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1. Uvod

Objev skenovaciho tunelového mikroskopu a nésledné mikroskopu atoméarnich sil se
staly klicovymi udalostmi v déjindch nanovéd a nanotechologii. V roce 1986 byla Gerdu
Binningovi a Heinrichovi Rohrerovi udélena Nobelova cena za fyziku pravé za konstrukci
skenovaciho tunelového mikroskopu. Pfed 20 lety se na scéné€ objevil i mikroskop atomarnich
sil, jenz prokéazal svou vyuzitelnost v celé fad¢ aplikaci. Kromé schopnosti zobrazovat plochy,
umoznuje mikroskopie atomarnich sil manipulovat i s jednotlivymi atomy a molekulami, coz
rozSifuje jeji vyuzitelnost i do oblasti kosmického vyzkumu. V soucasné dobé je soucasti
systému, ktery by mél v roce 2014 pfistat na kometé 67P a podrobné analyzovat material,
ze kterého je kometa slozena. (1)

V nanosvété jsou popirany fyzikalné-chemické principy, vlastnosti a zdkony, které jsou bézné
pozorovatelné v makro a mikrosvéte. Mezi dva nejvyznamnéjsi rozdily, které byly
pozorovany, patii vyrazna zména pomeru povrchu a objemu ¢astic a mnohem vétsi reaktivita
castic. Také vlastnosti, jako jsou magnetické, optické, elektrické, ¢i tepelné jsou velmi
odlisné od téch, které zname z makro-, ¢i mikrosvéta. VSechny tyto vlastnosti predurcuji
nanotechnologie k vyuziti v fad¢ védeckych, technickych, ¢i primyslovych odvétvich.
Vsechny vyjimecné vlastnosti nanomateridlic jsou duasledkem jejich rozmért v tadech
nanometri. Napiiklad kvantové tecky o velikosti 2-12 nm jsou toho typickym piikladem.
Na druhé¢ strané, uhlikové trubicky maji nanometrické rozméry pouze v jednom sméru — jejich
prumér se pohybuje od 0,7 do 2 nm, ale jejich délka mize dosahnout az 10 pum. I piesto jsou
povazovany za nanoobjekty a udrzuji si jejich unikatni vlastnosti. Jsou zde ¢tyfi hlavni oblasti
vyuziti  nanotechnologii —  nanobiotechnologie = (nanomedicina),  nanomaterialy,
nanoelektronika a nanosenzory. VIiv nanovéd a nanotechnologii na védu a primysl proto
v poslednich letech prudce vzrostl. (2)

V pribéhu minulych let zacal rozvoj nanotechnologii sméfovat cestou tzv. ,,green* synthesis,
tj. metody, kterd je Setrnd k Zivotnimu prostiedi. Diive byly nanomateridly jako
napf. nanocastice vzacnych kovl vyrdbény prevazné za pouziti silnych chemickych

reduk¢nich Cinidel, kterd vsak, ¢i z nich vznikajici vedlejsi produkty mohou zatézovat Zivotni



prostfedi. Proto je nezbytné rozvijet ekologicky Setrné metody, zejména pro vyroby
ve velkém mnozstvi. (3)

Tato diplomova prace si klade za cil prozkoumat, zda viibec a za jakych podminek miize
dochdzet ke vzniku nanocéstic vzacnych kovi (stfibra a zlata) vlivem aminokyselin.
Aminokyseliny jsou, jak zndmo, soucasti zivych organismt, a proto by se vznik nanocéstic
vlivem jejich plisobeni mél fadit mezi ekologicky Setrné syntézy. Pro tuto préaci byly vybrany
Ctyfi aminokyseliny (glutamova kyselina, glutamin, arginin, cystein), pro néz vsak je nutné
nejprve urcit, jakym zplsobem interaguji s nanoc¢asticemi vzacnych kovi a také jak ovliviiuji
klasickou borohydridovou syntézu téchto nanocastic. S ohledem na limitovany rozsah
diplomov¢é prace jsou vSechny doposud ziskané vysledky tykajici se nanocastic zlata zarazeny

do ptiloh a nebudou v praci diskutovany.



2. Teoreticka cast

2.1 Koloidni soustavy

Koloidni soustavy jsou podtiidou tzv. disperznich soustav. Takova soustava obsahuje
dv¢ zakladni ¢asti, kterymi jsou disperzni faze a disperzni prostiedi.
Heterogenni soustava je termodynamicky systém, ve kterém se vyskytuji minimalné¢ dvé

zékladni faze — prvni faze je rozptylena ve druhé v podobé castic, které maji dany tvar
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a velikost. Zakladni vlastnosti kazdé heterogenni soustavy je existence tzv. fazového rozhrani.
Opakem je soustava homogenni, kde nelze zddné fazové rozhrani pozorovat, protoze takova

soustava obsahuje pouze jednu fazi. (4)

2.1.1 Klasifikace koloidnich soustav

vvvvvv

povazovana velikost dispergujicich Castic a oznacujeme ho jako stupen disperzity. Vys$si
stupenn disperzity ukazuje na jemnéji rozptylenou fazi. Podle toho kritéria rozliSujeme
3 zékladni soustavy — analytické, koloidni a hrubé. Pro podrobnéjsi déleni se pouziva dale
oznaceni makrodisperzni a mikrodisperzni.

Z pohledu velikosti castic rozliSujeme soustavy monodisperzni, kdy vsSechny castice
v systému maji stejnou velikost a soustavy polydisperzni, ve kterych pozorujeme castice
o riznych velikostech.

Dalsim délenim je déleni podle tvaru castic, kdy se mulzeme setkat se soustavami
homodisperznimi (Eastice o stejném tvaru) nebo heterodispeznimi (Castice se tvarove lisi). (4)
Vzhledem k tvaru dispergovanych ¢astic rozdélujeme soustavy na korpuskularni, fibrilarni
a laminarni. Korpuskularni castice, nebo také izomerické ¢i globularni, jsou ve svych
rozmérech totozné. U fibrilarnich ¢astic pozorujeme vldknity ¢i ty€inkovity tvar a u ¢éstic
laminarnich tvar lamel. Vzhledem k pievladani jednoho rozméru nad ostatnimi jsou nazyvany

také jako anizomerické. (5,6)

2.1.2 Specifické vlastnosti kolodnich soustav
Jedine¢nost koloidnich systémti spociva v jejich unikatnich vlastnostech jako je

pritomnost Tyndallova efektu, pomald difize, nizky osmoticky tlak, schopnost podléhat
dialyze, nestdlost a snadnd koagulace nebo elektroforeticka pohyblivost, diky niz casto

v koloidech neplati Faradayovy zékony.

2.2 Kinetické vlastnosti
Tepelny pohyb ¢astic ovlivituje kinetické vlastnosti koloidnich systémt jako naptiklad

sedimentaci, osmozu, ¢i difuzi. Intenzita tepelného pohybu je zavisla na teploté a velikosti
¢astic, a proto pomoci kinetickych vlastnosti miizeme urcit velikost ¢astic v systému.

