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Abstrakt

Tato prace shrnuje poznatky o magnetickych nanocasticich (MNPs), funkcionalizaci jejich
povrchu, a jejich vyuziti v riznych oblastech. V literarni resersi popisuje vyuziti magnetickych
naoncastic v separacnich technikdch analytick¢é biochemie pro separaci nukleovych kyselin a
proteinii. V experimentalni ¢asti se zabyva syntézou MNPs metodou koprecipitace soli Zeleza a
naslednou modifikaci jejich povrchu. Pii pfipravé MNPs byl sledovan vliv pfitomnosti PEG
Vv reakéni smési a vliv teploty na vysledné vlastnosti MNPs. Povrch MNPs byl modifikovan dvéma
riznymi metodami, metodou emulzni polymerace s vychozimi latkami MMA a AAc, a metodou
karboxylace pomoci 11- merkaptoundekanové kyseliny. PEG ani teplota neméli témét zadny vliv
na vlastnosti ptfipravenych MNPs. Navézani karboxylovych skupin se podafilo pouze pii pouZziti

metody emulzni polymerace.

Klicova slova: Magnetické nanocastice, syntéza, funkcionalizace, emulzni polymerace,
karboxylové skupiny

Abstract

This work reports on knowledge of magnetic nanoparticles, modification of their surface and
their using in different areas. Literature review describes using MNPs in separation techniques of
analytic biochemistry to imobilizate nucleic acids and proteins. The matter of experimental part is
synthesis of MNPs using coprecipitation of iron salts and next modification of their surface. In
MNPs preparation the effect of the presence of PEG in the reaction mixture and the temperature
effect on the resulting properties of MNPs was examined. MNPs surface was modified by two
different methods, emulsion polymerization method with precursors MMA and AAc, and
carboxylation method using 11 -mercaptoundecanoic acid. PEG or temperature had little effect on
the properties of the prepared MNPs. Establishing carboxyl groups succeeded only when the
method of emulsion polymerization was used.

Key words: Magnetic nanoparticles, synthesis, functionalization, emulzion polymeration,
carboxyl groups
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1 Uvod

Dnes jsou nanotechnologie popularnim tématem, které zasahuje do celé fady prumyslovych

odvétvi 1 védnich obort od elektroniky az po medicinu.

Patii sem i magnetické nanocastice, které jsou v poslednim desetileti intenzivné zkoumany pro
jejich unikatni magnetické vlastnosti. Od doby jejich objevu jiz bylo vyvinuto mnoho syntéznich
metod a postupt funk¢énich modifikaci jejich povrchu. Magnetické partikule jsou obvykle

pfipravovany synteticky, ale mohou byt izolovany i z magnetotaktickych bakterii.

Magnetické ¢éstice jsou oblibené pro své malé rozméry, které se pohybuji v jednotkach nano- az
mikro- metrt, a Castice tak mohou snadno pronikat do potfebnych mist. Z tohoto divodu mohou
nanocastice interagovat s organismy na bunécéné urovni, coz je predurcuje i pro medicinské ¢i
biomedicinské aplikace. Na vhodné upraveném povrchu magnetické nanocastice lze imobilizovat
cilovou molekulu ¢ehoz lze vyuzit napf. pii cileném zavadéni 1éCiv nebo Vv biosepara¢nich
chemickych postupech pro izolaci DNA, RNA a nukleovych kyselin, ¢i proteind. Zakladni
pozadavky, které jsou kladeny na ¢astice pouzivané v medicing, jsou biokompatibilita,
biodegradabilita a netoxicita. Pokud jsou nosi¢e uréeny pro prumyslové aplikace, nemély by
ohrozovat zivotni prostiedi a jejich ptiprava musi byt jednoducha a levna.

Tato bakalaiska prace se zabyva obecnym popisem syntézy a funkéni modifikace povrchu
magnetickych nanoc¢astic na bazi oxidi Zeleza, které¢ umozni jejich dalsi pouziti v bioseparacnich
analytickych metodach.

Cilem této prace bylo syntetizovat magnetické nanocastice oxidi zeleza metodou koprecipitace

zeleznatych a zelezitych soli a provést modifikaci povrchu navazanim karboxylovych skupin a

dokazat ptitomnost téchto karboxylovych skupin.



2 Magnetické nanocastice

Magnetické nanocastice jsou castice Srozmérem obecné 1 az 500 nm, které mohou byt
manipulovany vnéj§im magnetickym polem. Obvykle obsahuji néktery z magnetickych prvk, jako
jsou zelezo, kobalt, nikl nebo jejich chemické slouceniny, napt. spinely MgFe,O4, MnFe;Qy,
CoFe,04 nebo slitiny CoPts, FePt [1-2]. Mezi nejznaméjsi patii magnetické nanocastice na bazi
oxidu Zeleza. Existuje celkem 16 oxidu zeleza, které zahrnuji oxidy, oxi-hydroxidy a hydroxidy. Ve
v&tsing t&chto sloudenin se Zelezo vyskytuje v trojmocném stavu (Fe**). Existuji tfi sloudeniny,
FeO, Fe,03 a Fe;04, ve kterych je obsaZeno dvojmocné Zelezo (Fe®"). Oxid Zeleznaty, FeO, ktery
obsahuje pouze Fe?*, se v prirod& vyskytuje jako mineral wiistit. Oxid Zeleznato- Zelezity, FesO4
(magnetit), je derny feromagneticky mineral, ktery obsahuje (Fe?" i (Fe®"). Oxid Zelezity, Fe,0s, ma
nékolik krystalovych forem (a-Fe,Os, B-Fe,Os, y-Fe,O3 a &-Fe;03) z nichz nejznaméjsi jsou
hexagonalni a-Fe,O3 s mineralogickym nazvem hematit a kubicka spinelova modifikace y-Fe,Os
znama pod nazvem maghemit [3]. Z uvedenych oxida zeleza jsou Vv popiedi zajmu hlavné magnetit
(Fe304) a maghemit (y-Fe,03).

