1. Uvod

Pii analyze potravin jsou nejcastéji pouzivanymi metodami GC-MS a HPLC-MS,
které mohou byt drahé a mohou konzumovat ptili§ mnoho Casu. Proto je dilezité vyvijet
rychlé, jednoduché a spolehlivé techniky pro detekci nezadoucich latek v potravinach. Jednou
z rozvijejicich se metod pro hodnoceni nezavadnosti a kvality potravin je metoda SERS, ktera
muze byt rychlejsi, jednodusi nez ostatni tradi¢ni metody a mize dosahovat velmi nizkych
detek¢nich limitu.

V této diplomove préaci byly nejprve studovany podminky, diky nimz lze dosahnout
maximalniho zesileni SERS signéalu, a to na modelovych latkach (adenin, xantin, hypoxantin).
Byl studovan zejména vliv pH, velikosti nanocastic a pouzitého redukéniho ¢inidla na
intenzitu SERS signalu.

V dalsi casti prace byla vypracovana metoda, diky niz je mozné detekovat vybrana
antibiotika v medu s vyuzitim FT-SERS.

V EU je pouzivani antibiotik ve veelafstvi zakazano.
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2. Teoreticka cast



2.1 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je metodou vibra¢ni molekulové spektroskopie. Rozvinula se
Vv prvni ¢tvrting 20. stoleti, kdy byl neelasticky rozptyl monochromatického zateni teoreticky
predpovézen rakouskym fyzikem A. Smekalem®. Prvni pozorovani neelastického rozptylu
bylo popsano v Kalkat¢ C. V. Ramanem, a to v roce 1928. Raman objevil, Ze pii ozafeni
vzorku intenzivnim monochromatickym svétlem muzeme ve spektru, kromé budici cary,
zaznamenat i symetricky rozlozené slabsi linie. Vzdalenost téchto linii od centralni cary,
vyjadfend ve stupnici vinoctl, je charakteristickd pro rozptylujici latku a nezavisi na vinové
délce budiciho zafeni. V roce 1930 obdrzel Raman za svoji praci Nobelovu cenu a tento obor
spektrometrie byl pojmenovan po ném.

Pfi Ramanové jevu prochdazi monochromaticky svételny paprsek zkoumanym
prostfedim. V tomto prostiedi je svételny paprsek z&asti absorbovan, z¢asti rozptylen a zbyla
¢ast paprsku projde prostfedim beze zmény. Pro Ramanovu spektroskopii je podstatny prave
neelasticky rozptyl svételného paprsku, ke kterému dochézi interakci monochromatického
zareni s molekulami vzorku za soucasné zmény jejich rota¢nich a vibracnich stavi. Schéma

vzniku Ramanova rozptylu je uvedeno na obr. 1.
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Obr.1 Schéma vzniku Ramanova rozptylu?

Jednou z moznosti, popisujicich Ramantiv rozptyl, je kvantové mechanicky model,
ktery zahrnuje vinové-Casticovou povahu kvant zafeni, fotoni a kvantovani energetickych
hladin molekuly. Na obr. 2. jsou znazornény nékteré varianty celého procesu.
Pii Rayleighové rozptylu nedochdzi ke zmén¢ energie fotonu. Vychozi a koncova vibracni
energeticka hladina tohoto procesu je stejna a vyzaieny foton ma tudiz stejnou vinovou délku,

jako excitacni zafeni. Rayleightiv rozptyl fadime mezi elastické rozptyly. Stokesovy linie



v Ramanové€ spektru vznikaji, je-li koncova vibracni energetickd hladina prechodu vyssi, nez
pocatecni. Pak ma vyzéareny foton nizsi energii a tedy vétsi vinovou délku A, nez excitacni
zateni. Anti-Stokesovy linie v Ramanové spektru vznikaji tehdy, kdyz je koncova vibra¢ni
energeticka hladina celého déje nizsi, nez pocatecni. Vyzareny foton ma vyssi energii a mensi
vinovou délku A, neZ excita¢ni zafeni. Abychom mohli vidét anti-Stokesovy linie, musi byt
splnéna jedna podminka. Molekula se jiz na pocatku celého procesu musi nachazet
v nékterém z vy$Sich vibra¢nich energetickych stavi v rdmci zakladniho elektronického

stavu.
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Obr. 2 Schematické znazornéni nékterych interakci foton-molekula

Populace téchto vysSich vibracnich stavi se fidi Boltzmanovym rozdé€lenim
(rovnice II. 1. 1.). Vhledem k vySe uvedené podmince pro vznik anti-Stokesovych linii je
procento molekul, nachazejicich se v takovém stavu malé. Diky tomu maji anti-Stokesovy

linie nizsi intenzitu nez Stokusovy linie. Z tohoto divodu se v béZzné praxi Ramanova

spektroskopie zabyva pouze studiem Stokesovych linii.
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Klasickd Ramanova spektroskopie trpi podstatnou nevyhodou, kterou je nizka
uéinnost Ramanova rozptylu®. Ze svazku fotonti je neelasticky rozptylen piiblizng jeden

z 10”7 fotonti. Abychom ziskali spektrum, je tedy nutny velky soubor molekul.

Intenzita “I” Ramanova rozptylu je pak dana vztahem (11.1.2)
| ~|P[* (11.1.2)

Ve studované molekule je zafenim indukovana polarizace P, kterd je vyjadiena

rovnici (11.1.3)
P=a-E, (1.1.3)
a polarizovatelnost molekuly
Eo intenzita elektrického pole zateni dopadajiciho na molekulu

Podminkou aktivity vibrace v Ramanové spektru je zména polarizovatelnosti
molekuly béhem vibrace. Polarizovatelnost je mirou snadnosti zmény rozlozeni naboju
v molekule a vypovida tedy o ucinnosti, s niz stfidavé elektrické pole indukuje v molekule
dip6lovy moment. Uzce souvisi s vlastnostmi molekuly (se strukturou molekuly, s povahou
a smérem chemickych vazeb v molekule). Intenzivni pasy v Ramanové spektru poskytuji
skupiny —C=C-, -S-S-, -N=N-. Stiedové symetrické vibrace jsou v Ramanov¢ spektru aktivni.

Na obr. 3 uz je uvedeno zakladni usporadiani Ramanova spektrometru.

; f\
5 ﬂ/"‘
E —
Laser emituje Vinocet (cm')
monochrom.
zafeni Polarizovatelné kovalentni Detektor éte _ Spektrumje
vazby rozptyluji laser rozpiylené vinocty zavislosti intenzity
rozptyteného

na mnoho vinoétd
emitovaného 2afeni

na jeho vinoctu
Obr. 3 Zakladni usporadani Ramanova spektrometru®

Vybér budiciho laseru je dan vlastnostmi méfené substance. Rozptylené zafeni se
méii kolmo na smér dopadajiciho paprsku. Intenzita Ramanovych linii je umérna ctvrté

mocning frekvence budiciho zafeni®. Lze pouzit excitacni lasery raznych vinovych délek.



Na trhu je k dispozici napt. laser o vinové délce 532 nm, 633 nm, 1064 nm a mnoho dalsich.
Piednosti laseru Nd: YAG 1064 nm je omezena fluorescence studované latky.

Ramanovou spektroskopii 1ze m¢éfit vzorky plynné, kapalné i pevné. Muzeme
pracovat s relativné malym objemem vzorku. Na rozdil od IC spektroskopie lze relativné
snadno méfit i ve vodném rozpoustédle.

Pfi méfeni Ramanova rozptylu musime dbat na ¢istotu vzorku. Fluorescenéni
piimési zpusobuji prekryti spektra relativné siln€jsi luminiscenci, takze se Ramanovy pasy
ztraci v Sumu intenzivniho pozadi. V piipadé tekutych vzorkli jsou piekdZzkou méteni
I rozptylujici makroskopické castice, vznasejici se v tekutiné. Tyto Castice se nahodile
dostavaji do budiciho svazku a zptsobuji nahly vzrust intenzity elasticky rozptyleného zafeni
o nékolik fadid. Nahodilost a relativné velka casova konstanta fluktuaci znemoziuje jejich
odfiltrovani v elektrickém signalu detektoru. Luminiscenci vzorku, ktera je nezadouci, lze
snizit (jiz dfive zminénou) volbou optimalni vinové délky buzeni. Nékdy je mozné ke vzorku
pridat latku, ktera luminiscenci zhasi. Musime ovS§em vzit v Uvahu jeji mozny vliv na méfeny
vzorek. Mezi moderni metody patii modulace vinové délky budiciho zafeni nebo méteni
s vysokym casovym rozliSenim, umoziujici ¢asové odd¢lit Ramaniiv rozptyl od pomalejsi
luminiscence. Ve srovnani s fluorescenci (~ 10°s) probihd Ramaniiv rozptyl ve velmi kratké
asové Skale (~10™),

Na obr. 4 je uveden piiklad zaznamu, ktery dostaneme na vystupu.
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Obr. 4 Ukazka zdznamu Ramanovy spektroskopie (a) Ramanovo spektrum E 102, laser
514,5nm (b) FT-Raman spektrum E 102, laser 1064 nm®



Je-li pfi porovnani zmétenych a databazovych dat dodrzena podminka, Ze Ramanova
spektra byla zisk&na pro stejny fyzikalni stav latky, slouzi vibra¢ni spektrum molekuly jako

tzv. “fingerprint”.



2.2 Nanocastice

Nanod&astice maji unikatni adsorpéni, Katalytické, optické i biologické vlastnosti’.
Jsou charakterizovany velikosti od cca 1 nm - 100 nm. MdZeme u nich pozorovat obrovsky
narast poméru plochy povrchu k objemu ¢astic nanomaterialu (pocet atomu, vytvarejici
povrch nanocastice, je nepoméerné vyssi, nez pocet atomu uvnitt ¢astice).

Pied vlastni pfipravou nanoéastic, je nutné dobie uvazit jejich dalsi aplikaci®,
Nanocéstice mohou byt pfipraveny rtiznymi metodami. Lze dosédhnout pozadovanych
velikosti, tvarti a tim i poZzadovanych chemickych a fyzikalnich vlastnosti.

Kovové nanoé&astice lze pripravit dvéma hlavnimi metodami®, zalozenymi za poprvé
na kondenzacnich metodach, pii kterych dochazi ke spojovani jednotlivych atomu
¢i molekul v homogennich soustavach do vétsich agregati. Druhou moznosti jsou
disperga¢ni metody, kdy naopak velké ¢astice hrubé disperznich soustav jsou rozptylovany
za tvorby menSich nanocastic.

