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UVOD

Nanomateridly maji v dneSni moderni dobé obrovsky aplikacni potencidl. Jejich
vyuziti ma Siroké spektrum a zasahuje od energetického primyslu pies chemicky
a farmaceuticky prumysl az po prumysl textilni a kosmetiku. Diky snadné piipravé
a unikatnim vlastnostem jsou hojné vyuzivany nanocastice uslechtilych kovi (Ag, Au) a to
predevsim pro analytické aplikace, jako je naptiklad metoda povrchem zesilené Ramanovy

spektroskopie (SERS — Surface Enhanced Raman Spectroscopy).

Stale Castéji jsou také predmétem zajmu magnetické materialy, které jsou prevazné
tvofeny nanocasticemi oxidu Zeleza. Vzhledem k jejich magnetickym vlastnostem s nimi
muze byt manipulovdno pomoci vné¢jSiho magnetického pole a diky této schopnosti jsou

tyto latky velice atraktivni v oblasti biomediciny pro cilenou 1é¢bu.

Spojenim magnetickych latek a nanocastic uSlechtilych kovii (Ag, Au) vznika
magneticky nanokompozit, ktery muze byt vyuzit pro selektivni detekci vybranych
biologickych latek pomoci metody povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie.
Nanocastice uslechtilého kovu zesiluji Ramanitiv signél v dtsledku rezonance povrchovych
plazmonid a magnetické nanocastice slouzi jako nosi¢ pro imobilizované proteiny
(selektory), prostiednictvim kterych jsme schopni vychytat biologické latky ze vzorku. Pro
samotnou imobilizaci je velice dulezita povrchova uprava nanokompozitu. Nejprve musi
byt povrch vhodné pokryt funkénimi skupinami a aby mohlo dojit k navazani proteinu,
musi byt tyto funkéni skupiny aktivovany pomoci aktivacnich c¢inidel. Kone¢ny vybér
imobilizovanych latek zavisi na aplikaci, pro kterou je dand metoda vyvijena. V ptipadé
predlozené bakaléaiské prace je modifikace nanokompozitu FezOjs@Ag studovana pro

naslednou aplikaci selektivni detekce imunoglobulinu G ze vzorku lidské krve.

V teoretické Casti se tato prace zabyva zakladnimi pojmy, jako jsou disperzni
soustavy, koloidni systémy a jejich charakterizace. V druhé ¢asti teorie jsou popsany
metody piipravy nanoc¢astic, magnetickych castic, modifikovanych nanokompozitd a jejich
moznych aplikaci. Experimentalni ¢ast je zaméfena na pouZzité chemikalie, vybaveni
a postupy pro povrchovou modifikaci kompozitu Fes0,@Ag. Ve finalni vysledkové Casti
je pojednavano o studiu vlivu vybranych parametrii na imobilizaci proteinii na zaklad¢

méieni metodou SERS.



TEORETICKA CAST

1. Historie nanotechnologii

Pojem nanotechnologie se pfedevsim zasluhou vyznamného pokroku v této oblasti
Vv poslednich letech dostava stdle vice do povédomi vefejnosti nejen prostiednictvim
odkazli v odborné literatute, ale stale Castéji i v masovych médiich. Prvni objevy a vyuziti
nanocastic, tedy c¢astic nanometrickych velikosti (10'9 m), jsou vSak datovany do obdobi
pred nasim letopodtem a pochazeji ze starovékého Egypta a Ciny. Pokroky tehdejich
civilizaci vedly k objevu takzvaného ,,rozpustného zlata“, to bylo pouzivano nejen pro
estetické ucely, jako naptiklad pii vyrob¢ rubinového skla nebo barveni keramiky, ale i pro
pokrocilé ucely v oborech mediciny. Zde se zlaté castice vyuzivaly napiiklad v 1écbé
srdecnich a sexuélnich problém, Gplavice, epilepsie a nddort nebo i pro diagnézu syfilis.
Dalsim z dilezitych milnikli na poli vyvoje nanomateriali byla dozajisté prace Faradaye,
ktery v roce 1857 demonstroval ptipravu koloidniho zlata. Produkt ziskal redukei vodného
roztoku tetrachlorozlatitanu. Termin koloid (z francouzského colle) byl zaveden
Thomasem Grahamem v roce 1861. V nasledujicich letech a desetiletich byly postupné

ziskany koloidy i mnoha dal3ich kovi.!

1.1. Aplikace nanocastic ve svétle moderni doby

Soucasny trend v nanotechnologii je ovliviiovan nejen vyvojem a vyzkumem v této
oblasti, ale stale Castéji 1 socioekonomickym tlakem na vyvoj novych nanotechnologickych
produkt. Diky tomu se produkty obsahujici nanocastice stdle vice dostavaji do oblasti
lidské ¢innosti. Nanocastice jiz tedy nejsou vyuzivany jen pro specializované ucely, jakymi
jsou naptiklad vyvoj analytickych systému (separacni metody na bazi nanocastic, vyuziti
nanodastic k precisténi a izolaci cilovych latek), katalyza (katalyzatory na bazi nano&astic
zeleza), energetika (G¢inng;si fotovoltaické élénky)z, ale naptiklad

1 v odévnim primyslu (antibakteridlni Giprava textilu) a kosmetice.?



2. Disperzni soustavy

Disperzni soustava je tvofena disperzni fazi, ktera je ve formé¢ ¢astic rovnomeérné
rozptylena ve spojitém disperznim prostiedi. Pokud jsou v soustavé obsazeny dvé faze,
Z nichz jedna tvoii disperzni fazi a druhd disperzni prostiedi, mluvime o nestejnorodé
(heterogenni) soustavé. Mezi Casticemi disperzni faze a disperzniho prostfedi potom
existuje hranice, ktera se nazyva fazové rozhrani. Jestli je v soustavé obsazena pouze jedna
faze, ktera tvofi jak disperzni fazi, tak i disperzni prostiedi, pak je tato soustava stejnoroda
(homogenni). V tomto ptipad¢ je disperzni faze v disperznim prostiedi rozptylena tak

v v s v 7 Lo r 4
drobné, ze zde neuvazujeme zadné fazové rozhrani.

2.1. Charakterizace disperznich soustav

Disperzni soustavy mizeme charakterizovat podle velikosti disperznich ¢astic nebo

podle jejich tvaru.

Rozmér disperznich ¢astic nam udava, jak jemné jsou cCastecky disperzni faze
rozptyleny v disperznim prosttedi. Pfevracend hodnota tohoto rozméru se nazyva stupeni
disperzity. Soustava, jejiz disperzni ¢astice maji vSechny stejnou velikost, je uniformni

(monodisperzni). V opa&ném p¥ipadé hovotime o neuniformni (polydisperzni) soustavé.”

Disperzni soustavy Ize klasifikovat podle stupné disperzity dle nasledujici tabulky.

Velikost ¢astic Pozorovani ¢astic

Hrubé disperze 10°m<d< 10°m viditelné okem nebo mikroskopem

viditelné ultramikroskopem nebo

Koloidni disperze 10°m<d<10°m elektronovym mikroskopem

neviditelné 1 vV elektronovém

Analvtické di d<10-9m :
nalyticke disperze mikroskopu

Tabulka 1. Rozd&leni disperznich soustav podle stupné disperzity.”
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Podle tvaru castic rozd¢lujeme systémy na systémy s izometrickymi

a anizometrickymi ¢asticemi.

1) Systémy s izometrickymi ¢asticemi, tzv. globularné disperzni systémy, maji Castice

ve vSech tfech prostorovych smérech rozmérove priblizné stejné.

2) Systémy s anizometrickymi ¢asticemi mohou obsahovat Castice protahlé v jednom
sméru, ty se nazyvaji fibrilarné disperzni, nebo Castice protahlé ve dvou smérech a ty jsou

. o , e 5,6
oznacovany jako laminarné disperzni systémy.