Magnetické nanocastice maji velmi dobré chemické a fyzikalni vlastnosti, vysokou koercivitu,
nizkou Curicovu teplotu a vysokou magnetickou susceptibilitu [4]. Dalsi vyhodné aplikacni
vlastnosti jsou vysoka tvrdost, chemicka a termicka stabilita i polymorfni charakter, ktery lze
kombinovat s unikatnimi magnetickymi, elektrickymi, optickymi, katalytickymi ¢i sorpénimi
vlastnostmi nanocastic jednotlivych strukturnich forem [5]. Pokud maji MNPs velikost mensi nez
30 nm, pak mohou vykazovat superparamagnetické vlastnosti. V tak malych rozmérech castic
existuje pouze jedna doména (magneticka monodoména), a dusledkem je magnetizac¢ni cyklus bez

hysteréze [6].

Diky své netoxicite, biokompatibilité a nizkym vyrobnim nékladiim, je mozné jejich pouziti
v Siroké Skale mnoha obort. [7]. Pro praktické vyuziti modifikovanych ¢astic v biologickych
védach je dulezité, aby byl jejich povrch vhodny pro navazani biomolekuly, nebo byl

biokompatibilni, a to bud’ bioaktivni, nebo bioinertni [8].
2.1 Vyuziti magnetickych nanocastic

Specifické vlastnosti magnetickych nanocastic umoznuji jejich vyuziti v ruznych oblastech.
V oblasti biomediciny to mohou byt naptiklad magneticka separace, cilend distribuce 1€cCiv,
hypertermie, magnetofekce ¢i jako kontrastni latka pro magnetickou rezonanci. Déle se s
magnetickymi nanocasticemi na bazi oxidu Zeleza mizeme setkat naptiklad jako s katalyzatory,
transparentnimi pigmenty, pii produkci senzori plynl, magnetickych zaznamovych medii,

ferrofluidu (ferrokapalin) ¢i pii dekontaminaci a ¢isténi odpadnich vod [10].

Ve fazi klinického testovani je jiz pouziti magnetickych nanocéstic na bazi oxidl Zeleza jako
kontrastniho materidlu ke zvySeni citlivosti MRI (magnetické rezonance). Zobrazovani pomoci
magnetické rezonance je velmi vyhodné pro zobrazovani mekkych tkani. Hojné se vyuziva napft. pii

diagnostikach nadort vnitinich organti nebo kardiovaskularnich onemocnénich [11].



Dalsi moznosti vyuziti je také cilené zavadéni leki. Zde se vyuzivd pravé unikatnich
magnetickych vlastnosti, diky kterym by bylo mozné pomoci vnéjSiho magnetického pole presné

nasmérovat magnetické nanocastice do konkrétniho mista v pacientové organismu [12].

Jako vyhodné se jevi vyuziti magnetickych nanocéstic pii 1é€bé rakoviny tzv. hypertermii.
Terapie hypertermii je zalozena na vystavéni tkan¢ vysokym teplotam. Vyzkum ukézal, Ze vysoké
teploty mohou poskodit a zabit rakovinné buiky, pficemz okolni zdrava tkan je poSkozena
minimalné [12]. Jednou z moznosti, jak dosdhnout lokalni hypertermie je nahromadéni MNPs v
misté zasazeném rakovinou a nasledné umisténi pacienta do proménného magnetick¢ho pole s
vysokou frekvenci [13]. Diky tomu dojde k rozkmitani pfitomnych nanocastic, ¢imz se v misté
nadoru vyrazné zvysi teplota. Tato metoda je jiz ve fazi klinického testovani na lidech, ale je témét
vzdy kombinovana s jinou, konvencni formou 1é¢by, jako je ozafovani nebo chemoterapie. Diky
vyuziti hypertermie je vSak naddorova tkan daleko citlivéjsi, a proto nejsou nutné tak vysoké davky

ozéfteni popf. cytostatik aplikovanych pti chemoterapii.