Disperga¢ni metody, mezi které patii napf. laserova ablace, nejsou pii piipravé
nanocastic kova pfili§ pouzivany. Laserova ablace pro ptipravu nanocastic ma vSak nékteré
vyhody. Nanocastice, pfipravené touto metodou, jsou velmi Cisté a proto je 1ze s vyhodou
vyuzit k zakladnim studiim v oblasti povrchové zesilené Ramanovi spektroskopie (SERS)™.
Cistota nanocastic je dilezitd pro stabilitu koloidnich &astic a reprodukovatelnost SERS
méteni. Dalsi vyhodou laserové ablace je, ze nezanechava v systému zbytkova chemicka
¢inidla. ProtoZze pii této praci nebyly nanocastice pfipravovany vySe popsanym postupem,
nebude tato metoda v této praci podrobnéji popisovana.

Pti ptipravé nanocastic kovi hraji podstatné vyznamnéjsi roli Kondenzaéni metody,
které lze, vzhledem k pouzitym principiim, rozdé€lit na dvé skupiny — metody fyzikalni
a chemické. V experimentalni ¢asti teze byly pfipravovany nanocastice metodou chemickeé
redukce.

Pti chemické redukci dochézi k redukci rozpustné stiibrné soli vhodnym redukénim
¢inidlem. Atomy Ag, které vznikaji, se pfi jejich dostateéném piesyceni v roztoku zaclenu;ji
do zarodkd nové pevné faze. Ty, po dosazeni kritické velikosti, mohou dale rist
za vzniku stabilnich nano¢astic (¢i koloidnich ¢astic) stiibra.

Nevyhodou chemickych koloida je nestabilita jejich povrchovych vlastnosti

(typ a koncentrace rezidualnich ionti, povrchovy potencial). Systém neni staly, dochazi



k agregaci, coz vede ke vzniku agregati. N&sledkem je ztrata vlastnosti spojovanych
s koloidnim stavem téchto nanocastic, které je tedy nutné stabilizovat.

Imobilizovat Ize ¢astici na vhodném substratu — uplatnéni nasly polymerni substraty
s vhodnymi funkénimi skupinami (kyano, amino, resp. thiolové). Nebo lze wvytvofit
ochrannou adsorp¢ni vrstvy piimo na povrchu kovové nanocastice.

S objevem SERS v 70. letech 20. stoleti doslo k rozvoji tzv. ,,wet* (roztokovych
metod pripravy koloidi roztoku stiibra. Redukce soli pfechodnych kovi (v daném
ptipadé AgNO3) Vv roztoku, je nejvice rozsifena metoda pro piipravu koloidnich suspenzi
kovli a je velmi jednoduse proveditelnd. Umoziuje, aby byly v gramovych mnozstvich
ptipraveny koloidni nanoc¢astice pozadované velikosti s nizkou disperzi. Je vyuzivan Siroky
rozsah redukénich ¢inidel, napt. NaBHy, citrat sodny a dalsi.

Jednou z moznosti, jak pfipravit nanoc¢astice stiibra metodou chemické redukce, je
redukce AgNO; silnym redukénim ¢Einidlem, a to NaBH,; ve vodném prostiedi. Variaci
poméru NaBH4/AgNO3; mohou byt ovlivnény vlastnosti vznikajicich nanoc¢astic Ag (hlavné
velikost a povrchovy naboj). Nevyhodu téchto nanocastic je piitomnost boratového anionu,
adsorbovaném na jejich povrchu  (napf. pti SERS studiu cytochromu P-450, ktery
na borohydridovém solu podléha denaturaci).

V uvedenych a podobnych piipadech je lepsi pouzit druhy z klasickych redukénich
postupti. Vyznacuje se pouzitim mirnéj$iho reduk¢niho ¢inidla. Tim je citrdtovy anion, ktery
zaroven stabilizuje vznikajici nanocastice stéibra. Vzniklé nanocastice jsou vyrazné ve&tsi
a polydisperznéjsi, nez u borohydridové redukce. Jejich velikost se pohybuje Vv rozmezi
30-120 nm. Citratové nanocastice nejsou tak stabilni.

NaBH,; nebo citrat sodny nejsou jediné pouzivané redukcni latky pii piipravé
nanocastic stiibra. Dal$i moznosti je vyuZiti redukénich ucinkd jednoduchych cukri.
Z hlediska této prace jsou pak zajimavé nanocastice stiibra piipravené metodou, vychazejici
z historického Tollensova postupu ptipravy stiibrného zrcatka, kdy dochazi k redukci
amoniakalniho komplexniho kationtu [Ag(NHs),]" redukujicimi cukry, napt. glukézou, coz je

znazornéno v reakci I1.2 1.

Modifikovany Tollenstiv proces (1.21)
Ag™ +2NH, — [Ag(NH,), | —2éa_, Ag®



Na obr. 5 je znazornén vliv pH a koncentrace amoniaku na velikosti ¢astic stiibra,

ptipravenych vyse uvedenym modifikovanym Tollensovym postupem.

Obr. 5 Trojrozmérny konturovany graf, znazoriwujici vliv koncentrace amoniaku a pH

na velikosti &astic stifbra, vznikajicich redukci Ag*v amoniakalnim prostedi gluk6zou™.
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2.3 Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie (SERS)

SERS je analyticka metoda, vyuZzivajici zvySeni intenzity signald pfi Ramanové
rozptylu. K tomuto d&ji dochézi plsobenim elektromagnetického zafeni na povrch
nanostruktury (velikosti 5-100 nm) nékterych kovi. Molekuly se musi nachazet v blizkosti
téchto nanocastic a navic musi byt detekovatelné Ramanovou spektroskopii. Diky externimu
povrchovému zesilovani lze pracovat s koncentracemi, které byly pro Ramanovu
spektroskopii diive nedostupné. Porovnani klasického Ramanova spektra a SERS spektra je

uvedeno na obr. 6.
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Obr. 6 Porovnéni klasického Ramanova spektra a SERS spektra ciprofloxacinu'®

V roce 1974 bylo Fleischmannem poprvé pozorovano Ramanovo spektrum pyridinu
absorbovaného na stiibrné elektrod&™®. Pivodni interpretace zesilenych Ramanovych signali
vSak nebyla spravna. K poznani jevu doslo az vroce 1977 a efekt byl nazvan povrchem
zesileny Ramantiv rozptyl. Vroce 1999 uz byly uskutecnény detekce na urovni jedné
molekuly.

Nejintenzivn€j$iho zesileni je dosazeno, kdyz je frekvence oscilaci elektroni
v povrchu kovu blizkd frekvenci excitatniho laserového =zafeni. Pro excitani zafeni
ve viditelné a Dblizké infracervené oblasti je tato podminka nejlépe splnéna
u substrati (Ag, Au, Cu). Pfipravuji se nejcastéji chemickou redukci dusi¢nanu stiibrného,

predevsim diky levné a snadné priprave a relativné uzké distribuci velikosti ¢astic.
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SERS ZzAavisi na velikosti nanocastic (podle pouzitého excitaéniho zdroje), jejich
tvaru, dielektrické konstanté okoli a interakcemi mezi ¢asticemi. Tyto vlastnosti nano¢astic
muZzeme ovlivnit jiz pfi jejich ptiprave.

Intenzitu Ramanova rozptylu je mozné zvySit v podstat¢ dvéma moZnymi

zpiisoby”:

Prvni pFipad je zaloZen na zesileni zvySenim polarizovatelnosti molekuly a. Jevu lze
dosahnout vhodnym vybérem vinové délky excitujiciho zafeni Aexc. Je mozné vyuzit takovou
dexc, ktera odpovida excitaci elektronového piechodu v molekule. V tomto pfipadé dochazi
K rezonanénimu Ramanovu rozptylu (RRS), pfi némz je intenzita Ramanova rozptylu
zvySena faktorem zesileni 10%-10%,

Druhou moZnosti je vyuziti jiz diive zminénych ,,zesilovaci“ (Au,Ag,Cu nanocastic).
Na povrchu téchto kovovych nanomateriald dochdzi po dopadu zafeni k rezonanci
lokalizovanych povrchovych plasmond a tim ke vzniku silného elektromagnetického pole.
Jestlize je analyt emitujici Ramanovo rozptylené zafeni v dosahu tohoto elektromagnetického
pole, zvysi se indukovany dip6l analytu o nékolik fadu, a tim i intenzita jim emitovaného
rozptyleného zafeni. Tento jev se nazyvd povrchem zesileny Ramantiv rozptyl (SERS).
Faktor zesileni Ramanova rozptylu pifi tomto procesu dosahuje hodnot 103-10*.
V ptipadé SERSu mohou k celkovému zesileni ptispivat dvéma mechanismy.

Na obr. 7 jsou uvedeny mozné zpisoby zesileni Ramanova signalu.

Zvyseni intenzity
Ramanova rozptylu

Rezonan¢ni Ramaniiv rozptyl Povrchem zesileny Ramaniiv rozptyl
RRS SERS

Obr. 7 Moznosti zesileni Ramanova signalu
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Nasledujici ¢ast prace se bude zabyvat SERS efektem. Oba mechanismy SERSu jsou

nazorn¢ ukazany na obr. 8.

glektromagneticky mechanismyg chemicky mechanismyg

suazek fotonil chemicky adsorbovana molekula
O O O O O
excitace volnych elektroni kov
1meéna vnitini polarizability excitace
cho\'f plasmon l
kov
Plasmové oscilace
indukuje elektromagnetické pole pienos naboje
kov

!

Resonanc¢ni efekt,
zpusobeny pienosem
naboje mezi povrchem
kovu a adsorbovanou
molekulou

Lokalni zesileni, zpisobené
nerovnostmi kovového povrchu

Obr. 8 Znazornéni mechanismd, podilejicich se na SERS efektu
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Elektrochemicky mechanismus je spojen sexistenci povrchového
plasmonu™®. V t&sném okoli kovové nano&astice je vybuzeno elektrické
pole s intenzitou o nékolik fadu vyssi, nez bylo puvodni elektromagnetické
pole budiciho zafeni, coz je zndzornéno na obr. 9. Musi byt splnéna

resonanéni podminka, kterd je uvedena v rovnici (11.3.1)

& =-2¢, (1.3.2)
€1 dielektricka konstanta kovové ¢astice
€ dielektricka konstanta okolniho prostiedi

Rovnice (11.3.2) vyjadiuje intenzitu rozptyleného svétla

1

-~ _.E 11.3.2) ©it15)
local a(a)) + 2 0 ( )

E

e(w) realna Cast dielektrické funkce kovu
Eo elektrické pole
Eiocar  lokalni elektrické pole

D¢j, odehravajici se pii elektromagnetickém mechanismu, vystihuje obr.9.