Brownilv pohyb je chaoticky a neuspofddany pohyb &astic v systému. Castice v systému se
vzajemné srazi, a tim méni svilj smér. Zvysend pravdépodobnost srazky se objevuje u castic,

jejichz hmotnost a velikost se zvEétSuji.
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Obr.1: Ukazka Brownova pohybu koloidni castice

Pokud jsou v rtiznych mistech roztoku naméfeny rtizné koncentrace a roztok je rozdélen
polopropustnou membranou, ¢imz se koncentrace vyrovnaji, mluvime o tzv. osmoze.
Pfes membranu pronikaji pouze malé Ccastice (rozpousStédlo), zatimco ostatni jsou
na membrané zachyceny. (7)

Diky existenci Brownova pohybu mtizeme pozorovat i dalsi z jevii — difuzi. Diky tomuto jevu
je systém schopen samovolné vyrovnavat koncentrace smérem z mist o koncentraci vyssi,
do mist s niz§i koncentraci. Difize je d¢j nevratny a jeji smér je dan tzv. koncentra¢nim
gradientem. (4)

Posledni z vlastnosti, fadicich se do této skupiny, je sedimentace. Sedimentovat mohou pouze
ty Castice, které maji dostatecnou hmotnost. Naopak tuto vlastnost nelze pozorovat u soustav
s vysokym stupném polysperzity. (8) Znalost doby, za kterou se vSechny castice usadily
a doslo k sedimentacni rovnovaze, miizeme praktikovat pfi zjistovani velikosti ¢astic v daném

systému. (9)

2.3 Optické viastnosti koloidnich systému
Optické metody se jevi jako nejvhodnéjsi k charakterizaci a popisu koloidnich soustav.

I kdyZ je nelze pozorovat v mikroskopu, svétlo absorbuji (9). Na principu optickych vlastnosti
je zalozena i svételnd mikroskopie, kterd je dnes nejpouzivangj$i metodou k charakterizaci
nanocastic. (10)

Aby mohlo dochdzet k rozptylu svétla na elektricky vodivych ¢asticich, musi byt splnéna
podminka, ze vinova délka svétla, dopadajiciho na systém musi byt vétsi nez velikost Castic
rozptylenych v disperzni fazi. Viditelnym projevem tohoto jevu je jemny zadkal roztoku

(opalescence). (11)
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Na prvni pohled viditelnou vlastnosti koloidnich soustav je jejich intenzivni zabarveni, coz
muze mit celou fadu pficin — tvar, struktura a material ¢astic, stupen disperzity, ale 1 charakter
disperze. (8)

Diky povrchovému plasmonu kovovych ¢astic mizeme pozorovat odliSné zbarveni jejich

koloidnich roztoki. (12)

Tyndalliiv jev

Dalsi typickou vlastnosti, vyskytujici se v koloidnich systémech, je pfitomnost
tzv. Tyndallova jevu — efektu rozsitujiciho se paprsku prochazejiciho disperznim prostredim.
To, co pozorujeme, jsou vsak jen paprsky ohnuté na koloidnich Casticich, ne vSak skutecny

obraz. (13)

True solution Colloidal sol
(Mo scattering (Scattering of
of light} light}

Obr.2: Tyndallitv jev — efekt prochazejiciho paprsku pravym roztokem a koloidni disperzi

Svazek paprski, jenz prochazi koloidni disperzi a v némz jsou pritomny koloidni castice, se
pii pozorovani zboku stava viditelnym, a to v dasledku rozptylu svétla. Prochazejici paprsek
ve tvaru kuzele (Tyndalliv kuzel) a jeho vrchol je pozorovatelny v misté, kudy svétlo
do nehomogenniho prostfedi vchazi. V ptipadé¢, ze maji pritomné Castice dostatecnou velikost,
jsou ve svételném kuzelu viditelné jako jasné zativé body — v pfipad¢ castic menSich,
pozorujeme pouze difuzni pruh svétla. V homogennim prosttedi je Tyndallav jev

nepozorovatelny. (6)

Dynamicky rozptyl svétla
Pti klasickém rozptylu svétla je svétlo rozptyleno od rtiznych castic a nedochazi tak
k jeho interferenci. V ptipadé€ pouZiti laserové paprsku se svétlo stdva koherentnim, interaguje

s ¢asticemi a k interferenci dochazi. Vzhledem ke skutecnosti, ze malé ¢astice maji schopnost

13



se vroztoku pohybovat diky existenci Brownova pohybu, se méni draha, kterou musi
rozptylené svétlo prekonat nez dojde k detektoru.

Dynamicky rozptyl svétla je dnes Siroce vyuzivanou metodou pro urceni velikosti koloidnich
castic. Zjisténé hodnoty Casto odpovidaji hodnotam zjis§ténym pomoci transmisni elektronové
mikroskopie. K problému mutze dochédzet v piipadé polydisperznich systémt, kdy jsou
nadhodnoceny castice vétSich rozmért, které vykazuji velkou intenzitu zafeni, a Castice

malych rozmérh tak nemusi byt viibec detekovany. (12)

2.4 Elektrické vlastnosti koloidnich systému
Vlastnosti kazdé latky vyrazné ovlivituje elektricky naboj, ktery vznika na jejim

povrchu. Tento naboj je zdrojem celé fady unikatnich vlastnosti soustavy a miize vznikat
dvéma zplsoby. Prvnim zplsobem je vzdjemna interakce acidickych, ¢i bazickych skupin
na povrchu ¢astic, které maji schopnost ionizovat s pfitomnymi protony, a druhy zptsob je
zalozen na selekci a nasledné sorpci iontl z roztoku na povrch ¢astic. (14) Malé ionty nesouci
opacné naboje se tak shlukuji kolem koloidni ¢éstice a vznika tzv. elektrickd dvojvrstva — dvé
vzajemné opacné nabité vrstvy na povrchu koloidni ¢astice.

Pro popis elektrické dvojvrstvy existuji tii modely zalozené na popisu tepelného pohybu
elektronti uvnitt této vrstvy a jejich vzajemnych elektrostatickych interakci. Podle popisu
Helmholtzova modelu (obr.A) je plosnd hustota vnitini vrstvy stejné hodnoty jako plosna
hustota naboje na nabitém povrchu. Model byl formulovan v roce 1879 a vystihuje chovani
realnych systému pii vysoké iontové sile roztoku, kdy dochazi ke stlaceni difuzni vrstvy
a naboje vnitini a vnéjsi vrstvy se vzajemné zneutralizuji.

Gouy (1910) a Chapman (1913) vypracovali matematickou teorii popisujici ubytek hustoty
naboje a potencidlu, ktery zéavisi na vzdéalenosti od povrchu. Teorie dala za vznik
Gouyova-Chapmanova modelu (obr.B) vysvétlujiciho koncentraci iontu ve vnéjsi vrstvé jako
plynuje klesajici veli¢inu zavislou na vzdalenosti od nabitého povrchu. Rovnovaha
nachdzejici se mezi tepelnym pohybem ionth a elektrostatickymi silami udavéa stav
této vrstvy. V redlnych systémech je difuzni vrstva pouze Casti vnéjsi vrstvy, v silné
ziedénych elektrolytech vsak jeji vyznam narusta.

Tteti model, Sternlv, je vyuzitelny zvlasté pro elektrolyty stiednich koncentraci. Vnéjsi
vrstvu elektrické dvojvrstvy popisuje jako vrstvu skladajici se ze dvou casti — pftiléhajici
plo$né vrstvy (Sternovy vrstvy) a z difuzni (Gouyovy-Chapmanovy vrstvy). Sternova vrstva

obsahuje ionty, jez jsou k vnitini vrstvé prichyceny adsorpénimi silami, a jejich plosna hustota
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naboje je mensi nez plosna hustota naboje vrstvy vnitini. Gouyova-Chapmanova vrstva je
tvofena ionty, které jsou ksobé vazany elektrostatickymi silami a maji schopnost
neutralizovat ndboj vnitini vrstvy. Vysledny potencial tak nejdiive prudce klesd na potenciél

Sternovy vrstvy a poté pozvolna klesé k nule.(6)

Helmholtzova vrstva Gntcmm-'a vrstva
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Obr.3: Modely elektrické dvojvrtsvy — Helmholtzitv (A), Gouyuv-Chapmaniiv (B) a Sterniiv
model (C)

