové kyseliny > 20,

Pro ukdazku je uvedeno spektrum s glutamovou kyselinou na Ag
nanocasticich G1 koloidu, kde je koncentrace glutamové kyseliny stejnd jako v ptipadé
prezentovaného SERS spektra (pridavek 200 pL) na obrazku ¢. 29. Ackoliv ukazuji pouze wvyssi
koncentraci glutamové kyseliny ve vysledném vzorku, tak je zfejmé, Ze disociovana forma
karboxylové kyseliny zde dominuje. To miZe byt zplsobeno tim, Ze na povrchu Ag nanocastic G1

koloidu jsou jiZz pfitomné glukonové a glukuronové kyseliny, které svou interakci s glutaminem

pfispivaji k dominujicimu signalu od disociované karboxylové skupiny.
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3.3.4 Glukodzovy koloid (G1) a jeho interakce

s glutaminem (N) sledovana prostiednictvim metod DLS,

meéreni zeta potencialu, UV-Vis spekter

Pridanim rdznych koncentraci aminokyseliny N ke koloidu G1 dojde k malému narlstu priimérné

velikosti ¢astic z plvodnich asi 58 nm aZ k 86 nm. P¥i nejvyssi zkoumané koncentraci uz neni nar(st

pramérné velikosti tak velky jako u predchozich koncentraci. Vysledky celého méreni velikosti ¢astic

metodou DLS pro koloid G1 jsou shrnuty v tabulce ¢.: 14.

Koloid + glutamin

Distribuce velikosti

Pramérna

velikost /nm

61 (94%) 36 (1%) 46 (15%)
G1 58,0
11 (6%) 9 (99%) 10 (85%)
G 1 diluted 92 (97%) | 11(100%) | 20 (98%) 66,9
80 (100%)
G 1 diluted +2 pl 12 (100%) | 21 (100%) 57,3
20 (9%)
120 (99%) 23 (99%)
G 1 diluted +20 pl 13 (100%) 69,3
4311 (1%) 4691 (1%)
110 (89%) 78 (4%)
G 1 diluted +200 pl 20 (9 %) 6 (100%) | 16 (30%) 82,7
5388 (1%) 5450 (1%)
127 (98%) 41 (93%)
G 1 diluted +400 pl 22 (100%) 96,2
5364 (2%) 5429 (7%)
113 (90%) 82 (7%)
G 1 diluted +600 pl 16 (9%) 13 (100%) | 15 (91%) 86
5383 (1%) 5446 (2%)

Tabulka 14: Distribuce velikosti ¢astic glukézového koloidu s pridavkem glutaminu

Oproti predchozimu, se hodnoty zeta potencialu pfidanim rdznych koncentraci N ke koloidu G1

méni, coz je shrnuto v tabulce ¢.: 15. Pfidanim aminokyseliny N se vsSechny hodnoty stavaji

zapornymi. Pfi dosazeni nejvétsi zkoumané koncentrace je hodnota zeta potencidlu —10,2 ze 100%.
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Zeta potencial

-33,9(95%) | diluted: diluted: diluted: diluted: diluted: diluted:
G1 +1,1 (3%) +6,9 (8%) -7,8 (30%) -5,0 (75%)
+17,5 (1%) | -36,9 (99%) | -32,2 (91%) | -37,3 (70%) | -30,0 (25%) | -7,9 (100%) |-10,2 (100%)
Tabulka 15: Zeta potencidl ¢astic glukézového koloidu s pfidavkem glutaminu
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Obrazek 37:

Grafy UV-Vis. spekter glukézového koloidu s rliznymi koncentracemi glutaminu

Vysledky z méreni UV-Vis. spekter mlizeme vidét jako grafy na obrdzku €.: 37. Je z nich patrné, ze

pridani jakékoliv koncentrace glutaminu do glukézového koloidu vyslednou extinkci vzorku vibec

nezméni, maximalné trochu poklesne vlivem fedéni koloidu.
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3.3.5 Glukodzovy koloid (G1) a jeho interakce
s glutaminem (N) sledovana prostrednictvim metod vibracni

spektroskopie
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Obrazek 38:  Grafy SERS spektra glukézového koloidu a glukézového koloidu s pridavkem
100pL glutaminu

Grafy méreni extinkCnich spekter ukazuji, Ze glukdzovy koloid neni vhodny k SERS méreni vyuzitim
laseru o vinové délce 633 nm. | presto bylo méreni provedeno. Opét pro demostraci vysledk(
uvadim pouze spektra pro vybranou koncentraci glutaminu v porovnani se SERS spektrem od
samotného G1 koloidu. Spektra jsou ukazana na obrdazku €. 38. Cervené je opét spektrum samotného
glukézového koloidu ziedéného vodou (v poméru: 250ul G1 4+ 750ul H,0) a fialové spektrum
s koncentraci vzorku (100 ul N + 250ul G1 + 750ul H,0). Z obréazku je patrné, ze obé namérend
spektra jsou témér totoind. Lze tedy fict, Ze po pridani jakékoliv koncentrace glutaminu do
glukézového koloidu se SERS spektra nezméni. Obdobné jako tomu bylo v pfipadé kyseliny

glutamové, tak i zde je evidentni pas u ~220 cm™1, ktery pfislusi Ag — 00C — R vazbé (8],