Magnetické nanocéstice tvofené zelezem s oxidacnim ¢islem 0 (F e?) se diky svym mimofadnym
redukénim schopnostem a velkému povrchu s tspéchem pouzivaji k ¢isténi odpadnich vod. Jsou
schopny redukovat celou fadu toxickych chlorovanych uhlovodika za vzniku neskodnych chlorid
zeleza a dokazou také redukovat rozpustné slouceniny tézkych kovu, jako je uran, olovo, arzen

nebo chrom, které se poté stavaji nerozpustnymi a lze je z daného prostiedi odstranit [14-15].
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Obr. 1 Prubéh bioseparace pomoci MNPs

Magnetické ¢astice maji rovnéz velky potencidl k aplikaci v magnetické separaci, kdy usnadnuji
a urychluji nékteré bézné pouzivané separacni postupy. Umoziuji manipulaci, separaci a izolaci
zvolenych organickych ¢i anorganickych sloucenin, biomolekul (proteiny, peptidy, nukleové
kyseliny) a dokonce i bunck a bakterii z heterogennich systémil. Separace proteinii pomoci
magnetickych Castic je ve vétsSing piripadl realizovana prostfednictvim afinitnich interakci, avsak 1ze
vyuzit také interakce hydrofobni a iontové, popf. vodikové vazby. Afinitni ligandy, jeZ byly
imobilizovany na povrch magnetickych ¢astic, zahrnuji barviva — Cibachrom Blue F3GA nebo
Reactive Red 120; chelaty pfechodnych kovi — Ni%, Cu®*; monoklonalni protilatky; streptavidin;
inhibitory enzymt a jiné. Magnetické nosie, na jejichz povrch je ukotven kratky usek
oligonukleotid, jsou vhodné pro rychlou a selektivni izolaci nukleovych kyselin, DNA a RNA. Na
zaklad¢ komplementarity bazi dochédzi k parovani (hybridizaci) mezi fetézcem oligonukleotidii
a cilovou nukleovou kyselinou. Pfi pouziti magnetického separac¢niho zafizeni je takto navdzana

nukleova kyselina lehce odstranéna z analyzovaného vzorku (sérum, plasma, homogenaty
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zivocisSnych nebo rostlinnych tkéani, bunécné lyzaty). Po vazbé cilovych molekul na magnetické
nosi¢e dojde k separaci cCastic s navazanou latkou pfilozenim magnetického pole. K uvolnéni
izolované latky dochazi po promyti komplexu magneticka ¢astice — navazana latka. Pak jsou nosice
odseparovany pusobenim magnetického pole a ptivodné navazana latka zastava v roztoku (Obr. 1).
Magnetické separace jsou jednou z perspektivnich moznosti, jak ve vybranych ptipadech urychlit
nebo usnadnit nékteré bézné pouzivané postupy a metody. Obecné je pouziti selektivni magnetické
separace vyhodné zejména v heterogennich suspenznich systémech. V soucasné dob¢ se magnetické
separace vyuzivaji predevS§im v mikrobiologii, buné¢né biologii, molekularni biologii, 1ékafstvi,
biochemii, biotechnologiich a ekologii. Pro separaci v magnetickém poli je potfebné zakladni
vybaveni, pfedevsim vhodny magneticky separator a, podle charakteru prace, piislusny magneticky
sorbent [16].

Vyuziti magnetické separace je velmi vyhodné zejména pfti izolaci biologicky aktivnich latek,
subcelularnich organel i celych bunék, protoze redlné vzorky obsahuji ptimési, které snizuji citlivost
detek¢nich metod. V porovnani s klasickymi metodami je prace s magnetickymi casticemi rychla,
jednoduchd, dostatecné citlivd a bezpecna. Ptikladem jiné aplikace je tzv. imunomagnetické
separace bun¢k, napf. bunék rodu Salmonella z readlnych vzorktl potravin, pomoci magnetickych
mikrocastic s navazanymi protilatkami pro rod Salmonella. Proto je napi. perspektivni pouziti
magnetickych sorbentl v aplikované enzymologii pfi izolaci a imobilizaci enzymi. Tyto sorbenty
umoznuji selektivni separaci enzymi z heterogennich systémt napt. ptimo z kultivacnich médii,
suspenzi dezintegrovanych buné€k, z tkanovych kultur 1 dalSich zdroji. Imobilizace enzyma na
magnetické nosice je vyhodna vzhledem k tomu, Ze takto modifikovany biokatalyzator je mozno
pomoci magnetického pole snadno odstranit ze systému po prob&hnuti enzymové reakce. Pro
izolaci biologicky aktivnich latek, bun€k a bunéénych organel se Casto vyuzivaji dvoufdzoveé
systémy vodnych roztokd dvou polymerd (napt. dextranu a polyethylenglykolu) nebo polymeru a
soli. Jednou z nevyhod tohoto zplsobu separace je pomérné dlouha doba potiebna k oddéleni
jednotlivych fazi. Bylo zjisténo, Ze piidanim magnetickych oxidi Zeleza (v pfitomnosti
magnetického pole) se oddéleni fazi urychli. Velmi Casto se magnetickych technik pouzivd v
molekularni biologii pfi praci s nukleovymi kyselinami. VyuZiva se pfitom skutecnosti, zZe vétSina
eukaryontni m-RNA obsahuje na 3’konci polyadenylovy fetézec a dochazi tedy k parovani bazi.
Alternativné je mozné pouzit oligodeoxythimidin s imobilizovanym biotonemt po hybridizaci s m-
RNA je vznikly komplex izolovan pomoci magnetickych castic nesoucich streptavidin. K izolaci
eukaryotnich mRNA, se pouzivaji komeréné dostupné magnetické castice Dynabeads®
Oligo(dT)25 (Invitrogen Dynal AS) nesouci oligodeoxythymidin. Izolovanou m-RNA lze poté
vyuzit k syntéze c-DNA. Izolace biotinylovanych biologickych aktivnich latek pomoci
streptavidinu imobilizovaného na magnetické nosi¢e je velmi casto pouzivanou metodou.
Magnetické sorbenty byly pouzity 1 pro izolaci DNA vazebnych proteinti, pii detekci
amplifikovanych sekvenci DNA, pfi izolaci vektort a pii mnoha dalSich aplikacich [12].
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2.2 Priprava magnetickych nanocastic

