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1 Uvod

Nanomaterialy patfi mezi dynamické a rychle se rozvijejici oblasti védy a techniky.
Nanostruktury vzacnych kovu, jako jsou zlato a stfibro maji Siroké uplatnéni v oblastech
biomediciny, elektrotechniky, katalyzy a dalSich. Maji odlisné fyzikalni vlastnosti od svych
objemovych prot¢jski, které zavisi na mnoha faktorech jako je jejich velikost, typ kovu nebo i
dvou a vice kovt, z jakého se skladaji, jejich povrchova tiprava a mnoho dalSich. Napiiklad
zlaté nanocastice jsou obecné netoxické pro buiky, ale kdyz jejich velikost je mensi nez
nékolik nanometrt, stavaji se toxickymi. Podobn¢ jsou na tom i stiibrné nanocastice. Velikost
a typ naboje také zaujima dulezitost pro cytotoxicitu, stejné tak jako tvar, jaky nanocastice

zaujimaji.

Kovové nanostruktury lze ptipravit rozliénymi fyzikalnimi, chemickymi ¢i biologickymi
metodami. Nékteré z téchto metod vSak predstavuje urcité riziko pro zivotni prostiedi ¢i pro
zdravi ¢loveka. Z toho divodu byl vyvinut tlak na rozvoj takzvanych zelenych metod syntézy,
které jsou Setrnéj$i k Zivotnimu prostiedi, at’ uz z pohledu energetické naro€nosti, omezeni ¢i
uplné zruSeni pouzivani toxickych, karcinogennich a jinak Skodlivych latek jak pro ¢loveka,
tak i pro pfirodu. Dale se ukazuje, ze tyto metody jsou také finanéné udrzitelngjsi. Mezi
zelené metody se fadi i syntéza pomoci aminokyselin, protoze jsou netoxické, biokompatibilni
a degradabilni. Jejich reduk¢ni a stabilizacni vlastnosti z nich déla vyborné kandidaty na

udrZitelnou cestu k syntéze nanostruktur.

V této experimentdlni diplomové praci se teoreticky zamétime na fyzikalni vlastnosti
nanostruktur, co tyto vlastnosti ovliviiuje, a jak se na nich podili syntéza. Dale si popiseme
nckteré metody syntézy nanostruktur, ale zaméfime se zejména na metody zelené syntézy, a
to hlavné s dirazem na syntézu pomoci aminokyselin. PopiSeme si dale metody, kterymi se
nanostruktury charakterizuji. V experimentalni ¢asti se pokusime vytvofit nanostruktury zlata
pomoci aminokyselin, které charakterizujeme nékolika vybranymi metodami. Nejprve
vyzkouSime syntézu pomoci n€kolika vybranych aminokyselin a to tyrosinu, tryptofanu,
fenylalaninu, histidinu a cysteinu. V dalsi casti se pokusime o syntézu kombinace dvou
aminokyselin, a to cysteinu spole¢né s dal§i aminokyselinou. Syntézu navic provedeme za
raznych podminek teploty vyvoje, ale za zachovani poméru reaktantd. Cilem prace tedy je
vytvorit dal§i navod, jakym by Slo jednoduSe pfipravit nanostruktury, a porovnat jej

S ostatnimi metodami.



2 Teoreticka ¢ast

Jako nanocastice jsou oznac¢ovany struktury s velikosti do 100 nm alespon v jednom rozméru.
Struktury pod 2 nm jsou ozna¢ovany jako nanoklastry. Velikost nanoc¢astic je velmi dulezita,
protoze ovliviiuje jejich elektrické, magnetické, optické ¢i chemické vlastnosti. Vyslednou

velikost nanocastic do velké miry ovliviiuje jejich piiprava.

2.1 Fyzikélni vlastnosti nano¢astic uslechtilych kovii

Nanocastice uslechtilych kovli maji jiné vlastnosti nez objemové kovy, a to zejména diky své
malé velikosti. Mezi nékteré vlastnosti patii naptiklad povrchova plazmonova rezonance
(SPR), pritomnost elektrické dvojvrstvy (EDL) a také zpusob, jakym jsou nanocastice
stabilizovany. Tyto vlastnosti jsou do velké miry ovlivnény velikosti nanocastic, zplisobem

jejich pfipravy a jejich prvkovym slozenim.

2.1.1 Povrchova plazmonova rezonance (SPR) v kovovych nanocasticich.

Povrchova plazmonova rezonance je jev, ktery se objevuje vV kovovych nanocasticich, pti
interakci s elektromagnetickym polem. Dopadajici elektromagneticka vina indukuje oscilaci
volnych elektronli ve vodivostnim energetickém pasmu, kdy vSechny volné elektrony osciluji
ve fazi s dopadajici vlnou (Ghosh a Pal 2007). SPR je velmi dulezity jev, ktery dava
nanocasticim jejich optické vlastnosti. SPR je zavislé zejména na velikosti nanocastice
(Willets a Dyune 2007), tvaru nanocastice (Katsure a kol. 2010), ale také na vlastnostech
okolniho dielektrika. Nutno podotknout, Ze na nanocasticich se projevuje tzv. lokalizovana
povrchova plazmonova rezonance (LSPR), ale néktera literatura pojmy LSPR a SPR

zaméenuje.



Electric field

Metal sphere - - -

Electron cloud

Obrazek 1: Schématicky obrdzek LSPR, kde elektrické pole (elektromagneticka vina — electric field) indukuje
oscilaci volnych elektronii na kovové nanocastici (metal sphere), zde ve formé oscilace elektronového mraku —
electron cloud). (Prevzato z Willets a kol 2007).

2.1.2 Rozptyl svétla

Jako prvni vysvétlil teoreticky rozptyl svétla na nanocasticich Mie v roce 1908, kdy vyftesil
Maxwellovy rovnice pro interakci elektromagnetického zafeni s kovovymi nanocasticemi,
které maji stejnou dielektrickou funkei, jako jejich objemovy kov, a objasnil tak cervenou
barvu koloidniho zlata. Mieho teorie vSak piestava platit pro nanoc¢astice vétsi nez 20 nm, kdy
prestava fungovat dipolova aproximace, dale nepocitd s absorpci média a omezuje se pouze
na sféricky tvar nanocéstic. Tyto nedostatky feSi pfispéni Ganse, ktery zapocitava tvar
nanocastic, Maxwell Garnett dale obohacuje Mieho teorii o efektivni teorii média, ktera

zahrnuje Lorentzovu teorii a Clausiusovu—Mossottiho rovnici (Jana a kol. 2016).

2.1.3 Elektrickd dvojvrstva a stabilizace nanocastice

Jorg Polte (2015) popisuje elektrickou dvojvrstvu pomoci Sternovy—Gouyovy—Chapmanovy
teorie. Kovové nanocéstice v roztoku obecné maji tendenci aglomerovat, diky van der
Waalsovym, elektrostatickym nebo magnetickym silam, a pro spravnou stabilizaci nanoc¢éstic
je potieba odpudivé sily, kterd je bude negovat. Jakmile je kovova nanocastice dostatecné
velka, jeji povrchovy naboj zacne pisobit proti pritazlivym van der Waalsovym silam, a dojde
tak Kk elektrostatickému odpuzovani mezi nanocasticemi, coz vyrazné piispiva

k elektrostatické stabilizaci.



Rozpusténé ionty se v roztoku s nanocasticemi adsorbuji na jejich povrch, a vytvaii tak prvni
stacionarni vrstvu, zndmou téz jako Sternova vrstva. Druhd vrstva je tvofena ionty, na které
stale pusobi elektricky povrchovy potencidl, ale jiz ne tak siln€¢, a mohou se ve vrstvé
pohybovat volné. Této vrstvé se fika diftzni vrstva, nebo téZ Gouyova-Chapmanova vrstva.
Velikost takové dvojvrstvy se pak popisuje pomoci Debyeovy délky, a jeji povrchovy

potencial exponencialné klesa.

Polte dale popisuje sterickou stabilizaci jako proces, kdy jsou na povrch nanocastice
adsorbovany velké molekuly naptiklad polymery, povrchové aktivni latky a dalsi, které
poskytnou ochrannou vrstvu zabranujici aglomeraci. Tato stabilizace nezavisi na velikosti
nanocastice, ale spiSe na koncentraci stabilizujici latky, teploté, primérné délce fetézce a jeji

rozpustnosti.

2.1.4 Dalsi vlastnosti zlatych a sttibrnych nanoc¢astic

Cytotoxicita je vlastnost nanoc¢astic, kterd je ovlivnéna mnoha fyzikalnimi a chemickymi
faktory. Napiiklad tvar stfibrnych nanocastic ovliviiuje jejich cytotoxicitu, kde bylo
pozorovano, ze stiibrné nanodraty mély vyssi cytotoxicky efekt na buriky plicniho karcinomu,
zatimco kulaté nanocastice nemély prakticky Zadny efekt, coz bylo pozorovdno nékolika
metodami, jako naptiklad ve zméné koncentrace laktatu dehydrogenazy, pozorovanim
morfologickych zmén a pozorovanim zmén koncentrace vapniku (Stoehr a kol. 2011).
Cytotoxicitu zlatych a stfibrnych nanocastic také vyrazné ovliviiuje naboj, a to nejen jeho
velikost, ale i polarita, kdy se ukazuje, Ze vysoké kladné naboje nanocastic indukuji produkci
ROS (reaktivni formy kysliku — reactive oxygen species) v bunikach (Schlinkert a kol. 2015).
Velikost je dalsi vlastnosti, ktera ovliviiuje cytotoxicitu. Cim mensi je stiibrna nanoéastice,
tim vy$§i ma cytotoxické vlastnosti, a to pravdépodobné diky vys$Simu poméru povrchovych
atomd ku objemovym (Sriram a kol. 2012). Obdobné¢ to plati i pro zlaté nanocastice, kdy se
ma za to, Ze zlaté nanocastice vEtsi nez 5 nm se povazuji za netoxické za podminky, ze jejich
koncentrace je niz8i neZ nanomolarni, ale je tfeba mit na paméti také to, Ze cytotoxicita neni
ovlivnéna jen fyziochemickymi vlastnostmi, jako je velikost nebo povrchova uprava, ale také
na typu bunék, na které nanocastice pisobi, protoZze povrchova uprava biokompatibilnimi
latkami mize snizit jejich cytotoxické pusobeni (Li a kol. 2015). Zlaté nanoklastry jsou vSak
velmi toxické (Pan a kol. 2007) a to takovym mechanismem, Ze se ireverzibiln€ navazi na

biomarkomolekuly v buice, at’ uz na DNA nebo na enzymy a dalsi (Li a kol. 2015). Za
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zminku vSak stoji to, ze zlaté nanocastice maji vybornou stabilitu pod vlivem ionizujiciho
gama zafeni, které se uziva v radioterapii, a zlaté nanocastice se tak jevi jako dobry

radiosenzitizér (Zhang a kol. 2009).

Zlaté nanocastice jsou efektivni ve zhdSeni fluorescence (Hammami a kol. 2021). Maji vSak

téz magnetické vlastnosti, na rozdil od své objemové formy (Harish a kol. 2018).

2.2 Metody syntézy kovovych nanocastic
2.2.1 Top down vs. bottom up metody

Obecné jsou znamy dva druhy pfipravy nanocastic, top-down a bottom-up. Top-down
ptiprava zahrnuje vétsinou fyzikalni metody, ve kterych dochéazi ke zmenSovani objemového
kovu na prach (¢astice o velikosti milimetrii az mikrometril) az na nanocastice. Mezi metody

patii naptiklad drceni, leptani, Skvateni, laserova ablace, a dalsi (Baig a kol, 2021).

Bottom-up je metoda opacna, tedy zjednotlivych atoml (resp. iontll) dojde k vystaveni
nanocastice. Jednd se o metodu chemickou, pifipadné biologickou, pfi pouziti zivych
organismil nebo extrakti z nich. Jako prekurzory se pouzivaji soli, komplexy ¢i kyseliny
uslechtilych kovii. Po rozpusténi, je tfeba ionty redukovat. K tomu slouzi redukujici ¢inidla.
Po redukci za¢nou neutrdlni atomy agregovat, dokud elektrickd dvojvrstva nezabrani dalsi
agregaci, nebo nedojde ke sterické stabilizaci. Mezi bottom-up metody se fadi naptiklad velmi
znama Turkevitchova metoda, kde se uzivda HAuCls jako prekurzoru a citratu sodného jako
redukéniho Cinidla (Turkevitch a kol. 1951) nebo Brustova-Schiffrinova metoda zaloZend na
redukci pomoci borohydridu sodného na dvojfazovém rozhrani kapalina/kapalina (Burst a kol.