(resonanéni) Ramantv rozptyl zafeni molekulou adsorbovanou na porch Au nebo Ag
nanodcastici

“exc

resonanéni Mielv rozptyl zifeni Ag nebo Au nanocisti

Obr.9 Excitace povrchového plasmonu®
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2. Chemicky mechanismus je spojen s pfenosem naboje mezi absorbovanou

molekulou a kovovym povrchem, coZ je znézornéno na obr. 104,

(c) LUMO

(@)

(b}

- HOMO

kow ad=zorbovana latka

Obr. 10 Diagram trovné energie pro molekuly, adsorbované na kovovém
povrchu. Na obrdzku jsou znazornény neobsazené molekulové orbitaly

LUMO a obsazené molekulové orbitaly HOMO.

Opticka rezonance energetickych hladin mezi orbitaly absorbované
molekuly a elektrony v kovu, mohou vyustit v rezonan¢ni pienos naboje,

ktery je pticinou dodatecného, tzv. rezonan¢niho ¢i charge transfer zesileni

Ramanova jevu.

Sou¢anym pusobenim obou mechanismi lze v nékterych piipadech dosahnout

celkového faktoru zesilenf az 10,

Nejla¢innéjsimi zesilovaci zafeni jsou soubory interagujicich Ag nanocastic nebo
vr .+ 3 v . , . . ,
Au nanocastic®. V téchto souborech jsou plasmonové excitace lokalizovany do tzv. ,,hot

o

spota“, které Ize vidét na obr. 11. a 12. Jsou to mista nejvyssiho zesileni elektromagnetickym
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mechanismem. Pro maximalizaci zesileni jsou kromé¢ ,,hot spotd“ vhodné rovnéz dimery
nanocastic. V praxi se tohoto jevu dosahuje tzv. cilenou agregaci pridavkem chloridu

sodného, ¢imz se zvysi iontova sila a zaénou se tak tvofit klastry nanocastic.

-e
O

Obr. 11 ,,Hot spoty v dimerech Ag nanoc¢astic Obr. 12 ,,Hot spoty* ve fraktalnich agregatech

M. Sladkova a B. VI¢kova se ve svém experimentu zabyvaly uspofadanim nanocastic
pomoci molekul jako spojek®. Vysledki svého vyzkumu vyuZili k realizaci nejjednodussiho
a zaroven ucinngjsiho zesilovade zafeni, tj. dimeru Ag nanocastic, spojenych zkoumanou
molekulou.

Béhem svého experimentu pozorovaly zmény signalu v ¢ase. Kolisani signalu béhem

jejich experimentu miazeme vidét na obr. 13.

40 00 B0 00 1200 1AM 1800 1600
Raman shikt fan™]

Obr. 13 Fluktuace SERS signalu v case

Fluktuace signali nam naznacuji, ze pravdépodobné dochazi k rozpojovani

a opétnému spojovani ¢astic molekularni spojkou, coz znazortiuje obr. 14.
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Obr. 14 Pravdépodobny mechanismus fluktuace SERS signalu

Dulezitou roli hraje stabilizace nano&astic’®. Jednou zmoznosti stabilizace
koloidnich disperzi, diky niz lze zabranit tésnému pfiblizeni koloidnich ¢astic, je tzv. stericka
stabilizace. Do disperze ptidavame latky, které se specificky adsorbuji na povrchu ¢astice.
Vytvafeji na jejim povrchu vrstvu.  Pouzivany jsou pfedev§im latky svhodnym
heteroatomem (N,S). Ty zabezpeCuji dostatetné pevnou vazbu mezi povrchem Ccastice
a polymernim fetézcem. Z dostupné literatury vyplyva, Ze nanocastice piipravené redukci
citratem, se jevi jako nevhodné pro imobilizaci latek vazanych pres atom dusiku'®. Naopak
studie ukazaly, ze citrat se vyznacuje pomérné vysokou afinitou vici stiibrnému povrchu

a vytésnit jej dovedou pouze trioly.
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2.3.1 Pouziti SERSu v potravinarstvi

Nésledujici kapitola ma za cil zmonitorovat SERS experimenty, které uz byly délany
s latkami, vyskytujici se v potravinaistvi. Tyto latky jsou v ramci kapitoly rozdéleny na dvé

podskupiny, a to na kontaminanty a aditiva.

2.3.1.1 Kontaminanty

2.3.1.1.1 Melamin

Bin Liu, Menghshi Lin a Hao Li prosSetiili ve svém experimentu proveditelnost
metody SERS na zlatych nanocésticich pro rychlou detekci stopového mnozstvi melaminu
v mléce'’.

Melamin je latka bohatda na dusik a byla nezdkonné pifidavana do potravin, aby
maskovala nedostate¢ny obsah bilkovin (kontrola Kjejdahlovou metodou). V roce 2007 doslo
v USA k fadé amrti pst a koc¢ek. Pti¢inou této udalosti bylo krmivo pro psy a ko¢ky dovazené
z Ciny, které obsahovalo melamin. Daleko vétsi §kody viak nadélal melamin v samotné Cing,
kde byl dokonce identifikovan v suseném mléce. Obrovskd aféra propukla v roce 2008,
béhem niz mélo 94 000 déti zdravotni potize a 4 déti dokonce zemiely. Strukturni vzorec

melaminu je uveden na schématu I.

NH,

N|)\N
)\
H,NT N7 NH,

Schéma | melamin

Pfi tomto experimentu byl melamin naspajkovan do mléka (2 % tuku), a to v rozmezi
100 — 0 ppm. K extrakci melaminu byl pouzit acetonitril. Po kratkém tfepani byla pouzita
centrifugace (7 minut a 3800 ota¢ek/min). Rzné koncentrace melaminu v mléce byly potom
analyzovany pomoci SERS. Ramaniv signal testovaného vzorku byl pomoci SERS

vyznamné zvysSen. Mez detekce melaminu v mléce na zlatych nanocasticich dosahl v tomto
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experimentu 20 ppm. Prominentni pik, slouZzici k detekci melaminu v mléce, se nachazi kolem

685 cm™. SERS spektrum melaminu, ziskané z extraktu mléka, je na obr. 15.

685 a

Raman Intensity {Arbitrary Units)

200 600 700 800 500
Raman Shift (cm™)
Obr. 15 SERS spektra ziskana z extraktu mléka, obsahujici rizné koncentrace melaminu:
(a) 100 ppm, (b) 80 ppm, (c) 60 ppm, (d) 40 ppm, (d) 20 ppm, (e) 10 ppm, (f) 2 ppm,
(h) 0 ppm™’

Celkovy ¢as analyzy jednoho vzorku u metody SERS je kratsi nez 30 minut, zatimco
analyza vzorku pomoci LC/MS trva delsi dobu. HPLC je analyticka metoda, pouzivana
FDA (Food and Drug Administration) pro detekci a kvantifikaci melaminu v potravinach,

pti¢emz limit detekce je 10 ppb.
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Kombinace téchto dvou metod (SERS a HPLC) muize poskytovat rychlé a cenové
vyhodné zplisoby monitoringu melaminu ve stale vét§im mnozstvi importovanych potravin.

Na obr. 16 je znazornén navrh postupu analyzy.

ptijem dovezeného R centrifugace &
vzorku - filtrace
\4 \4
extrakce melaminu HPLC méfeni

—

méieni SERS kvantifikace obsahu

spektra melaminu
A 4
vynechat

Obr. 16 Navrzeny postup pro monitoring melaminu v kontaminovanych potravinach

2.3.1.1.2 Malachitova zeleii a Krystalova violet’

Panové Lili He, Hao Li a jejich kolegové se zabyvali ve svém experimentu
uskutecnitelnosti SERS techniky k detekci stopového mnozstvi malachitové zelené,
krystalové violeti a jejich smé&si v roztoku'. Struktury téchto latek jsou uvedeny
na schématu Il a I11.

CHy CHy
\ |,

N N
‘CHz sz i AMen,
N N?
- 72N
HaC O = CH, a
=

O CIr
C Clr
N
HsC” CH,

Schéma II malachitova zelen Schéma I1II krystalova violet
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Tyto kontaminanty obsahuji hlavné moiské potraviny dovazené do USA, a to
z JV Asie, Ciny, Mexika a Venezuely. Malachitova zelefi je Gi¢inna proti koznim parazitim.
Vzhledem k tomu, Ze pietrvava dlouhou dobu ve vodnim prostiedi a odtud se miize potravnim
fetézcem dostat 1 do neoSetienych ryb urcenych ke konzumaci, musi byt této latce vénovana
zvySena pozornost. Kviili jejich teratogennim a mutagennim u¢inkiim zavedla pro tyto latky
FDA nulovou toleranci. Hlavni metodu, kterou FDA pouzivd pro detekci téchto latek
v moiském jidle je LC/MS a limit detekce je 0,25 ppb.

V experimentu byly pouzity zlaté nanocastice, které mély velikost mezi 30-50 nm.
Jako redukéni Cinidlo byl pouzit citrat sodny. Standardni roztoky malachitové zelené
a krystalové violeti, byly ziedény 50 %nim etanolem. SERS spektra byla proméfena v rozsahu
2000 ppb-0,2 ppb. Na obr. 17 mizeme vidét SERS spektra jednotlivych latek a dole pak jejich

smési.
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Obr. 17 SERS spektra 200 ppb malachitové zelené, krystalové violeti a jejich smé&si'®

V dalsi Casti experimentu bylo porovnano naméfené SERS spektrum krystalové violeti

a normalni Ramanovo spektrum krystalové violeti,coz znazornuje obr. 18.

i
LW an gold nansalneciuras ‘II.'I:I'

m: JU w‘-ﬂwku'h"uﬂwj (O

50 G on & N gold sublrabe

0 ',-“L.Jlﬂ\.J"'-\.'ﬁ-L-L-'"-.-Jl-'a -.-._,__,—'n'- _hyﬂh;ﬁfJLq_,r
. 400 =) 130

1208
Raman Shift jom)

Obr. 18 SERS spektrum 2 ppb krystalové violeti na Au nanocasticich a normalni Ramanovo

spektrum 2000 ppb krystalové violeti'®
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2.3.1.1.3 Sudan-1

Vroce 2010 se na univerzit¢ v Manchesteru zabyvala skupina kolem Williama

Cheunga moznosti stanoveni Sudanu-1 v &ili*°. Struktura této latky je na schématu IV.