2.4.1 Elektrokineticky potencial

vvvvvv

které muzeme pozorovat u objektd v rozmérech nano- a mikrometri a ma znacny vliv
na jejich chovani. Zeta potencidlem nazyvame rozdil potencidli mezi nejvzdalenéjsi
nepohyblivou vrstvou kapaliny obklopujici Castici a vzdalenym objemem této kapaliny.
S jeho pomoci uréujeme miru interakce mezi Casticemi, a tim i jejich vlastnosti. Pfi vySsi
hodnoté nez |30 mV| se systém povazuje za stabilni — Castice se neshlukuji a vzajemné se
odpuzuji. Naopak pifi malych hodnotiach zeta potencidlu je systém nestabilni a c¢astice
podléhaji agregaci. Mimo stability castic Ize sjeho pomoci ur€it i nékteré povrchové
vlastnosti nano a mikroobjektl. Méfeni zeta potencidlu se provadi pomoci dopplerova posunu
laserového paprsku na povrchu nabitych castic pohybujicich se v elektrickém poli. Samotny

zeta potencial Ize vypocist pomoci Smoluchowského rovnice:

c=u Ll
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kde ¢ je zeta potencial, U je pohyblivost Castic, 7 je viskozita kapaliny a ¢ jeji permitivita (75)

2.4.2 Elektrokinetické jevy

V ptipade, ze dochazi k pohybu faze, ktera obsahuje elektrickou dvojvrstu, vuci
roztoku a nésledkem toho se dvojvrstva rozd€li a vznikd elektrokineticky potencial, doslo
k tzv. elektrokinetickym jevim. Obecné jsou mezi né fazeny nasledujici Ctyfi jevy —
elektroforéza a elektroosmoza (jejichz pohyb je zplsobem piitomnosti elektrického pole)
a sedimentacni a proudovy potencial (tyto potencidly vznikaji nasledkem mechanického
pohybu). Pii elektroforéze dochazi k rozdéleni elektrické dvojvrstvy nachdzejici se v okoli
Castice — Castice tak pfijimd ndboj a pohybuje se smérem k piislusné elektrod¢€, zatimco
zbytek diftizni vrstvy putuje na stranu opacnou. Elektroosmoéza popisuje situaci, kdy se
kapalina pohybuje v kapilafe, na jejiz stén¢ se nachazi elektricka dvojvrstva. Pohyb je
zpusoben odliSnymi hodnotami elektrickych potenciali na obou koncich kapilary.
Sedimentacni potencidl (Dornliv potencial) je potencidl vznikajici pohybem ¢astic v jednom
sméru. Castice maji elektrickou dvojvrstvu, pohybuji se v disperznim prostiedi a jejich pohyb
je vyvolan mechanickou silou. Proudovy potencial je dan rozdilem potenciali mezi dvéma
konci porézni piepazky v piipadé, ze pirepazkou proudi zifedény roztok elektrolytu

za pusobenti tlaku.(6)

2.5 Koloidni ¢astice vzacnych koviu
Nanovédy a nanotechnologie, relativné nové oblasti, které jsou v soucasnosti

rozvijeny, vyuzivaji pouze materidly a struktury o velikosti castic 1-100 nm. Materialy,
obsahujici ¢astice pouze vitadech nanometrti, mohou poskytovat nova feSeni v mnoha
oblastech. Vzhledem k rostoucimu zajmu o tyto materialy je dnes velmi popularni metoda
tzv. green synthesis, kdy se pouzivaji pouze chemicky nezavadné a netoxické chemikalie(16).
Tento postup je vétsinou jednoduchy, ekologicky Setrny a pomérné efektivni(17).

Nanocastice uslechtilych kovi, predev$im =zlata, stfibra a médi, mohou byt vyuzity
v oblastech jako optoelektronika, katalyza, fotonika a analyza. Jednim z nejcastéjSich vyuziti
téchto Castice je detekce pomoci povrchové zesileného Ramanova rozptylu (SERS). Navic
v UV-Vis oblasti je u kovovych Castic prokdzdna existence povrchového plasmonu. Studie
dale prokazaly, ze velikost, stabilita, morfologie a chemické i fyzikalni vlastnosti kovovych

¢astic jsou vyrazné ovlivnény experimentalnimi podminkami(16).
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2.5.1 Koloidni stribro

Samotné koloidni stiibro je zajimavé diky jeho specifickym vlastnostem jako je dobra
vodivost, chemicka stabilita, katalytickd a antibakteridlni aktivita(16). Tyto vlastnosti jsou
vyrazn¢ zavislé na velikosti a tvaru samotnych stiibrnych nanocastic, ale 1 na prostiedi,
ve kterém se nachazeji(18).

Prvni informace o vyuziti stiibra pochazi jiz z dob starého Egypta, kdy slouzilo pfedevs§im
k upravé pitné vody. V oblasti mediciny se datuje rozvoj jeho vyuzivani do 70. let 20. stoleti,
kdy je hojné¢ vyuzivano k Iécbé popalenin. Dnes se vSak nejvétSiho ocenéni stiibrnym
casticim dostdva diky jejich antibakteridlni aktivité a uvazuje se o nich jako o ndhrad¢
antibiotik(19). Dalsi studie prokazaly, ze antibakteridlni aktivita Gzce souvisi s velikosti
stiibrnych ¢astic — se vzristajici velikosti ¢astic, antibakterialni aktivita klesd. Nemén¢ zavisla
je 1 na morfologii vzniklych ¢astic, kdy Castice ve tvaru trojbokého jehlanu vykazuji nejvyssi
aktivitu(20).

Své vyuziti nasly stiibrné castice i v povrchem zesilené Ramanové spektroskopii (SERS),
v soucasné dob¢ velice vyznamné technice pouzivané v mnoha oblastech. Metoda studuje
ionty a molekuly, jez jsou naadsorbované na zdrsnéném povrchu Castic vzacnych kovi,
z nichz jsou nejCasteji pouzivany prave Castice stiibrné(21).

Stejné jako nanocastice jinych kovi, i u nanocastic stfibra jsou pozorovatelné unikatni optické
vlastnosti, jako je charakteristické zabarveni jejich roztoku. Tento jev souvisi s povrchovym
plasmonem (tj. kolektivnim kmitem volnych elektronti (22)) a je nazyvan jako povrchova
plasmonova resonance (SPR). Interakci svétla s hmotou se snazil vysvétlit 1 fyzik Michael
Faraday, ktery prokazal, Ze i1 kdyz jsou kovové Castice mensi v porovnani s vinovou délkou
svétla, jejich absorpce a rozptyl svétla jsou presto velice silné. Skute¢nost vlivu nanocastic
stiibra na interakci se svétlem je zndma jiz témét celé stoleti. S rozvojem novych metod se
vSak vyskytla moznost kontrolovat jejich tvar pifimo v roztoku. Pomoci UV-Vis spektroskopie
tak mizeme relativné snadno a rychle urcit, zda jsou ¢astice v roztoku pfitomny. Navic nam

vysledna spektra mohou podat informace i o jejich tvaru a velikosti(23).
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Obr.4:Prehled UV-Vis spekter naznacujicich pritomnost riiznych tvari nanocdstic v roztoku.
U tvaru izotropni koule A) se vyskytuji spektra pouze s jednim resonancnim pikem,
u anizotropni krychle B), tetraedru C) a oktaedru D) jsou typicka spektra s vice resonancnimi
piky posunutymi do cervené oblasti. Duta koule E) a koule s tenkou sténou F) vykazuji také

posun smérem k cervené oblasti spektra(23)

2.5.2 Koloidni zlato

Ackoli se pouziti zlata datuje jiz do starovéku, vEtSi pozornost je mu vénovana
az dnes, v dobé rozvoje nanotechnologii a nanovéd. Zlaté nanocastice jsou nejstabilnéjsi
ze vSech kovi a jejich unikatni elektrické a optické vlastnosti umoznuji jejich aplikaci
predevsim v kalatyze a biologii.