3. Koloidni systémy

Rozmeéry ¢astic koloidné disperznich soustav jsou velice malé, avsak plocha jejich
fazového rozhrani je oproti mnozstvi rozptyleného fazového rozhrani velka. Nejen diky

tomuto faktu maji koloidni systémy své specifické vlastnosti, diky nimz jsou vyznamné.”

3.1. Klasifikace koloidnich soustav
Koloidné¢ disperzni systémy rozdélujeme do tii skupin.

1) Koloidni disperze (lyofobni) — obsahuje dvé faze, které jsou oddélené¢ fazovym
rozhranim, mizeme tedy fict, Ze se jedna o heterogenni systém. Diky tomu, Ze nejsou
stalé, se samovolné rozkladaji a lze je ptipravit jak kondenzaci z pravych roztok, tak

dispergaci z makrofézi.

2) Koloidni roztoky (lyofilni) — tento systém je homogenni, pouze jedna faze tvofi jak
disperzni podil, tak i disperzni prostiedi. Tyto roztoky jsou stalé a vznikaji samovolnym

rozpousténim.

3) Micelarni koloidy (asociativni) — vznikaji slu¢ovanim molekul povrchové aktivnich

latek.*®

Neékteré koloidni soustavy jsou schopny prechazet z kapalné faze do pevné faze, ty
se potom nazyvaji gely. Na tvorbé se mohou podilet lyofobni i lyofilni koloidy. Vice vSak
ke tvorbé prispivaji koloidy lyofilni.*

11



3.2. Vlastnosti koloidnich soustav
2.3.2.1. Optické vlastnosti

Dopadé-li elektromagnetické zafeni na koloidni soustavu, dochdzi soucasné
k absorpci a rozptylu dopadajiciho svétla. Tyto dva efekty jsou nejvice charakteristické pro

koloidni systémy, ale jsou vyrazné zavislé na velikosti ¢astic.

K rozptylu svétla dochazi pouze za predpokladu, ze velikost ¢astic je mensi nez
vlnova délka dopadajiciho zatfeni. Rozptylené svétlo se nasledné $ifi vSemi sméry S riznou
intenzitou. Podle velikosti ¢astic mizeme ur€it, pod jakym uhlem se bude rozptylovat
nejvice svétla. Jestlize velikost Castic presdhne velikost vinové délky dopadajiciho
elektromagnetického zateni, nedochazi k rozptylu, ale k odrazu svétla. Ten se projevi jako

pozorovatelny zakal.”

Pfi absorpci zafeni se dostavaji elektrony do vyssich energetickych stavt, vlivem pohlceni
energetického kvanta. Tim se zvySuje vnitini energie systému, kterd se poté pfeméni na

energii tepelnou. Absorpci popisuje rovnice Lambert-Beeriv ~ zakon:

I
A=—logl—=s-c-d
0

kde I je intenzita zafeni pros§lého latkou, Iy je intenzita dopadajiciho zafeni na latku, € je
absorpéni koeficient, ¢ je koncentrace latky a d je tloustka vrstvy, kterou prochazi

paprsek.*

3.2.2. Kinetické vlastnosti

Dalsi ze zakladnich charakteristickych vlastnosti koloidnich soustav je Browniv
pohyb. V koloidnich systémech vykonavaji Castice termicky pohyb, ktery je chaoticky
v dusledku srazek mezi Casticemi. Tento pohyb mulzeme pozorovat v mikroskopu
a ultramikroskopu. Stejné jako rozptyl a absorpce, je Brownlv pohyb zavisly na velikosti
¢astic. Se zvétSujicim se rozmérem castic dochdzi k omezeni nebo k Uplnému zaniknuti

tepelného pohybu.

Projevem Brownova pohybu je jev zvany diflize, pii némz dochazi k pohybu
molekul z mista o vys$$i koncentraci do mista o koncentraci nizsi. Rychlost tohoto pohybu

. SR « N X " « ; wr s o 4
je zavisla na poloméru &astic. Cim va&tsi polomér, tim mensi rychlost difaze.*”

12



K vyrovnavani koncentraci také dochazi, pokud je disperzni systém oddélen
semipermeabilni membranou od disperzniho prostfedi. Potom nastava jev zvany osmoéza,
kdy dochazi k prichodu disperzniho prosttedi (rozpoustédla) membranou do disperzniho

systému. Hnaci silou tohoto jevu je osmoticky tlak.®

Dalsi vyznamnou kinetickou vlastnosti koloidnich soustav je sedimentace
(usazovani). K pohybu castic je zapotiebi gravitacni nebo odstfediva sila, ktera je dodana
napiiklad ultracentrifugou. Silové pole ultracentrifugy je fadové vétsi nez zemska gravitace
a tim lze efektivné¢ urychlit ustdleni sedimentacni rovnovahy a také dosahnout

. . w1 v ., v 45
1 sedimentace ¢astic o mensim efektivnim polomeéru.

3.2.3. Reologické vlastnosti

4

Reologie je véda, kterd se zabyva tokem a deformaci hmoty vlivem vnéjSich
mechanickych sil. Dochazi-li vlivem vnéjsi sily k deformaci soustavy a po zaniku této sily
k naslednému navraceni do puvodniho stavu, mluvime o elastickém chovani. Chovani,
které je charakteristické pro tuhé latky. Jestlize vlivem vné&jsi sily dochazi k toku hmoty
a po odstranéni této sily k zastaveni toku, nikoliv vSak obraceni, hovofime potom
o viskéznim chovani. To je charakteristické pro jednoduché tekutiny. Chovani fady
koloidnich systémli se pohybuje mezi témito dvéma extrémy a nazyvame jej

viskoelastické.®

3.3. Metody pripravy koloidnich soustav

U pftipravy koloidii hraji dulezitou roli vlastnosti vznikajiciho systému, respektive

vzajemné pusobeni mezi disperzni fazi a disperznim prostiedim.

Pokud se jednd o pfipravu lyofilnich koloidl, jednd se o klasickou pfipravu

roztoku, tedy smichdni dvou slozek, kterou lze urychlit zvySenim teploty. V piipadée

vvvvv

rozhrani, musi byt vyddna dostatecna pre’lce.8 Obecné k ptipravé lyofobnich koloida

pouzivame dispergaéni a kondenzaéni metody.*

13



3.3.1. Dispergacni metody

Pro piipravu koloidnich ¢astic disperga¢ni metodou lze vyuzit mleti, rozméliiovani
pomoci ultrazvuku nebo elektrické rozprasovani. Diky témto mechanickym silam Ize

ziskat potebnou préci pro vznik koloidnich ¢astic z hrubé disperze.

Jednou z nejnovéjsich dispergac¢nich metod je napiiklad laserova ablace, kde je

. . ’ v o ’ r , <71 4
vznik koloidni soustavy zaloZen na ptisobeni laserového paprsku na vybrany material.

V piipadé emulzi a lyosoli je vhodnéjsi provadét mechanické rozmélnovani
V kapalném prostiedi, kvili zmenSeni pfitazlivych sil mezi Casticemi a sniZeni

r v, r 5
povrchového napéti.

3.3.2. Kondenza¢ni metody

Zatimco u dispergacnich metod se jedna o pfipravu koloidnich systéma z hrubé
disperze, u kondenzacnich metod je to pfesné naopak. Koloidni systémy tedy vznikaji

z analytické disperze.*

K tomu, aby se vznikly koloidni systém vylucoval z roztoku, je zapotiebi, aby byl
roztok pifesyceny. Pfesyceni lze dosdhnout zménou teploty nebo slozeni rozpoustédla.
V tomto piipad¢ se jedna o fyzikalnich postup. Dal$i moznosti je chemicka pfeména latky
rozpustné na latku v daném prostiedi nerozpustnou. Koloidni castice tak lze ziskat

z mnoha typt reakci (srdZecich, redukénich, oxidacénich.. )2

3.4. Charakterizace koloidnich ¢éastic

Jak jiz bylo zminéno, koloidni soustavy maji svoje specifické vlastnosti oproti
ostatnim soustavam. Tyto charakteristické vlastnosti, jako je naptiklad velikost a tvar
Castic, lze vpraxi pozorovat napiiklad metodou dynamického rozptylu, UV-VIS

spektroskopii nebo mikroskopickymi metodami.’