HO

Schéma IV sudan-I

Sudan-1 je oranzové &ervena azoslouCenina. Pouziva se k barveni potravin.
Azobarviva mohou byt ovSem karcinogenni a mutagenni. V roce 2003 byla tato latka
identifikovana v Indii, a to v¢&ili. O dva roky pozd&ji byl v Cing sudan-1 identifikovan
v obchodech s rychlym obéerstvenim. Béznou metodou pro stanoveni je HPLC/MS.

Koloid byl ptipraven redukci HAuCl, citratem sodnym. Celkové slozeni roztoku
pro SERS méfeni bylo nasledujici: 1 ml nanocastic zlata, 1 ml deionizované vody,
150 pl roztoku poly (L)-lysinu (0,01%) a 150 pl vzorku. Na Obr. 19 muzeme vidét
SERS spektrum sudanu-1.

] :E) HO
= &
§ 5§ X
s E | )
g B
- bl
i oty |
z ATUARVIY 464.91 e
g \ out of plane -C=C- def. vib.
£ ™ skeletal vib.
c
£ \ 587.79 cmt
& C-N=N def. vib.
C-N vib.
oy 727.23 cm™
C-O in plane def. vib.
ﬂ C-H out of plan
\\ C-N str.
MM—«WW «(”W
4 Sudan-1 (6.4x10-5 mol-* dm3)
Blank

) 1 0 am =
Wavenumber shift (cm™)

Obr. 19 SERS spektrum sudanu-1 (6,4 x 10” mol/I)*°
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Nasledné bylo prométeno SERS spektrum ¢ili, ve kterem byl sudan-1 naspajkovan.

Zaznam SERS spektra tohoto méteni je uveden na obr. 20.
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0.12} - | 4
0.1 x 6079 [

0.08+

0.06} xasen | | |
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Obr. 20 SERS spektrum ziskané z naspajkovaného sudanu-1 do &ili*
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2.3.1.1.4 Pesticidy

Skupina kolem Jitraporna Vongsvivuta se zabyvala metodou SERS ve spojeni
s pesticidy®®. Experiment porovnal miru zesileni SERS spektra na zlatych, stiibrnych
nanocasticich a Ramanovou spektroskopii.

Organofosfaty inhibuji enzym acetylcholinesterdzu v nervovém systému. Proto je
dilezité umét dokazat stopovd mnozstvi pesticidi v zeméde€lskych produktech. Standardni
analyticka metoda pro stanoveni pesticidt je GC s detekci pomoci FPD.

Nanocastice stiibra byly pfipraveny redukci dusi¢nanu stfibrného citratem sodnym.
Zlaté nanocastice byly pfipraveny redukci HAuCl, citrdtem sodnym. Pesticidy byly
rozpusStény v roztoku metanolu. Pfi experimentu byl pouzit HeNe laser 0 vinové

délce 633 nm. Na obr. 21 jsou vidét vysledky experimentu.

£ SERS of ~10 ppm Fonofos
= (dried film)

3

IS 000

(a) Ag-Fonofos

Relative Raman Intensity

1582
57
1024 1001

(b) Au-Fonofos

% 1177

211 Normal Raman of Fonofos
3

L =

— - w

Raman Intensity
1583
[~ L
| 14 3433 | ¢1
Y 1 |
| —_121%{8

2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Wavenumber / cm’!

Obr. 21 SERS spektra 10 ppm pesticidi, adsorbovanych na Ag, Au nanocasticich

v porovnani s normélni Ramanovou spektroskopii®°
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2.3.1.1.5 Ciprofloxacin

Ciprofloxacin je Sirokospektralni antibiotikum. Proméfit jeho SERS spektrum bylo

Gkolem Lili He a jeho skupiny spolupracovniki®. Struktura ciprofloxacinu je uvedena
na schématu V.

OH

|
Y

Schéma V ciprofloxacin

Nanostruktury byly pfipraveny reakci (11.3.1.1.5.1)
Zn+ AgNQ, — Ag +2ZnNO, (1.3.1.1.5.1)

Po promyti 0,02 mol/l HCI bylo vSe promyto deionizovanou vodou. Byl piipraven
zasobni roztok ciprofloxacinu ( HCI pH=5) v rozmezi 20 ppb-200 ppm a bylo promé&feno

SERS spektrum ciprofloxacinu, coZ je zobrazeno na obr. 22.
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Obr. 22 SERS spektra ciprofloxacinu ( 20 ppb - 200 ppm)*?
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2.3.1.1.6 Bakterie

Nékolik skupin védci se snazilo ve svych experimentech ziskat SERS spektra
vybranych bakterii. Jednou z téchto skupin byla i skupina kolem Yonglianga Liu. Vysledky
jejich experimentu jsou uvedeny v nasledujicich fadcich®.

Stiibrné nanocastice byly pfipraveny redukci dusi¢nanu stfibrného citratem sodnym.
Byl pouzit Nd:YAG laser o vinové délce 1064 nm. SERS spektrum bylo méfeno po deseti
minutach po pfiddni vSech slozek do kyvety. Byla proméfena SERS spektra Listerie
a Salmonelly (navic porovnana snorméalnimi Ramanovymi spektry), coz zobrazuji
obr. 23 a 24.
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Obr. 23 FT-Raman spektrum a SERS spektrum Listerie®!
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Obr. 24 FT-Raman spektrum a SERS spektrum Salmonelly
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2.3.1.2 Aditiva

Skupina polskych védct kolem Edyty Podstawské se ve svém experimentu zabyvala

pozitim metody SERS pro nékteré dopliky stravy. Ve svém ¢lanku se zaméfili konkrétné
na tii latky, a to HMB, kreatin a karnitin®.

2.3.1.2.1 HMB

HMB (hydroxymetylbutyrat) je latka uzivana sportovci k lepsi stavbé svalové tkané
(zabranéni odbouravani proteind pii fyzické zatézi). Je nezbytna pro syntézu cholesterolu

a steroidnich hormonti. Nachazi se napf. v rybim mase, v grepech. Jeji struktura je uvedena
na schématu V1.

O
|| CHy

\\\\

HO
OH

Schéma VI HMB

K vyrobé nanocastic byl pouzit dusi¢nan stfibrny, ktery byl redukovdn NaBHg.
Pro zesileni SERS signalu byl ptidan KCI ( 10° M). Vysledek méfeni mizeme vidét
na obr. 25.

Raman Intensity

T I ] I T T
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Wavenumber/cm-1

Obr. 25 Porovnéani normélniho Ramanova spektra (b) a SERS spektra HMB (c)*
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2.3.1.2.2 Kreatin

Kreatin se nachdzi u vSech obratlovci. Najdeme ho napt. ve svalové tkani. Jeho
zdrojem jsou tedy réizné druhy masa. V rostlindch obsaZen neni®’. Zaal poutat pozornost

sportovni mediciny. Struktura kreatinu je uvedena na schématu VII.

Hs

OH (|:
*/N NH
0
g
NH
Schéma VII kreatin
K vyrob¢é nanocastic byl pouzit dusi¢nan stéibrny, ktery byl redukovan NaBHj.

Pro zesileni SERS signalu byl pfidan KCI ( 10° M). Vysledek méfeni mizeme vidét
na obr. 26.

Raman Intensity
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Obr. 26 Porovnani normélniho Ramanova spektra (b) a SERS spektra kreatinu (c)*
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2.3.1.2.3 Karnitin

Karnitin se vyskytuje ve dvou optickych izomerech, a to D-karnitin a L-karnitin.
L-karnitin se pouziva jako potravinovy doplnék®. Je pfirozenou soudsti organismu. DileZita
latka pfi spalovani tukt. Struktura karnitinu je uvedena na schématu VIII.

H;C_ +.CHj

HaC”™
/O

OH OH

Schéma VIII karnitin

K vyrobé nanocastic byl pouzit dusi¢nan stiibrny, ktery byl redukovan NaBHj.
Pro zesileni SERS signalu byl pfidan KCI ( 10° M). Vysledek méfeni mizeme vidét
na obr. 27.

=

=

[

—
v

Raman Intansity

T ¥ 1 ] |
400 GO0 gaa 1000 1200 1400 1600 1800
Wavenumber/cm!

Obr. 27 Porovnani normélniho Ramanova spektra (b) a SERS spektra karnitinu (c)?
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2.3.1.2.4 Tartrazin

V roce 2005 uskutecnila skupina kolem I. Pavela experiment o vyuziti SERSu

pro tartrazin (E 102)°.
Tartrazin je dalSim barvivem, patficim mezi azobarviva. Nedavné studie ukazaly, ze
E 102 je zodpovédny za alergické reakce, véetné migrén. Neni vhodny pro déti, protoze se

navic muze podilet na hyperaktivité. Struktura tartrazinu je uvedena na schématu IX.

M,
08 (=t

N
_O_ﬁ‘ \N/ . /ﬁ
o L ~

Schéma IX tartrazin

3Na*

Slon

Ve vlastnim experimentu bylo prométeno pouze SERS spektrum E 102 ve vodném
roztoku. Byly pouzity stfibrné nanocastice (po redukci citratem sodnym). Ke zvyseni iontové
sily byl pfed méfenim k roztoku ptidan chlorid sodny. Pfi méfeni byl pouzit laser Nd:YAG
0 vinové délce 1064 nm. Na obr. 28 uz je vidét zaznam SERS spektra tartrazinu v porovnani

se zdznamem z bézné Ramanovy spektroskopie.
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Obr. 28 Porovnani Ramanova a SERS spektra tartrazinu (10°° mo/l)®
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2.3.1.2.5 Kyselina vanilova
Kyselina vanilova je ptfirodni kyselina, nachazejici se napft. v ryzi. Patfi mezi fenolické
kyseliny. V experimentu E. Clavija a jeho skupiny, bylo prométeno SERS spektrum cisté

kyseliny vanilové®.
Stiibrné nanocastice byly pfipraveny redukci dusi¢nanu stiibrného citratem sodnym.

Vinova délka laseru pouzitého k excitaci byla 514,5 nm. Na obr. 29 je SERS spektrum

kyseliny vanilové.
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Obr. 29 SERS spektrum kyseliny vanilové na Ag nanocasticich (A) spektrum

bez tprav (B) po korekci zakladni linie?
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2.4 Stanoveni antibiotik v medu

O stanoveni antibiotik (tetracyklinu, streptomycinu a chloramfenikolu) v medu bylo
publikovano mnoho ¢lankd. Separace je zalozena hlavné na HPLC a 1isi se detektorem.