MNPs na bazi oxidi zeleza lze pfipravit mnoha zpUsoby: ptres mikroemulze [17], sol-gel
syntézy, sonochemické reakce, hydrotermalni reakce, hydrolyzy a termolyzy prekurzori [18],
prutokové injek¢éni syntézy [19-20] ¢i elektrosprejové syntézy [21]. Pii syntéze je vzdy kladen
velky dliraz na kontrolu velikosti ¢astic. Tyto syntetické poStupy v sobé zahrnuji i separacni procesy
vedouci k izolaci magnetickych nanocastic o definované velikosti nebot’ ptipravené Castice nejsou
jednotné ve velikosti. Separacnimi procesy obvykle byvaji ultracentrifugace a magneticka
filtrace [24-27].

Nejpouzivangj§i metodou piipravy magnetickych nanocastic oxidi Zzeleza je chemicka
koprecipitace soli Zeleza [28]. Koprecipitace je oznatovana za nejjednodussi a zaroven nejacinngjsi
metodu piipravy FezOs magnetickych nanocastic. Mezi jeji vyhody patii nizkd cena a velké
mnozstvi Castic, které lze touto metodou pfipravit [22-23]. Principem této metody je srazeni
roztoku zeleznatych a zelezitych soli alkalickym roztokem, nejlépe v neoxidacni atmosféte [22—23].

Probihajici reakci formalné popisuje rovnice 1:

Fe® +2Fe* +80H™ — Fe,0, +4H,0 (1)

Pro dokonalé vysrazeni Fe3O4 je nutné pH v rozmezi 8-14. Zrovnice 1 je patrné, ze pro
stechiometrickou konverzi je nutné, aby byly Zeleznaté a Zelezité soli v roztoku smichany v
molarnim pomé&ru 1:2. JelikoZ jsou soli Fe?* nachylné k oxidaci, byva ¢asto publikovan molarni
pomér Zeleznatych a Zelezitych soli v roztoku o néco vyssi nez 0,5. Koprecipitacni reakce v sobé
zahrnuji dvé faze. V prvni kratké fazi, oznacované jako nukleace, se tvoii jadra budoucich krystala,
kdy koncentrace rozpusténych latek prekroci kritické nasyceni. Ve druhé fazi dochazi k pomalému
ristu jader krystald difiizi rozpusténych latek k povrchu c¢astic. Aby byly nanocastice
monodisperzni, mély by se tyto dvé faze od sebe oddelit a fazi ristu by se mélo zcela zamezit.

Velikost monodisperznich ¢astic je pak urcena rychlosti s jakou nukleace prob&hne.

Nastavenim rtiznych parametrli, jako jsou molarni pomér Fe?*/Fe**, rychlost michani, reakéni
teplota, volba vhodného pH, volba vhodné iontové sily, pouzitd baze, jeji koncentrace, apod., Ize
ovlivnit velikost, tvar i povrchové vlastnosti vyslednych c¢astic. [22-24,28-30]. Pro kontrolu
velikosti nanocastic se n€kdy pridavaji chelatujici organické latky (nmapf. kyselina citronova,
glukonova, olejova) nebo polymery (dextran, polyvinylalkohol, polyethylenglykol) [31]. | zde
zélezi na jejich koncentraci a volbou vhodného poméru mezi solemi Zeleza a organickymi latkami

1ze tidit velikost krystalovych jader [32].

2.3 Funkcionalizace povrchu magnetickych nanocastic

Povchova modifikace MNPs potlacuje interakce mezi ¢asticemi a umoziuje vneseni
specifickych funkénich skupin, které dovoluji navazani zvolenych cilovych latek (Obr. 2). Takto

upravené castice pak lze vyuZzit pro imunostanoveni, enzymatickd stanoveni, DNA hybridizace,

11



bioseparace nukleovych kyselin, proteini apod. V piipad¢ klinického vyuziti magnetickych
nanocastic je nutné povrch ¢astic vhodné upravit, aby byly biokompatibilni a netoxické [33].
Pouziti magnetickych nanocéstic zavisi na jejich stabilit¢ za rtznych podminek. Magnetické
nanocastice maji Vv roztoku tendenci se shlukovat, aby snizily energii spojenou s jejich velkym
povrchem vzhledem k malému objemu a nejsou stabilni pro delsi ¢asové obdobi. Jejich povrch je
tteba modifikovat vhodnou inertni nizko- ¢i vysokomolekuldrni latkou. Agregace magnetickych
nanocastic je také podminéna jejich kritickym primérem. Kazda ¢éstice se chova jako samostatna
magnetickd doména v ur¢itém rovnovazném poméru mezi energii stén takové domény a statickou
magnetickou energii vlastniho materidlu castic. Pokud je pomér piekroCen, je pro castice

energeticky vyhodné&jsi tvorit agregaty [34].