14



3.4.1. DLS

Dynamického rozptylu svétla, jakozto fyzikalniho jevu (DLS — Dynamic Light
Scattering), vyuziva metoda fotonové korelaéni spektroskopie (PCS — Photon Correlation
Spectroscopy). Jedna se o nejcastéji vyuzivanou metodu pro méfeni velikosti koloidnich

v .- 10
castic.

Principem metody je méfeni Casove zavislého kolisani intenzity rozptyleného svétla
na &asticich, které vykonavaji Browntv pohyb.** Tim, Ze monochromatické svétlo (laser)
dopada na castice, které konaji pohyb, dochazi ke zmén¢ vinové délky dopadajiciho svétla
a tato zména souvisi s velikosti castic. Pohyb castic vroztoku zobrazuje

obrazek 1.1°

Small particles moving quickly

SRR URRRER RN unNnnuunnunnnenuanIneRIIRRROROOOOIRRIROAIRRRIIN]Y 1

SRR NN annnnnnunInnnaunannannonunnausssImm
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Large particles moving slowly
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Size nm

TIME ey

Obrazek 1. Pohyb ¢astic v roztoku, kdy malé Castice se pohybuji rychleji neZ velké

s .- 10
castice.

Pohyb, ktery c&astice vykonavaji, také pfimo umérné ovliviiuje rychlost zmény
intenzity rozptyleného svétla. Cim rychleji se &astice pohybuji, tim rychleji dochazi ke

zméné intenzity.'

Diky tomu, ze metodou DLS méfime nanocastice V jejich roztocich, nedochazi
k vyschnuti kapky vzorku a ptipadné k druhotnému shlukovani astic, coz je obrovskou

vyhodou této metody.
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3.4.2. UV-VIS

UV/Vis spektroskopie se vyuzivd v nanomaterialové chemii predevsim k prvotni
charakterizaci pfipravenych c¢astic nebo jejich utvarii. Z tvaru a pribéhu absorpcniho

spektra Ize priblizné uréit miru polydisperzity a velikost ¢astic.

3.4.3. Mikroskopické metody

Mikroskopickou metodu, ktera zkouma velikost Castic a zaroven i jejich tvar, je
transmisni elektronova mikroskopie (TEM — Transmission Electron Microscopy).'?
Zékladnim fyzikalnim principem je interakce elektronii se studovanym materialem.
U elektron dopadajicich na vzorek ve formé folie dochazi k pruznym
a nepruznym interakcim uvnitt vzorku. Pfi pruzném rozptylu dochdzi ke zméné hybnosti
v disledku odklonéni ptivodni trajektorie vlivem interakce elektront s elektrostatickym
potencidlem jader atomid. U nepruzného rozptylu dochdzi ke ztraté¢ energie v dusledku

interakce elektronti s elektronovym obalem atomu.*®

Dale pro urceni velikosti c¢astic mizeme vyuzit skenovaci elektronovou
mikroskopii (SEM — Scanning Electron Microscopy).'? Principem tchto mikroskopt je
emise odrazenych elektrond, kterd se prevadi v detektoru na opticky signal.*  Dalsi
mikroskopické metody, jeZ mlZeme vyuZzit ke zkoumani velikosti ¢astic, jsou napiiklad:
mikroskopie atomarnich sil (AFM - Atomic Force Microscopy) nebo skenovaci

mikroskopie zaloZen4 na tunelovacim jevu (STM - Scanning Tunneling Microscopy).*?

4. Kompozity pro SERS

Kompozity jsou heterogenni latky tvoiené ze dvou nebo vice fazi. Jednou z fazi je
matrice, ktera ma pojivovou funkci a povazujeme ji za spojitou ¢ast. Dalsi faze kompozitu
jsou nespojité a ty nazyvame plniva. Tyto faze maji vétSinou rozdilné chemické sloZeni
a odlisSné mechanické a fyzikélni vlastnosti. Zmeénou objemového poméru danych fézi
muzeme ovlivnit vlastnosti vysledného kompozitu.15 V ptipadé nanokompoziti musi byt

jedna ze slozek o velikosti jednotek az desitek nanometri. ™
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4.1. Metody pripravy kompoziti pro SERS
4.1.1. Priprava nanocastic

Nanocastice, predevsim uslechtilych kovu (Ag, Au), se mimo jiné vyuzivaji jako
efektivni nastroje k zesileni Ramanova rozptylu. Vlivem dopadajiciho zafeni na povrch
nanocastic kovl vznika silné elektromagnetické pole, v diasledku rezonance povrchovych
plazmont. Tim Ze je analyt adsorbovany na nanomateridlu, tedy v dosahu vzniklého
elektromagnetického pole, zvySuje svij indukovany dipdl a tim padem i intenzitu
emitovaného zafeni. Diky tomuto zesileni je mozné vyuzivat Ramanovu spektrometrii i pro
analyty s velmi nizkou koncentraci. Dulezitou podminkou pro zminéné zesileni je ptiprava

. 117
vhodného nanomaterialu.

Pro pfipravu nanocastic se vyuzivaji vybrané chemické (kondenzacni)

a fyzikalni (disperga¢ni) metody.™

4.1.1.1. Chemické metody

Nejpouzivangj$i chemickou metodou pfipravy nanocdstic, konkrétn€ nanocastic
uslechtilych kovu (Ag, Au), je priprava redukci soli téchto kovii. Redukci primarné
vznikaji zdrodky, které pak postupné dortstaji az do velikosti nanocastic. Stiibrné
nanoCastice se velmi casto pfipravuji chemickou redukci dusi¢nanu stfibrného
borohydridem. Tato pfiprava zavisi na teploté, kterd by neméla vyrazné ptekro€it hodnotu
4 °C, aby nedochazelo k hydrolyze borohydridu na boraty (pfi vysSich teplotach), dale také
na pH a na rozpoustédle, ve kterém dochézi k redukci. Volbou vy$e zminénych parametrii
pak lze ménit charakteristiku Castic (velikost, ‘[Var).12 Dalsi moznou pftipravou sttibrnych
nanocastic je redukce dusi¢nanu stiibrného citrdtem sodnym. V této metodé hraje
naslednou diileZitou roli citratovy anion, ktery stabilizuje vznikajici stfibrné nano¢astice.'®
Vysledné nanocastice jsou tedy stabiln€jSi a maji mensi distribuci velikosti ¢astic nez pii

redukci borohydridem a proto se mohou jevit jako vhodngjsi pro vyuziti v SERS.™
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Zlaté nanocastice lze ziskat stejnymi chemickymi redukcemi, pficemz redukovana

stil je velmi asto ve form tetrahydrétu tetrachlorozlatité kyseliny.™

Vlastnosti vznikajicich nanocastic lze casteCné ovlivnit zménou poméru soli

a reduk¢éniho ¢inidla.

4.1.1.2. Fyzikalni metoda

Prikladem fyzikalni metody pfipravy nanocastic je laserova ablace. Pomoci této
metody lze pfipravit Cisté nanocastice stiibra o velikosti jednotek az desitek nanometrt.
Tyto nanocastice lze téz pomérné dobie uplatnit v povrchové zesilené Ramanoveé
spektroskopii. Pti laserové ablaci zalezi na vinové délce a intenzité pouzitého laseru, délce
ozafovani a také na typu rozpoustédla. Tyto faktory znacné ovliviiuji velikost Castic.