TéZba zlata byla zahdjena jiz v 5 000 let pfed naSim letopoctem. Ve starovékém Egypté se
vyuzivalo predevsim ke konstrukci soch, ale i pro estetické a 1écebné ucely. Je uvadéno jeho
pouzivani k 1é€b¢ nemoci srdce a epilepsie, ale i nemoci pohlavnich, ¢i pro 1é€bu nadort.
Koloidni zlato bylo vyuzivdno pro barveni keramiky a vitrazi a tuto funkci plni dodnes.
Nejslavnéj$im piikladem jedinecnych vlastnosti zlata je pohar, ktery v prochazejicim svétle
ma rubinové Cervenou barvu a diky pfitomnosti zlatych nanocastic se jeho barva ve svétle
odrazeném méni na zelenou. OvSem az ve 20. stoleti byly vSechny jeho vlastnosti znovu
piezkoumany a publikovany metody pro jeho vyrobu a i nyni jsou jeho vlastnosti intenzivné

zkoumany.

18



Absorpnim maximum UV-Vis spekter zlatych nanocastic je pozorovano okolo 520 nm.
Castice mensich rozmérd (1-10 nm) maji schopnost chovat se jako nula-dimenzionalni
kvantové teCky. Fyzikalni vlastnosti jsou siln€¢ zavislé na jejich velikosti, mezicasticovych
vzdalenostech a vysledném tvaru castic(24). Efektivnost zlatych nanocastic pro biologické

a zobrazovaci aplikace nejvice zavisi na jejich optickych vlastnostech(25).

2.6 Metody pripravy koloidniho stribra

Vlastnosti koloidniho stfibra, nejvice vSak velikost ¢astic, polydisperzita a povrchovy
naboj, predurcuji aplikace takovéto stiibrné Castice. Pro jejich vznik bylo publikovano jiz
mnoho metod jako jsou metoda laserové ablace, chemicka redukce a tepelné, ¢i ozatovaci

metody(26).

2.6.1 Dispergac¢ni metody

Zakladem dispergacnich metod je pfitomnost hrubé disperze, u nichz fyzikalni cestou
dochazi ke zmenSeni velikosti ¢astic. U téchto metod jsou vyuzivany pievazné mechanické
procesy, napiiklad michani, elektricky vyboj, nebo mleti. A¢ jsou tyto metody vhodné
pro vyrobu vétsich mnozstvi koloidnich roztokl a nachazi tak své vyuziti v praimyslové praxi,
nejsou schopny formovat ¢astice mensi nez 100 nm. Vysledny koloidni roztok byva casto
nestaly, a proto jsou vyuzivany stabilizatory jako povrchové aktivni latky nebo latky
polymerni (zelatina, polyethylenglykol) (12).

Pfi mechanickém rozméliiovani se vyuziva strojii na tfeni, nebo kulovitych, ¢i koloidnich
mlynd, jez jsou v kontaktu s disperznim prostfedim. Tyto mlyny jsou schopny rozmélnit
hrubé ¢astice na jemnéjsi, které za piitomnosti stabilizacni latky tvoti disperzni soustavu.
Rozmélnovani pomoci ultrazvuku je metoda vhodna pouze pro dispergované latky, které mayji
malou pevnost.

Principem elektrickych metod je vyboj, pfi némz se na povrchu ¢astic tvoii oxidovy povlak,
ktery plni stabiliza¢ni funkci. Hydrosoly kovii je mozné pfipravit ve stejnosmérném oblouku,
naopak k pfipravé organosolil je potieba vysokofrekvenéni metoda, pracujici pii stiidavém
proudu. Hydrosoly nekterych kovovych i nekovovych materidli, napft. siry, uhliku, ¢i sulfidu
tézkych kovi, je mozno pfipravit katodickym rozpraSovanim, k némuz dochazi pti elektrolyze
elektrolytu mezi anodou ve tvaru desticky a katodou tvaru dratku (4).

Oproti dfive uvedenym dispergacnim metodam vede metoda laserové ablace k formovani
nanocastic stfibra a zlata. Metoda laserové ablace, vyuzivajici pulsni Nd:YAG laser, byla

objasnéna aZ nedavno. Jedna se o zpisob, kdy na pevny povrch materialt (pliskt ptisluSného
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vzacného kovu) dopada laserovy paprsek, ¢imz dochazi k prehtati povrchu a ptisobenim tlaku
se zné¢j uvolnuji koloidni ¢astice. Druhy mechanismus vzniku nanocéstic laserovou ablaci
ptedpokladd vznik plazmatu v blizkosti plisSku a néslednou generaci nanocastic v mistech
plazmatu vlivem stlacovani vngjsi kapalinou (27). Ozafeni laserem je pouzivano k Upravé
velikosti a tvaru koloidniho stfibra a zlata, pfipraveného chemickymi ¢i elektrochemickymi
metodami (4,28,29). Laserova ablace je jednoduchd, casové nendro¢nd metoda, vyuzitelna
nejen pro syntézu nanocastic, ale 1 jejich oxidl, organickych latek a polovodict (30). Metoda
je ekologicky Setrna a akceptovatelnd, protoze nevyzaduje pouziti toxickych latek (31). Takto
vzniklé ¢astice jsou vhodné pro vyuziti v povrchové zesilené Ramanové spektroskopii, kde

plni funkci nosicu pro detekei jinych molekul (32,33).

Mirror
Nd:YAG laser }—»
Ag plate_ﬂ_ _____ j____
T

Obr.5: Princip pripravy nanocastic stribra laserovou ablaci(33)

2.6.2 Kondenzaéni metody
Princip kondenzacnich metod je zaloZen na postupném zvétSovani ¢astic nachazejicich

se vroztoku. Vychédzeji zhomogennich soustav a zménou podminek (zména teploty,
pfitomnost jiného rozpoustédla) dochazi ke snizeni jejich rozpustnosti. Castéji pouzivanym
zpusobem je vybér vhodné chemické reakce, jez méni ptivodni rozpustnou latku na jinou
mén¢ rozpustnou. Piikladem muize byt redukce stiibrné soli a vyuziti srazecich reakci (12).
Mechanismus formovani stiibrnych ¢astic redukci stiibrnych ionti je rozd€len na dva kroky —
nukleaci a rist. Zatimco proces nukleace vyZzaduje vysokou aktivacni energii, k ristu staci
aktivacni energie niz$i. Velikost a tvar nanocastic budou zaviset na mife téchto procest

a mohou byt ovliviiovany zménou koncentrace, teploty, pH, atd. Chemické metody jsou proto
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pomémé snadnou cestou, jak syntetizovat stiibrné &astice v roztoku. Upravou parametrd,
vyskytujicich se vreakci, lze snadno kontrolovat jejich vlastnosti. Proto jsou vhodné

pro vyvoj novych nanomateriald, naptiklad pro biomedicincké aplikace (34).

NUCLEATION GROWTH

reducing agent a D

j] o - : " —
solvent - !