1994).

2.2.2 Metody zelené syntézy

Jako metody zelené syntézy jsou oznaCovany ty metody, které spliuji 12 principt zelené
chemie, které popsal Anastas a Warner v knize Green Chemistry: Theory and Practise, a daly
by se shrnout do nékolika poucek. Zabranit tvorbé nadbyte¢ného chemického odpadu,
vSechny chemikélie pouZité pted, béhem a po syntéze by se mély maximalné vyuzit, mély by

byt netoxické vii¢i zivotnimu prostiedi nebo Cloveéku, a pouzité metody by nemély byt



energeticky naro¢né kvili zvysSené produkci oxidu uhlicitého, a také bezpecné kviili ochrané

zivotniho prostfedi a zdravi ¢lovéka.

Mezi zelené metody se fadi hlavné metody vyuzivajici bakteridlni, rostlinné a kvasinkové
extrakty, ¢i pfimo zivé mikroorganismy k syntéze kovovych nanocastic (Houston a kol.
2021). Jedna se tedy vyhradné o metody bottom-up, ackoliv by se mezi né mohly tadit i urcité

specifické metody laserové ablace v roztoku (Amendola a Meneghetti 2009).

2.2.3 Syntéza Au a Ag nanocastic pomoci aminokyselin

Syntéza nanoc¢astic pomoci aminokyselin se fadi mezi zelené syntézy, protoze aminokyseliny
nejsou toxické, karcinogenni, jsou biodegradabilni, biokompatibilni a ptivétivé pro Zivotni
prostfedi, a navic se nachazi v mikroorganismech, které je vyuzivaji k syntéze nanocastic
(Houston a kol. 2021). Aminokyseliny slouzi jako redukéni ¢inidlo, ale mohou poslouzit i

jako stabiliza¢ni ¢inidlo.

2231 Syntéza Au nanocastic S vyuzitim aminokyselin

Selvakaan a kol (2003) objevili redukéni schopnost tryptofanu redukovat tetrachlorozlatité
ionty v roztoku, a formovat tak nanocéastice obalené tryptofanem. Pro syntézu pouzili HAuCls4
a tryptofan v poméru 10:1, a roztok zahiivali pfi 50 °C, coz vyznamné urychlilo redukci
chlorozlatitych iontd. K redukci pouzili i tetrahydridoboritan sodny a nano¢astice stabilizovali
tryptofanem. V obou pfipadech vznikly nanocastice snadno dispergovatelné ve vodé.
Tetrahydridoboritan sodny je vSak toxicky a nebezpecny pro lidské zdravi, proto se jeho

pouziti nedd povaZovat za soucast zelené syntézy.

Reduke¢ni vlastnosti tryptofanu zaznamenali Katsure a kol. (2009), ale neobjevili jeho
stabilizacni potencial, protoze pouzili CTAC (chlorid hexadecyltrimethylamonny) a CTAB
(bromid hexadecyltrimethylamonny) jako stabiliza¢ni ¢inidla. Pomér zlata a tryptofanu byl
100:1 a roztok byl ponechan za stabilnich pokojovych podminek. Pii pouZiti CTAB vznikly
nanocastice trojuhelnikového tvaru, kdy pii excitaci UV svétlem (365 nm) doslo k emisi
bilého svétla, coz vysvétluji tim, Ze oxidovany tryptofan navazany na hranach trojihelnikové

nanocastice zvySuje elektrické pole, cemuz se fika efekt hromosvodu. Pouziti CTAC dalo



vzniku sférickym nanoc¢asticim. CTAC a CTAB jsou vSak nebezpecné jak pro Cloveka, tak i

pro zivotni prostfedi, a nelze je tedy povazovat za soucast zelené syntézy.

Jednodussi zptsob predvedli Maruyama a kol. (2014), kdy smés vybrané aminokyseliny a
vodného roztoku kyseliny tetrachlorozlatité v poméru 1:100 (1:50 pro Asn, Asp, Glu, lle, Leu,
Phe, Trp a Tyr, kvili jejich nizké rozpustnosti) inkubovali v olejové lazni pii 80 °C po dobu
20 minut. pH roztoku bylo poté upraveno pomoci NaOH nebo HCI na hodnoty 7,1-7,8. Z 20
zkoumanych aminokyselin vyprodukovali nanocastice nasledujici — asparagin, Kkyselina
aspargova, glycin, kyselina glutamova, histidin, serin, tryptofan, tyrosin a valin. Alanin, lysin,
leucin, methionin, fenylalanin a tryptofan sice vytvofili nanocastice, ale ty po case
precipitovaly. Arginin, cystein a threonin nevyprodukovali Z4dné nanocastice. Tento ¢lanek
tak opét ukazal redukcné-stabilizacni vlastnost aminokyselin. Autoii blize popsali syntézu
pomoci histidinu, kde zkoumali vliv pH na tvorbu nanocastic, kdy velmi kyselé prostredi (pH
1,2 a 3) zptsobilo aglomeraci nanocastic a vytvorily se tak nanoplaty a nanotyce o velikosti
v fadu mikrometru. Pili§ zasadité prostiedi (pH 13) zase zabranilo v redukci zlata, a tedy
nedoslo ke vzniku nanocéstic. Dal§im faktorem byla koncentrace histidinu, kdy vyssi

koncentrace znamenala syntézu mensich nanocastic.

Podobny pokus provedli Zare a kol (2014) stim rozdilem, ze jejich pomér koncentraci
kyseliny tetrachlorozlatité a aminokyseliny byl 1:5 (da se tedy fici pomér reaktantli nastaveny
ve prospéch aminokyseliny, tudiz opacny nez u ptedchoziho kolektivu autordl), a roztok
povatili, dokud bezbarvy roztok nezménil barvu. Na syntéze nanocastic se podilela kyselina
glutamova, tryptofan a fenylalanin. V tomto vyzkumu také ukazali, Ze s rostouci koncentraci
kyseliny tetrachlorozlatit¢ roste velikost syntetizované nanocastice, s vyjimkou koncentrace
kyseliny tetrachlorozlatit¢ 5 mM, kde doSlo k poklesu velikosti. Pii zvySovani koncentrace
aminokyseliny doslo obecné ke snizeni velikosti nanoc¢éstice, kromé& kyseliny glutamové, kde

doslo ke zvySeni velikosti nanocastice.

Zda se, ze pomér reaktantdl, hlavné tedy pomér kovového prekurzoru a aminokyseliny, je
dalezitym faktorem pro vyslednou velikost nanoc¢astice. To ostatné ukazal 1 Wangoo a kol.
(2014), kde bylo 20 esencialnich aminokyselin v rozmezi koncentraci od 0,1 mM do 5 mM
spolu s kyselinou tetrachlorozlatitou o koncentraci 3 mM, pouzito k syntéze zlatych
nanocastic. Kyselina glutamova, fenylalanin, kyselina aspartové, threonin, serin, leucin, valin,
asparagin a tyrosin uspé$né vytvorili nanocastice, a bylo dokazano, ze jejich pomér vici

zlatitym iontim davéa vzniknout pomérné velkym nanocasticim; konkrétné, ¢im vyssi byla



koncentrace aminokyseliny, tim mens$i nanocastice vznikly. Ostatni aminokyseliny budto
nesyntetizovaly nanocastice vlibec (cystein, methionin, histidin, glutamin, prolin), nebo jen

¢astecné, v tom smyslu, ze nanocastice kratce po svém vzniku agregovaly.

2.2.3.2  Syntéza Ag nanocastic pomoci aminokyselin

Syntézu stiibrnych nanocastic pomoci tryptofanu a tyrosinu provedli Shankar a Rhim (2015),
kde do vrouciho vodného roztoku aminokyseliny s KOH pfidali vodny roztok AgNO3 v
pomeéru koncentraci 1:2. Smeés varili, dokud se roztok nezbarvil do Zzluta, coz znaclilo
uspésnou syntézu nanocastic stiibra. Nanoc¢astice vytvorené pomoci tyrosinu byly mensi nez
ty vytvofené pomoci tryptofanu. Timto byla prokazana redukcné-stabilizacni vlastnost

tyrosinu a tryptofanu i pro stfibrné nanocastice.

Pomoci tryptofanu také vytvofili nanocéastice Thabaiti a kol (2016), kteti je pouzili pro
zkoumani interakce s BSA (albumin hovéziho séra — bovine serum albumin). Nanocastice
mély velikost 20 nm, a interagovaly i proteinem BSA coz doty¢ni dokézali pozorovanim
zhaseni fluorescence pochazejiciho od BSA. Contino a kol. (2015) pouzili tyrosin k tvorbé
malych nanocastic stfibra (5-10 nm), kdy syntéza probihala za nizkych teplot. Nicméné,
tyrosin byl pouZit jen jako stabilizacni ¢inidlo, pro redukci pouzili NaBHj4, coz vylucuje tuto

metodu z metod zelené syntézy

Syntézu stiibrnych nano¢astic pomoci aminokyselin ¢i jejich oxidovanych forem a ozarenim
xenonovou lampou provedli Matos a Couroll (2017). Z21 zkoumanych aminokyselin
vytvofili nanocastice roztoky s tyrosinem, methioninem, tryptofanem, cystinem a histidinem.
Svétlo indukovalo redukci stiibrnych ionti Ag* na AgP tak, ze doslo ke zvyseni teploty
roztoku a zméné pH, ¢imZ doSlo k oxidaci aminokyselin, které¢ tak mohly redukovat stiibrné
ionty. Po redukci iontll se zacaly formovat stiibrné klastry, které dale aglomerovaly do
nanocastic. Aminokyseliny dale zabranily aglomeraci pomoci elektro-sterické stabilizace,
¢imz se ukézala jejich redukcné-stabilizacni vlastnost. Zajimavosti bylo, Ze tryptofan
nevyzadoval ozafeni lampou, ale stacilo do roztoku pridat NaOH, a doslo tak k redukci
sttibra. Ziskané nanocastice mély sféricky tvar, byly od 16 nm do 30 nm velké a byly stabilni.
Ukazalo se také, Ze syntéza touto metodou neni efektivni pro arginin a fenylalanin, které

ackoliv nanocastice vytvorily, tak po ozareni aglomerovaly.



Obdobny experiment s ozafovanim roztoku xenonovou lampou, provedli diive Tomita a kol
(2014). Ti vSak pouzili pouze tryptofan, ale v riznych koncentra¢nich pomeérech ke
stiibrnému prekurzoru, kdy prokézali, Ze se zvySujici se koncentraci stfibrného prekurzoru
dochazi k tvorbé vétSich nanocastic. Obdobné prokazali i vliv délky ozafeni xenonovou

lampou, kdy se s delsi dobou ozafeni zvySovala absorbance roztoku stéibrnych nanocastic.

Aminokyseliny nemusi byt pouzity pouze k syntéze nanocastic, ale také k jejich povrchové
upravé, jako je tomu naptiklad u Shumi a kol. (2023), kde pro povrchovou upravu pouzili
histidin a fenylalanin, zatimco stfibrné nanocéstice syntetizovali zelenou metodou pomoci

extraktu z listu Lippia abyssinica, ktery slouzi jako redukéni i stabiliza¢ni ¢inidlo zaroven.

2.2.4 Mechanismus pisobeni aminokyselin pii syntéze Ag/Au nanocastic

Pii syntéze nanocastic slouzi aminokyseliny zaroven jako redukcni a stabilizac¢ni Cinidlo.
Kazda aminokyselina ma jiny redukéni potencial, ktery zavisi na jeji velikosti a prostorovém
upotadani atomu. Existuje korelace mezi polarizovatelnosti aminokyseliny a jeji mife

oxidovatelnosti. (Matos a Couroll 2017).

Dulezité je pH prostiedi, v jakém se aminokyseliny nachdzeji. Tyrosin a tryptofan redukuji
Ag* na Ag® v zasaditém prostiedi. U tyrosinu je za redukci zodpovédna hydroxylova skupina
na fenolu (Xie a kol 2007), u tryptofanu pyrolova skupina na indolu (Katsure a kol. 2009).
Oxidovany tyrosin a tryptofan se poté chovaji jako stabiliza¢ni Cinidla. (Shankar a Rhim).
V kyselém prostiedi existuje tryptofan ve formé zwitterionu, kdy redukuje Ag* na Ag’, sam
se stava radikalem, ktery umozfiuje dalsi redukci jiného Ag* iontu a vznika tak iminova forma
tryptofanu a dva neutrdlni stifbrné atomy, které mohou reagovat se dvéma Ag" ionty za
vzniku Ag+%* formy (Al-Thabaiti a kol. 2016).