Nejvétsi vliv na velikost vzniklych &astic ma vlnova délka a intenzita laseru.®

4.1.2. Piiprava magnetickych ¢astic

Magnetické nanocastice jsou diky svym magnetickym vlastnostem vyuzivany
Vv biotechnologiich a analytickych aplikacich. Pokud se na magnetické nanocastice pisobi
vnéj$im magnetickym polem, Ize s nimi snadno manipulovat. Této moznosti se da vyuzit
napiiklad u nékterych chemickych reakci, kdy lze vzniklé Castice separovat ze smési
pomoci magnetu. Odd¢leni slozek je vhodné pro zlepSeni detekce, protoze smés obsahuje

rizné piiméesi, které tuto detekci negativné ovlivfluji.20

Nejbéznéji  jsou piipravovany magnetické castice ve formeé oxida zeleza
a to predevS8im oxid Zelezity v krystalové modifikaci y-Fe,O3 (tzv. maghemit) a oxid
zeleznato-zelezity (tzv. magnetit).

Nejjednodussi a zaroven 1 nejpouzivanéjsi metodou piipravy magnetickych castic je
chemicka koprecipitace soli zeleza. Protokol je zaloZen na sraZeni Zeleznatych a Zelezitych

soli v zasaditém prostiedi podle rovnice:

Fe?* 4+ 2 Fe3* + 80H™ — Fe;0, + 4 H,0 ¥
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Vznikly Fe;O4 se mize dale oxidovat na y-Fe,O3 K dulezitym faktoriim, kterymi se da
upravit velikost a tvar vznikajicich ¢astic, patii iontova sila, pH, teplota a hlavné pomér

zeleznatych a zelezitych soli.

Magnetické castice se daji také pfipravit tepelnym rozkladem prekurzort, které
obsahuji zelezo. Typy rozpoustédla pro tuto metodu se vybiraji podle toho, jak jsou
schopné zmeénit bod varu celého systému. Pokud se pouzivaji rozpoustédla s nizkym
bodem varu, vznikaji pfevazné magnetické nanocastice obsahujici oxid Zelezity.
V opac¢ném piipadé dochazi ke vzniku vétSich magnetickych nanoc¢éstic obsahujici oxid

Zeleznaty (tzv. wustit).

Magnetické vlastnosti vznikajicich ¢astic mohou byt negativné ovlivnény jevem,
jako je naptiklad shlukovani, ktery zplsobuje vysoka povrchova energie castic.
Proto je velice dulezité stabilizovat vzniklé ¢astice hned po syntéze. Stabilizace 1ze docilit
pokrytim povrchu Ccastic vrstvou, kterd zabrani Césticim v dal§i agregaci. Diky této

modifikaci nejenze nedojde ke shlukovéni, ale také se zvysi biokompatibilita castic.?

Za ufelem zvySeni aplikovatelnosti SERS 1 v ptipadech, kdy analyt je soucasti
velmi slozité matrice (biologické, klinické, technologické vzorky) se vyuziva spojeni
magnetickych vlastnosti vySe popsanych ¢astic s Casticemi, které efektivné zesiluji
Ramanovsky signal (Au, Ag). Vysledkem jsou magnetické nanokompozity, které maji

zcela nové vlastnosti a jsou pro tyto aplikace vyhodné;j 5.2

4.1.3. Pfiprava magnetickych nanokompoziti

Spojenim aktivnich latek (tzn. latek s magnetickymi, elektrickymi nebo jinymi
zajimavymi vlastnostmi) a nanocastic zejména uslechtilych kovili, vznikaji velice efektivni
nanokompozitni materialy s Sirokou Skalou vyuziti (ukladani informaci, magnetické
chlazeni, antiseptickd vlakna apod.).23 Bylo prokédzano, Ze magnetické kompozity vykazuji

" : y . 1 xg g 22
mnohem vétsi magnetismus nez samotné magnetické Castice.

Casto piipravované jsou kompozity osahujici magnetit nebo maghemit

a nanocastice stiibra nebo zlata.
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Jednim z moznych ptikladi magnetického nanokompozitu je Fe;0,@Ag. K jeho
ptipravé se vyuzivaji pfedem syntetizované magnetické nanocéstice FesO4 a nanocastice
stiibra, které se redukuji pfimo na jejich povrchu.* Jednou z moZnosti je redukce stiibrné
soli glukozou. Glukéza je v reakci dilezita pro rist ¢astic Ag a mnozstvi dusiénanu
stiibrného (AgNO3) ovliviiuje vyslednou tloustku stiibrné vrstvy. Pivodné Cerné Castice
Fes04 se zbarvi do hndda vlivem potaZeni stiibrnymi ¢asticemi.?* Dalsi redukei, kterou
mizeme pouzit pro piipravu Fe3O4@AQg, je redukce stiéibrné soli chitosanem (biopolymer).
Chitosan pti zasaditétm pH a zvySené teploté redukuje stiibrné ionty z roztoku.
V koneéném nanokompozitu funguje jako pojivo mezi stiibrnymi nanocasticemi
a magnetickym jadrem. Zménou koncentrace AgNOjz v roztoku lze ovlivnit velikost

sti{brnych nano¢astic (od 7 do 17 nm) na povrchu Fe;0,.*

4.2. Charakterizace magnetickych nanokompoziti

Chemické a fyzikalni vlastnosti magnetickych kompozita lze charakterizovat
riznymi metodami. Nejvice vyuzivané jsou metody mikroskopické, rentgenové nebo

magnetizacéni.

Mezi mikroskopické metody patii elektronovd transmisni mikroskopie TEM.

Princip elektronové transmisni mikroskopie je popsan v kapitole 3.4.3.
' ‘

20 nm
L

Obrazek 2. Transmisni elektronova mikroskopie Fe3Oy4 Castic a kompozitu F6304@Ag.22
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Na obrazku 2. je porovnani snimka ¢astic Fe3O4a kompozitnich ¢astic FesO4,@Ag.
Je ztejmé, Ze magnetické Castice i magneticky kompozit maji kulovity tvar s rozdilem, Ze
¢astice Fe30,@A(g jsou od sebe 1épe odd€leny. Z lepsi separace 1ze vyvodit, Ze magneticky
nanokompozit bude mit vyssi hustotu nez ¢astice Fe304, Z hodnot mikroskopu lze také
pozorovat, o kolik se zménila primérna velikost ¢astic. V tomto konkrétnim piipadé byla
zménéna pramérna velikost z 30 nm na 40 nm. Je tedy jasné, ze data z TEM jsou velice

dualezita pro diikaz tvaru a velikosti zkoumanych Sastic.?

Pro charakterizaci krystalové struktury nanokompozitli Se vyuziva rentgenova
difrakce (XRD - X-ray Difraction). Princip této metody spociva v pruchodu
monochromatického rentgenového zateni vzorkem. Pii dopadu zafeni na vzorek dochazi
k rozkmitani elektrond a ty se pak stavaji zdrojem sekundarniho rentgenového zéfeni.?
Princip metody Ize ilustrovat naptiklad v zaznamu vysledku zobrazeného na obrazku 3.
Je patrné, Ze se zvysSujicim se pomérem Ag dochazi ke zvySeni intenzity piislusného
analytického signalu (oznaceny trojihelnikem). Z grafu mizeme dle difrakénich pikd také

urcit, jakou krystalovou strukturu maji dané Vzorky.26
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Obriazek 3. XRD vzory Fe;O, (a), Fes0,@Ag s pomérem Ag/Fe 1:10 (b) a 1:20 (c).?°
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Magnetické vlastnosti kompozitd charakterizujeme magnetizacnimi metodami.
Nejjednodussi z nich je separace pomoci vnéjSiho magnetického pole. Na obrazku 4. je
znazornén experiment, pii kterém se porovnavda magnetismus Castic FezO4
a nanokompozitu FesO4@Ag. Z tohoto schématu je zietelné, ze magneticky nanokompozit
ma lepsi magnetické schopnosti nez magnetické ¢astice FezOa.