Pro existenci magnetickych koloidnich suspenzi je zasadni stabilizace magnetickych nanoc¢éstic
oxidi zeleza. V roztoku na nanocastice ptisobi Van der Waalsovy, elektrostatické a magnetické sily.
Pokud by odpudivé a pfitazlivé sily nebyly v rovnovéze, astice by se shlukovaly. Atomy Zeleza se
na povrchu magnetickych nanocastic oxidu Zeleza chovaji jako Lewisovy kyseliny. Ve vodném
prostfedi molekuly vody koordinuji s atomy zeleza jako donory volnych elektronovych part.
Molekuly vody disociuji a na povrchu magnetickych castic jsou hydroxylové skupiny. Tyto
hydroxylové skupiny maji amfoterni charakter a v zavislosti na pH udé@luji ¢astici pozitivni nebo
negativni naboj. Ke stabilizaci magnetickych nanocéstic lze pouzit celou fadu anorganickych,

organickych nebo polymernich latek. [34].

Obr. 2 : Magneticka nano¢astice s funkcionalizovanym povrchem
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Modifikace povrchu magnetickych nanoc¢astic mize byt realizovana s vyuzitim anorganickych 1

organickych latek. Nékteré jsou uvedeny v pichledu v tabulce 1.

Tabulka 1: Latky vhodné pro funkcionalizaci povrchu MNPs [41].

3- aminopropyltriethoxysilan
Latky anorganické Al203
Sio2

Au

polyethylenglykol
_ polyvinylalkohol
_ polymethylmethakrylat
kys. stearova, olejova
]

| Litky anorganické. |

]

/

Pro separaci nukleovych kyselin se ¢asto vyuZivd magnetickych nanoc¢éstic modifikovanych
karboxylovymi skupinami a streptavidinem.

Streptavidin je protein vykazujici nizsi specifické interakce. Sklada se ze ¢ty podjednotek
(vazebnych mist pro biotin), jeho molekulova hmotnost je ptiblizn€¢ 66 kDa (isoelektricky bod 6.1),
piicemZ neobsahuje zadné sacharidy ve své molekule. Zminény protein ziskal své jméno podle
dychtivosti (avidity) s jakou se vaze k biotinu (vitamin H). Bylo zji§téno, Ze disocia¢ni konstanta
této vazby se pohybuje okolo 10-15 M. Biomolekuly jsou pied imobilizaci streptavidinem nejprve
biotinylovany, a poté navazany na magnetické nosi¢e pomoci vazby streptavidin- biotin. Komplex
je velmi stabilni, odolava vysokym teplotam, pH i silnym denaturaénim ¢inidlim. Této vzacné
interakce je vyuzito v mnoha typech avidin-biotinovych technologii, jako je imunohistochemie,
elektronové mikroskopie, ELISA, DNA hybridizace a konstrukce biosensort [35].

Pro reverzni imobilizace biologicky vyznamnych proteinli se pouzivd metoda fyzikalni sorpce,
ktera je jednoducha a levnd, ale méné spolehliva a ve srovndni s kovalentnimi vazbami malo

v

stabilni. Kovalentni imobilizace je nejcastéjSi imobilizacni technikou. Vyzaduje, aby nosic¢
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obsahoval funkéni skupiny (nejcéastéji -COOH, —OH, —NH;, —SH nebo —CONHy,), které se musi
pied navazanim aktivnich molekul aktivovat. Karboxylové skupiny se aktivuji karbodimidy (napf.
hydrochloridem 1-ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl] karbodiimidu) [36— 38]. Pozadované COOH
skupiny se daji na povrch MNPs navazat nékolika zptsoby. Erdem a kolektiv pouzili jako vychozi
latky na tvorbu téchto specifickych skupin komonomery MMA a AAc [39]. Liu a kolektiv ve své
praci modifikovali povrch MNPs pomoci zlata a 11- merkaptoundekanovou kyseliny [40].
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3 Experimentalni ¢ast
V této c¢asti jsou uvedeny pouzit€ chemikalie a popsany metody piipravy magnetickych

nanocastic na bazi oxidl zeleza a ndsledna modifikace jejich povrchu.

3.1 Chemikalie

V praci byly pouzity dodecylsulfat sodny (SDS), chlorid zelezity (FeCl3.6H,0), hydroxid
amonny (NH4OH), kyselina akrylova (AAc), polyethylenglykol (PEG) od firmy Merck. Chlorid
zeleznaty (FeCl,.4H,0) a methylmetakrylat (MMA) byli dodany firmou Fluka. Peroxodisiran
draselny (KPS) a kyselina 11- merkaptoundekanova (MUA) byly z firmy Sigma- Aldrich. Metanol
a etanol byly od firmy Penta.

3.2 Priprava magnetickych nanoc¢astic oxidu Zeleza

Pro ptipravu roztokd i promyvani pfipravenych ¢astic byla pouzita MilliQ voda (Millipore,

USA), ktera byla vzdy 10 min probublana dusikem, aby z ni byl odstranén obsazeny kyslik.