AgNO-
Ag® ions free Ag” atoms . silver nanoparticles
Obr.6: Mechanismus formovani nanocastic, kterée jsou redukovany stribrnou soli AgNO3(34)

2.6.2.1 Priprava koloidniho stfibra za vyuziti ultrazvuku, UV-zareni, y-zareni

Redukéni ¢inidla jako NaBH4, dimethylformamid, formamid, hydrazin nebo
triethanolamin jsou schopny provadét redukei stfibrnych ionti Ag™ na koloidni st¥{bro Ag’.
Zbytky téchto redukénich ¢inidel vS8ak mohou ohrozovat Zivotni prostiedi a jsou pro néj
toxické. Z toho diivodu se dnes vénuje pozornost alternativnim zptsobiim piipravy koloidnich
¢astic za pomoci UV zafeni, y-zafeni, mikrovin nebo ultrazvuku(35).
Ptiprava castic stiibra ultrazvukem se fadi mezi kondenza¢ni metody, pti které dochazi
k rozdéleni molekuly vody na hydroxylové radikaly a vodikové atomy. Stabilita roztoku je
déle ovlivitovana ptidavkem aditiv — bez jejich pfidavku je reakéni rychlost mala, ¢astice jsou
nestabilni a rychle agreguji. V jejich pfitomnosti se rychlost reakce zvysuje a Castice jsou
stabilni po dobu az nékolika mésicti(36).
Pti redukei y-zafenim dochazi k agregaci ¢astic, cemuz zamezuje piidavek stabilizacni latky
jako chitosan ¢i poly(4-vinylpyridin). Ozatfovani roztoku stiibrné soli probihd pod atmosférou
vodiku, tvofi se hydratované elektrony a vodikové atomy redukujici ionty stiibra, zaroven se
tvotfi 1 OH radikaly se schopnosti Castice stfibra oxidovat. Na vyslednou velikost vzniklych
castic ma vliv pocateéni koncentrace stiibrné soli, koncentrace stabilizatoru a mira
y-zateni(35,37).
Redukce UV zafenim je metoda jednoduchd a experimentalné nenaroc¢nd. K probéhnuti
reakce je potreba stiibrnd stl, sloucenina poskytujici radikdly a stabiliza¢ni latka(38).

A. Henglein publikoval studii o pfipravé nano€astic stiibra pomoci UV zafeni, kde ozatrenim
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roztoku, vzniklého z acetonu, 2-propanolu, AgClOy4 a organickych polymernich stabilizatora,

vznikaji ketyl radikély, které pti reakci se sti{brnymi ionty, zredukuji tyto ionty na Ag"(39).

2.6.2.2 Priprava koloidniho stfibra redukci anorganickymi Cinidly

Principem chemickych redukénich metod je redukce stiibrné soli vhodnym redukénim
¢inidlem a v pfitomnosti stabilizacni latky. Hlavni funkci stabilizatoru je zabranit prudkému
nartstu velikosti ¢astic. Jak velikost samotnych ¢astic, tak 1 jejich agregacni stabilita jsou
ovlivilovany mnoha faktory jako je pocatecni koncentrace stfibrné soli, moldrni pomér
stiibrné soli a redukéniho ¢inidla, koncentrace stabiliza¢ni latky(40), ale i teplota, rychlost
michani, ¢i koncentrace redukéniho ¢inidla(41).
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Obr.7: Zavislost intenzity UV-Vis absorpcniho spektra stribrnych castic na koncentraci

stribrné soli(41)

Nejcastéji pouzivanym redukénim anorganickym c¢inidlem pro syntézu stfibrnych Castic je
tetrahydridoboritan sodny (NaBH4). Toto redukéni Cinidlo jako prvni vyuzili Creighton,
Blatchford a Albrecht, ktefi ke 3 ml 0,002 M roztoku NaBH, umisténého v ledové lazni
pfidali 1 ml roztoku AgNO; o koncentraci 0,001 mol/l. Smés byla intenzivné michéna
az doslo k tvorbé monodisperznich castic. Vzniklé Castice vykazovaly absorpéni maximum
okolo 400 nm a jejich velikost byla 5-20 nm. Zménou poméru reakcénich slozek bylo
vytvoieno mnoho modifikaci této metody, za pomoci kterych je moznost syntetizovat ¢astice
jinych tvart a velikosti (42).

K.CH.Song a kol. vyuzili k ptipravé castic stiibra také princip redukce stiibrné soli
tetrahydridoboritanem sodnym. Do reakce byl pfidan i dodecyl sulfat sodny (SDS) plnici
funkci stabilizaéniho ¢inidla. Ve svych experimentech ménili pomér stiibrné soli
ku redukénimu ¢inidlu, ¢imz dokazali, Ze s rostoucim mnozstvi redukéniho ¢inidla klesa

schopnost agregace Castic a zlepSuje se i1 disperzita (40). Na podobném principu pracovali
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i J.Kim a kol., kteti jako stabilizator zvolili kyselinu olejovou. Vzniklé ¢astice mély dobrou
disperzitu, kulovity tvar a jednotnou velikost (43).

Velmi jednoduchou a rychlou pfipravu stabilnich ¢astic, vhodnych pro vyuziti v SERS,
predstavili Leopold a kol. Stfibrnd sl byla redukovdna hydroxylamin hydrochloridem
v pritomnosti NaOH, v bazickém prostiedi a za pokojové teploty. Touto cestou Ize snadno
kontrolovat velikost vznikajicich Castic — postacuje zména potadi reak¢nich slozek a jejich

vzajemného koncentraéniho poméru (44).

2.6.2.3 Priprava koloidniho stfibra redukci organickymi ¢inidly

Ptipravu koloidnich roztok, pfi nichz dochazi k redukci stiibrné soli organickym
redukénim ¢inidlem, zahrnujeme pochopitelné také mezi kondenzacni metody. Syntéza
vychézi z analytickych roztokl, coz se jevi jako nejvyhodnéj$i cestu kvili Sirokym
moznostem piipravy €astic o rozdilnych tvarech a velikostech. Na zakladé¢ vybéru stiibrné
soli, redukéniho Cinidla, ¢i stabilizatoru, ale i zménou pH, ¢i teploty lze ovliviiovat velikost,
morfologii a tvar vznikajicich Castic (45).
Z této oblasti nejvyuzivangj$i metodou je metoda podle Lee a Miesela, kde se k redukci
stiibrné soli vyuziva citrat sodny (Na3CeHs07). Oproti syntéze v pfitomnosti NaBH, vznikaji
Castice vétSich rozméri. Pfi nastaveni vhodnych parametri maji Castice stiibra vzniklé
citratovou syntézou velikost 30-120 nm a absorpcni maximum okolo 420 nm. Princip této
metody vyuzili ke svym experimentim S.Miljani¢ a kol., ktefi k vaficimu roztoku AgNO;
pridali 1%(w/v) roztok citratu sodného. Takto vzniklé ¢astice mély dalsi vyuziti v Ramanové
spektroskopii (46). K.G. Stamplecoskie a kol. se vénovali pfipravé stiibrnych castic také
citratem sodnym, a jako stabiliza¢ni ¢inidlo vyuzili L-arginin a poly(vinylpyrrolidon) (PVP)
(47). Poté byly castice ozafeny LED diodami a se zménou vinové délky bylo mozné ménit
jejich velikost a tvar (47). Khan Z. a Talib A. se ve svém praci zamé&fili na pfipravu castic
stiibra v pfitomnosti stiibrné soli, cetyltrimethylammonium bromidu (CTAB) a aminokyselin,
vtomto piipadé¢ cysteinu. A¢ méli cCastice vzniklé touto cestou absorpéni maximum
pii 450 nm, absorpéni pik byl viditelny v oblasti od 350 do 650 nm, coz poukazuje na Céstice
vétsich velikosti, s vyssi polydisperzitou a tendenci agregovat (48).
Jeden ze zpusobu syntézy stiibrnych castic, ktery nevyuziva toxické chemické latky a je tak
Setrny k zivotnimu prostifedi, je Tollensiv zplsob. Princip metody zéavisi na tvorb¢
amoniakalniho komplexu [Ag(NH3),]" . ktery je v bazickém prostiedi redukovan pomoci
cukrii. Mezi pouZitelné monosacharidy patii predevS§im glukosa a galaktosa, v ptfipadé

disacharidi je to maltosa a laktosa. Metoda formuje Castice o velikosti 25-400 nm v zavislosti
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na zvoleném cukru, koncentraci amoniaku a hodnoté pH. Zatimco koncentrace amoniaku
a pH ovliviuji velikost ¢astic, vliv redukujiciho cukru mize ménit i jejich tvar (49). Neméné
dilezitad se jevi 1 zavislost na teploté procesu, jenZ miize ovliviiovat nejenom velikost
vznikajicich ¢astic, ale 1 jejich velikostni distribuci nebo stabilitu. Dalsi zmény vlastnosti
muze vyvolat i pfitomnost povrchové aktivni latky — takto vzniklé castice maji rozméry

od 20 do 70 nm (50).