Fe3O4 FesO4Ag

|| => — 0]
e

. - Fez0s FeaOus/Ag

Fe3Qs FeaOyAg

Magnetic field Magnetic field

Obrazek 4. Magnetické chovani Fe30,4 a Fe3O4@AQ pii experimentu.(pievzato

a upraveno)®

Dale se magnetické vlastnosti m&ti VSM magnetometrii. Tato metoda je zaloZena
na méteni magnetického momentu vzorku, ktery je rozkmitan kolmo k magnetickému poli,
ve kterém je umistén.’” VSM magnetometrie pracuje na principu Faradayova zakona
o indukci, ktery fika, ze zména magnetického pole v Case generuje elektrické pole
v uzavieném elektrickém obvodu. Toto elektrické pole je méfitelné a poskytuje informaci
o zméné magnetického pole. Cim vétsi je indukovany proud, tim vétsi je magnetizace.28 Pti
meéfeni magnetickych vlastnosti FesO; a FesO,@AQ Castic magnetometrem bylo opét
dokazano, ze Fe;0,@AQ Castice vykazuji vetsi magnetismus.22 Na obrazku 5. vidime
vyslednou hysterezni kiivku nanokompozitu Fe;O,@Ag méfeného pii teploté 300 K
v aplikovaném magnetickém poli. Tato hysterezni kiivka je typickd pro
superparamagnetické materialy. Tento vysledek tedy dokazuje, Ze nanokompozit vykazuje

superparamagnetismus pii teploté¢ 300 K2

22



-2

= I

Magnetization { emu/lg )

= T T T T T
=15000 =100400 <000 0 G000 10000 1RO00

Mag. Field (G)

Obriazek 5. Hysterezni kiivka Fe;0,@Ag nano&astic méfena pii 300 K. %

5. Modifikace magnetickych nanokompoziti a jejich aplikace

Na zaklad¢ vyse zminéného (kapitola 4.1.2.), magnetické kompozity se skladaji
z magnetickych castic (nejcastéji magnetit a maghemit) a nanocastic uslechtilych kovi
(nejcastéji Ag a Au). Diky tomu, Ze maji kompozity magnetické¢ vlastnosti, mizeme
s nimi cilen¢ manipulovat a tak od nich separovat nezadouci pfimeési z roztoku pomoci
vnéjsiho magnetického pole. Vzhledem k tomuto faktu maji magnetické kompozity
pozitivni dopad na detekci, a proto jsou Casto vyuzivany pro ucely SERS. Detekce
pomoci povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie za pfitomnosti magnetickych
nanocastic ma obrovskou vyhodu, co se tyCe upravy vzorki a casu analyzy.
Oproti ostatnim béznym metodam, jako je naptiklad HPLC nebo MS, se nemuseji vzorky
slozité upravovat, a tim je tedy SERS jednodussi a méné ¢asoveé narocny. Dalsi vyhodou je
moznost detekce samotné molekuly s pomémé vysokou mirou selektivity. Upravou
povrchu pfisluSnych nanocéastic miize byt selektivita této metody jesté zvySena. Pro tuto
povrchovou modifikaci jsou nejéastéji vyuzivany protilatky nebo jiné selektory a takto
modifikované nanokompozity maji vyuziti v riznych aplikacich, jejichZz ptiklady budou

sy 30
uvedeny nize.
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Modifikacemi se ve své praci zabyvali Vaclav Ranc a kol.*® Magneticky
nanokompozit byl vtomto experimentu tvofen magnetitem spojenym se stiibrnymi
nanocasticemi O-karboxymethyl chitosanem, ktery byl uzite¢ny pro zesileni citlivosti
vzhledem k piitomnosti karboxylovych skupin. Povrch nanokompozitu byl upraven
potazenim  stiibrnych nanocastic  kyselinou zelezo-nitrilotrioctovou (Fe-NTA).
Modifikovany nanokompozit byl vyuzit pro selektivni detekci dopaminu v umélém
mozkomi$nim moku a mySim striatu. Magneticky kompozit slouzil pro separaci cilového
analytu od nezadoucich latek v matrici a nasledna modifikace pomoci Fe-NTA umoznila

specifickou detekci dopaminu metodou SERS.

0

Q‘i’iiﬂ,- pH7.0
g Dopamine

0 o i
NH,

Obrazek 6. Schématické znazornéni selektivniho vazani dopaminu na modifikovany

nanokompozit m@cmCH@Ag@Fe-NTA.*

Vyhodami této metody jsou jednoduchéd separace, selektivita a méfeni pii velmi
nizkych koncentracich. Oproti metodam, jako je ECD nebo MS, které byly diive
vyuzivany ke stanoveni hladiny dopaminu, neni potieba slozitych tprav vzorkt (odpatreni
rozpoustédla, zakoncentrovani, apod.) a diky tomu je tato metoda rychla. Dalsi nespornou
vyhodou je univerzalnost, ktera spociva pifedev§im v mozném nahrazeni Fe-NTA jinou

protilatkou pro stanoveni jinych nizkomolekularnich cila.

Modifikovanymi nanokompozity se také zabyvali Michael Y. Sha a kol.*

K experimentu bylo vyuzito zlatych nanocastic, na nichz byly adsorbované protilatky
anti-her2 (lidsky epidermalni rustovy receptor) a cely tento systém byl potazen ochrannou
a funkcionalizovanou vrstvou oxidu kiemicitého. Dal§im systémem, ktery byl zde vyuzit,
byly magnetické kulicky spojeny s protilatkou anti-EpCAM (anti-epitelialni bunécna
adhézni molekula). Tyto dva kompozity byly pouzity pro rychlou a citlivou detekci

cirkulujicich nadorovych bunck (CTC) piimo \% lidské krvi.
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Magneticky systém umoznoval zachyceni CTC tim, ze se specificky navadzal na naddorovou
bunku pomoci protilatky anti-EpCAM. Rychlou a citlivou detekci zajistil systém
obsahujici zlaté nanocastice a protilatku anti-her2, nebot’ receptor her2 je obsaZeny
na povrchu membran nadorovych bunék a diky protilatce anti-her2, navazané na
nanocasticich zlata, je snadno rozpoznan. Kombinace téchto dvou kompozitu tedy
umoznila rychlou a citlivou detekci CTC ptimo v lidské krvi. Navic byla tato metoda levna

oproti béznym cytometrickym métenim.

Philip Drake a kol.*? vytvofili dva typy nanoéastic, které mély slouzit pro detekci
bakterie Staphylococcus aureus. Prvnim typem byly nanocéastice na bazi oxidu
zeleza potazené oxidem kiemicitym. Druhym typem byly zlaté nanocastice
potazené kyselinou 4-merkaptobenzoovou. Oba typy nanocastic byly konjugovany
s jednotlivymi doménami protilatek (sdAb) specifickymi pro Staphylococcus aureus, které
se selektivné vazi na protein A obsazen na povrchu bakterie. Zlaté nanocastice potazené
kyselinou 4-merkaptobenzoovou slouzily k zesileni intenzity signalu SERS a dané
protilatky na nich navazané pomoci EDC (pro aktivaci COOH) zajistily selektivitu.
Nanocastice oxidu zeleza byly taktéz potazeny sdAb pomoci DMA a umoznily to, ze
bakterie byly zachycené na ptredem ur¢eném misté vlivem magnetického pole, coz vedlo

K uleh¢eni detekce (obrazek 7.).