Postup byl proveden pfi tfech rtiznych teplotach, 25 °C, 50 °C a 80 °C, na které byly vychozi
roztoky vzdy nejdiive vytemperovany a az poté smichany. Zvolena teplota byla udrzovana po celou
dobu reakce.

3.2.1 Bez pritomnosti PEG

Bylo pfipraveno 50 ml vodného roztoku Fe?*/ Fe**, ktery obsahoval 5,41 g FeCls.6H,0 a 1,99 g
FeCl,.4H,0 a 50 ml vodného roztoku NH4OH o koncentraci 1,5 mol/l. Vodny roztok Fe**/ Fe** byl
umistén na magnetickou michacku a za stalého michani k nému byl z byrety pfikapan roztok
NH4OH konstantni rychlosti 0,1 ml/ 10 s. Vznikld sraZenina byla pfi zvolené teploté¢ nadale
michana po dobu 60 min, aby vzniklé ¢astice vyzraly. Vzniklé magnetické Castice byly pomoci

magnetu 3x promyty MilliQ vodou a nakonec usuSeny v susarné pfi teploté 60 °C.

3.2.2 V pritomnosti PEG

Bylo piipraveno 50 ml vodného roztoku Fe*/ Fe**, ktery obsahoval 5,41 g FeCls.6H,0 a 1,99 g
FeCl,.4H,0 a 50 ml vodného roztoku NH4OH o koncentraci 1,5 mol/l. Do obou roztokl byl pfidan
PEG o hmotnosti 0,5 g. Vodny roztok Fe?*/ Fe** byl opét umistén na magnetickou michacku a za
stalého michani k nému byl z byrety ptikapan roztok NH4OH s ptidanym PEG konstantni rychlosti
0,1 ml/ 10s. Vznikla srazenina byla pii zvolené teploté nadale michana po dobu 60 min, aby
vzniklé Castice vyzraly. Vzniklé magnetické ¢astice byly pomoci magnetu 3x promyty MilliQ
vodou (Millipore, USA) a nakonec ususeny v susarné pii teploté 60 °C.
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3.3 Modifikace povrchu MNPs

Pro ptipravu roztokl i promyvani ¢astic byla pouzita MilliQ voda (Millipore, USA), ktera byla

vzdy 10 min probublana dusikem, aby z ni byl odstranén obsazeny kyslik.

3.3.1 Metoda emulzni polymerace

Magnetické nanocastice byly pokryty polymerni vrstvou s obsahem funk¢nich karboxylovych
skupin (pochazejicich z komonomeru kyseliny akrylové, AAc) metodou emulzni polymerace
provedené v systému olej ve vodé (o/w) za ucasti iniciatoru KPS. MMA a AAc byly pouzity jako

komonomery o hmotnostnim poméru 90/ 10.

Pro ptipravu roztok i promyvani pfipravenych Castic byla pouzita MilliQ voda (Millipore,
USA), ktera byla vZdy 10 min probublana dusikem, aby z ni byl odstranén obsazeny kyslik.

Castice o hmotnosti 0, 5 g byly ptidany do 50 ml MilliQ vody (Millipore, USA), vznikla tak 1%
suspenze. Poté byly ¢astice umistény na 10 minut do ultrazvuku, aby se dobie rozdispergovali. Pak
bylo 4, 664 g SDS rozmichano v 10 ml MilliQ vody (Millipore, USA), pfidano a dobie rozmichano
do rozdispergované suspenze ¢astic. Poté byly Castice opét umistény na 10 minut do ultrazvukové
lazné. V dal$im kroku byly smichany 3ml MMA a 0, 5 ml AAC v 5 ml MilliQ vode (Millipore,
USA). Vodni roztok MMA a AAc byl ptidan do suspenze ¢astic, které pak byli znovu umistény do
ultrazvuku na dobu 40 minut. V dalSim kroku byla suspenze MNPs ochlazena pod tekouci vodou,
protoze KPS iniciator je citlivy na vliv teploty. Poté bylo 0, 5 g inicidtoru KPS rozmichéno v 5 ml
MilliQ vody (Millipore, USA) a pfidano do suspenze MNPs. Polymerace byla provedena pfi
konstantni teploté 70 °C za stalého tfepani po dobu 24 hodin. Poté byly MNPs posbirany pomoci
magnetu a piecistény roztokem, ktery obsahoval 50 ml metanolu a 50 ml MilliQ vody (Millipore,
USA). V dalsim kroku byly ¢astice uskladnény do roztoku 0, 1 M H, SO4 na dobu 48 hodin aby se
¢astice nepokryté polymerem rozpustily. V poslednim kroku byly ¢astice znovu 3x premyty, ale
tentokrat pouze MilliQ vodou (Millipore, USA), poté byly vysuseny pii teploté 60 °C.