Vyuziti nasla i1 kapilarni elektroforéza.

2.4.1 Stanoveni tetracyklinu

Hiroyuki Nakazava a jeho kolegové se ve své praci zabyvali moznosti stanoveni
tetracyklinovych (TC) antibiotik ve stravé pomoci HPLC-MS/MS s vyuzitim APCI
(chemicka ionizace za atmosférického tlaku)?*.

5 g vzorku bylo extrahovano 20 ml 0,1 M Na;EDTA v mirné kyselém prostiedi
(pH=4). Jako mobilni faze byla pouzita smés metanol - acetonitril - 5 mM, roztok kyseliny
Stavelové (18:27:55,v/v/v). Separace probihala na kolon¢ CS8. Vnitinim standardem byl
demeclocyklin.. Recovery tetracyklinu v medu dosahuje podle autori pies 70%. Na obr. 30 je
uvedeno MS spektrum standardu tetracyklinu. Na obr. 31 mtzeme vidét vysledek separace
standardu tetracyklinu za danych podminek, kde byl sledovan SIM (selected ion monitoring)
prechod, charakteristicky pro TC.
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Obr. 30 APCI tandemovéa hmotnostni spektrometrie standardu tetracyklinu®

«im/z:445—»410 JTC

Obr. 31 standard tetracyklinu, APCI LC-MS/MS?
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L. Giannnetti a jeho kolegove se zabyvali stanovenim tetracyklinu v medu metodou
LC-MS/MS s vyuzitim ionizace elektrosprejem®. Tetracyklin z medu byl extrahovan
octanem amonnym. Separace byla provedena na fenylové koloné. Mobilni faze byla slozena
z cetonitrilu, metanolu, vody a kyseliny mravenéi. Recovery tohoto postupu uvadéji autofi
ve svém clanku pres 80%. Na obr.32 mtzeme vidét MS spektrum tetracyklinu po ionizaci

elektrosprejem a na obr. 33 je uvedena separace tetracyklinu v medu za vySe uvedenych

podminek.
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Obr.32 MS spektrum tetracyklinu, ionizace elektrosprejem (pozitivni méd)®
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Obr.33 Tetracyklin v medu®

Gustavo Tayar Peres a kolegové se zabyvali stanovenim tetracyklinu v medu
s vyuzitim HPLC s fluorescenéni detekei®. Separace byla provedena na koloné C8. Mobilni
faze byla ptipravena z vodného roztoku A a organické faze B. Mobilni faze A, obsahovala
vodny roztok acetadtu sodného dihydratu, chloridu vapenatého dihydratu a Na,EDTA.
Hodnota pH byla upravena na 6,5, a to hydroxidem sodnym. Mobilni faze B byla slozena
ze smési metanol : voda (95:5 v/v). Limit detekce se pohyboval v pg/kg. Na obr. 34 uz

muzeme vidét vysledny zdznam po separaci.
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Obr.34
a) blank vzorku medu, obsahujici 200 pg /kg deoxycyklinu (IS) vnitini standard
b) vzorek medu, naspajkovany 200 pg/kg antibiotiky?®

Tomoyasu Tsukamoto a jeho kolegové se zabyvali pouzitim nového polymeru jako
SPE sorbentu, a to konkrétné sulfobetainu?’. Studovali selektivni interakci Sulfobetainu
s tetracyklinem. Z jejich zavéri vyplyva, ze sulfobetain lze pouzit jako SPE sorbent
pro stanoveni tetracyklinu, protoze recovery se pohybovalo pies 70%. Na obr. 35 je

znazornéna interakce mezi sulfobetainem a tetracyklinem.

Hac\@é::ﬁ::} (S0,

HQ CH, H NHCHs

Obr.35 Intermolekularni interakce funkénich skupin tetracyklinu a sulfobetainu®’
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Silvia Fasédo-Terrones a kolegové se zabyvali stanovenim tetracyklinovych
antibiotik v medu za pouziti kapilarni elektroforézy s UV detekci.

Vzorek medu (20 g) byl rozpustén v30 ml 0,1 M NaEDTA v mirn¢ kyselém
prostiedi (pH 4). Byl pfecisttn na kolonce SPE C18. Bylo pracovano v prostiedi
150 mM boritanu sodného (pH 9,8), 2,5% 2-propanolu a napéti bylo 25 kV. Vysledek

separace muzeme vidét na obr. 36.

- TC

- MTC
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~— DMCC

= OTC

I'ime (min)

Obr.36 CZE smé&si osmi tetracyklinovych antibiotik (100 mg/l), UV pfi 360 nm.?

2.4.2 Stanoveni streptomycinu

P. Edder a jeho kolegové vypracovali metodu na stanoveni streptomycinu v medu
s vyuzitim HPLC s deprivatizaci za kolonou a fluorometrickou detekci®.

Med byl extrahovan kyselinou chloristou. Extrakt byl ¢istén pomoci SPE. V prvnim
kroku skationtové vyménnou patronou (kyselina sulfonovd) a ve druhém kroku
s oktadecylovou patronou. Autofi uvadéji recovery kolem 80%. LOD pro streptomycin
v medu touto metodou dosahuje hodnoty 0,005 (mg/kg) a LOQ 0,01 (mg/kg). Na obr. 37

muzeme vidét vysledek.
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Obr.37 Do medu naspajkovéano 100 mikrogramii/kg.”®

Rodrigo H.M.M. Granja a jeho kolegové se ve své praci zabyvali stanovenim
streptomycinu v medu metodou LC-MS/MS®. Separace byla provadéna na kolong C18.
Mobilni faze byla slozena ze smé&si SmM heptafluormaselné kyselina - acetonitrilu (85:15).
K ionizaci byl pouzit elektrosprej. Autofi uvadéji recovery kolem 90 %. Detekéni limit této
metody se pohybuje v jednotkach pg/kg. Na obr. 38 mutzeme vidét chromatogram medu

(blank) a na obr. 39 je ukazan chromatogram streptomycinu v medu.

Obr.38 Chromatogram vzorku medu (blank).*
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Obr.39 Chromatogram streptomycinu 2,5 mikrogram/kg.*
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2.4.3 Stanoveni chloramfenikolu

Brian Boyd a jeho kolegové se zabyvali stanovenim chloramfenikolu pomoci
molekularng vtisténého polymeru (MIP) s vyuzitim LC-MS/MS™.

Do kadinky bylo k 1 g medu pf#idano 1 ml vody. Tento roztok medu byl zahiivan
na vodni lazni pfi teploté 45 °C, a to po dobu 5-ti minut. Potom bylo do rozpusténého medu
ptidano 5 ml acetonitrilu. Nasledovala centrifugace. Supernatant byl smichan s5 ml
chloroformu. Organicka faze byla odpaiena. Nakonec bylo ptidano 100 ul 30% acetonitrilu

v 10 mM octanu amonném (pH=6,7). Na kolonu byl davkovan objem 20 pl.
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3. Experimentalni cast
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3.1 Aparatura

Experimenty byly provadény na FT-Raman Nicolet 6700 (Thermo Electron; U.S.A.),
Ktery je zobrazen na obr. 40. Pfistroj je vybaven germaniovym detektorem, ktery musi byt
chlazen kapalnym dusikem. Dalsim detektorem je InGaAs, ktery nemusi byt chlazen.

Nd:YAG laser pracuje s vlnovou délkou 1064 nm. Pfi vlastnim experimentu byla
nastavena silu laseru na 300 mW (Sitka Stérbiny 150, pocet scanii 256). Ke kalibraci pfistroje

byl pouzit polystyren.

Obr. 40 FT-Raman Nicolet 6700

3.2 Chemikalie

Adenin p.a., xantin p.a., hypoxantin p.a., citrat sodny p.a., glukoza p.a., galakt6za p.a.
a maltéza p.a. byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich. Dusi¢nan stiibrny p.a., kyselina
chlorovodikova (36%), hydroxid amonny p.a., triethylamin p.a., byly zakoupeny ve firmé
Fluka. Pouzita voda byla ziskana z deionizatoru Mili-Q s konduktivitou men$i nez 18 uS.
Tetracyklin, streptomycin, chloramfenikol byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich. Vzorkem

byl med luéni od spole¢nosti PaMaP s.r.o.
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3.3 Priprava standardnich roztoku
Byly pfipraveny standardni roztoky xantinu, hypoxantinu a adeninu. Pro vSechny tii
standardni latky byly pfipraveny zasobni roztoky (100 ml baika, ¢=1-10"), z nichz byly
metodou postupného ziedovani (deionizovanou vodou) pfipraveny standardni roztoky

v rozmezi koncentraci 1-10° —1-10™mol/l, a to do eppendorfek (1ml). Stejnym zplisobem

byly pfipraveny standardni roztoky streptomycinu, tetracyklinu a chloramfenikolu.

3.4 Priprava nanocastic

Nanocastice stiibra byly pfipraveny pouzitim modifikované metody, popsané

2 : > c v . .
32 Tato metoda je zaloZena na redukci stfibrné soli

Panackem, Soukupovou a dal§imi
(dusi¢nan stiibrny) vybranym redukénim ¢inidlem (citrat sodny,redukujici cukry) v bazickém
prostiedi.
3.4.1 Redukci citratem sodnym

Bylo pracovano na vodni 1azni a pod zpétnym chladi¢em. Do aparatury bylo nejprve
odméfeno 100 ml deionizované vody a nasledné byl pfidan roztok dusi¢nanu stfibrného
(150 mg/50 ml). Bylo spusténo magnetické michadlo a roztok byl vytemperovan na teplotu 80
°C. Az byl roztok vytemperovan na pozadovanou teplotu, bylo pfiddno 500 pl vodného
roztoku amoniaku a 500 pl trietylaminu. VSe bylo vafeno na vodni ldzni po dobu 45 minut.

Po této dobé byl po kapkdch ptidavan roztok citrdtu sodného (400 mg/50 ml). Vlivem

vznikajicich nanocastic stfibra dochéazelo k zakalovani roztoku.

3.4.2 Redukci glukdzou
Pti ptipravé téchto nanocastic bylo rovnéZ pracovano na vodni l4zni. Do kadinky bylo
nalito 100 ml deionizované vody. Dale byl pfidan roztok dusi¢nanu stfibrného (80 mg/50 ml)

a bylo zapnuto magnetické michadlo, coz miZzeme vidét na obr. 41.