IC absorpéni spektra vzorku G1 koloidu s pfidavkem glutaminu jsou prezentovana na obrazku
€. 39. Kromé charakteristickych vibraci CH,NH a OH, si lze v oblasti ,otisku prstu”“ vSimnout
vyhradné pasud disociované formy karboxylové kyseliny 2%, plati zde prakticky totéZ, co uz bylo

napsano v pripadé kyseliny glutamové a jeji interakce s G1 koloidem.
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Obrazek 39:  IC spektrum glukézového koloidu s pfidavkem glutaminu

3.3.6 Vazba kyseliny glutamové a glutaminu na Ag

nanocasticich glukézového koloidu (G1)

Obdobné jako tomu bylo v pfipadé maltézového koloidu, tak ani v pripadé glukézového koloidu
nelze jednoznacné graficky vyjadfit typ interakce dvou vybranych aminokyselin s povrchem Ag
nanocastic G1 koloidu. Na zakladé vsech namérenych, vyse prezentovanych a diskutovanych dat lze
prohldsit, Ze Ag nanocastice G1 koloidu jsou obalené glukonovymi a glukuronovymi kyselinami
vznikajicimi pfi syntéze nano&astic, jak jiz bylo nedavno publikovano % Tyto karboxylové kyseliny
pak nejspise zabranuji pfimé interakci glutaminu &i glutamové kyseliné s povrchem Ag nanoddstic G1
koloidu. Je to potvrzeno nejen metodami vibracni spektroskopie (kde se vSsak mohou pasy od téchto
karboxylovych kyselin prekryvat s pasy od aminokyselin), ale i méfenim zeta potencialu, extinkénimi

spektry a minimalnimi zménami ve velikostech ¢astic zmérenych prostfednictvim DLS metody.
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Zaver

V teoretické casti prace jsme z dostupnych zdrojli zpracovali teoreticky nahled na stfibrné koloidni
roztoky, pfipravu solll a jejich vyznamné optické vlastnosti. Shrnuli teoretické poznatky o stfibrnych
nanocasticich a jejich pfipravé. Uvedli potfebnou teorii k méficim metodam vyuzitym k charakterizaci
pripravenych koloidd a charakterizaci jejich interakci s aminokyselinami (TEM, DLS, UV-Vis., zeta
potencial, SERS, IC). V zavéru této Easti jsou predstaveny ob& aminokyseliny: kyselina glutamova

i glutamin.

V experimentalni ¢asti prace popisujeme pripravu tfech koloidl pripravenych rdznymi metodami:
borohydridového, maltézového a glukdzového. Nasleduje popis pfipravy vzork(l pro jednotliva

méreni a popis prabéhu samotnych méreni.

Vysledkova ¢ast v prvni kapitole shrnuje zakladni charakterizaci samotného borohydridového
koloidu. Nasleduje vyhodnoceni méreni TEM, zeta potencialu, DLS a UV-Vis. pro vzorky s pfidavkem
kyseliny glutamové i glutaminu v raznych findlnich koncentracich. Déale vyhodnocujeme
a porovnavdme naméfend Ramanova spektra pro obé aminokyseliny v rlznych findlnich
koncentracich. Vyhodnocujeme a porovnavdme naméfena IC spektra. V zavéru prvni kapitoly
uvazujeme o mozném zpUsobu navazani aminokyselin na Ag nanocastice s ohledem na vysledky
vsech predchozich méreni. Kazdd aminokyselina se na povrch vaze jinym zplUsobem. Zplsob
interakce se lisi pfi nizké a vysoké finadlni koncentraci dané aminokyseliny, pfi stfednich koncentracich

dochazi k obéma zplsoblim interakce soucasné u obou aminokyselin.

Druha kapitola vysledkové casti shrnuje zakladni charakterizaci samotného maltézového koloidu,
po ni nasleduje vyhodnoceni méreni, zeta potencidlu, DLS a UV-Vis. pro vzorky s ptridavkem kyseliny
glutamové iglutaminu v rdznych findlnich koncentracich. Nasleduje vyhodnoceni a porovnavani
Ramanova spektra pro obé aminokyseliny v rliznych koncentracich. Vyhodnoceni a porovnani
namérenych IC spekter. VV zavéru druhé kapitoly uvaZzujeme o tom, Ze nelze jednoznaéné uréit zpsob
interakce mezi aminokyselinami a maltézovym koloidem. Vysledky ukazuji, Ze nejspiSe k primé
interakci nedochdzi, protoZe povrch Ag nanocastic je obalen uhlikatymi zbytky oxidace cukru

pochazejicimi ze syntézy koloidu.

Treti kapitola vysledkové casti shrnuje zakladni charakterizaci samotného glukézového koloidu a
po ni nasleduje vyhodnoceni méreni, zeta potencidlu, DLS a UV-Vis. pro vzorky s pridavkem kyseliny
glutamové i glutaminu v rdznych finadlnich koncentracich. Nasleduje vyhodnoceni a porovnavani

Ramanova spektra pro obé aminokyseliny v rdznych koncentracich. Vyhodnoceni a porovnani
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naméfenych IC spekter. Zavérem treti ¢asti je shrnuti interakce glukézového koloidu a obou
aminokyselin. Vysledky ukazuji, Ze k pfimé interakci nedochazi, protoZe povrch Ag nanocastic je

obalen glukonovymi a glukuronovymi kyselinami vznikajicimi pfi samotné syntéze nanocastic.
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Interaction of Glutamic acid and/or Glutamine
@ with three different types of Ag nanoparticles
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