3.3.2 Karboxylace pomoci 11- merkaptoundekanové kyseliny

11- merkaptoundekanova kyselina s koncentraci 20 mM o hmotnosti 0, 8766 g byla rozpusténa v
200 ml etanolu. Poté bylo 0, 2 g MNPs pridano do rozotku kyseliny 11- merkaptoundekanové a
etanolu. V dal$im kroku byla suspenze umisténa do ultrazvuku na 15 minut. Poté byly MNPs
umistény na tfepacku na dobu 24 hodin. Po provedeni karbonylace byly ¢éastice pomoci magnetu

posbirany a 3x pfemyty MQW. Poslednim krokem bylo vysuseni ¢astic pfi teploté 60 °C.
3.3.3 Titrace koncovych karboxylovych skupin

Byl pfipraven 0,5 M vodny roztok octanu vapenatého. Do 100 ml sklenénych lahvicek se
Sroubovacim uzavérem bylo navazeno 100 mg vzorku MNPs a k nim nasledné pfidano 10 ml 0,5 M
octanu vapenatého a 40 ml MilliQ vody (Millipore, USA). Stejnym zptsobem byl piipraven slepy
vzorek, ktery neobsahoval MNPs. Lahvicky byly umistény na laboratorni tfepacku s horizontalnim
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pohybem a téepany 24 h. Castice byly z roztoku odseparovany magnetem a kapalna &ast titrovana
0,1 M roztokem NaOH.
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4 Vysledky a diskuse

Tato kapitola shrnuje vysledky analyz pfipravenych a modifikovanych magnetickych nanocastic

na bazi oxidu Zeleza.

4.1 Priprava magnetickych nanocastic na bazi oxida Zeleza

MNPs byly pfipraveny metodou chemické koprecipitace soli zeleza. Byly pouzity 2 rizné
postupy. V prvnim piipadé byly pfipraveny Castice bez pritomnosti PEG Vv reakéni smési, v druhém
ptipadé byl do vychozich roztoku ptidan PEG. V obou ptipadech byly pfipraveny tfi vzorky pii
trech riznych teplotach 25 °C, 50 °C a 80 °C. Byl sledovan vliv reak¢ni teploty na vlastnosti
pripravenych ¢astic. VSechny vzorky pfipravenych ¢astic byly analyzovany na rastrovacim
elektronovém mikroskopu (SEM, Mira Il LMU) a ty pfipravené bez PEG dale pfedany na
charakterizaci na Ustav fyziky materiali Akademie véd CR (UFM AVCR).

Obr. 3 Demonstrace magnetickych vlastnosti MNPs

Vsechny vzorky pfipravenych nanocastic mély hnédo-Cernou barvu a po ptilozeni magnetu
vykazovaly magnetické vlastnosti, jak mize byt vidét na obr. 3. Na zaklad¢ SEM analyzy bylo
zjiSténo, Ze pripravené nanocastoce jsou mensi neZ 20 nm, maji pfiblizné kulovity tvar, vytvareji
shluky a jsou polydisperzni. SEM snimky vzorkl pfipravenych bez ptitomnosti PEG pfi teplotach
25 °C, 50 °C a 80 °C a v pritomnosti PEG pii teplotach 25 °C, 50 °C a 80 °C jsou vidét na obr. 4 a
obr. 5.

Pomoci rentgenové praskové difrakce a Mossbauerovy spektroskopie bylo urc¢eno fazové slozeni
vzorkil. Rentgenova méfeni byla provedena na difraktometru PANalytical X’Pert Pro MPD s Co Ka
zafenim. Mossbauerovska spektra na izotopu Fe byla méfena v transmisni geometrii s pouzitim
zéfiGe °'Co v matrici Rh. Spektra byla zpracovana pomoci programu CONFIT. Vysledna
Mossbauerovska spektra pro jednotlivé vzorky MNPs pfipravené pii riznych teplotach jsou
ukdzana na obr. 6 a nijak vyrazné se neli$i. Bylo zjisténo, Ze vSechny vzorky pfipravenych
nanocastic jsou heterogenni povahy, smés maghemitu S magnetitem. Je mozné, ze puvodné

pievazoval obsah magnetitu, ktery vSak na vzduchu zoxidoval na maghemit.
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Obr. 4 SEM snimky magnetickych nanocastic pfipravenych bez pritomnosti PEG
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Obr. 5 SEM snimky magnetickych nanocastic ptipravenych v ptitomnosti PEG
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Obr. 6 Mossbauerovska spektra vzorku 25 °C, 50 °C, 80 "C méfena pii 293 K
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Vzorky byly dale charakterizovany méfenim hystereznich smycek, které bylo provadéno na
magnetometru s vibrujicim vzorkem firmy LakeShore za pokojové teploty ve vnéjSim poli = 1.2 T
rovnéz na UFM AVCR. Pro tato méfeni byly vzorky &astic slisovany do tabletky o praiméru 3 mm.

MAGNETIC MOMENT [emu/g]

| | | | | |

| | | | | [
12000 -8000 4000 4000 8000 12000
FIELD [Oe]

Obr. 7 Porovnani hystereznich smy¢ek vzorki 25 °C (a), 50 °C (b) a 80 °C (¢) zmétenych pfi teploté 293 K

Srovnani naméfenych hystereznich smycek pro vzorky pfipravené pii tfech rliznych teplotach je
uvedeno na obr. 7. Z obrazku je patrné, ze vSechny vzorky ¢astic jsou paramagnetické a maji
dostatecné velkou saturacni magnetizaci. Je patrné, ze reakcni teplota, pii které byly Castice

pfipraveny, neméla z tohoto hlediska Zadny vyznamny vliv.