(a) o3 (b) Magnet
» + ® IONP
" 09 . o sdAb Laser sl
9 o O Protein-A ».:;
o 0 I
o059 O AuNP | {EAH
- P N B
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J
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— —_—
n; ? I o...
Sample holder

Obrazek 7. a) Schématické znazornéni procesu oznaovani. Po tomto procesu je buiika

S. aureus magnetické a aktivni pro SERS. b) llustrace metody detekce.*?
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Jr-die Lai a kol*® pripravili magneticky vicejaderny nanokompozit
MnFe,0,@SiO,@Ag. Magnetické nanocastice byly syntetizovany  chemickou
koprecipitaci a jejich potazeni vrstvou SiO; bylo dosazeno sol-gel metodou. Na vrstvé SiO;
byly vypéstovany stiibrné nanocastice a vysledny vicejaderny kompozit byl pfipraven za
ptitomnosti glukozy, ktera slouzila jako redukéni ¢inidlo. Tento experiment demonstroval,
ze takovyto nanokompozit dokaze generovat teplo vlivem vnéjsiho stfidavého
magnetického pole, ze kterého Cerpa energii a pieménuje ji na zminéné teplo. Tento fakt je
velice slibny pro metodou zvanou hypertermie, ktera je zalozena na zahtivani nadorq,
nebot’ vlivem zvysené teploty dochazi k poskozeni nemocné buriky, aniz by byla narusena
zdrava tkan. Navic nanokompozit vykazuje pod infracervenym zatenim silné foto-termalni
vlastnosti a na zakladé tohoto méfeni bylo zjisténo, ze u vicejaderného nanokompozitu

podstatné stoupa teplota S Casem oproti samotnym komponentim (obrazek 8.).
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Obrazek 8. Teplotni kfley Si0,, MnFe, 0y, MnFe204@Si02 a MnFe204@S|02@Ag

Vv zavislosti na ¢ase méfené infracervenym zafenim (808 nm).(pievzato a upmveno)33

Meéfenim pomoci SERS bylo dokazano, ze MnFe,O,@SiO,@Ag nanokompozit
silné zesiluje Ramanuv signal a ze vykazuje vysokou citlivost k molekulam Rhodaminu

6G, které jsou vyuzivany pro znaceni poskozenych bunék.
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EXPERIMENTALNI CAST

6. Chemikalie a pracovni postupy

6.1. Chemikalie

Kyselina 6-aminohexanova (p.a., Sigma-Aldrich), butylamin (p.a., Sigma-Aldrich),
kyselina 8-aminooktanova (p.a., Sigma-Aldrich), hexylamin (p.a., Sigma-Aldrich),
N-hydroxysulfosuccimide sodium zkr. NHS (p.a., Sigma-Aldrich),
1-[3-(dimethylamino)propyl]-3-ethylcarbodiimide methiodide zkr. EDC
(p.a., Sigma-Aldrich), avidin (p.a., Sigma-Aldrich), anti-imunoglobulin G zkr. anti-1gG
(p.a., Sigma-Aldrich), Fe;0,@Ag (Pfipravené dle postupu popsaného Markovou

a kol.*). Veskeré uvedené chemikalie byly dale pouZity bez dalsiho &isténi.

6.2. Experimentalni vybaveni

Castice byly charakterizovany pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM)
na pristroji JEM 2010 (Jeol, Japonsko) s napétim 160 kV a rozlisenim 1,9 A. K méfeni
Ramanovych spekter byl vyuzit ptistroj DXR Raman (Thermo Scientific, U.S.A.), kde
vzorky byly méfeny pii vinové délce laseru 532 nm a vykonu laseru 2mW. Kazdé
spektrum bylo slozeno s 32 mikroskent a expozi¢ni ¢as byl 1 s. Pro ziskani absorp¢nich
spekter byl vyuzit FT-IR spektrometr Nicolet iS5 (Thermo Scientific, U.S.A.). | v tomto

ptipadé bylo kazdé spektrum slozeno s 32 mikroskent.

6.3. Experimentalni postupy

6.3.1. Priprava roztoku

Zasobni roztoky byly pfipraveny pfesnym navazenim nebo odméfenim dané latky,
ktera byla kvantitativné pievedena do 25 ml banky a doplnéna destilovanou

vodou po rysku. Vysledna koncentrace roztokdi byla 1-107 mol-1™,

27



Roztoky kyselin byly pfipraveny navazenim 0,328 g kyseliny 6-aminohexanové a 0,398 g
kyseliny 8-aminooktanové, které byly nasledné rozpuStény v destilované vodé.
Pro piipravu roztokt amint bylo odméfeno 240 ul butylaminu a 330 ul hexyalminu a toto
mnozstvi bylo nasledné doplnéno destilovanou vodou do 25 ml odmérné baiky. K ptipravé
roztokit EDC a NHS bylo navazeno 0,743 EDC a 0,543 g NHS. Roztoky avidinu
a anti-lgG o koncentraci 1mg/ml byly pfipraveny navazenim 1 mg avidinu a 1 mg

anti-1gG, které byly nasledné rozpustény v 1 ml destilované vody.

6.3.2. Navazani linkeri (kyselina-amin)

Nejprve byly pfipraveny dvé dvojice kyselina-amin o koncentraci 1-10™ mol-1™.
Roztok kyseliny 6-aminohexanové byl smichan s roztokem butylaminu (dvojice A) do
eppendorfky o objemu 1 ml a stejné¢ tak byla smichdna kyselina 8-aminooktanova
s roztokem hexylaminu (dvojice B). U uvedenych dvojic byly studovany poméry: 1:1, 2:1,
1:2 a 1:3 a délka jejich uhlikatého fetézce. Na zakladé méfeni Ramanovy spektroskopie

bylo dokézéano, Ze dvojice B v poméru 1:3 je nejvyhodnéjsi pro dalsi postupy.

6.3.3. Imobilizace avidinu

Aby mohlo dojit k imobilizaci proteinu na magneticky nanokompozit, byla nutna
aktivace karboxylovych kyselin, které bylo dosazeno ptidavkem aktivac¢nich ¢inidel EDC
a NHS. K90 ul kompozitu s 10 ul dvojice B v poméru 1:3 bylo piidavano 10 pl roztoku
EDC a NHS, ktery byl pfipraven v poméru 1:1 o koncentracich: 2,5 10°  mol-1?,
5:10% mol-1?, 7,5:10° mol-I* a 2,5:10% mol-1™. Po aktivaci (cca 20 minut) byly smési
promyty a nasledné¢ k nim bylo pfidano 10 pl avidinu. Dle vyhodnoceni sledovanych
koncentraci EDC a NHS pomoci zesilené Ramanovy spektroskopie byla jako nejvhodnéjsi

uréena koncentrace 5-10°° mol 1™}, kter4 byla vyuzita pro nasledujici kroky.

Ke kompozitu o objemu 90 pul s 10 ul dvojice B v poméru 1:3 a s ptidavkem
aktivagnich &inidel o koncentraci 5-10% mol-1" byl p¥idan avidin o objemu 5 pl, 10 pl,
15 pl a 20 pl. Sledované koncentrace avidinu byly vrozmezi od 5-10% mol-1* do
2:10°  mol-1". Jako nejlepsi koncentrace proteinu byla stanovena koncentrace

110" mol-1™" a ta byla vyuZita pii finalnim kroku imobilizace anti-1gG.
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6.3.4. Imobilizace anti-imunoglobulinu G

K imobilizaci anti-lIgG bylo smichano 10 pl roztoku dvojice B v poméru 1:3 s 90 ul
kompozitu. Po pfidavku 10 ul EDC a NHS o koncentraci 5:10° mol-1* byla celd smés
promyta destilovanou vodou. V koneéné fazi bylo ptidano 10 pl avidinu 0 koncentraci

1-10"° mol-Ia 10 pl anti-lgG o stejné koncentraci.
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VYSLEDKY A DISKUZE

7. Imobilizace anti-imunoglobulinu G

Cilem této prace je studium vlivu vybranych parametri na imobilizaci
selektoru anti-lgG na magneticky nanokompozit Fe;0,@Ag. Byl studovan vliv poméra
smési kyselina-amin a délka uhlikatého fetézce, vliv koncentrace aktiva¢nich ¢inidel EDC
a NHS a vliv koncentrace proteinu avidin. Takto modifikovany nanokompozit byl dale

vyuzit pro selektivni detekci immunoglobulinu G (IgG) ze vzorku.