Podle zjisténi Wangoo a kol. (2014), aminokyseliny s nukleofilnim postrannim fetézcem (Ser,
Thr, Cys) se ukazuji byti dobrymi redukénimi €inidly. Alifatické aminokyseliny (Gly, Ala)
sice redukuji zlatité ionty, ale jiZ nevytvari nanoc¢astice. Hydrofobni aminokyseliny (Val, Leu)
redukuji zlatité ionty a tvoii zlaté nanocastice, izoleucin ale tvoii nanocastice v mensi mife.
Methionin a prolin neredukuji zlatité ionty. Aminokyseliny s aromatickym kruhem dobte
redukuji zlatité ionty, a to 1 v malé koncentraci, a dobfe vytvaii nanocastice. Ve vétsi
koncentraci maji tendenci agregovat. Asparagin dobife redukuje zlatité ionty a tvofi

monodisperzni nanocastice. Podobna aminokyselina glutamin vSak zlatité ionty neredukuje.
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Aminokyseliny s kyselym postrannim fetézcem dobie redukuji zlatité ionty, oproti tomu

bazické aminokyseliny neredukuji zlatité ionty. Bazickd aminokyselina histidinu vSak dokaze

redukovat AuCls ionty v kyselém prostiedi (Maruyama a kol 2014).

2.2.5 Uziti zlatych a stiibrnych nanocastic

Zlaté a stfibrné nanocastice maji Sirokou skalu vyuziti, od kosmetiky a Upravé textilu pies

elektrotechniku, az po biomedicinské aplikace.

Zajimavym vyuzitim stiibrnych nanocastic je detekce jinych kovu v roztoku (Contino a kol.
2016). Zlaté nanocastice zase dokazi detekovat gama zafeni, a to vlivem rozpadu
adsorbovanych ssDNA (jednovlaknova DNA - single stranded DNA) vldken na jejich
povrchu, a nasledné agregaci nanocastic, které se nachdzi v solném prostiedi. (Wang a kol.
2020). Agregace nanocastic v solném prostiedi se vyuziva i pro detekci kontaminace halal
produktd vepfovym masem v muslimskych zemich (Subara a Jaswir 2018). Detekovat lze i
1é¢iva v krevni plasmé, zlaté nanocastice obalené patuletinem se ukdzaly byt vhodné pro
detekci 1é¢iva piroxicamu v krevni plasmé, a to diky vlastnosti piroxicamu zhaset fluorescenci

patuletinu (Ateeq a kol. 2014).

Nanocastice maji také antibakterialni aplikace. Zlaté nanocastice je mozné pouZit k oSetieni
riznych textilii, kdy pfitomnost nanocastic ve vlaknech textilu ma antibakteriadlni Gcinky,
pficemz textilie se daji vyuzit i pro syntézu in situ (Velmurugan a kol. 2016). Stiibrné
nanocCastice usmrcuji gram negativni/pozitivni bakterie, coZ naznaCuje jejich vyuZiti
Vv dezinfekci povrchi, osobni hygiené, ¢i v €isténi vod nebo vzduchu (Tomita a kol. 2014).
Proto mohou mit stfibrné nanocastice vyuziti pii obalovani potravin, kdy zajiStuji ochranu
pfed bakteriemi a UV zarenim, které zkracuje trvanlivost potravin, nicméné je tfeba mit na
paméti riziko pozieni nanocastic clovékem, kdy zatim nejsou pfesné znamy dopady, které by
to mohlo mit (Shankar a Rhim 2015). Stfibrné nanocastice totiz vykazuji cytotoxicky efekt
také na savci tkané, jako napiiklad na endotelialni buiikky hovézi sitnice (Sriram a kol. 2012)

nebo na alveolarni epitelové buiiky (Stoehr a kol. 2011).

Pfedmétem vyzkumu je i mechanismus, jakym se nanocastice do bun¢k dostavaji, aby bylo
mozné poté upravit jejich povrch, a dorucovat tak léciva (Yen a kol 2009). S prinikem do
bun¢k souvisi také jejich protinddorové plsobeni. Zlaté nanocéstice vykazuji proti

rakovinovou aktivitu, a to zejména, pokud k jejich syntéze byly pouzity metabolity dané
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rakovinné linie (Soliman a kol. 2020). Zlat¢ nanocastice maji potencialni vyuziti pii
fototermalni terapii, ktera si klade za cil neinvazivné nicit nadorové bujeni pomoci zlatych
nanocastic jako fototermalnich cCinidel, které pfeménuji elektromagnetickou energii z blizké
infraCervené oblasti na tepelnou energii, ¢imz zplsobi smrt nadorovych bunék v dusledku
tepelného stresu tzv. hypertermie. Pouziti zlatych nanocastic vSak stile nese jista uskali

v podob¢ dlouhé retence v organech, nechténé vyvolani nekrozy a dalsi (Yang a kol. 2019).

2.3 Metody charakterizace nanocastic

2.3.1 UV-VIS absorp¢ni spektroskopie

Absorpcni spektroskopie v UV-VIS oblasti elektromagnetického spektra zafeni je bézné
pouzivana technika pro zjistovani koncentrace latek v roztoku, na zakladé snizovani intenzity
elektromagnetického zafeni pfi priuchodu absorbujicim prostfedim, coz je nejCastéji

charakterizovano prostfednictvim veli¢iny absorbance A(1), definované podle vztahu

A
AQD) = —1logT(A) = —logllo((—;) —e(A)-c-1, 1)

kde T(1) je propustnost, kterda se vyjadiuje jako pomér intenzity zafeni ze vzorku
vychazejiciho I(4) a intenzity zafeni do vzorku vstupujiciho lo(4), a dale lze absorbanci
definovat podle Lambertova-Beerova zakona, jako ptimou tméru extinkéniho koeficientu
€(1), koncentrace latky absorbujici zafeni ¢ a drahou prichodu zéafeni vzorkem |. (Prosser a

kol., 1989).

Nanocastice uslechtilych kovi vykazuji absorpéni pas ve viditelné oblasti svétla, a to diky
SPR jevu. Poloha absorp¢niho pasu zavisi na velikosti, tvaru (Al-Thabaiti a kol 2016) a
dielektrickém prostiedi (Zarabi a kol., 2013), ale obecné se da fici, ze zlaté nanocastice maji
maximum absorpéniho pasu v rozmezi od 500 nm do 550 nm (Hammami a kol. 2021) a
sttibrné nanocastice od 390 nm do 450 nm, za predpokladu, Ze nejsou nijak povrchoveé
upravené¢ (Li a kol. 2010). Diky bathochromnimu ¢i hypsochromnimu posunu mizeme
pozorovat povrchové Uipravy nanocastic, naptiklad navazani peptidi ¢i proteinil, za podminky
zachovani jejich stability, ¢i navazani nanocastic na agar. (Havaldar a kol. 2020, Shankar a
Rhim, 2015).
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2.3.2 Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Zakladnim principem DLS techniky je rozptyl elektromagnetického zafeni po priachodu
prostiedim s nanocasticemi, které se v roztoku pohybuji Brownovym pohybem. Takto
rozptylené zareni interferuje, a jeho intenzita v Case fluktuuje, coz zaznamenava detektor.
Z téchto fluktuaci je ziskdna autokorelacni funkce, diky které ziskdme translacni difuzni

koeficient Dy, ktery dosadime do Stokesovy-Einsteinovy rovnice

kyT

=— 1
t 6mnRy 1)

kde kg je Boltzmanova konstatnta, T je teplota roztoku, # je absolutni viskozita, a Ry je

hydrodynamicky polomér, coz je hledand veli¢ina. Vysledkem je vSak distribuce velikosti.

(Bhattacharjee 2016).

DLS méfeni se pouziva k zjisténi odhadu velikosti nanocastic pfimo v roztoku, jejich

distribuce velikosti a porovnani riznych vlivii na velikost nanocastic pii/po jejich syntéze.

2.3.3 Mc¢feni zeta potencidlu

Zeta potencial je elektrokineticky potencidl mezi elektrickou dvojvrstvou nanocéstice a
okolnim dielektrikem. Zeta potencial nelze méfit ptimo, a vypocitava se z Henryho rovnice
pomoci elektroforetické mobility ue. Pokud se na roztok s nanocasticemi aplikuje elektrické
pole, budou se nanocastice pohybovat k elektrodé¢ s opaénym nébojem. Rychlost tohoto
pohybu lze méfit naptiklad laserovou dopplerovskou velocimetrii, a vydélit ji aplikovanou
intenzitou elektrického pole, ¢imz se ziska elektroforeticka mobilita, pomoci které se vypocita

zeta potencial jako

3nug

¢= 2&,.60f (Ka)’

)

kde 7 je viskozita pfi teploté méfeni, &r je relativni permitivita, go je permitivita vakua a f(Ka)

je Henryho funkce (Bhattacharjee 2016).

Hodnoty zeta potencialu se uzivaji ke stanoveni naboje nanocastic a jejich stability v kontextu
pouzitého média (Matos a Courrol 2017). Hodnota zeta potencidlu také nastifiuje schopnost

nanoCastice pronikat do bunck, kdy vyS$$i hodnoty zeta potencidlu naznacuji vyssi
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pravdépodobnost priniku do buiiky, zatimco niz§i hodnoty naznacuji aglomeraci nanocastic, a
tedy horsi prunik skrze membranu bun¢k (Kettler a kol. 2013). Za dobré hodnoty se povazuji
hodnoty [20| mV a vyssi.

2.3.4 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Transmisni elektronova mikroskopie je zobrazovaci metoda, zaloZzend na prichodu
urychleného proudu elektront ve vakuu vzorkem na nosné sit'ce, a dopadu téchto elektronti na
luminiscenc¢ni stinitko, kde se vytvaii obraz, pfi¢emz proslé elektrony vytvareji na stinitku
jasna mista, zatimco elektrony vzorkem rozptylené vytvaieji na stinitku mista tmava (Prosser
a kol., 1989). Piiprava vzorku probiha tak, Ze se nakapne roztok s nano¢asticemi na médénou
miizku potaZzenou uhlikovou vrstvou. Vzorek se poté ponecha na vzduchu, aby se médium
vypafilo (Wangoo a kol. 2014), popiipadé se vlozi do vakuové komurky (Maruyama a kol.
2014).

Dalo by se fici, Zze je tato metoda velmi dulezitd pii charakterizaci nanocastic, protoze
poskytuje informaci o velikosti, rozd€leni velikosti a tvaru nanocdstic, a potvrzuje tak méfeni
UV-VIS spektroskopie a DLS. Nékdy se vSak muze stat, ze i zobrazovani pomoci TEM neni
spravné, naptiklad v ptipad¢, kdy se nanoplaty tvaii jako nanotyCinky, protoze byly na nosné
sitce kolmo k proudu elektrontt (Xie a kol. 2007). Taktéz vySe zminéné vysychani muize
meénit charakter vzorku. Déle byly pozorovany pifipady, kdy doSlo ke zméné velikosti
nanostruktur: naptiklad nanostruktury obsahujici kationtové zlato byly ze svazku elektront
redukovany a vyslednd velikost nanostruktur pak vychdzela vétsi, nez by odpovidalo jejich

luminiscen¢nimu charakteru (Ostruzska a kol. 2022).

2.3.5 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) a energiové disperzni

spektroskopie (EDS)

Skenovaci elektronovad mikroskopie vyuziva svazku urychlenych elektroni ke skenovani
povrchu vzorku v bodové stopé, tlusté nékolik nanometrt, po fadcich, kdy se urychlené
elektrony od povrchu odrdzeji, ¢imZ vznikaji primarni elektrony, anebo vyrazeji sekundarni

elektrony, pficemz oba typy elektronil jsou zachyceny scintilaénim detektorem ve stejném
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sledu, jako probihd tadkovani a diky tomu vznikéd plasticky obraz studovaného povrchu

(Prosser a kol. 1989).

Energiové disperzni spektroskopie, nékdy téz znama jako energiové disperzni rentgenova
spektroskopie (EDXS), je metoda, ktera zalozena na detekci charakteristickych rentgenovych
fotonli emitovanych vzorkem. Pokud na vzorek plisobi elektronovy svazek nebo rentgenové
zéfeni, dojde k vyrazeni n¢jakého elektronu z néjaké vnitini elektronové slupky, ¢imz dojde
k vytvoreni elektronové diry, ktera je rychle zaplnéna elektronem z vyssi elektronové slupky,
béhem ¢ehoz dochézi k emisi charakteristického rentgenového fotonu, jehoz energie je dana
rozdilem energii vys$i elektronové slupky a nizsi elektronové slupky. Timto zplsobem

mizeme zméfit prvkové sloZeni vzorku (Goldstein a kol. 2003).