Tabulka 2: Parametry odvozené z hystereznich smycek (Hc a M) a z mdssbauerovskych spekter (<Bye>)

mefenych pti 293 K

Vzorek | Koercivita Hc | Magnetizace M Stfedni hodnota
[A/m] [Am?/kg] hyperjemné indukce <Bps>
[T]
25°C 1520 67.1 43.1
50°C 1120 63.0 39.8
80°C 2480 66.8 43.3

Magnetizace M pii vnéjSim poli 1.2 T

| magnetickd méfeni potvrdila heterogenni povahu magnetickych vzork. Ve srovnani s
magnetizaci uvadénou v literatufe pro Gisty magnetit (92-100 Am?%kg) a maghemit (60—
80 Am?/kg) rovnéz naznaluji, ze vzorky maji svym slozenim blize maghemitu. Tento zaveér je ve
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shodé¢ s vysledky ziskanymi fazovou analyzou pomoci Mdssbauerovy spektroskopie 1 rentgenové
difrakce. Vyznamné parametry ziskané z hystereznich smycek a z mossbauerovskych spekter jsou
shrnuty v tabulce 2.

4.2 Modifikace povrchu MNPs

Modifikace povrchu magnetickych ¢astic byla provedena dvéma metodami, emulzni polymeraci
a karboxylaci 11- merkaptoundekanovou kyselinou (MUA). Modifikovany byly jak vzorky
piipravené bez pritomnosti PEG tak vzorky pfipravené v ptitomnosti PEG. Doba polymerace byla
24 a 48 h. Uspé&snost modifikace byla ovéfena s vyuzitim metody infradervené spektroskopie a vliv
délky polymerace titraénim stanovenim mnozstvi navazanych —COOH skupin. Infracervena
spektra byla namétena na FT-IR spektrometru Nicolet Impact 400 metodou KBr tablet.

— - 1 -~ &t e e
—— MNPs | | =
—— MNPS/PEG
—— MNPS/MUA
- MNPS/PEG/MUA

transmitance

=
1000 500

-
1500

—
2000

L L L
4000 3500 3000 2500

vinodet (cm™)

Obr. 8 Infracervena spektra nemodifikovanych magnetickych nanocastic (pfipravenych bez ptitomnosti PEG
a v piitomnosti PEG) a spektra jim odpovidajici modifikovanych vzorka MUA

Vibraéni spektra nemodifikovanych magnetickych nanocéstic (pfipravenych bez pfitomnosti
PEG a v pritomnosti PEG) a spektra jim odpovidajici modifikovanych vzorki MUA jsou uvedena
na obr. 8. Z obrazku je patrné, Ze spektra ziskana z méteni Castic piipravenych bez PEG jsou téméf
totozné se spektrem ziskanym pro Céstice piipravené v prostiedi PEG. To naznacuje, Ze PEG
pouzity pfi syntéze nanocastic nem¢l zasadni vliv na funkéni vlastnosti jejich povrchu. U vzorki
modifikovanych MUA se na spektrech objevuje pik v rozmezi vinovych délek 3000 az 2850 cm?,
ktery charakterizuje pritomnost alifatickych skupin C-H. Pik typicky pro karboxylové skupiny v
oblasti okolo 1726 cm™ viak chybi, coz poukazuje na to, Ze metodou karboxylace 11-
merkaptoundekanovou kyselinou (MUA) nebyly —COOH skupiny na povrchu ¢astic vytvoreny.
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Obr. 9 Infracervena spektra modifikovanych magnetickych nanocastic (pfipravenych bez ptitomnosti PEG a

v pfitomnosti PEG) metodou emulzni polymerace

Na obr. 8 jsou znazornéna infraCervena spektra magnetickych nanocastic modifikovanych
metodou mikroemulzni polymerace. Namé&fena spektra maji opét témeft stejny charakter a v oblasti
vinové délky okolo 1726 cm™ je patrny charakteristicky vibraéni pas pro —C=0, ktery potvrzuje
pfitomnost PMMA na povrchu nanocastic.

Metodou acidobazické titrace bylo stanoveno mnoZstvi navazanych karboxylovych skupin po
24h a 48h polymeraci. Vysledné hodnoty se lisily, po 24 h polymeraci bylo mnozstvi
karboxylovych skupin 1,65 mmol/g a po 48 h 2,40 mmol/g.
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S5 Zavér

V této bakalarské praci byly ptipraveny MNPs na bazi oxidl Zeleza metodou koprecipitace soli
zeleza. Povrch pfipravenych magnetickych vzorki byl modifikovan dvéma riiznymi metodami,
metodou emulzni polymerace s vychozimi monomery MMA a AAc, a metodou karboxylace
pomoci 11- merkaptoundekanové kyseliny. Pii pfipravé MNPs byl sledovan vliv piitomnosti PEG
v reakéni smési a vliv teploty na vysledné vlastnosti MNPs. PEG ani teplota nemély témét zadny
vliv na vlastnosti ptfipravenych MNPs. Navéazani karboxylovych skupin bylo uUspésné pouze v
pfipad¢ pouziti metody emulzni polymerace. Tyto magnetické nanocastice s modifikovanym
povrchem jsou pfipraveny pro moznou dalsi funkcionalizaci napf. streptavidinem pro separaci

nukleovych kyselin a proteind.
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