COOH

COOH COOH

EDC.NHS  + avidin

COOH Fe;:0:@Ag COOH
+ antilgG
COOH COOH
COOH
anti-lgG
anti-lgG biotin anti-lgG
AVIDIN ..
biotin biotin
AVIDIN AVIDIN

funkcionalizovany povrch

. _biotin :
_ L AV I AV QoM 1 anti-lgG
anti-lgG o, AVIDIN Fe:0:@Ag AVIDIN g
AVIDIN AVIDIN
biotin AVIDIN biotin
anti-lgG biotin anti-IgG
anti-lgG

Obrazek 9. Modifikace nanokompozitu Fe;0,@AQ.
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V prvni fad€ byl Ramanovym spektroskopem proméfen samotny nanokompozit

Fes0,@Ag a jeho spektrum je uvedeno na obrazku 10.
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Obrazek 10. Spektrum ¢istého nanokompozitu Fe;O,@Ag.

Spektrum  ¢istétho nanokompozitu Fe3Os@Ag vykazuje pasy v oblasti
250 — 350 cm™. Tyto pasy odpovidaji navazanému stfibru, respektive interakci mezi
stiibrnymi nanoc¢ésticemi a pouzitym polymerem (karboxymetylchitosan), diky kterému je

toto stfibro navazano na magnetickém jadrte.
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7.1. Vliv parametrii funkénich skupin

Byl sledovan vliv poméri CH,:CHj3 skupin ve smési kyselina-amin a také délka
uhlikatého fetézce, ktera se v naSem ptipadé lisila 0 dva uhliky (4 — 6 a 6 - 8), aby nedoslo
ke sterické zabrang. Retdzec s osmi uhliky dosahoval dale od kovu a tak se na stifbrné
nanocastice mohlo efektivnéji navazat vétsi mnoZzstvi proteinu (avidin), nez tomu bylo

u Sesti-uhlikatého fetézce, ktery byl blize ke kovu.
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Obrazek 11. Zavislost intenzity Ramanova signalu na slozeni smési linkera.

Dvojice A zna¢i smés butylaminu a kyseliny 6-aminohexanové
(4 a 6ti uhlikaté fetizky). Dvojice B je smési hexylaminu a kyseliny 8-aminooktanové
(6 a 8mi uhlikaté fetizky). Z obrazku 11. je patrné, ze skuteény podil, ktery byl navazan
a podil, ktery byl ptidavan v prubéhu reakce, je rozdilny. To miZze byt zpusobeno
rozdilnou schopnosti fetizku navazat se na nanokompozit. Proto byla vyhodné&jsi smés
stanovena z praxe, pficemz bylo nejlepsiho rozlozeni téchto skupin pro nejvétsi navazani

anti-1gG dosazeno za pouziti smési B v poméru 1:3.
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Obrazek 12. Spektrum nanokompozitu Fe;O4@Ag po navazani linkerd (aminokyselin a
amintl).

Na nanokompozit byla navazana smés kyseliny 8-aminooktanové s hexylaminem

v poméru 1:3 a o koncentraci 1-10° mol-1*. Po navazani t&chto linkerii na nanokompozit

1

FesO,@Ag jsou Vv Ramanové spektru zietelné pasy okolo 3000 cm™. Tyto pasy

charakterizuji navazany uhlikaty fetizek z pohledu CH, a CHs; skupin.

33



7.2. Vliv koncentrace EDC a NHS

Pro aktivaci navazanych karboxylovych skupin byl pouzit roztok aktivacnich
¢inidel EDC a NHS, u n&hoz byl sledovan vliv zmény koncentrace. Cinidla EDC a NHS
jsou vyuzita pro kovalentni vazbu mezi karboxylovou skupinou a aminoskupinou, kterou
ve své struktufe obsahuje avidin. Na zméné koncentrace aktivacnich cinidel zavisi
navazani proteinu na karboxylové skupiny. Méfenim bylo dokazano, Ze u koncentrace
2,5:10° mol-1" nedoglo k navazani proteinu vibec, zatimco u koncentrace 510 mol-1?
byl jiz protein navazan a tato koncentrace byla tedy urcena jako nejvyhodné&jsi pro aktivaci
funk¢nich karboxylovych skupin. Dalsi zvySovani koncentrace nevedlo k Zzadnym

zmeénam.
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7.3. Vliv koncentrace proteinu

Poslednim parametrem, ktery byl studovan, byla koncentrace pfidavaného proteinu
avidin. Koncentrace byly sledovany v rozmezi od 5-10% mol-1* do 2:10° mol I71.
Se zménou koncentraci proteinu dochazelo ke zménam intenzity Ramanova signalu

spektralniho pasu Amid III, ktery charakterizuje ¢ast struktury imobilizovaného proteinu.

Dle méfeni byla nejvyssi intenzita vySe zminéného pasu proteinu pii koncentraci
1400
1200

110" mol-1™* (viz obrazek 13.).
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Obrazek 13. Zavislost intenzity spektralniho pasu Amid III (slouzi jako proteinova

Absolutni intenzita pasu Amid Ill

Vzorek

znacka) na zvolené koncentraci avidinu pii syntéze.

Vyse uvedeny graf je vysledkem pfidani 10 pl avidinu o koncentraci 1:10° mol-1*
ke kompozitu sjiz navazanymi linkery. Ty jsou vhodné rozlozeny na nanokompozitu
a vSechny karboxylové skupiny jsou aktivovany ¢inidly EDC a NHS. Cilem bylo zjistit
nejvyhodnéjsi koncentraci proteinu pro jeho nejlepsi mozné navazani. Z grafu je patrné, ze
pfi prvni koncentraci (A) je velice maly signdl a tim padem dochézelo k navazani malého
mnozstvi proteinu avidin a nemohlo tak dojit k Uplnému pokryti volnych skupin.
Druhd koncentrace (B) s nejvyssi absolutni intenzitou vedla k celkové saturaci stericky
pristupného aktivovaného povrchu, a proto byla oznacena jako nejvhodné;si.
Dalsim zvySenim koncentrace (C, D) nebyla zvySena intenzita danych past, tedy

zvySovani koncentrace nevedlo k dal§im zménam.
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Obrazek 14. Spektrum nankompozitu Fes0,@Ag po navazani avidinu.

Na obrazku 14. je zobrazeno spektrum nanokompozitu po navazani proteinu avidin.
Ze spektra jsou patrné pasy, které lze interpretovat jako Casti proteinové struktury,
tedy: Amid I, 11 a 1l (1350 — 1650 cm-1). Dané pasy charakterizuji imobilizovany protein

avidin z hlediska jeho sloZeni i struktury a jsou pro né&j tedy z ur¢itého ohledu urcujici.
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Pfed navazanim proteinu Po navazaniproteinu

Obrazek 15. Porovnani nanokompozitu pted a po navazani proteinu anti-1gG.

Céstice, na kterych byl imobilizovan protein anti-IgG, byly charakterizovany
metodou transmisni elektronové mikroskopie. Ze snimku je patrné, Ze dosSlo ke zméné
povrchu ¢astic. Tato zména mliZe souviset pravé s danou imobilizaci proteinu anti-IgG na

povrch téchto Castic.