2.3.6 Fluorescencni spektroskopie

Vv

Fyzikalnim principem fluorescen¢ni spektroskopie je zativy ptechod zpravidla z nejnizsi
vibra¢ni hladiny excitované¢ho stavu na néjakou vibra¢ni hladinu zakladniho stavu (Prosser a
kol., 1989). Fluorescence, jako vlastnost nanostruktur uslechtilych kovi stoji na principu
malého poctu atomu v jejich struktufe (velikosti do 2 nm), a tudiz jejich podobnosti s
molekulami, se vyuziva v detekci jinych kationti kov (Contino a kol. 2016) nebo urceni

interakce s proteiny (Thabaiti a kol. 2016).

2.3.7 Dalsi metody charakterizace nanocastic

Termogravimetrickd analyza je kvantitativni analytickd metoda zaloZena na pozorovani zmén
fyzikdlnich nebo chemickych vlastnosti vzorku v €ase pii vystaveni teplotni zméng.
Vysledkem analyzy je termogram, coz je graficka reprezentace zmény hmotnosti v zavislosti
na teploté nebo Case. Termogravimetricka analyza poskytuje informaci o termalni stabilité,
oxidativni stabilité, dob¢é Zivota, sloZeni a kinetice rozkladu (Saadatkhah a kol. 2020). Diky
této technice lze urcit, jakym zplisobem se na povrch nanocastic vazi napiiklad aminokyseliny

(Selvakannan a kol. 2004).

Dalsi metodou je FTIR neboli infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci, ktera je
zalozenéd na interakci infracerveného zafeni s analytem, za vyuZiti interferometru, pfi¢emz

absorpce takového zafeni zavisi na vibracnich stavech molekul. Tato metoda se pouziva
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Kk potvrzeni povrchové tpravy nanocastic (Havaldar a kol. 2020). Obdobné se muze uzit i

Ramanova spektroskopie ¢i gelova elektroforéza (Zare a kol. 2014).

Metoda rentgenové difrakce (XRD) se pouziva k ziskani informace o krystalové struktuie
nanocastic, a to za pouziti Braggovy rovnice, kterd popisuje difrakci rentgenového zatfeni na

rovinné miizce krystalu (Prosser a kol. 1989).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Cile prace

Cilem této experimentalni diplomové prace je jednak sepsat poznatky z literarni reSerSe o
znamych metodach syntézy Au anebo Ag nanostruktur pomoci aminokyselin, jednak
syntetizovat nanocastice zlata pomoci vybranych aminokyselin za ruznych teplotnich
podminek, charakterizovat je pomoci vybranych metod a diskutovat vysledky s dostupnou

literaturou a mezi sebou, pokud je to relevantni.

3.2 Chemikalie

K syntéze zlatych nanocastic jsme pouzili nasledujici chemikalie. Aminokyseliny: L-tyrosin,
99% (Carl Roth, Némecko), L-tryptofan, 99% (Carl Roth, Némecko), L-fenylalanin, 99%
(Sigma-Aldrich, USA), L-histidin, 99% (Sigma-Aldrich, USA) a L-cystein, 99% (Carl Roth,
Némecko). Dale tetrachlorzlatita kyselina, 99,9% (HAuCls, Sigma-Aldrich, USA), hydroxid
sodny, 98% (NaOH, Sigma-Aldrich, USA) a deionizovanou vodu (diH20) z filtra¢niho a
demineraliza¢niho piistroje Milli-Q (Millipore Corp., USA).

3.3 Syntéza nanocastic

Syntéza probihala dvéma zplsoby, které si oznalime jako syntézu S1 a syntézu S2. Jejich

priabéh je podobny, lisi se jen pouzitymi aminokyselinami a jejich koncentracemi.

3.3.1 Syntéza S1

Ksyntéze S1 byly pouZity vodné roztoky aminokyselin v koncentracich, které udava
tabulka 1. Vodny roztok HAUCls-3H20, 2,5 mM, slouzil jako prekurzor zlata. Aminokyseliny
fungovaly jako redukéni i stabiliza¢ni €inidlo zaroven. Pti vybéru aminokyselin byl zohlednén
jejich obsah v molekule BSA, a jejich koncentrace byly vypocitany s ohledem na syntézu
nanoklastrii podle Ostruszka a kol. (2022). Vodny roztok NaOH, 0,2 mM, pak upravoval pH

vzorku na hodnotu 12, ¢cimz aktivoval redukéni vlastnosti ptislusnych aminokyselin.
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Tabulka 1: Koncentrace zdsobnich roztokii pouzitych chemikalii a objemy pouZité na syntézu vzorkii pro syntézu

S1.
Cys Phe His Tyr Trp HAuCl;-3H,0 | NaOH
¢ [mM] 3,5 2,7 1,7 2 0,2 2,5 100
V [ml] 1 1 1 1 1 0,8 0,2

Do kéadinky s magnetickym michatkem jsme napipetovali 1 ml vybrané aminokyseliny. K ni
jsme pridali 0,8 ml vodného roztoku HAUCI4 a nechali jsme 90 sekund michat. Poté jsme
pridali 0,2 ml vodného roztoku NaOH a opét jsme nechali michat po dobu 90 sekund. Vzorek,
o celkovém objemu 2 ml, jsme piepipetovali do ependorfky. Syntéza byla zopakovéana 3x pro
kazdou aminokyselinu. Takto pfipravené nanocastice budeme dale oznacovat jako
AuNP(X) Y, kde X oznacuje jednopismennou zkratku aminokyseliny, a Y oznacuje zkratku

teploty vyvoje systému (RT — pokojova teplota, S0C — zvysena teplota, 0C — sniZena teplota).

3.3.2 Teplota vyvoje systému

Nejprve jsme provedli evaluacni syntézu, abychom zjistili, které nanocéstice se vyvijeji
rychle, a které pomalu. Pfipravili jsme tedy podle vySe uvedeného navodu 5 vzorki
nanocastic, kazdy s jinou aminokyselinou, a ty jsme umistili do termobloku (Bionsan TDB-
100, Litva) zahiatém na 50 °C. Po n¢kolika minutach se nanocastice vyvinuly v systému
S tyrosinem a tryptofanem, nasledoval fenylalanin. Pro tyto tfi aminokyseliny jsme se proto
rozhodli provést syntézu nanocéstic za chladu. Po asi jednom dni se vyvinul systém
s histidinem. Systém s cysteinem se nevyvinul ani po dvou dnech. Pro histidin a cystein jsme
se rozhodli provést syntézu za zvysené teploty. Syntéza za pomoci vSech aminokyselin byla

provedena za pokojové teploty.

Vsechny syntézy jsme provedli tfikrat. Béhem syntézy za pokojové teploty jsme nechali
vzorky v laboratofi. Béhem syntézy za zvySené teploty jsme nechali vzorky v termobloku
zahtfatém na 50 °C. Pro syntézu za chladu jsme pouzili polystyrenovou krabici
naplnénou drcenym ledem. Kédinku s magnetickym michatkem pro syntézu jsme ponofili do
ledu, a syntéza probihala podle postupu uvedeném vyse. Vytvorené vzorky jsme béhem

méfeni uchovavali v ledu, v mezidobi v lednici, kde byla teplota 4 °C.
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3.3.3 Syntéza S2

Syntéza S2 probihala obdobné¢, jako syntéza S1. V této syntéze jsme pouzili kombinaci dvou
aminokyselin, a to cysteinu s ostatnimi aminokyselinami. Pro tento ucel jsme museli zménit
koncentrace pouzitych latek, a to zptisobem popsanym v tabulce 2 nize. Do kadinky jsme
napipetovali 0,4 vodného roztok cysteinu, 1 ml vodného roztoku vybrané aminokyseliny a 0,4
ml vodného roztoku HAuCls a nechali jsme 90 sekund michat. Dale je postup stejny, jako u
syntézy S1. Takto pfipravené vzorky jsme pojmenovali CX RT, kde X je pouzitd

aminokyselina jind nez cystein. Charakterizace probihala stejné, jako u syntézy S1.

Jak bude vidét na vysledcich, nevznikaly nam v této syntéze nanocastice, ale spiSe zlaté
komplexy. Proto jsme neprovadéli jiz méfeni TEM. Vzorky byly kalné a mirné nazloutlé, po
168 hodinach od zacatku syntézy se vzorek zagregoval na dno, a po protiepani byl opét kalny,

a mirné zluty.

3.3.4 Syntéza S3

3.34.1  Syntéza S3RT
Pokracovali jsme syntézou S3, kterd byla rozdilnd od S2 pouze tim, ze namisto 100 mM
NaOH jsme pouzili 200 mM NaOH. Béhem této syntézy byl vSak vzorek ¢iry, bez naznaku

vzniku nanocéstic nebo zlatych komplexd.

3.34.2 Syntéza S3 50C
Zkusili jsme vzorky vloZit do termobloku. Syntézu jsme pojmenovali S3 50C. Tato syntéza

byla také netispésnd. Roztok velmi mirné zezloutl, a takovy zistal po cely tyden.

3.3.5 Syntéza S4

Po syntéze S3 50C nasledovala syntéza S4, kde jsme misto 200 mM NaOH pouzili 500 mM
NaOH. Vzorky vSak po jednom dni zagregovaly, a usadily se na dn¢ ependorfky ve formé

cerného agregatu.
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Pro uplnost jest¢ uvadime tabulku s pouzitymi koncentracemi a objemy jednotlivych

komponentt.

Tabulka 2: Koncentrace zdsobnich roztokii pouzitych chemikdlii a objemy pouzité na syntézu vzorkii pro syntézy
82 az 84. Tlusté jsou vyznaceny zmény v koncentraci pro NaOH.

52 Cys Phe His Tyr Tro  |HAuCI4-3H20| NaOH
¢ [mM] 8,75 2,7 1,7 2 0,2 5 100
V [ml] 0,4 1 1 1 1 0,4 0,2
S3 RT Cys Phe His Tyr Trp HAuCl4-:3H20| NaOH
c[mM] | 8,75 2,7 1,7 2 0,2 5 200
V [ml] 0,4 1 1 1 1 04 0,2
S3 50C Cys Phe His Tyr Trp HAuCl4-3H20 | NaOH
¢ [mM] 8,75 2,7 1,7 2 0,2 5 200
V [ml] 0,4 1 1 1 1 0,4 0,2

sS4 Cys Phe His Tyr Trp  |HAuCI4-3H20| NaOH
c[mM] | 8,75 2,7 1,7 2 0,2 5 500
V [ml] 0,4 1 1 1 1 04 0,2

3.4 Charakterizace nanocastic

Harmonogram charakterizace nanocastic se liSil v zavislosti na teploté vyvoje systému. Timto
harmonogramem jsme koordinovali charakterizaci nanocastic pomoci metod UV-VIS
spektroskopie, DLS a méfeni zeta potencidlu. Tento harmonogram charakterizace nanocastic

se tyka pouze syntézy S1.

Pro pokojovou teplotu jsme méfili charakteristiky nanocastic v ¢asech 0 hodin, 1 hodina, 2
hodiny, 24 hodin, 48 hodin, 168 hodin (alias 1 tyden) a 1 mésic od zacatku syntézy. Tuto

syntézu jsme oznacili jako S1 RT.

Pro syntézu v 50 °C jsme méfili charakteristiky nanocastic v ¢asech 0 hodin, 1 hodina, 2
hodiny, 24 hodin, 48 hodin, 168 hodin (alias 1 tyden) a 240 hodin (10 dnt) od zacatku

syntézy. Tuto syntézu jsme oznacili jako S1 50C.

Pro syntézu v chladu jsme méfili charakteristiky nanoc¢éstic v ¢asech 0 minut, 30 minut, 60
minut, 90 minut, 120 minut, 24 hodin, 48 hodin, 168 hodin a 1 mésic od zacatku syntézy.

Tuto syntézu jsme oznacili jako S1 0C.
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3.4.1 UV-VIS spektrum

Pro méteni UV-VIS spekter jsme pouzili absorpcni spektrofotometr Specord 250 PLUS —
223G1032 (Analytik Jena, Némecko) s nasledujicimi parametry méfeni:

e Rozsah — 250-750 nm
e Siika $térbiny monochromatoru — 2 nm
e Rychlost méteni — 2 nm/s

e Krok méfeni —1 nm

Vzorek jsme napipetovali do kiemenné kyvety s optickou drédhou 1 cm, a 20x jej naiedili

deionizovanou vodou. Deionizovana voda byla ve druhé kyveté, jako reference.