Obr. 41 Roztok deionizované vody a dusi¢nanu stfibrného
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Roztok byl vytemperovan na teplotu 35°C. Potom bylo pfidano 200 pl vodného
roztoku amoniaku, 400 pl trietylaminu a vSe bylo ponechano pti danych podminkéch
10 minut. Diky vznikajicimu komplexu byla zménéna barva roztoku dohnéda, coz lze vidét na
obr. 42.

Obr. 42 Roztok deionizované vody a dusi¢nanu stiibrného po pfidani 200 pl vodného

roztoku amoniaku a 400 pl trietylaminu

Po deseti minutach byl do soustavy piidavan roztok glukézy (1 g/50 ml), ¢imz zacaly

byt v roztoku tvofeny nanocastice. Vznikajici nanocastice 1ze videt obr. 43.

Obr. 43 Vznikajici nanocastice po ptidavani roztoku glukozy do soustavy

Stejnym zpusobem byly pfipraveny maltézové nanocastice. K vyredukovani stiibra

byl pouzit roztok maltézy (1 g/50 ml).
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3.5 Priprava pracovniho roztoku

Pti ptipraveé pracovniho roztoku bylo pipetovano do eppendortky (1,5 ml) nejdiive
200 pl sttibrnych nanocastic (celkova koncentrace dosdhla 60 ppm). Potom bylo pfidano
690 pl deionizované vody, coz lze vidét na Obr. 44 vpravo. Nasledné bylo pfidano 100 pl
roztoku chloridu sodného (3 mol/l), ¢imz byla zvySena iontova sila a doslo k relrystalizaci
koloidu. Nasledkem byla zména barvy roztoku, obr. 44 vlevo. Nakonec bylo pfidano 10 pl
analytu pozadované koncentrace. Potom byla eppendorfka uzaviena. Nebylo s ni tiepano,
nybrz byla Skrat pfevracena a ddna do stojanu na eppendorfky. Méfeni bylo provadéno hned

po ptipravé pracovniho roztoku.

Obr.44 Roztok 200 ul stiibrnych nano¢astic a 690 pl deionizované vody (vpravo),
po ptidani 100 pl roztoku chloridu sodného (vlevo)
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3.6 Priprava vzorku medu k méreni

postup E;
Vzorek medu 5 g byl rozpustén v kadince na vodni lazni. Do eppendorfky (1,5 ml)
bylo nejprve pipetovano 200 pl stiibrnych nanoc¢astic. Dale bylo ptidano 690 ul deionizované
vody a 100 ul roztoku chloridu sodného (3 mol/l). Nakonec bylo pipetou piidano 10 pl

vzorku medu, ktery byl mezitim rozpustén na vodni lazni. SERS spektrum medu miizeme

vidét na obr. 57 A.

3.7 Priprava vybranych antibiotik k méreni

Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky téchto antibiotik. Tetracyklin se v bazickém
prostfedi po urcité dob¢ rozklada (ze zluté barvy piejde do oranzové), proto byl tetracyklin
rozpustén v mirné¢ Kyselém prostfedi kyseliny mravenéi (0,2 %). Oproti tomu byl
streptomycin  dobfe rozpustny v mirn€¢ bazickém prostiedi vodného roztoku
amoniaku (0,2 %). Chloramfenikol byl rozpustén v metanolu. Rozpousténi vSech latek bylo

provadéno v ultrazvukové lazni.

postup E;

Do eppendorfky (1,5 ml) bylo nejprve pipetovano 200 pl stiibrnych nanocastic
(celkova koncentrace 60 ppm). Dale bylo ptidano 690 ul deionizované vody a 100 pl roztoku
chloridu sodného (3 mol/l). Nakonec bylo pipetou ptidano 10 pl zasobniho roztoku
streptomycinu o koncentraci 1.10° mol/l a bylo promé&feno SERS spektrum této latky, jeho
SERS spektrum lze vidét na obr. 58 A.

Stejnym zplisobem byl pfipraven pracovni roztok pro zmeéfeni SERS spektra

tetracyklinu, které mizeme vidét na obr. 58 B.
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3.8 Extrak¢ni postupy
3.8.1 Extrakce z bazického prostiedi - horni vrstva

Extrakt med — horni vodna vrstva
(bazické prostiredi) Obr.59 a

postup Es

1 g medu
10 ml deionizované vody

NH,OH pH=9
(pH papirek)

10 ml chloroformu

tiepat 5 minut

odpustit horni vrstvu
(Erlenmayerova barika)

prelit do porcelanové misky

odpareni do sucha
(vakuova susarna)

odparek rozpustit
(1 ml deionizované vody)

'

200 pl Ag nanocastic

690 pl deionizované vody

100 pl roztoku chloridu sodného

10 pl extraktu

v
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Extrakt med + tetracyklin — horni vodna vrstva
(bazické prostiedi) Obr.59 Db

postup E4

1 g medu

9 ml deionizované vody
1 ml tetracyklinu 1.10* mol/l

NH,OH pH=9
(pH papirek)

10 ml chloroformu

trepat 5 minut

v

odpustit horni vrstvu
(Erlenmayerova barka)

prelit do porcelanové misky

odpareni do sucha
(vakuova susarna)

odparek rozpustit
(1 ml deionizované vody)

¢

200 pl Ag nanocastic

690 pl deionizované vody

100 pl roztoku chloridu sodného

10 pl extraktu

'
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Extrakt med + streptomycin — horni vodna vrstva
(bazické prostredi) Obr.59c

postup Es

1 g medu

9 ml deionizované vody
1 ml streptomycinu 1.10" mol/I

NH,OH pH =9
(pH papirek)

10 ml chloroformu

tiepat 5 minut

A 4

odpustit horni vrstvu
(Erlenmayerova barnka)

prelit do porcelanové misky

odpareni do sucha
(vakuova suSarna)

odparek rozpustit
(1 ml deionizované vody)

A 4

200 ul Ag nanocastic
690 ul deionizované vody

100 pl roztoku chloridu sodného

10 pl extraktu

46



3.8.2 Extrakce z bazického prostiedi - spodni vrstva

Extrakt med — spodni chloroformova vrstva
(bazické prostiredi) Obr. 60 a

postup Es

1 g medu
10 ml deionizované vody

NH4OH pH=9
(pH papirek)

10 ml chloroformu

tiepat 5 minut

|

odpustit spodni vrstvu
(Erlenmayerova barka)
+ 2 g bezvody siran sodny

prelit do porcelanové misky

odpareni do sucha
(vakuova susarna)

odparek rozpustit
(1 ml deionizované vody)

|

200 pul Ag nanocastic

690 pl deionizované vody
100 pl roztoku chloridu sodného

10 pl extraktu
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Extrakt med + tetracyklin — spodni chloroformova vrstva
(bazické prostiedi) Obr.60 b

postup E;

1 g medu

9 ml deionizované vody
1 ml tetracyklinu 1.10* mol/I

NH,OH pH =9
(pH papirek)

10 ml chloroformu

tiepat 5 minut

Y
odpustit spodni vrstvu
(Erlenmayerova barnka)

+ 2 g bezvody siran sodny

prelit do porcelanové misky

odpareni do sucha
(vakuové suSarna)

odparek rozpustit
(1 ml deionizované vody)

A 4

200 ul Ag nanocastic
690 ul deionizované vody

100 pl roztoku chloridu sodného

10 pl extraktu
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Extrakt med + streptomycin — spodni chloroformova vrstva
(bazické prostiedi) Obr. 60 c

postup Eg

1 g medu

9 ml deionizovane vody
1 ml streptomycinu 1.10* mol/I

NH,OH pH =9
(pH papirek)

10 ml chloroformu

tiepat 5 minut

A 4
odpustit spodni vrstvu
(Erlenmayerova barika)

+ 2 g bezvody siran sodny

prelit do porcelanové misky

odpateni do sucha
(vakuova susSarna)

odparek rozpustit
(1 ml deionizované vody)

A 4

200 pul Ag nanocastic
690 pl deionizované vody

100 pl roztoku chloridu sodného

10 pl extraktu
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3.8.3 Extrakce z kyselého prostiedi - spodni vrstva

Extrakt med — spodni chloroformova vrstva
(kyselé prostiedi) Obr. 61l a

postup Eg

1 g medu
10 ml deionizované vody

HCOOH pH =5
(pH papirek)

10 ml chloroformu

trepat 5 minut

|

odpustit spodni vrstvu
(Erlenmayerova barika)
+ 2 g bezvody siran sodny

prelit do porcelanové misky

odpateni do sucha
(vakuova susarna)

odparek rozpustit
(1 ml deionizované vody)

200 pul Ag nanocastic
690 pl deionizované vody
100 pl roztoku chloridu sodného

10 pl extraktu
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Extrakt med + tetracyklin — spodni chloroformova vrstva
(kyselé prostiedi) Obr.61b

postup Ejp

1 g medu

9 ml deionizované vody
1 ml tetracyklinu 1.10* mol/I

HCOOH pH=5
(pH papirek)

10 ml chloroformu

tiepat 5 minut

Y
odpustit spodni vrstvu
(Erlenmayerova barnka)

+ 2 g bezvody siran sodny

prelit do porcelanové misky

odpareni do sucha
(vakuové suSarna)

odparek rozpustit
(1 ml deionizované vody)

A 4

200 pul Ag nanocastic

690 pl deionizované vody

100 pl roztoku chloridu sodného

10 pl extraktu
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Extrakt med + streptomycin — spodni chloroformova vrstva
(kyselé prostiedi) Obr.61C

postup Ei

1 g medu

9 ml deionizovane vody
1 ml streptomycinu 1.10* mol/I

HCOOH pH=5
(pH papirek)

10 ml chloroformu

tfepat 5 minut

|

odpustit spodni vrstvu
(Erlenmayerova banka)
+ 2 g bezvody siran sodny

prelit do porcelanové misky

odpareni do sucha
(vakuovéa suSarna)

odparek rozpustit
(1 ml deionizované vody)

A 4

200 ul Ag nanocastic
690 pl deionizované vody
100 pl roztoku chloridu sodného

10 pl extraktu
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3.8.4 Extrakce z kyselého prostiedi - horni vrstva

Extrakt med — horni vodna vrstva
(kyselé prostiedi) Obr. 62 a

postup Ej,

1 g medu
10 ml deionizované vody

HCOOH pH =5
(pH papirek)