2.7 Metody pfipravy nanocastic zlata
Pro pfipravu nanocastic zlata mohou byt vyuzity nejriznéj$i metody, kazdd z nich

vSak poskytuje ¢astice jiného tvaru a jinych velikosti. Proto je tfeba uvazit k jaké aplikace
budou nadéle slouzit. Stejn¢ jako v pfipadé stiibra, i zde je cely proces syntézy zaloZzen
na nukleci a nasledném rlstu tuhé faze. Nabizi se Siroké spektrum redukcnich Cinidel, které
muze byt pro syntézu vyuzito — napt. NaBHg, citrat sodny, hydrazin nebo hydroxylamin.
Syntéza nanocastic zlata mize byt provedena i bez piitomnosti redukéniho ¢inidla, a to
pomoci mikrovln, kdy pro jejich vznik postaci voda a zlata stl. To poukazuje na skutecnost,
ze mohou byt vyrabény i rychlou, bezpecnou a ekologicky Setrnou cestou(51).

OvSem 1 aminokyseliny maji své uplatnéni pii syntéze nanocastic zlata — nejcastéji pak
tryptofan. Studie potvrzuji, Ze tryptofan mize plnit funkci stabiliza¢niho i redukéniho ¢inidla,
a zménou teploty lze ovlivnit i tvar vzniklych ¢astic zlata(52).

Z dispergacénich metod lze vyuzit laserovou ablaci(53), pfi¢emz jeji princip je obdobny jako

v ptipadé¢ stiibra (kapitola 2.6.1).

2.8 Nanomaterialy a aminokyseliny
Chemicka literatura obsahuje mnoho ¢lankt o pochopeni role aminokyselin k syntéze

a charakterizaci riznych tvarii a velikosti stfibrnych, ¢i zlatych nanocastic. Jiz Khan a kol.
naznacili, Ze rozdilné slozeni postrannich fetézci u riznych aminokyselin mize mit
na chovani samotnych ¢astic vliv (48).

J.AJacob a kol. se ve svém studii zabyvali tim, jak lze biologicky vyznamné molekuly vyuzit
pro piipravu a stabilizaci stfibrnych nanocastic. Za reduk¢ni ¢inidlo si zvolili aminokyselinu
tryptofan, ktery zaroven plnil 1 funkci stabilizatoru. Ukazalo se, Ze syntéza stiibrnych castic je
touto cestou moznd, ovSem jsou pomérné nestabilni a jiz po kratké dobé zacinaji podléhat
agregaci(54).

Aminokyseliny se také jevi jako vhodné latky pro funkci ochranné povrchové vrstvy zlatych

nanocastic. Afinitni pro zlato jsou ty aminokyseliny, které obsahuje -NH, 1 —SH skupinu, jako
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je napiiklad L-cystein. Obecné maji aminokyseliny schopnost naadsorbovat se na povrch zlaté

nanocastice jiz pfi jejim vzniku a plnit funkci redukéniho ¢inidla (55).

2.8.1 Glutamin

Glutamin (Gln, Q) je glukogenni neesencialni aminokyselina. MiZe byt syntetizovana
vSemi tkanémi v téle. Narozdil od mnoha jinych aminokyselin ma dvé aminové poloviny —
a-aminoskupinu a amidovou skupinu. Jeji charakteristickou funkci je dilezitost jako
pienaSeCe dusiku ¢i pii transportu amoniaku z povrchu do tutrob organi. Glutamin dale
zajistuje funkci prekurzoru dusiku pfi syntézach purinu a pyrimidinu v buiikkach. Prevazné

u rostlin slouzi jako zasobarna aktivniho dusiku. (56,57)

e Q (GIn)

H2N OH

NH2 Glutamine

Obr.8 a 9: Vzorec a 3D model glutaminu

2.8.2 Glutamova kyselina
Glutamova kyselina (Glu, E) se fadi mezi glukogenni neesencialni aminokyseliny.

Obsahuje ve svém vzorci dvé karboxylové skupiny. a proto vykazuje slabé kyselou reakci.
Primyslové se vyrabi hydrolyzou bilkovin a nasledné délenim smési riznych aminokyselin.
Uplatiiuje se zejména pii pirenosu —NH2 skupin mezi ostatnimi aminokyselinami.
V potravinafstvi zaujima funkci stabilizatoru barviv, nebo antioxidantl a je oznacena kdédem

vvvvvv

(57,58)
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HO

NH2 Glutamic acid

Obr.10 a 11: Vzorec a 3D model glutamové kyseliny

2.8.3 Cystein

Cystein (Cys, C) nalezi do skupiny glukogennich aminokyselin. Byvéa syntetizovan
ze serinu, kde atom siry je poskytovan methioninem. Ve struktufe cysteinu je obsazena
thiolova skupina —SH, coz je skupina velice reaktivni a ma schopnost snadno se oxidovat
a tvofit disulfidovou vazbu. Diky pfitomnosti —SH skupiny ma cystein polarni charakter a jiZ
ve slabé kyselém prostfedi disociuje. Thiolova skupina je pfitomna i v aktivnim misté

nékterych proteolytickych enzymt. (57)

NH'Z Cysteine

Obr.12 a 13: Vzorec a 3D struktura cysteinu

2.8.4 Arginin

Arginin (Arg, R) je nejzésaditéjs$i aminokyselinou. Je glukogenni a fadime ji mezi
tzv. semiesencialni aminokyseliny - pro dospélého ¢loveka je neesencialni, pro déti je vsak
esencialni. Je meziproduktem mocovinového cyklu, kde vznika z ornithinu. V soucasnosti se
arginin stava béznou slozkou potravinovych dopliki, nebot’ urychluje tvorbu svalové hmoty
a také napoméha pfi jeji regeneraci. Z ptirozenych zdroji je nejvice obsazen v burskych

ofechach, zeleném hrasku, cokolad¢ ¢i obilovinach. (57,59)
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NH O

A

HoN N
2 H

NH2 Arginine

Obr.14 a 15: Vzorec a 3D model argininu

2.9 Ramanova spektroskopie
Ramanova spektroskopie je zalozena na nepruzném rozptylu monochromatického

svétla. Ve spektru se spole¢né se slabou Ramanovou linii vyskytuje i velice silnd Rayleighova
linie (eleasticky rozptyl). Elasticky rozptylené svétlo vytvari pozadi spektrometru, které miize
byt intenzivnéj$i neZ Ramanovy linie. V tzv. Ramanové efektu svétlo neelasticky prochézi
vzorkem a dochazi k posunu frekvence charakteristickych molekularnich vibraci. JiZ od svého
objevu vroce 1927 pritahuje pozornost od zdkladniho vyzkumu az po specifické
spektroskopické aplikace. Nastup laserového svétla se zdrojem monochromatickych fotont se
stal meznikem v historii Ramanovy spektroskopie a vyustil ve vyrazné zlepSeni signalu
Ramanova rozptylu. Dnes jsou znamy laserové fotony v Siroké Skéle frekvenci,
od ultrafialové az po blizkou infracervenou oblast, coz umoziiuje nastaveni idealnich
excitaénich podminek pro kazdy vzorek. Blizkd infracervena oblast ma zvlastni vyznam pro
ultracitlivou Ramanovu spektroskopii, ktera pracuje na urovni jedné molekuly, coz nemusi
byt vzdy pravidlem. Detekce na rovni jedné molekuly mlze nastat i s excitaéni vinovou
délkou laseru 532 nm, ¢i 633 nm. (60, 61)