Vysledny graf je primérem tii takto naméfenych vzorki.

3.4.2 Dynamicky rozptyl svétla a zeta potencial

Ptistroj Zetasizer, NanoZS (Malvern Instrument, UK) poskytl méfeni hydrodynamického

pruméru a zeta potencialu.

Pro zjisténi hydrodynamického primért jsme umistili 20x ziedény vzorek do polystyrenové
kyvety s optickou drahou 1 cm. Kyveta byla vlozena do pfistroje, kde byla temperovana
teplota 22 °C. Pfistroj poté provedl 5 méfeni po deseti cyklech. Jedno méfeni tedy obsahuje
priumérnou hodnotu z 10 cyklech. Téchto 5 méfeni bylo poté zprimérovano na jednu hodnotu
pro jeden vzorek. Uvedené hodnoty v kapitole Vysledky jsou poté primérem tii téchto

priméra. Jako dobré hodnoty zeta potencialu se povazuji hodnoty |20 mV| a vyssi.

Pro zjisténi zeta potenciald jsme umistili 20x ziedény vzorek do mikrokyvety s elektrodami
(DTS1070). Pocet cyklech na jedno méfeni jsme omezili na 35, nicméné pfistroj sam
vyhodnoti, jestli se hodnota zeta potencidlii méni, a podle toho méfeni prerusi, takze pocet
cyklech tady neni pevny. Celkem probéhlo 5 méfeni. Kazdé méfeni nam poskytlo jednu
hodnotu zeta potencidlu, dohromady bylo ziskdno 5 hodnot. Tyto hodnoty byly primérovany

na jednu hodnotu pro kazdé méteni.
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3.4.3 Transmisni elektronova mikroskopie

Pro meéteni elektronovym mikroskopem jsme vybrali jeden vzorek kazdé aminokyseliny
z kazdé teploty vyvoje ze syntézy S1. Dohromady tedy 8 vzorkii. Tyto vzorky byly 3x
zfedény, a mald kapka byla nakapnuta na médénou sitku potazenou uhlikovou vrstvickou.
Kapka vzorku na vzduchu schla nékolik desitek minut. Takto pfipravené vzorky byly poté
odeslany na RCPTM (Regionalni centrum pokrocilych technologii a materiali), kde byly
proméieny Mgr. Janou Straskou. Méfeni bylo realizovano na pfistroji JEOL-2100 (JEOL,
Japonsko) s urychlovacim napétim 120 kV. Mé&feni velikosti nanoc¢astic bylo provedeno ze
ziskanych obrazkli pomoci softwaru Imagel], vzdy ze sta nanocastic, kazdd byla métfena

jednou.

3.4.4 Skenovaci elektronova mikroskopie a energiovée disperzni spektroskopie

Toto méfeni jsme provedli pro Cerné agregaty ze syntézy S4. Agregat jsme nejprve 10-15
vtetin sonikovali, vzorek jsme poté 3x zfedili, nakapli na médénou sitku potazenou uhlikovou
vrstvou, a nechali na vzduchu vyschnout. Vybrali jsme vSechny 4 vzorky, protoze ve vSech se
nanocastice zagregovaly. Takto pfipravené vzorky byly odeslany na RCPTM, kde byly
preméteny Mgr. Jitim HoSkem. Méfeni probihalo na skenovacim elektronovém mikroskopu
SCIOS 2 (ThermoFisher Scientific, USA). Vzorky byly pomoci uhlikové vodivé pasky

upevnény na hlinikovy drzék, a byly pfeméfeny urychlovacim napétim 5 kV.

EDS analyza byla provedena pomoci UltraDry Silicon drift x-ray detektoru od stejné firmy,
s urychlovacim napétim 15 kV po dobu 60 sekund.

3.5 Vysledky
3.5.1 Syntéza S1 RT

Roztok s tyrosinem dal vzniku nanocastic prakticky okamzité béhem syntézy, respektive po
naliti NaOH roztok mirn¢ zrizovél, a v Case dale tmavnul. V pfipad¢ tryptofanu a
fenylalaninu doSlo v tvorbé nanocastic po asi 15-20 minutich od zacatku syntézy,
pozorovatelnym cervenym nadechem roztoku. Po 48 hodinach od zacatku syntézy (obr. 2)
roztok s histidinem velmi mirné zrizovél, po Case piesel do tmavsi rizové barvy. Cystein byl
stale Ciry, beze zmény, po celou dobu syntézy, tedy po dobu jednoho mésice. Po jednom
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mésici od zacatku syntézy (obr. 3) vSechny vzorky sedimentovaly, ale neagregovaly. Pii

orienta¢nim méfeni pH mély vzorky pH = 12.

Obrazek 2: Fotografie vzorkii po 48 hodinach od zacatku syntézy. Jedna o vzorky zleva s fenylalaninem,
histidinem, tryptofanem, tyrosinem a cysteinem.

Obrazek 3: Fotografie vzorkii po 1 mésici od zacatku syntézy. Je zde znatelna sedimentaci nanocastic. Jedna se
o0 vzorky zleva s tyrosinem, cysteinem, tryptofanem, fenylalaninem a histidinem
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Obrazek 4: UV-VIS spektra AuNP(Y)_RT. Spektra jsou priimérem tii spekter.

Z UV-VIS spektra pro AUNP(Y)_RT (obr. 4) vidime, ze se nanocastice zacaly formovat jiz od
jedné hodiny od zacatku syntézy. Jejich rtst pokra¢oval formaci charakteristického SPR piku
pro zlaté nanocéstice v rozmezi od 470 nm do 570 nm. Maximum vlnové délky se v tomto

piku ustalilo na hodnot¢ okolo 521 nm.
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Obrazek 5: Distribuce velikosti castic odvozend z DLS mereni pro AuNP(Y) RT (alias zména intenzity
rozptyleného zareni vzorkem nanocdstic v case, z niz je odvozena zobrazend zavislost intenzity v procentech na
hydrodynamickém priméru castic). Distribuce velikosti cdstic je primérem tii nezavislych méreni.
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DLS wvysledky pro AuNP(Y)_RT (obr. 5) ukazuji, Ze distribuce velikosti nanocastic se
pohybuje okolo jednoho piku v oblasti desitek nm. Stfedy tohoto piku v prib&hu ¢asu (vyvoj
systému) dosahuji hodnoty 18,2 nm.

Y,24 h-1m, 20x

{[mV]

24 h 48 h 168 h 1 mésic

Obrazek 6: Casovy pritbéh zeta potencialu AUNP(Y)_RT. Kazdy bod je priimérnou hodnotou dvou priimérnych
hodnot ze syntéz RT2 a RT3.

Hodnoty zeta potencialu pro AuNP(Y) RT (Obr. 6) jsou zaporné, v Case klesaly, coz
naznacuje vznik zadporn¢€ nabitych nanocastic. Na zéklad¢ hodnot zeta potencidlu lze fici, ze

AuNP(Y) RT se postupné vyvijel a vykazoval dobrou stabilitu po mésici od zacatku syntézy.
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Pocet nanocastic

Histogram AuNP(Y), RT
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Obrazek 7: Histogram rozlozeni velikosti AUNP(Y) _RT, oranzové je vyznaceno normdlni rozdéleni. V rohu je
obrazek z TEM, s méritkem 50 nm.

Histogram rozdé¢leni velikosti Castic odvozeny z TEM snimka pro AuNP(Y) RT (obr. 7
vlevo) ukazuje vznik nanocastic s velikostmi v rozmezi od 4 do 20 nm. Obrazek z TEM (obr.

7 vpravo) ukazuje, ze jsou nanocastice kulovitého tvaru.
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Obrazek 8: UV-VIS spektra AUNP(W) _RT. Spektra jsou primérem ti1 spekter.
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Z UV-VIS spekter vidime (obr. 8), Ze SPR pik je dobfe viditelny az po 24 hodinach od
zacatku syntézy, ale nanocastice zacCaly rast jiz od asi 1 hodiny od zacatku syntézy. SPR pik

ma hodnoty 470-570 nm s maximem okolo 522 nm.
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Obrazek 9: Distribuce velikosti castic odvozend z DLS méreni pro AuNP(W)_RT (alias zména intenzity
rozptyleného zarent vzorkem nanocastic v ¢ase, z niz je odvozena zobrazena zavislost intenzity v procentech na
hydrodynamickém priiméru castic). Distribuce velikosti astic je priimérem dvou nezadvislych méreni.

V piipadé€ syntézy pomoci tryptofanu byly jedny spektra nekonzistentni s ostatnimi dvéma, a
proto byly odstranény, a tedy graf (obr. 9) je vysledkem priméru pouze dvou spekter.
Pfitomnost dvou piki, kdy jeden je v oblasti desitek nm, a druhy je v oblasti stovek nm,

naznacuje vznik dvou velikosti nanocastic. Stfedy téchto pikd se v prubéhu Casu ustalily na
hodnotéach 18,2 nm a 190 nm.
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Obrazek 10: Casovy pritbéh zeta potencialu AUNP(W) _RT. Kazdy bod je priimérnou hodnotou dvou
priumeérnych hodnot ze syntéz RT2 a RT3.

Podle obrazku ¢. 10 hodnoty zeta potencialu v ¢ase klesaly, coz naznacuje postupny vyvoj
nanocastic, Se zlepsujici se stabilitou. Podle zapornych hodnot usuzujeme, Ze jsou nanocastice

zaporn¢ nabité.

Histogram AuNP(W), RT

50

Obrazek 11: Histogram rozlozeni velikosti AUNP(W) _RT, oranzové je vyznaceno normdlini rozdéleni. \V rohu je
obrazek z TEM, s méritkem 50 nm.
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Histogram rozdéleni velikosti (obr. 11 vlevo) ukazuje vznik nanocastic s velikostmi v rozmezi
od 5 do 21 nm, Na obrazku z TEM (obr. 11 vpravo) je vidét, ze AuNP(W)_RT jsou

kulovitého tvaru.

35.1.3  AuNP(F)_RT
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Obrazek 12: UV-VIS spektra AUNP(F) _RT. Spektra jsou primérem tii spekter.

Z UV-VIS spekter (obr. 12) vidime, Ze se zlaté nanocastice zacaly syntetizovat az po asi 1
hodiné¢ od zacatku syntézy, kde se zacina objevovat SPR pik pro zlaté nanocastice okolo 480-

580 nm, s maximem okolo 525 nm po 24 hodinach od zacatku syntézy.
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Obrazek 13: Distribuce velikosti ¢astic odvozena z DLS méreni pro AuNP(F) RT (alias zména intenzity
rozptyleného zarent vzorkem nanocastic v ¢ase, z niz je odvozena zobrazena zavislost intenzity v procentech na
hydrodynamickém priiméru castic). Distribuce velikosti castic je priumérem tri nezavislych mérent.

DLS vysledky pro AuNP(F) RT (obr. 13) ukazuje jeden pik pro jednu distribuci rozdéleni

hydrodynamického prameéru s velikostmi v desitkach nanometrti. Hodnoty se prub&hu casu

meénily, a to od 32,7 nm do 43,8 nm.
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Obrazek 14: Casovy priibéh zeta potencialu AUNP(F)_RT. Kazdy bod je prizmérnou hodnotou dvou prizmérnych
hodnot ze syntéz RT2 a RT3.

Podle obrazku ¢. 14 byl zeta potencial v ¢ase zaporny a klesal, ale po tydnu opét zacal rust,

nicméné jeho hodnoty jsou stale dobré a ukazuji na dobrou stabilitu zadpornych nanocastic.
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Obrazek 15: Histogram rozlozeni velikosti AUNP(F) _RT, oranzové je vyznaceno normdlni rozdéleni. V rohu je
obrazek z TEM, s méritkem 50 nm.

Histogram rozdé€leni velikosti (obr. 15 vlevo) ukazuje, Ze nanocastice maji Siroky rozptyl
velikosti od 4 nm do 52 nm, nejvice jich vSak je od 16 nm do 25 nm. Na obrazku z TEM (obr.
15 vpravo) je vidét, ze jsou viceméné kulovitého tvaru, ale velmi ojedinéle vznikly i hranaté

nanocastice.
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3514  AuNP(H) RT
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Obrazek 16: UV-VIS spektra AUNP(H) _RT. Spektra jsou primérem tii spekter.

Z UV-VIS spekter vidime (obr. 16), Ze se nanocastice zacaly vyvijet az po jednom tydnu od

zacatku syntézy, kdy se objevuje SPR pik. Ten dale roste, a jeho maximum je na hodnoté 538
nm.
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Obrazek 17: Distribuce velikosti castic odvozena z DLS meérenti pro AuNP(H)_RT (alias zména intenzity
rozptyleného zdreni vzorkem nanoddstic v ¢ase, z niz je odvozena zobrazend zavislost intenzity v procentech na
hydrodynamickém priméru castic). Distribuce velikosti cdstic je primérem tii nezavislych méreni.