37



Nejvyhodngj§i koncentrace avidinu, kterd byla 110 mol-1*%, bylo vyuZito pii
poslednim kroku imobilizace anti-IgG pftes biotin na magneticky nanokompozit. Biotin je
soucasti struktury anti-IgG a vytvari s avidinem komplex avidin-biotin. Tvorba tohoto
komplexu je velice snadnd, nebot’ avidin ma vici biotinu piirozené vysokou afinitu.

Diky vytvoreni tohoto komplexu je mozné na avidin navazat dalsi protein, tedy anti-1gG.
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Obrazek 16. Spektrum nanokompozitu Fe;O0,@Ag po navazani avidinu a imobilizaci

anti-IgG pres biotin.

Na nanokompozit s navazanym avidinem byl pies biotin imobilizovan anti-lgG,
jakozto selektor pro IgG. Ze spektra je zietelné, Ze doSlo ke zméné relativnich intenzit past
Amidu I, Il a Il zejména vic¢i ostatnim pastim ve spektru, které nezna¢i navazani proteinu.
Takovymto pasem je napiiklad pas kolem 600 cm™, ktery pravdépodobné charakterizuje
vazbu kov — NH; skupina. Rozdilny podil past Amid I, II a III (v porovnani

s obrazkem 14.) zna¢i navazani jin¢ho proteinu.
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Obrazek 17. IR spektra samotného kompozitu FezOs@Ag a spektra jeho postupné
modifikace.

Jednotlivd spektra byla postupné meéfena v pribéhu povrchové modifikace
nanokompozitu pomoci FT-IR spektrometru. Nejprve byl méfen samotny nanokompozit
FesOs@Ag, jako druhy modifikovany nanokompozit Fe;Os@Ag@Avidin, dale byl
proméfen modifikovany  nanokompozit Fe;O,@Ag@Avidin@Antilgc  a  jako
posledni byl zméfen modifikovany nanokompozit snavazanym IgG, tedy
FesOs@Ag@Avidin@AntilgG@IgG. Ze spekter je jasné viditelny nartst spektralnich

past (zvyseni absorbance), ktery odpovida vazbam v proteinu.
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7.4. Aplikace modifikovaného nanokompozitu

Na puvodni nanokompozit FesO4@Ag byl imobilizovan anti-IgG, jakozto selektor
pro aplikaci selektivni detekce imunoglobulinu G z modelového vzorku. Takto
modifikovany nanokompozit byl proméfen pomoci zesilené Ramanovy spektroskopie

a vysledné spektrum je uvedeno na obrazku 18.
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Graf 18. Spektrum nanokompoziotu Fe;0,@Ag po navazani avidinu, imobilizaci anti-1gG

pfes biotin a nasledné navazani IgG ze vzorku (c = 100 ng/ml).

Na magneticky nanokompozit s navazanym avidinem byl pfes biotin imobilizovan
selektor anti-IgG, ktery umoznil selektivni detekci IgG ze vzorku. Spektrum tohoto
modifikovaného nanokompozitu po vychytani IgG z daného vzorku bylo zméfeno pomoci
zesilené Ramanovy spektroskopie a je zobrazeno na vyse uvedeném obrazku 18. IgG zde
bylo v koncentraci 100 ng/ml. Ve spektru lze pozorovat markantnéjsi rozdil poméru past

Amid I, Il a Il (oproti obrazku 16.), coz v daném ptipadé znaci navazani IgG.
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ZAVER
Cilem této bakalaiské prace byla povrchova modifikace magnetického kompozitu
Fes04,@AQ, ktery byl nasledné vyuzit pro selektivni detekci imunoglobulinu G

z modelového vzorku. Béhem modifikace byly studovany vybrané parametry metodou

SERS, které mohly mit vliv na Gpravu povrchu daného kompozitu.

K experimentu byl vyuzit kompozit FesO,@Ag, obsahujici ¢astice Fe3Oy, které
tvorily magnetické jadro a slouzily jako nosi¢ a nanocastice stiibra, jejichz funkci bylo
zesileni Ramanova signalu. Pro funkcionalizaci povrchu kompozitu byla vyuzita smés
linkert kyselina 6-aminohexanova - butylamin a kyselina 8-aminooktanova - hexylamin,
u nichz byl studovan vliv poméri smési a také délka uhlikatého fetizku. K aktivaci
navazanych karboxylovych skupin byly vyuzity aktivacni ¢inidla EDC a NHS, u kterych
byla sledovana koncentrace. Na takto aktivované karboxylové skupiny byl navazan protein
avidin, u néhoz byl taktéz zkouman vliv jeho koncentrace. Kone¢nou fazi celé modifikace
byla imobilizace anti-immunoglobulin G na avidin ptes biotin, jez byl soucasti struktury

anti-1gG.

Jednotlivé modifikace byly méfeny pomoci povrchem zesilené Ramanovy
spektroskopie. Na zaklad¢ vysledku téchto méfeni bylo dokazano, Ze studované parametry
maji obrovsky vliv na povrchovou modifikaci kompozitu. Napiiklad, pokud by smeés
linkerd byla ptfidana v nevhodném poméru se Spatnou délkou uhlikatého fetizku, doslo by
k nevyhovujicimu rozlozeni téchto linkerti na povrchu kompozitu, a tim padem by povrch
nebyl pln¢ funkcionalizovan a vhodné pfipraven pro imobilizaci. Koncentrace aktiva¢nich
¢inidel méla vliv na pocet aktivovanych skupin, takze pokud by byla vyuzita nevhodna
koncentrace, nedoSlo by k aktivaci vSech volnych karboxylovych skupin. Co se tyce
koncentrace proteinu, ta taktéz hrala dulezitou roli a to zejména proto, Ze na této
koncentraci zaviselo pokryti celého kompozitu. Pfi zménéch této koncentrace dochézelo

k navazani rizného poCtu proteinu na aktivované karboxylové skupiny.

Experimentalné byly stanoveny vhodné parametry pro modifikaci povrchu
nanokompozitu Fe;0.@Ag, ktery byl takto modifikovany vyuzit pro selektivni
vychytavani 1gG.
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SUMMARY

The aim of this bachelor thesis was the surface modification of magnetic composite
Fe30,@Ag, which was used for purposes of selective detection of immunoglobulin G from
the model sample. Selected parameters, which could affect the surface modification of the

composite, were studied by SERS.

It was used the composite Fe30,@Ag, composed of two components. The first was Fe;O4
particles, which formed a magnetic core and served as a magnetic carrier. The second
component were silver nanoparticles, whose function was enhancing of Raman signal. To
functionalization of the surface was used a mixture of linkers
6-aminohexanoic acid - butylamine and 8- aminooctanoic acid — hexylamine. By these
linkers was studied the influence of their ratio and the length of the carbon chain. For
activation of the binded carboxyl group were used activating agents EDC and NHS, for
which was monitored their concentration. On this activated carboxyl group was bound
protein avidin, for which was also studied the influence of its concentration. The last steps
of modification was the immobilization of anti-immunoglobulin G to avidin through

a biotin, which was the part of the structure of anti-I1gG .

Each modification were measured by surface enhanced Raman spectroscopy. Based
on results of these measurements was proved, that studied parameters have a huge
influence on surface modification of the composite. For example, if a mixture of linkers
were added in an inappropriate ratio and with the wrong lenght of carbon chain, there
would be unsuitable distribution of these linkers at the surface of the composite, and thus
the surface would not fully functionalized and therefore it would not suitably prepared for
immobilization. Concentration of activating agents had an effect on the number of
activated groups, so if was used unsuitable concentration, it would not activated each free
carboxyl groups. The concentration of the protein also play an important role, especially
because on this concentration dependent coverage of the entire composite. During the
changing the concentration there was a variable number of binding protein to the activated

carboxyl groups.

The appropriate parameters for the surface modification of composite Fe;O,@Ag
were determined experimentally. The modified composite was used for the selective

uptake of IgG.
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