10 ml chloroformu

trepat 5 minut

|

odpustit horni vrstvu
(Erlenmayerova barika)

prelit do porcelanové misky

odpateni do sucha
(vakuova susarna)

odparek rozpustit
(1 ml deionizované vody)

200 pul Ag nanocastic
690 pl deionizované vody
100 pl roztoku chloridu sodného

10 pl extraktu
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Extrakt med + tetracyklin — horni vodna vrstva
(kyselé prostiedi) Obr.62 b

postup Ejs

1 g medu

9 ml deionizovane vody
1 ml tetracyklinu 1.10* mol/l

HCOOH pH=5
(pH papirek)

10 ml chloroformu

tiepat 5 minut

\ 4

odpustit horni vrstvu
(Erlenmayerova banka)

ptelit do porcelanové misky

odpafeni do sucha
(vakuova susarna)

odparek rozpustit
(1 ml deionizované vody)

A 4

200 pul Ag nanocastic
690 pl deionizované vody

100 pl roztoku chloridu sodného

10 pl extraktu
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Extrakt med + streptomycin — horni vodna vrstva
(kyselé prostiedi) Obr. 62 c

postup Ei4

1 g medu

9 ml deionizovane vody
1 ml streptomycinu 1.10* mol/I

HCOOH pH=5
(pH papirek)

10 ml chloroformu

tiepat 5 minut

\ 4

odpustit horni vrstvu
(Erlenmayerova banka)

ptelit do porcelanové misky

odpateni do sucha
(vakuova susarna)

odparek rozpustit
(1 ml deionizované vody)

A 4

200 pul Ag nanocastic
690 pl deionizované vody

100 pl roztoku chloridu sodného

10 pl extraktu
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3.9 Méreni a mozné komplikace

3.9.1 Nastaveni pristroje pfed mérenim

Pfi experimentu bylo pracovano s programem OMNIC. V ikoné¢ Exp Set byly
upravovany podminky méfeni. Po otevieni ikony Exp Set byly parametry nastavovany v jeji
¢asti Collect. Byl nastaven pocet scanu (256). V ikoné¢ Exp Set bylo dale kliknuto na ikonu

Bench. Parametry, které mohou byt ménény v této ikoné mizeme vidét na obr. 45.

m_accs_INGAS.exp

-
| T —

\fMax range fimit | 25007 iy
lin e it a0

Optical velocity
Aperture

gp3 W) Polarizer angle

Obr. 45 Okno Bench

V tomto okné byl zapnut laser. Dale byla provedena kalibrace signalu (na polystyren).
Polystyren vlozeny do pfistroje je ukdzan na obr.46. Spravny zdznam signalu, ktery by mé¢l

pristroj pti kalibraci ukazovat, 1ze vidét na obr. 45 vlevo nahofte.

Obr. 46 Polystyren, upevnény v nastavci a piipraven ke kalibraci piistroje
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3.9.2 Méreni

Jestlize byl pfistroj nakalibrovan. Byl-1i zafokusovan laserovy paprsek a pfipraven
pracovni roztok, pak mohlo byt zahajeno méteni. Na obr. 47 je zobrazen odbér pracovniho

vzorku do kapilary.

Obr. 47 Odbér vzorku do kapilary

Na obr. 48 je ukdzana kapildra se vzorkem, kterd byla stréena do néstavce

a pfipravena k méteni. Po zavieni vika pfistroje bylo zahajeno méteni.

Obr. 48 Kapilara se vzorkem v kovovém nastavci

Prvnim méfenim, které bylo provadéno, mélo byt zjisténo, zda v pracovnim roztoku
neni pfitomen kontaminant. Nejprve byl tedy pfipraven pracovni roztok (bez analytu) a byl
dan k méfeni. Jestlize byl zadznam Ccisty (pouze Sum), byla vyloucena kontaminace.

Po vylouceni kontaminace, byl k méfeni pfipraven pracovni roztok s analytem.
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3.9.3 Kontaminace

SERS dosahuje vyjimecnych detekénich limitd, coz je vyhodou této metody. Tato
vlastnost sebou vSak nese jednu obrovskou nevyhodu, a to problém s kontaminacemi. Je-li
Vv méfeném vzorku pritomny kontaminant, ktery ma vétsi afinitu k nanocasticim, nez hledany
analyt, pak SERS spektrum bude obsahovat i1 vibrace, které odpovidaji piislusnému
kontaminantu. V extrémni situaci muze interferent spektrum analytu zcela zastinit.
Vypotadani se s kontaminacemi je tedy zakladni predpoklad pro méfeni SERS spekter.

Zdroji kontaminaci miize byt mnoho:

1. ¢istota nadobi

2. typ kyvety

Problémy byly zpiisobovany zejména pamétovymi efekty. Ty pak ruSily stanoveni
analytu. ReSenim bylo méfeni v kapilafe, jenz miizeme vidét na obr.49 a na obr. 50. Kapilary

Jsou na jedno pouziti.

Obr. 49 Kapilara, v niz bylo provadéno méteni vzorku

Obr.50 Baleni kapilér pouzitych k méfeni

3. manipulace se vzorkem

4, Cistota chemikalii
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3.10 Pouzity software
Pro vyhodnocovani byly pouzity nasledujici programy:
QtiPlot 0.981 (Prolndep Serv S.r.l., Romania)
OMNIC.8 (Thermo Electron; U.S.A)
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4, Vysledky a diskuse
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4.1 studium vybranych experimentalnich parametru

Pro zjisténi vlivu redukéniho ¢inidla, pH a velikosti nanocéstic na zesileni SERS
signalu byly zvoleny tfi modelové latky, a to adenin, xantin a hypoxantin, jejichz strukturni
vzorce jsou uvedeny na obr. 51.
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adenin Xantin hypoxantin

Obr. 51 Strukturni vzorec adeninu, xantinu a hypoxantinu

Nejprve byla proméfena SERS spektra vSech tfi modelovych latek®. Na obr. 52

muzeme vidét SERS spektrum adeninu, xantinu a hypoxantinu.
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Obr. 52 SERS spektra adeninu, xantinu a hypoxantinu

Hlavni pik adeninu se nachézi kolem hodnoty 736 cm™. Tento pik piislusi vibraci
C=N v purinovém kruhu. U hypoxantinu je hlavni pik pfisouzen stejné skupiné. V piipadé
xantinu, ktery ma hlavni pik okolo hodnoty 660 cm™, je piisouzen vibraci C=N purinového
kruhu.
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Jednim z parametrd, ktery ma vyznamny vliv na velikost nanocastic, je pouZité

redukéni ¢inidlo. Ziskané vysledky jsou uvedeny v tab. I.

Tab. | Velikost nanocastic v zavislosti na pouzitém redukénim ¢inidle

Glukoéza

Citrat

Malt6za

Velikost nanocastic v zavislosti na pouzitém redukénim

¢inidle

44 nm

58 nm

28 nm

Z tab. 1 mizeme vycist, ze nanocastice stiibra pfipravené redukcei citratem a glukoézou,

maji primérnou velikost velmi podobnou. Naproti tomu nanocastice, pfipravené redukci

maltézou, vedou k nanocasticim, které maji mnohem mensi velikost.

Dalsim dilezitym parametrem je vliv hodnoty pH méteného vzorku. Studovani vlivu

pH bylo sledovano pii tiech riznych hodnotach pH pracovniho roztoku, a to 3, 7 a 10.

Hodnoty pH=3 bylo dosazeno pfidanim kyseliny chlorovodikové (c=50 mmol/l). Hodnota

pracovniho roztoku pH=10 byla =ziskana pfidanim roztoku hydroxidu amonného

(c=20 mmol/1). Na obr. 53 miizeme vidét SERS spektra adeninu (¢ =1-10"°mol/l), naméfena

pfi riznych hodnotach pH.
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Obr. 53 SERS spektra adeninu (¢ =1-10"°mol/l) pro riizné hodnoty pH
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Na obr. 53 mizeme vidét, ze v kyselém prostiedi (pH=3) byl Ramaniiv signal
potlacen. Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno piti pH=7.

Vliv pouzité redukéni latky K piipravé nanocastic stéibra ve vztahu k zesileni SERS
signalu, byl dal§im sledovanym parametrem. Byl pfipraven roztok adeninu ¢ =1.10°mol/l
a postupné byly proméfeny SERS spektra po pifidani nanocastic, Které byly pripraveny
rozdilnymi redukénimi latkami. Vysledek je vidét na obr. 54.
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Obr. 54 SERS spektra adeninu (¢ =1.10"°mol/l ) nanoéastic, pfipravenych riiznymi

redukénimi latkami

Z obr. 54 lze vycist, ze nanocastice, ptipravené redukci galaktozou, SERS signal
vibec nezesiluji. Zesileni stoupa v iadé maltOzové-citratové nanocCastice. Na zakladé
experimentu lze vyvodit zavér, ze pro zesileni SERS signalu se nejlépe jevi nanocastice,
ptipravené redukci gluk6zou. Pfiprava nanocastic redukci glukézou je jednoduchd a velmi
rychla. Naproti tomu vyroba citratovych nanocastic je ¢asové mnohem naro¢ngéjsi.

V dalsi cCasti experimentu byly do méfen¢ho roztoku ptidany vSechny tfi modelové
latky a bylo proméfeno SERS spektrum jejich smési. Vysledek tohoto experimentu mtizeme

vidét na obr. 55.
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Obr. 55 SERS spektrum smési adeninu, xantinu a hypoxantinu

Diky piku 734cm™ mize byt ve smési identifikovan adenin a pik kolem 100@&m™
ukazuje na pfitomnost hypoxantinu.

Soucasti experimentu bylo prométeni SERS spekter (adeninu, xantinu, hypoxantinu)
v rozmezi koncentraci 1.10°mol/1-1.10°mol/l. Zavislost nebyla linearni, nybrz byla
podobna Langmuirové izoterm&. K vyhodnoceni byl brén pik snejvétsi intenzitou. Limit
detekce byl pocitan z odstupu signdl / Sum pro dany pik. Na zdklad€ namétenych spekter a

vyhodnoceni pomoci softwaru, mohly byt pro jednotlivé modelové latky urCeny limity
detekce, které jsou uvedeny v tab. Il.