31



Pocet nanocastic

Vzhledem k tomu, Ze se nanocastice vyvinuly az po jednom tydnu od zacatku syntézy, méfili
jsme DLS spektra pro AUNP(H)_RT (obr. 17) az po této dob¢. Stiedy pikt distribuce velikosti
castic se pohybuji v desitkdich nm, po jednom meésici od zacatku syntézy se ustalily na

hodnoté 37,8 nm.

Pti méfeni zeta potencidlu nanocastic syntetizovanych pomoci histidinu se ukazovala jejich
velka nestabilita, kdy ani 100 cykli jednoho méfeni nestaCilo pro ziskani kvalitnich dat.
Pevnych vysledki jsme dosahli az pfi méteni po jednom mésici. Primérna hodnota zeta

potencialu ze dvou syntéz (RT2 a RT3) po jednom mésici je tedy { =-19,51 + 1,95 mV.

Histogram AuNP(H), RT

d[nm]

Obrazek 18: Histogram rozlozeni velikosti AUNP(H) _RT, oranzové je vyznaceno normdalni rozdéleni. V rohu je
obrazek z TEM, s méritkem 50 nm.

Histogram rozdéleni nanocastic (obr. 18 vlevo) ukazuje vznik nanocastic o velikosti od 13 do
34 nm, vyjimecné vznikaly nanocastice vétsi. Podle obrazku z TEM (obr. 18 vpravo)

nanocastice nejsou kulovité, ale jsou spiSe mnohosténné.
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3.5.15
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Obrazek 19: UV-VIS spektra AUNP(C) _RT. Spektra jsou priimérem tii spekter.
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Jak je zfejmé z obrazku 19, Z4dné nanocastice se pomoci cysteinu nevyvinuly. Jediny pik,

ktery se na spektrech projevil, je po mési¢nim vyvoji systému na hodnoté¢ 380 nm, kdy

pravdépodobné doslo ke vzniku komplexti Au-Cys. Ty vSak nejsou cilem této diplomové

prace, a dal$i méfeni (DLS, zeta potencial atd.) nebyly provedeny.

Pro tplnost jesté uvadime souhrnné tabulky méfeni UV-VIS spekter (tabulka 3), DLS spekter

(tabulka 4) a primérné velikosti nano¢astic naméfenych pomoci TEM (tabulka 5) pro syntézu

za pokojové teploty.

Tabulka 3: Souhrnnd tabulka pozic a hodnot maxim SPR pikii pro jednotlivé nanoddstice pripravené pomoct
Jednotlivych aminokyselin za pokojové teploty.

RT AuNP(Y) AuNP(W) AuNP(F) AuNP(H) AuNP(C)
Cas od syntézy | A [nm] A A [nm] A A [nm] A A [nm] A A [nm] A
0h 542 | 0,027159 | 589 | 0,010845 | 590 | 0,001691 - - - -
1h 534 | 0,053648 | 548 | 0,018240 | 534 | 0,050044 - - - -
2h 534 | 0,063083 | 548 | 0,022203 | 532 | 0,069527 - - - -
24 h 522 | 0,106573 | 523 | 0,052501 | 526 | 0,123884 - - - -
48 h 521 | 0,115520 | 523 | 0,087412 | 525 | 0,151355 - - - -
168 h 520 | 0,147271 | 521 | 0,170939 | 527 | 0,173426 | 538 | 0,036100 - -
1 mésic 521 | 0,178037 | 524 | 0,152897 | 526 | 0,174953 | 537 | 0,090584 | 380 |0,080153
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Tabulka 4: Souhrnna tabulka hodnot hydrodynamického priméru du zlatych nanocastic, které byly pripravené
pomoci aminokyselin, kromé cysteinu. DLS méreni pro AUNP(Y)_RT, AUNP(F)_RT a AuNP(H)_RT vychdzelo
s monomodcdlni distribuci velikosti ¢astic, zatimco, AUNP(W)_RT se projevil bimoddlni distribuci.

RT AuNP(Y) AuNP(W) AuNP(F) AuNP(H)
Cas od syntézy dy [nm] dnz [nm] dui [nm] dy [nm] dy [nm]

1h 15,7+1,3 - 190 +93 | 43,8+13,1 -
2h 15,7+1,3 | 10,1+0,0 | 190+18 |37,8+13,1 -
24 h 182+1,4 | 13,5+1,0 | 220+64 |58,8+21,0 -
48 h 182+14 | 135+1,6 190+ 21 43,8 +3,5 -

168 h 18,2+5,8 | 18,2+1,4 | 190+17 | 43,8+3,5 32,729

1 mésic 182+16 | 18,2+1,4 190+ 18 43,8+7,4 37,8x7,4

Tabulka 5: Souhrnna tabulka namérenych primérnych velikosti nanocdstic (v jednotkdch nm) z obrdzkii
ziskanych pomoci TEM, které byly méreny pomoci softwaru ImageJ.

RT AuNP(Y) | AuNP(W)| AuNP(F) | AuNP(H)
Pramér 11,08 11,84 23,35 23,27
Smérodatna odchylka| 3,69 1,96 9,84 4,86

3.5.2 Syntéza S1 50C

Roztok s histidinem zrtizovél po 24 hodinach od zacatku syntézy a v ¢ase dale tmavnul az do
tmave riZové. Barvy dosahl podobné, jako u syntézy S1 RT. Cystein byl po ciry, ale po

mésici velmi mirné zezloutl.

35.2.1  AuNP(H) 50C
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Obrazek 20: UV-VIS spektra AUNP(H) _50C. Spektra jsou priimérem tit spekter.
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Z UV-VIS spekter (Obr. 20) vidime, Ze se Au nanocastice formovaly jiz od 24 hodin od

zacatku syntézy, pik dosahuje maxima v hodnoté¢ 539 nm.
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Obrazek 21: Distribuce velikosti ¢astic odvozend z DLS méreni pro AuNP(H)_50C (alias zména intenzity
rozptyleného zareni vzorkem nanocastic v ¢ase, z niz je odvozena zobrazena zavislost intenzity v procentech na
hydrodynamickém priiméru castic). Distribuce velikosti cdstic je priumérem tri nezavislych mérent.

DLS vysledky pro AuNP(H)_50C (Obr. 21) ukazuji Sirokou distribuci velikosti nanocastic od

desitek nm do stovek nm, nicméné maximum dosahuje hodnot od 68,1 nm do hodnoty 78,8

nm po 240 hodinach od syntézy.

H, 24 h - 240 h, 20x

{[mV]

24h 48 h 168 h 240 h

Obrazek 22: Casovy pribéh zeta potencialu AUNP(H) 50C. Kazdy bod je priimérnou hodnotou tii prizmérnych
hodnot.
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Pocet nanocastic

Nameéfeny zeta potencial (obr. 22) byl v casu stile zaporny a klesal, dokud se po 240
hodinach od zacatku syntézy nezvysil. Hodnoty do jednoho tydne od syntézy byly dobré, ale
poté (béhem 10. dne) dosahly hodnot nizsich nez |20 mV/|, coz naznacuje mirnou nestabilitu

zapornych nanocastic.

Histogram AuNP(H), 50C

d [nm] ~50nm

Obrazek 23: Histogram rozlozeni velikosti AUNP(H)_50C, oranzové je vyznaceno normdlni rozdéleni. V rohu je
obrazek z TEM, s méritkem 50 nm.

Histogram rozdéleni velikosti (obr. 23 vlevo) ukazuje rozptyl velikosti nanoéastic od 17 nm
do 47 nm. Podle obrazku z TEM (obr. 23 vpravo) jsou nanocastice spiSe nepravidelné

mnohostény nez kulovité.

Pro uplnost jesté¢ uvadime souhrnné tabulky s UV-VIS a DLS méfenim (tabulka 6) a TEM
méfeni (tabulka 7) s vysledky pro AuNP(H)_50C.

Tabulka 6: Souhrnna tabulka pro AuNP(H)_50C. V tabulce jsou shrnuty vysledky UV-VIS spektroskopie
s maximy vinové délky a jejich absorbance, hodnoty hydrodynamického priiméru dy z méteni DLS.

50C UV-VIS DLS
Cas od syntézy | A [nm] A dy [nm]
24 h 548 0,037002 | 68,1 +27,3
48 h 546 0,068346 68,1+4,7
168 h 539 0,135430 68,1+5,4
240 h 539 0,160870 78,8 £ 6,2
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Tabulka 7: Primérna velikost nanocastic (v jednotkich nm) z TEM méieni pro AuNP(H) 50C.

50C AuNP(H)
Primeér 28,36
Smérodatna odchylka 5,23

3.5.2.2  Syntéza S1 50C — Cystein
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Obrazek 24: UV-VIS spektrum vzorku s cysteinem.

Jak je vidét z UV-VIS spekter (obr. 24), zadné nanocastice se nevyvinuly ani za zvySené

teploty pii pouZiti cysteinu.
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3.5.3 Syntéza S10C

Béhem syntézy za chladu jsme pozorovali velmi mirné zriizovéni pouze u roztoku
S tyrosinem. Po 24 hodinach od zacatku syntézy zrizovély vSechny vzorky, postupné v Case
Cervenaly. Je dilezité zminit, Ze jeden ze tii vzorkd, obsahujici tryptofan zagregoval, a zménil
barvu na Sedo-Cernou (obr. 25). Ztohoto divodu byl z experimentu po jednom mésici

vyfazen.

Obrazek 25: Fotografie vzorkii obsahujici tryptofan ze syntéz 0C1 a 0C2. Jeden vzorek obsahujici tryptofan asi
po mésici zagregoval, proto ma Sedo-cernou barvu.
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Obrazek 26: UV-VIS spektra AuNP(Y)_OC. Spektra jsou priimérem tii spekter.
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Z UV-VIS spekter vidime (obr. 26), ze se nanocastice zaCaly formovat az po jednom dni od

zacatku syntézy. Maximum vlnové délky SPR piku se posouvalo k mensim hodnotam, az se

ustalilo na hodnoté 523 nm.
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Obrazek 27: Distribuce velikosti castic odvozena z DLS meéreni pro AuNP(Y) OC (alias zména intenzity
rozptyleného zarent vzorkem nanocastic v ¢ase, z niz je odvozena zobrazena zavislost intenzity v procentech na
hydrodynamickém priiméru castic). Distribuce velikosti castic je priumérem tri nezavislych mérent.

U DLS vysledki (obr. 27) pozorujeme jeden pik v oblasti desitek nm, jehoz maximum se

V Case posouva 13,5 nm na 18,2 nm. Jeden pik naznacuje vznik jednoho druhu nanocastic, co

se velikosti tyce.
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Obriazek 28: Casovy priibéh zeta potencialu AUNP(Y)_OC. Kazdy bod je priimérnou hodnotou tii priimérnych
hodnot.
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v

Podet nanocastic

Obrazek 28 ukazuje Casovy prubéh zeta potencialu pro AuNP(Y) OC. Zeta potencial bylo
mozné métit az po 48 hodinach, jeho hodnoty jsou zdporné, v Case klesaji, ale nedosdhnou

dobrych hodnot, kdy mizeme povazovat nanocastice za stabilni.

Histogram AuNP(Y), OC
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Obrazek 29: Histogram rozlozeni velikosti AUNP(Y)_OC, oranzové je vyznaceno normdlni rozdéleni. V rohu je
obrazek z TEM, s méritkem 50 nm.

Histogram rozdéleni velikosti (obr. 29 vlevo) ukazuje rozptyl velikosti nanoc¢astic od 5 do 19
nm, ale nejvice jich bylo od 9 do 13 nm, coz je celkem Gzky rozptyl. Obrazek z TEM (obr. 29

vpravo) ukazuje, ze nanocastice jsou kulovitého a mnohosténného tvaru.
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3532  AuNP(W) 0C
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Obrazek 30: UV-VIS spektra AUNP(W)_OC. Spektra jsou priimérem tit spekter, kromé méreni po jednom méieni
od zacatku syntézy, kdy jeden vzorek zagregoval.