Stejné¢ jako u optické spektroskopie, i Ramanova spektroskopie miize byt pouzita témér
v kazdém prostiedi a ani samotny vzorek nevyzaduje specialni pfipravu. Pomoci
konfokalniho mikroskopu, jenz miize byt soucasti spektrometru, lze pozorovat i vzorky
oobjemu  asi 1 pm’, coz umoziiuje detekci chromozomil a bungk. (60, 61)

Jednou z hlavnich vyhod Ramanova spektroskopu je schopnost poskytovat velké mnoZzstvi
informaci o molekularni struktufe vzorku. Ze spektra tak lze vycist chemickou strukturu

vzorku, ale 1 slozeni velmi slozitych systému, jakymi jsou biologické materialy. (60, 61)
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Nékteré substraty jsou schopny zesilovat Ramantiv signal a nazyvaji se SERS aktivnimi
substraty. Tyto substraty jsou vétSinou kovové cCastice o rozmérech v fadech nanometrt,
nejbéznéjsi jsou zlaté a stiibrné nanocastice o rozmérech 10-150 nm. (61)

Principem povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie (SERS) je interakce viditelného
zafeni s nanoc¢asticemi kovl, jeZ maji na svém povrchu plasmon (nejCastéji zlaté a stiibrné
¢astice), a s molekulami naadsorbovanymi na jejich povrchu. Dopadajici zafeni je zesilovano
piitomnou nanocastici pomoci Mieho rozptylu dopadajiciho zéateni. V ptipad¢ dopadu zéfeni,
které splituje pravidla Mieho rozptylu, na ptfitomnou ¢astici , se vodivostni elektrony v ¢astici
rozkmitaji a frekvence toho kmitani je shodné s frekvenci dopadajiciho zafeni. Na povrchu
castice vznikd oscilujici dipdl, jehoZ intenzita ma maximalni hodnotu pfi splnéni podminek
Mieho rozptylu. Pro stfibrné nanocastice se toto maximum rovnd 390 nm, pro zlato je
maximalni hodnota 520 nm. Nanocastice zde plni funci optickych zesilovact. (62)

(Resonanéni) Ramaniv rozptyl svétla molekulon
adsorbovanou na Ag ¢1 Au nanoé¢astici

Resonanéni Mieuv rozptyl svetla
Ag ¢1 Au nanoéastici

Obr.16: Schéema mechanismu povrchem zesileného Ramanova rozptylu (SERS)(62)

2.9.1 Komponenty Ramanova spektrometru

Ramanova spektroskopie v roce 1928 pouzivala rtutovych lamp jako zdroje zéteni.
Od roku 1960 se jako idealni monochromatické zéateni zacaly vyuzivat lasery — rubinovy laser
(694 nm), He-Ne laser (632,8 nm), Ar+ laser (488 a 514,4 nm), GaAs diodovy laser (780 nm)
a Nd:YAG laser (1064 nm). Svételny tok nezbytny pro zdznam Ramanovych spekter je
od 10 do 1000 mV. VSechny lasery ve viditelné ¢asti spektra, ale i laser o vlnové délce
780 nm, mohou excitovat i fluorescencni spektra a zplisobovat piekryv spekter. S laserem

o vlnové délce 1064 nm je vSak pravdépodobnost fluorescence minimalni. (60)
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Klasické Ramanovo usporadani, vyuziva Ramanova zaieni vystupujiciho v thlu 90° ke sméru
excitované¢ho zareni. Toto uspofadani se pouziva pii osvétleni vstupni Stérbiny miizkového
spektrometru, avSak pokud mé interferometr vstupni kruhovou $térbinu, je lepsi analyzovat
intenzitu Ramanova zafeni pod uhlem 180° vzhledem k zéfeni excitovanému. Aby bylo
mozné zaznamenat Ramanova spektra dostate¢né kvalitné, spektralni zafeni vzorku musi byt
maximalni. Ramanova spektra jsou velmi slabd a nadmérnd sila excitujiciho zafeni miize
zniCit vzorek. Proto zejména pomér pouzité intenzity Ramanova zéfeni na vstupni clonu
oproti intenzité¢ excitovaného zafeni musi byt vhodné zvolen. Pfi prichodu zafeni vzorkem
dochazi ke ztraté 99% intenzity tohoto zafeni, a proto jsou v okoli vzorku umisténa zrcadla,
ktera odrazi zafeni zpét na vzorek. Diky soustavé mikroskopli jsou Ramanovym
spektrometrem pozorovatelné i mikrovzorky. Mikroskopy jsou schopny pfizplsobit se
vzorku, pozorovat jej pod viditelnym svétlem a jsou upraveny i pro excitaci a pozorovani
Ramanovych spekter. Tyto mikroskopy dokonce umoziuji konfokalni pozorovani
s 3D prostorovym rozliSenim. Jejich opticka vodivost je vSak pomérné mald, a proto je tfeba
obzvlast¢ mikrovzorky pozorovat delsi dobu. Tuto nevyhodu nelze kompenzovat vétSim
mnozstvi laserového zafeni, protoze by doslo k pfehiati a znehodnoceni vzorku. (60)
Rayleigho linie jsou 10° az 10'* silngjsi nez linie Ramanovy, a proto u b&znych spektrometrt
je Ramantiv rozptyl zcela pohlcen rozptylem Rayleighovym a je nedetekovatelny. Proto musi
byt Rayleigho rozptyl zcela odstranén, aby bylo mozno dosdhnou maximdlni intenzity
Ramanova signdlu na pozadi. Absorpéni filtry slozené z roztoku s piisluSnymi skupinami,
nebo sklenéné filtry s absorpénimi hranami jsou schopny absorbovat Rayleigho zéateni. Filtry
interferen¢ni také odrazeji celé spektrum, s vyjimkou té spektralni Cary, kterda ma nejvyssi
propustnost. Intenzita Rayleigho linie tak muze byt snizena odrazem na filtru. Kombinace
téchto dvou filtri pak tvofi velmi efektivni Rayleigho filtr. Stejné filtry se pouzivaji
1 pro potlaceni nezadoucich plasmatickych linii laserového zareni, které vznikaji po excitaci
Ramanovych spekter. Holografické laserové filtry odrazeji laserové zafeni o vice jak 90%.
Podobnou konstrukci maji 1 tzv. Holopexové pfenosové miizky, které umoziuji zaznam
Ramanovskych spekter na CCD kameru. (60)

Intenzita Ramanovych linii se prudce snizuje pii prichodu monochromatorem. Kazdy
monochromator ma prostupnost pouze 30%, dvojity teda pouze 9% a trojity dokonce jen
2,7%. I ptesto jsou pouZzivany pro zdznam Ramanovych spekter spolu s detektory. Potadi
monochromatorti je ddno tim, zda mé byt zaznamenano celé spektrum, nebo pouze jeho ¢ast.
Dalsi ¢asti Ramanova spektrometru jsou interferometry, jezZ zaznamenavaji interferogram

spektra a pracuji na principu Fourierovy transformace. Jejich hlavni funkeci je korekce Sumu.
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Jako detektory se nejdiive uplatiiovaly fotodesticky. Nyni jsou nahrazeny CCD kamerami
a polovodici z oxida kovii, kde ndboj produkuje svételna kvanta ulozena na malém prostoru —
pixely. Takové pole tvotené z jednotlivych pixelt pak podé celkovy obraz s niz§im, ¢i vyS$$im
rozliSenim. Tepelny Sum detektori se d& odstranit ochlazenim naptiklad kapalnym

dusikem.(60)

2.9.2 Povrchovy plasmon
Povrchové plasmony jsou stiedem zajmi mnoha védnich obort — od fyziky a chemie,

az po vyzkum materiald, ¢i biologii. Obnoveny zajem o problematiku povrchovych plasmont
zacal v dobé€ rozvoje nanomateriall, coz pfispélo k odhaleni jejich novych vlastnosti, a tim se
uzpiisobovaly pro konkrétni aplikace. Dnes jsou pro sviij potencial zkoumany hlavné v optice,
mikroskopii, pfi vyvoji solarnich ¢lankd, Ci pro detekcei biologicky vyznamnych molekul.