Tab. Il Limity detekce dosazené metodou SERS pro adenin,xantin a hypoxantin

sloucenina
adenin 1101 0,99
xantin 2.101 0,99
hypoxantin 1.10 0,92
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4.2 Analyza antibiotik v medu

Na obr. 56 jsou zobrazeny strukturni vzorce vybranych antibiotik (streptomycin,
tetracyklin, chloramfenikol).
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streptomycin®* chloramfenikol® tetracyklin®

Obr.56 Strukturni vzorce streptomycinu, chloramfenikolu a tetracyklinu

4.2.1 SERS spektrum medu

Prvnim tkolem bylo proméfit SERS spektrum vzorku medu. Vzorek medu byl
ptipraven podle postupu E; uvedeném Vv experimentalni ¢asti. SERS spektrum medu
mizeme vidét na obr. 57 A.

Pro porovnani bylo zméfeno Ramanovo spektrum medu. Kapilara, jenz byla
pouzivana k méfeni, byla v tomto pfipad¢ naplnéna tuhym medem piimo ze sklenice a bylo
zméfeno Ramanovo spektrum tohoto vzorku. Vysledné spektrum lze vidét na obr. 57 B.

Z obr. 57 je vidét jasny rozdil ve spektrech. Obyéejné Ramanovo spektrum obr. 57 B
je z praktického hlediska nepouzitelné. Diky SERS efektu je na obr. 57 A vidét zesileni

signalu, ¢ehoz Ize uspésné vyuZzit.
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4.2.2 SERS spektra vybranych antibiotik

Dalsim ukolem bylo prométeni SERS spekter vybranych antibiotik (streptomycinu,
tetracyklinu a chloramfenikolu). VVzorky vybranych antibiotik byly k méfeni pfipraveny podle
postupu E, uvedeném v experimentalni ¢asti. SERS spektrum streptomycinu lze vidét
na obr. 58 A. SERS spektrum tetracyklinu mtizeme vidét na obr. 58 B.

Spektrum chloramfenikolu chybi, protoze na zdznamu byl pouze Sum. Po peclivém
zvazeni molekularni struktury chloramfenikolu, kterd nemé ve své molekule dusik nebo siru,
ptes ktery by se mohl vazat na stfibrnou nanocastici, byl tento efekt vysvétlen. Z obr. 58 je
zfejmé zesileni Ramanova signilu diky SERS efektu. Ob¢ vybrana antibiotika maji své

charakteristické SERS spektrum.
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Obr. 58 A SERS spektrum streptomycinu 1.10”" mol/l
B SERS spektrum tetracyklinu 1.107 mol/I
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prostiedi (postupy E; - Eg), uvedené v experimentalni ¢asti, pficemz byla proméfena SERS
spektra jak spodni, tak horni vrstvy. Nasledné byla extrakce provadéna z kyselého prostiedi

(postupy Eg — Ei4), uvedené v experimentalni ¢asti a opét byla proméiena SERS spektra jak

4.2.3 SERS spektra po extrakcich

K extrakci byl pouzit chloroform. Nejprve byla extrakce provadéna z bazického

spodni, tak horni vrstvy.

Nejprve byla proméfena SERS spektra vzorki, které byly pfipraveny podle postupti

Es — Es. Vysledek méfeni Ize vidét na obr. 59.

Int
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Obr.59 Extrakce chloroformem v bazickém prostiedi, odebirana horni vrstva A extrakt medu

medu dokézéany. Piky kolem 560 cm™ a piky v rozmezi 797 cm™- 735 cm™ pii méfeni

SERS spektra extraktu medu (bez antibiotik) na zdznamu nejsou. Bude-li dodrZzen dany
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B extrakt medu naspajkovaného tetracyklinem 5.10° mol/l C extrakt medu

naspajkovaného streptomycinem 5.10® mol/l

Na obr. 59 lIze vidét, Ze streptomycin i tetracyklin mohu byt v pfedloZzeném vzorku
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postup, lze sjistou pravdépodobnosti na zakladé téchto pikti usoudit na ptitomnost téchto
dvou antibiotik v ptedlozeném vzorku medu.

Potom byla proméiena SERS spektra vzorkl, které byly pfipraveny podle postupii

Es — Es. Vysledek méteni I1ze vidét na obr. 60.
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Obr.60 Extrakce chloroformem v bazickém prostiedi, odebirana spodni vrstva A extrakt medu
B extrakt medu naspajkovaného tetracyklinem 5.10° mol/l C extrakt medu

naspajkovaného streptomycinem 5.10° mol/I

Na rozdil od pfedeslého extrakéniho postupu byly v naméfeném SERS spektru
extraktu medu zaznamenany piky v oblasti kolem 560 cm™ a 597 cm™ - 744 cm™
Z danych spekter nelze vycist piky, které by jednoznacné slouzily ke screeningu danych

antibiotik v pedlozeném vzorku medu.
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Dale byla proméfena SERS spektra vzorkt, které byly pfipraveny podle postupii
Eg— E11. Vysledek méfeni lze vidét na obr. 61.
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Obr.61 Extrakce chloroformem v kyselém prostiedi, odebirana spodni vrstva A extrakt medu
B extrakt medu naspajkovaného tetracyklinem 5.10% mol/l C extrakt medu

naspajkovaného streptomycinem 5.10® mol/I
Jak je vidét na obr. 61 tak méteni spekter za danych podminek vedlo pouze k naméteni

sumu. Zadny pik se na zaznamu neobjevil, proto je tento postup pii dokazani antibiotik zcela

nevyhovujici.
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Nakonec byla proméfena SERS spektra vzorkt, které byly pfipraveny podle postupti

E1» — E14. Vysledek méfeni 1ze vidét na obr. 62.
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Obr.62 Extrakce chloroformem v kyselém prostiedi, odebirana horni vrstva A extrakt medu
B extrakt medu naspajkovaného tetracyklinem 5.10° mol/l C extrakt medu
naspajkovaného streptomycinem 5.10® mol/I

Pti dodrzeni danych podminek lze v pfedlozeném vzorku medu usoudit na pfitomnost
tetracyklinu. Jak 1ze vidét na obr. 62, pro screening piitomnosti tetracyklinu v medu Ize vyuzit
dva charakteristické piky o hodnotach 561,85 cm™a 753,75 cm™.
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5. Zavér

V prvni ¢asti vypracované studie byly zkoumdny vlivy experimentalnich podminek
(vliv pH, reduk¢niho ¢inidla a velikosti nanocastic) na zesileni SERS signalu.Byla proméfena
SERS spektra adeninu,xantinu a hypoxantinu.

K prosetieni vlivu pH na zesileni signalu byl piipraven adenin 1.10® mol/l. M&feni
bylo provadéno pii tfech riznych hodnotach pH, a to 3, 5 a 10. V kyselém prostiedi pH = 3
byl SERS signal potlacen. Nejvétsiho zesileni bylo dodazeno pti pH = 7.

Vliv pouzité redukéni latky K piipravé nanocastic stiibra ve vztahu k zesileni SERS
signalu, byl dal§im sledovanym parametrem. Byl pfipraven roztok adeninu ¢ =1.10"°mol/l
a postupné byly proméifeny SERS spektra po pfidani nanocéstic, jenz byly pfipraveny
rozdilnymi redukénimi latkami. Nanocastice, ptipravené redukci galaktozou SERS, signal
vilbec nezesiluji. Zesileni stoupa viadé maltOzové-citratové nanoCastice. Na zakladé
experimentu lze vyvodit zavér, Ze pro zesileni SERS signdlu se nejlépe jevi nanocastice,
ptipravené redukci glukozou.

Dale byl zkouman vliv velikosti nanocastic stiibra v zavislosti na pouZitém redukénim
¢inidle. Velikost nanocastic byla prométena metodou DLS. Z vysledkl vyplyva, Ze nejmensi
primérnou velikost mély nanocastice, pfipravené redukci maltosou. Jejich primérna velikost
byla 28 nm. Nanocastice, ptipravené redukci glukosou (44 nm) a citratem (58 nm), zesiluji
SERS signal mnohem vice, nez maltosové nanocastice.

Na zékladé zmétenych spekter a diky softwarovému vyhodnoceni, mohly byt
pro jednotlivé modelové latky (adenin,xantin a hypoxantin) stanoveny limity detekce, které se
pohybuji na hlading fentomoldt (adenin 1.10™° mol/l, xantin 2.10™ mol/l a hypoxantin
1.10™ mol/I).

Dale bylo proméfeno SERS spektrum smési vSech tfi modelovych latek (adenin,
xantin a hypoxantin). Diky intenzivnimu piku kolem hodnoty 734 cm™ lze ve smési
detekovat adenin. Pik kolem 100@m™ ukazuje na piitomnost hypoxantinu.

Nakonec byla vypracovana metoda pro screening antibiotik (streptomycin,tetracyklin)
v medu. Nejprve bylo prométeno SERS spektrum modelového vzorku medu. Nasledné byla
promé&fena SERS spektra antibiotik (streptomycin, tetracyklin, chloramfenikol). Zatimco
SERS spektra streptomycinu a tetracyklinu byla naméfena bez probléml, SERS spektrum

pro chloramfenikol se naméfit nepovedlo. Kdyz se podivame na strukturni vzorec
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chloramfenikolu, nema ve své molekule dusik nebo siru, pies které by se mohl vazat
na stiibrnou nanocastici.

Dalsim krokem bylo spajkovani antibiotik do medu a pouziti extrakéniho postupu
K vyuziti screeningu tetracyklinu a streptomycinu v medu. K extrakci byl pouzit chloroform.
Extrakce byla provadéna jak z bazického, tak kyselého prostiedi. Vzdy byla proméfena SERS
spektra obou vrstev. Streptomycin i tetracyklin bylo mozné v predlozeném vzorku medu
detekovat, byla-li extrakce provadéna z bazického prostiedi a jestlize bylo proméifeno SERS
spektrum horni (vodné) vrstvy. Kdyz byla antibiotika v medu pfitomna, projevilo se to
na SERS spektrech charakteristickymi piky (piky kolem 560 cm™ a piky v rozmezi
797 cm™- 735 cm™), které se v extraktu medu bez antibiotik nevyskytovaly.

K odliseni tetracyklinu od streptomycinu v medu lze vyuzit extrakci z kyselého
prostiedi, kdy bylo prométeno SERS spektrum horni (vodné) vrstvy. Tetracyklin, ktery byl
naspajkovan do medu, byl v SERS spektru identifikovan diky dvéma charakteristickym
pikam (561,85 cm™a 753,75 cm™)

Koncentrace antibiotik v medu, pro ktera byla tato screeningova metoda vypracovana,
byla 5.10 mol/l.
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