Z UV-VIS spekter vidime (obr. 30), ze formace nanocastic se plné projevila az po jednom
tydnu od zacatku syntézy, ale zarodky nanocastic se formovaly jiz od 24 hodin od zacatku
syntézy, které maji maximum vlnové délky na hodnoté 548 nm, a plné¢ zformované

nanocastice na hodnoté okolo 527 nm.
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Obrazek 31: Distribuce velikosti cdstic odvozend z DLS méreni pro AuNP(W)_0C (alias zména intenzity
rozptyleného zarent vzorkem nanocastic v ¢ase, z niz je odvozena zobrazena zavislost intenzity v procentech na
hydrodynamickém priiméru castic). Distribuce velikosti castic je priumérem tri nezavislych méreni, kromé mereni
po jednom mesici od syntézy, kdy jeden vzorek zagregoval.
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DLS vysledky (obr. 31) prakticky kopiruji situaci béhem syntézy za pokojové teploty, kdy
postupné roste jeden pik v mensSich hodnotach hydrodynamického priméru, a pik u vyssich
hodnot hydrodynamického priméru klesd. Toto opét naznacuje piitomnost dvou typil

nanocastic.

W, 48 h -1 m, 20x

48 h 168 h 1 mésic
Cas

Obrazek 32: Casovy pribéh zeta potencialu AUNP(W)_OC. Kazdy bod je priimérnou hodnotou tit priimérnych
hodnot, kromé méreni po jednom mésici od zacdtku syntézy, kdy jeden vzorek zagregoval.

Zeta potencial na obrazku 32 se jevi jako nejsiln€jsi po 48 hodinach od zacatku syntézy, a
v Case jeho hodnota klesa. Je zéporny, coz naznauje zaporné nabité Castice, a konecna

hodnota po jednom mésici ukazuje na nestabilni nanocastice.
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Obrazek 33: Histogram rozlozeni velikosti AUNP(W)_OC, oranzové je vyznaceno normalni rozdéleni. V rohu je
obrazek z TEM, s méritkem 20 nm.

Histogram rozdé€leni velikosti (obr. 33 vlevo) ukazuje rozptyl od 2 do 18 nm. To naznacuje,
ze jsme dosahli vzniku malého mnozstvi nanoklastrii. Na obrazku z TEM (obr. 33 vpravo)
vidime jeden vzorek, ktery zagregoval, a sférické a mnohasténné castice tak zacaly proriistat a
vytvaret spiSe valcovité az beztvaré komplexni Gtvary. Mezi nimi v8ak plavaly nezagregované

nanodastice.
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35.3.3  AuNP(F)_0C

FFOh-1m, 20x

0,5
0,45
0,4
0,35
0,3
< 0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
A [nm]

Obrazek 34: UV-VIS spektra AUNP(F)_0C. Spektra jsou priimérem tri spekter.

Z UV-VIS spekter vidime (obr. 34), Zze se nanocastice zaCaly formovat od 24 hodin od
zacatku syntézy s relativné stabilnim pikem s maximem na hodnoté 526 nm, po mésici od

zacatku syntézy se vSak hodnota piku posunula na hodnotu 531 nm.
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Obrazek 35: Distribuce velikosti ¢dstic odvozend z DLS méreni pro AuNP(F)_0C (alias zména intenzity
rozptyleného zdreni vzorkem nanoddstic v ¢ase, z niz je odvozena zobrazend zavislost intenzity v procentech na
hydrodynamickém priméru castic). Distribuce velikosti cdstic je primérem tii nezavislych méreni.

DLS vysledky (obr. 35) ukazuji, Ze béhem 24 hodin vznikly dva typy nanocastic, ale po Case

jako by se spojili do jednoho typu v oblasti desitek nm. Dochazelo k tomu, ze pik ve vétSich
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hodnotach hydrodynamického priméru se postupné snizoval, az po mésici zmizel, ve
prospéch piku v nizSich hodnotach hydrodynamického praméru. Sedimentace nebyla

pozorovana.
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Obrazek 36: Casovy pritbéh zeta potencialu AUNP(F)_OC. Kazdy bod je priimérnou hodnotou ti priomérnych
hodnot.

Zeta potencial na obrazku 36 je zaporny, coZ naznacuje zaporné nanocastice, V ¢ase klesajici,
S mirnym nardstem po jednom mésici od zacatku syntézy. Hodnota zeta potencidlu po jednom

meésici od zacatku syntézy je dobra a nanocastice jsou tedy stabilni.
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Obrazek 37: Histogram rozlozeni velikosti AUNP(F)_OC, oranZové je vyznaceno normdalni rozdéleni. V rohu je
obrazek z TEM, s meritkem 50 nm.

Histogram rozlozeni velikosti nanoc¢astic (obr. 37 vpravo) ukazuje Siroky rozptyl, kdy vznikly
nanocastice od 5 nm do 41 nm. Nejvice jich vSak bylo od 7 nm do 9 nm a poté od 15 nm do
21 nm. Obrazek z TEM (obr. 37 vlevo) ukazuje, Ze nanocastice jsou kulovitého,

mnohosténného az hranatého tvaru.

Pro uplnost jesté uvadime souhrnné tabulky z UV-VIS méfeni (tabulka 8), DLS méfeni
(tabulka 9) a TEM méfeni (tabulka 10).

Tabulka 8: Souhrnna tabulka hodnot maxim SPR pikii pro jednotlivé nanocdstice pripravené pomoci
Jjednotlivych aminokyselin za sniZené teploty

oC AuNP(Y) AuNP(W) AuNP(F)

Cas od syntézy A [nm] A A [nm] A A[nm] A

0 min 534 0,025145 - - - -
30 min 534 0,033277 590 0,0038262 548 0,017403
60 min 537 0,030351 590 0,0050771 548 0,012888
90 min 538 0,033256 590 0,0058931 548 0,013674
120 min 538 0,033583 590 0,0068078 549 0,014376
24 h 525 0,081263 548 0,014731 525 0,055981
48 h 526 0,101250 548 0,018731 526 0,075461
168 h 523 0,130770 529 0,035359 526 0,112600
1 mésic 524 0,172940 525 0,089292 531 0,13101
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Tabulka 9: Souhrnnd tabulka hydrodynamickych priimérii dy z DLS méren.

0C AuNP(Y) AuNP(W) AuNP(F)

Cas od syntézy dy [nm] dui [nm] dnz [nm] dy [nm]
24 h 13,5+1,3 | 10,1+1,0 122 +70 37,8+5,5

48 h 15,7+1,3 10,1+1,1 142 +123 37,8+3
168 h 15,7+1,3 | 11,7+1,3 | 142+95 |43,8+12,1
im 18,2+1,4 | 157+1,6 220+ 53 43,8 +3,5

Tabulka 10: Souhrnnd tabulka namérenych priomérnych velikosti nanocdstic (v jednotkdach nm) z obrdzki

ziskanych pomoci TEM, které byly méreny pomoci sofiwaru ImageJ.

oC AuNP(Y) AuNP(W) AuNP(F)
Primeér 11,05 7,69 15,77
Smérodatna odchylka 2,53 3,04 7,92
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3.5.4 Syntéza S2:

Vzorky po dvou hodinach od zacatku syntézy mirné zezloutly. Po jednom dni od zacatku
syntézy se vzorky zakalily, po jednom tydnu od zacatku syntézy vzorek zagregoval ve formeé

zlutého agregatu na dno ependorfky, po protfepani byly vzorky mirné€ zluté a zakalené.

3.5.4.1  Syntéza S2 — Cystein a tyrosin

CY, Oh - 168h, 20x (RT)
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Obrazek 38: UV-VIS spektra zlata s kombinaci cysteinu a tyrosinu.

Z UV-VIS spekter (obr. 38) vidime, Ze SPR pik pro zlaté nanoc¢astice nevznikl. Namisto toho
vznikl pik pro zlaté komplexy, a to na hodnoté vinové délky 383 nm, ktery se zacal formovat

od prvni hodiny od zac¢atku syntézy.
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Obrazek 39: Distribuce velikosti komplexii odvozend z DLS méreni pro kombinaci cysteinu s tyrosinem (neboli
zména intenzity rozptyleného zareni vzorkem komplexii v Case, z niz je odvozena zobrazend zavislost intenzity
V procentech na hydrodynamickém primeru komplexit). Distribuce velikosti castic je primérem tii nezavislych
meérent.
Z DLS meéfeni (obr. 39) vidime, zlaté komplexy mély hodnoty hydrodynamického praméru
od 190 nm, a dale rostly az do hodnoty 459 nm.

3.5.4.2  Syntéza S2 — Cystein a tryptofan

CW, Oh - 168h, 20x, (RT)

0,7 e O
0,6 e 1
0,5 2h
< e 4 8 1
0,3
e 168 1
0,2
0,1
T
0|llll|llll|llIITIIIl|llll|l7lll|llll|llll|lll‘rl7llll|
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
A[nm]

Obrazek 40: UV-VIS spektra zlata s kombinaci cysteinu a tryptofanu.
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Z UV-VIS spekter vidime (obr. 40), Zze pik pro zlaté komplexy se zacal formovat od druhé
hodiny od zacatku syntézy a dosahl hodnot 384 nm.

CW, 1 h-168 h, 20x

25 1h
———2h
20
e 24h
X 15 e 480
S
N —— 168h
<
210
£
5
0 — T 7 r v "
1 10 100 1000 10000

d, [nm]

Obrazek 41: Distribuce velikosti komplexii odvozend z DLS méreni pro kombinaci cysteinu s tryptofanem
(neboli zména intenzity rozptyleného zareni vzorkem komplexii v ¢ase, z niz je odvozend zobrazena zavislost
intenzity v procentech na hydrodynamickém priiméru komplexii). Distribuce velikosti cdstic je priimérem tii

nezavislych méreni.

ZDLS méfeni (obr. 41) vidime, Ze zlaté komplexy dosahovaly postupné hodnot
hydrodynamického priméru od 106 nm do 531 nm, ale maximalni hodnoty doséhly po 48

hodinach od zacatku syntézy, a to 825 nm.
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3.5.4.3  Syntéza — Cystein a fenylalanin
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Obrazek 42: UV-VIS spektra zlata s kombinaci cysteinu a fenylalaninu.

Z UV-VIS spekter vidime (obr. 42), ze komplexy zlata s aminokyselinami dosahovaly hodnot

maxima v 384 nm, a pik se zacal formovat od 1 hodiny od zac¢atku syntézy.
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Obrazek 43: Distribuce velikosti komplexii odvozend z DLS méreni pro kombinaci cysteinu s fenylalaninem

(neboli zména intenzity rozptyleného zareni vzorkem komplexii v ¢ase, z niz je odvozend zobrazena zavislost

intenzity v procentech na hydrodynamickém priméru komplexii). Distribuce velikosti édstic je priimérem ti{
nezavislych meéreni.
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Z DLS m¢feni (obr. 43) vidime, Zze hodnoty hydrodynamického priméru pro komplexy zlata

s aminokyselinami dosahovaly postupné hodnot od 190 nm do 459 nm.
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Syntéza S2 — Cystein a histidin
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Obrazek 44: UV-VIS spektra zlata s kombinaci cysteinu a histidinem.

Z UV-VIS spekter vidime (obr. 44), ze komplexy zlata s aminokyselinami dosahovaly hodnot

maxima v 388 nm, a pik se zacal formovat od 2 hodin od zacatku syntézy.
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Obrazek 45: Distribuce velikosti komplexii odvozend z DLS méreni pro kombinaci cysteinu s histidinem (neboli
zména intenzity rozptyleného zareni vzorkem komplexii v Case, z niz je odvozena zobrazend zavislost intenzity
V procentech na hydrodynamickém primeru komplexit). Distribuce velikosti castic je primérem tii nezavislych
meérent.

Z DLS spekter (obr. 45) vidime, Ze hodnoty hydrodynamického priméru pro komplexy zlata

s aminokyselinami dosahovaly postupné hodnot od 190 nm do 396 nm.
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3.5.5 Syntéza S3 RT
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Obrazek 46: UV-VIS spektra pro syntézu S3 RT, pro vSechny kombinace aminokyselin.

Jak je vidét z UV-VIS spekter (obr. 46), nevznikly nanocastice, ale jakési komplexy zlata s
aminokyselinami jsou naznaceny (zvySena absorbance v okoli 360 nm). Vzorky byly po celou
dobu od zacatku syntézy ¢iré, beze zmény. Z toho diivodu nebylo provedeno méteni DLS,

zeta potencialu a TEM, a experiment byl ukoncen po 48 hodinach od zacatku syntézy.
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3.5.6 Syntéza S3 50C
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Obrazek 47: UV-VIS spektra pro syntézu S3 50C, pro vSechny kombinace aminokyselin.

Z UV-VIS spektra vidime (obr. 47), Zze opét nevznikly nanocastice, ale jakési komplexy.