Povrchové plasmony jsou viny, které se $ifi po povrchu vodice (kovové Castice). Presnéji se
daji popsat jako svételné viny, jez jsou chyceny na povrchu kovovych ¢astic z ditvodu jejich
interakce s volnymi elektrony téchto Castic. U této interakce pak volné elektrony odpovidaji
celkové oscilaci v resonanci se svételnymi vinami. Resonan¢ni interakce mezi povrchovym
nabojem oscilace a elektromagnetického pole svétla odpovida povrchovému plasmonu a vede
k jeho jedinecnym vlastnostem (63). V dusledku pfitomnosti povrchového plasmonu
u nanocastic uslechtilych kovil, maji tyto ¢astice charakteristické zbarveni roztoku. Nejsilnéji
se projevu u c¢astic vrozmezi 10-100 nm, a proto vlastnosti jako velikost, tvar, ¢i slozeni
¢astic pritomnych v koloidnim roztoku maji vliv na Sitku jeho pasu v absorpcnim spektru

(64).

2.9.3 Povrchovy plasmon u kulatych kovovych nano¢astic
Silna opticka extinkce kovovych nanocastic vznika diky elektrodynamickém jevu,

znamému jako povrchové plasmony. Ty jsou generovany kolektivni excitaci volnych
elektronii v disledku charakteristické elektromagnetické frekvence.

Povrchové plasmony mohou byt rozdéleny do dvou typt — lokalni plasmonové resonance, kde
je dopadajici svétlo absorbovano, nebo rozptyleno kmitajicimi elektrickymi dipoly v kovové
nanocastici. Druhym typem je povrchova plasmonova polarizace, ktera se $iii podél kovovych
povrchti ve vinach v uréité vzdalenosti od mista piivodu. Jsou dilezité pro tvorbu lokalnich
faktort,, které zvySuji pocet linearnich a nelinearnich optickych efektl v blizkosti povrchu
kovu. Kovové nanostruktury n¢kdy podporuji oba typy soucasné — ve skutecnosti tak muize

byt obtizné oddélit jednu od druhé. Plasmonova interakce kovovych nanocéstic se svétlem
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rozsifuje Skalu optickych jevil, které mohou byt uzite¢né pro dalsi vyzkum. Jsou jimi
resonancni rozptyl svétla (RLS), povrchova plasmonova resonance (SPR) a povrchem

zesilend Ramanova spektroskopie (SERS). (65)

2.10 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)
Mezi experimentalni metody, bez kterych se moderni véda, zejména nanotechnologie,

neobejde, patii transmisni elektronova mikroskopie. Unikatnost metody spo¢ivd v moznosti
sledovat objekty v rozmezi od nékolika mikrometrti az po velikost atomu. I kdyz je TEM
obdobou svételného mikroskopu, svételny zdroj zde nahrazuji elektrony, umisténé
v elektronové déle. Misto klasickych sklenénych cocek, TEM vyuzivd cocky
elektromagnetické a funkci okuldru plni fluorescencni stinitko. Je nezbytné, aby cela draha,
kudy prochazi elektrony, byla ve vakuu, a to z n€kolika diivodt. Prvnim diivodem je absorpce
elektronu ve vzduchu, dalSim pak pfitomnost jinych molekul ve vzduchu, které by mohly

zpusobit kontaminaci vzorku. (66)

2.10.1 Zakladni konstrukce TEM

Soucasti kazdého transmisniho elektronového mikroskopu jsou Ctyfi hlavni Casti —

tubus, obsahujici elektronovou optiku, systém pro udrzeni vakua, elektronika a software(66).

Obr.17: Transmisni elektronovy mikroskop JEM 2010 (Jeol, Japonsko)
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Zdroje elektront pouzivané v TEM délime na termoemisni a autoemisni. Termoemisni zdroje
pracuji na principu pruchodu elektrického proudu, kdy dochazi k zahtati vlakna, a tim se
uvoliiuji elektrony. Radime mezi né napiiklad wolframové vlakno, &i krystal LaBs . Pokud
elektrony emituje studené wolframové vlakno, které je vyleptané do hrotu, nazyvame tento

zdroj jako autoemisni. Do této skupiny patii autoemisni katoda (FEG).(67)

200 pum

Obr.18: Zdroje elektronit — wolframové viakno, LaBg krystal a autoemisni zdroj(68)

Elektromagnetické ¢ocky pro vyuziti v transmisni elektronové mikroskopii maji tvar prstenct
a vyrab&ji se z velmi Cistého zeleza. Jsou zasazeny v civkdch a napajeny stejnosmérnym
proudem. Jako cely tubus, tak i elektromagnetické CoCky jsou umistény ve vakuu. Jejich
zvetSeni 1ze ovlivilovat zménou proudu protékajiciho ¢ockami. Nevyhodou ¢ocek muize byt
ptitomnost velkého mnozstvi optickych vad (67):

e vady sférické — zvétSeni na krajich obrazu je jiné nez uprostied a to proto, Ze
¢ocka neni schopna zaostfovat vSechny vystupujici paprsky opét do jediného
bodu

e vady chromatické — elektrony ve svazku maji rozdilné energie, proto jsou
elektrony s mensi rychlosti vychylovany jinak nez elektrony rychle;jsi

e osovy astigmatismus — disledek nesymetrie magnetick¢ho pole, predev$im
kvuli ptfitomnosti necistot (68)

Zobrazovaci soustava je tvofena drzakem na preparat, objektivem, mezi¢oCkami, projektivy
a nakonec fluorescencnim stinitkem, na némz pozorujeme vysledny obraz. Do drzéku se
umist'uje sitka se vzorkem, kterou lze libovolné posouvat a naklanét. Objektiv je ¢ockou
s nejvyssim vykonem, mize dosahovat nejvyssiho zvétSeni a jeho ohniskova vzdalenost je
nejkrats$i. Prochédzi jim proud a muze dochéazet k jeho pirehrati, proto byva chlazen vodou.
V okoli objektivu byva umisténo i antikontamina¢ni zatizeni, které méa schopnost zmrazit
okoli vzorku a zabranit tak jeho kontaminaci. Projektivy a mezicocky slouzi ke zvétSeni

obrazu na pozadovanou velikost. K pievedeni elektroni proslych vzorkem a dale celym
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zobrazovacim systémem do viditelného svétla slouzi fluorescenéni stinitko. Byva potazeno
vrstvou ZnS a ma schopnost emitovat svétlo o vinové délce 450-550 nm. (68)

Vystupni obraz ztransmisniho elektronového mikroskopu je trvaly. Lze jej zaznamenat
na specidlni fotograficky material, nebo na v soucasné dob¢ pouzivanéj$i a obliben&jsi
CCD kameru. Pfi zdznamu na fotograficky materidl se vyuziva fotografick¢ komory
obsahujici fotografické filmy. Komora je umisténa pod stinitkem TEMu. Vysledny obraz ma

vy$$i rozliSeni neZ obraz potizeny pomoci CCD kamery.

2.10.2 Priprava vzorktl pro méreni v TEM
Aby mohly vzorkem projit elektrony, musi byt dostate¢né tenky a maly. Zakladem je

volba vhodného materidlu podlozni sitky. Vyuzivaji se sitky médéné, hlinikové nebo
ktemikové, pticemz kazda z nich musi byt potazena folii. Nanopraskové materialy se nejdiive

disperguji ve vhodném roztoku, potom se naképnou na sitku a vysusi. (67)
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3. Experimentalni ¢ast
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