Vzorky byly ¢iré, po 48 hodinach od zacatku syntézy velmi mirné zeZloutly (méné vyrazné

nez u syntézy S2). Z toho divodu nebylo provedeno méteni DLS, zeta potencidlu a TEM a

experiment byl ukon¢en po 168 hodinach.
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3.5.7 Syntéza S4
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Obrazek 48: UV-VIS spektra pro syntézu S2 50C1A, pro vSechny kombinace aminokyselin.

Z UV-VIS spekter je patrné (obr. 48), Ze situace je obdobna jako u syntézy S2 50C1. Vzorky

pouze velmi mirné zezloutly, ale zadné nanocastice nevznikly, pouze komplexy. Na dné

ependorfky se usadil ¢erny agregat. Z toho diivodu jsme opét neméfili DLS, zeta potencial a

TEM. Experiment jsme ukon¢ili po 48 hodinach od zacatku syntézy.
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Obrazek 49: Snimky ze SEM méreni. A predstavuje vzorek s cysteinem a tyrosinem, B s cysteinem a tryptofanem, C s cysteinem a
fenylalaninem, D s cysteinem a histidinem.

Snimky potizené pomoci SEM (obr. 49) ukazuji agregované nanocastice. Maji amorfni

strukturu, nicmén¢ je videt, Ze se skladaji z nanocastic, které drzi u sebe. Velikost agregatii se

pohybuje od nékolika stovek nanometr do nékolika jednotek mikrometrti.




Full scale counts: 2669
Integral Counts: 117317

Base(1)_ptl

3000 —|

2500 —|

2000 —|

1500 —|

1000 —|

Full scale counts: 1466
Integral Counts: 59954

I
5

kev
Base(2)_pt2

1500 —|

1000 —

500 —

Au

Full scale counts: 1946
Integral Counts: 89472

Base(2)_ptl

2000 —

1500 —|

Full scale counts: 1466
Integral Counts: 59954

I
5

kev
Base(2)_pt2

1500 —|

1000 —|

500 —

Au

Obrazek 50: EDS spektra pro agregaty. Prvni z vichu je pro vzorek obsahujici cystein a tyrosin, druhy je pro
vzorek obsahujici cystein a tryptofan, tieti je pro vzorek obsahujici cystein a fenylalanin a étvrty je pro vzorek

obsahujici cystein a histidin.

EDS méteni ukazuje, ze vzorky se skladaji hlavné ze zlata. Jsou zde vidét 1 piky odpovidajici

sodiku a chloru, velice pravdépodobné navazané na agregatu po NaOH a HAuUCIs. Dale se zde

objevuji prvky uhlik, kyslik, méd’ a hlinik.
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3.4 Diskuze

Béhem syntézy S1 RT se nam podafilo nasyntetizovat nanocCastice pomoci vSech
aminokyselin, kromé cysteinu. V piipadé cysteinu dosSlo pravdépodobné pouze k tvorbé
komplexti Au-Cys, a to dokonce pouze v jednom ze tii syntéz. Nanoc¢astice pomoci cysteinu
se nepodafilo vytvofit ani skupiné Maruyama a kol. (2014), nicméné¢ zde pravdépodobné
pouzili asi 100x men$i pomér zlata:cysteinu, nez tomu bylo v naSem ptipadé. O tvorbé
komplext cysteinu se zlatitou soli pomoci thiolové skupiny pise Wangoo a kol (2014), kterym
se také nepodafilo vytvofit nanocastice pomoci cysteinu, jejich vzorek agregoval ve formé
cern¢ho precipitatu. Jejich pomér zlata:cysteinu byl rozsahu od 1:20 do 1:0,4. Nami pouzity
pomér byl 1:1,4, ¢ili ptiblizné stejny, jako pouzili Wangoo a kol (2014). Zavérem pro cystein
tedy mlzeme fict, Ze nepodporuje tvorbu zlatych nanocastic v koncentraci a moldrnim
poméru, které jsme pouzili. Ostatni aminokyseliny vedly ke vzniku Au nanocéstic. Malé
nanocastice byly nasyntetizovany pomoci tyrosinu a tryptofanu, a to o primérné velikosti
okolo 11 nm. Tyrosin jako redukujici a stabiliza¢ni ¢inidlo pro tvorbu AuNP(Y) RT potvrzuji
Ju a kol. (2012), a to i s nami pouzitymi koncentracemi. Jejich vysledky UV-VIS spekter a

TEM méteni se shoduji s naSimi.

Tryptofan jako redukujici a stabilizacni ¢inidlo potvrzuje napiiklad Zarabi a kol. (2014), ti
vSak syntetizovali nanocastice za zvySené teploty, podobné jako Maruyama a kol. (2014).
Ackoliv byl jejich pomér zlata k tryptofanu vyrazné nizsi neZ v nasem ptipadé (1:50 pro
Maryama a kol.; 1:(0,2-5) pro Zarabi a kol.; 1:0,08 pro na§ experiment), jejich nanocastice
byly v roztoku modré aZ fialové, coZ znaci jejich velkou velikost a v Case agregovaly. Nam se
vSak podafilo nasyntetizovat mensi nanocastice, srovnatelné velké s AuNP(Y) RT, roztok byl
cerveny. Zda se tedy, ze velmi vysoky pomér zlata k tryptofanu produkuje mensi nanocastice,

které jsou stabilngjsi v Case (nas zeta potencial byl vice nez -20 mV).

Pomoci fenylalaninu jsme nasyntetizovali nanocastice asi dvakrat vétSi. Redukéni a
stabilizacni vlastnosti fenylalaninu potvrzuje i studie od Figat a kol. (2023) nebo Wangoo a
kol. (2014). Oba opét pouzili syntézu za zvySené teploty, ale v pomeérech zlata k
aminokyseliné blizkym nasemu poméru. Vysledky obou studii se blizi nasim vysledkiim, co
se polohy UV-VIS piku tyce, tak i velikosti nanocastic jsme dosahli podobnych (mezi 20 nm
a 25 nm).
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Ackoliv se histidin zpoc¢atku nezdal vhodny pro syntézu nanocastic za pokojové teploty, po
Case se ukazalo, ze nanocéstice tvoii. Wangoo a kol (2014) nevytvoiili AuNP(H), ackoliv
méli jen o polovinu mensi pomér reaktantli a pouzili zvySenou teplotu. Pii syntéze vSak
nepouzili NaOH na aktivaci reduk¢nich vlastnosti histidinu. Mozna, kdyby syntézu piredcasné
neukoncili, tak by jim histidin nanoc¢astice vyprodukoval. Takto to udélali Figat a kol (2023),
kde pouzili také zvySené teploty, ale v jejich protokolu ¢ekaji dostate¢né dlouho na to, aby
vzorek zménil barvu, a tu si zachoval po dobu 5 minut, bez ptidavku NaOH. Zda se tedy, ze
NaOH hraje dtlezitou roli pii syntéze nanocastic za pouziti histidinu. Nicméné jejich (Figat a
kol (2023)) AuNP(H) m¢ly nepravidelny tvar s velikosti kolem 10 nm. Na rozdil od toho se
nam podafilo vygenerovat nanocastice o velikosti okolo 23 nm. Kdyz jsme u histidinu zvysili
teplotu vlozenim vzorku do termobloku, doslo k syntéze vétSich nanocastic (o 5 nm), bez
posunu maxima vlnové délky UV-VIS absorpce. Pik vSak byl vyrazné §irsi (asi o 20 nm). Zda

se tedy, Ze na syntézu ma vliv vedle pfitomnosti NaOH i teplota vyvoje.

Toto jsme zkusili ovéfit i u tyrosinu, tryptofanu a fenylalaninu, a to syntézou za snizené
teploty. U vSech aminokyselin doslo ke zpomaleni vyvoje, kde se SPR pik, a tedy i prvni
nanocastice, objevil az po jednom dni od zacatku syntézy pro tyrosin a fenylalanin, u
tryptofanu doslo ke zpozdéni dokonce o tyden od zafatku syntézy. U tyrosinu nedoSlo
k vyrazné zméné velikosti nanocastic. U tryptofanu doslo ke zmenseni nanocastic a to o 4 nm.
Jeden vzorek ndm dokonce zagregoval, coz je vidét na obrazku 26, kde kulovité nanocastice
zaCaly tvofit spiSe zakroucené, prorostlé, nepravidelné tutvary. Stalo se to vSak pouze
V jednom piipadu ze tfi syntéz. U AuNP(F) dosSlo k vyrazné€jSimu zmenSeni nanocastic, 1 ke
zméné histogramu rozdéleni velikosti, kde doSlo k posunu od normélniho rozdéleni smérem
k mens§im hodnotam velikosti nanocastic. Zajimavé vsak je, Ze se zmény velikosti nanocastic
neprojevili vyraznéji na UV-VIS spektrech, kromé tryptofanu, kde doslo k posunu o 15 nm.
Patrné je tomu proto, Ze tak mald zména na tak malych nanoc¢asticich nemé takovy vyrazny

projev ve spektru, jako tfeba zména o desitky nanometra.

DLS méfeni byvaji vétSinou provadéna na dialyzovaném nebo centrifugovaném vzorku
nanocastic. Toto jsme vSak neprovadéli, a proto byly vysledky DLS hodnot
hydrodynamického priméru tak odliSné od redlné velikosti nanocastic. Kolem nanocastic se
pravdépodobné vlivem coulombovskych sil pohybovaly nezdredukované zlatité ionty a
aminokyseliny, coZ mohlo vyrazné zvétsit solvatacni obalku kolem nanocéstice, a ovlivnit tak
vysledky DLS méfeni. To se ukdzalo byt problematické hlavné¢ u AuNP(W), kde DLS

vysledky ukazovaly dva piky, coz by naznacovalo dvé rizné velikosti nanocastic. Zda se, ze
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AuNP(W) maji tendenci mirn¢ agregovat, a tvofrit tak linedrni superstruktury (Selvakaan a kol
2003), a to za pomoci polymerizovaného tryptofanu. DLS méfeni jsou tedy spiSe jen

orientacni, aby byl vidét vyvoj koloidnich systémt v Case, a jak se kvalitativné méni.

Pii syntéze S2 jsme pouzili cystein, ktery redukuje zlatité ionty (Ostruszka a kol. 2022),
v kombinaci s ostatnimi aminokyselinami. Toto se vSak ukazalo jako neG¢inné pro tvorbu
nanocastic. Pouze pfi syntéze S2 RT1 se ziejmé vytvorily komplexy Au-Cys, s pikem okolo
385 nm, ale ty jsme se rozhodli dile nezkoumat. DLS méfeni se zda bezvyznamné, ale
provedli jsme jej jen jako podplrny dikaz, Zze se opravdu nic nesyntetizovalo, protoze data
jsou viceméné chaotickd. Doufali jsme, Ze zvySeni koncentrace NaOH pomize ostatnim
aminokyselinam v tvorbé nanocastic, ale to se ukdzalo, jako nel¢inné, nebot’ vymizel i pik
pro komplexy. Zkusili jsme tedy vzorky vlozit do termobloku v domnéni, Ze teplota by mohla
byt klicova pro tvorbu nanocastic, bez vysledku. Zda se, ze cystein zredukuje vSechny zlatité
ionty, a navaze si je na sebe, ¢imz jim znemozni nukleaci a rGst do nanocastice, a dalsi
aminokyseliny tak nemaji co redukovat ¢i stabilizovat. V piistich experimentech by tedy bylo
vhodné cystein vynechat, nebo zmensit jeho koncentraci, ptfipadné pouzit teplotu syntézy
vys$si nez 50 °C. Nakonec jsme zkusili jesté zvysit koncentraci NaOH na 500 mM, a vlozit
vzorky do termobloku, coz mélo pravdépodobné za néasledek vznik cerného agregatu na dné
ependorfky. Agregat jsme analyzovali pomoci SEM v kombinaci EDS, kde je vidét, Ze
agregaty jsou amorfni, ale je vidét, Ze skladaji z nanocastic. Pravdépodobné tedy doslo ke
tvorb&é nanocastic, ale vlivem pfitomnosti NaOH ve vysoké koncentraci doslo k agregaci.
Ptitomnost sodiku ukazuje 1 EDS analyza. Pfitomnost hliniku, médi a uhliku lze vysvétlit
ptitomnosti hlinikové desti¢ky, na které je pomoci vodikové uhlikové pasky nalependa médéna
miizka, ktera je potaZena uhlikovym filmem. Uhlik se navic vyskytuje u aminokyselin.

Pfitomnost chloru Ize vysvétlit pouzitim HAUCIs Kk syntéze.
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4 Zaveér

V této diplomové praci jsme se soustiedili na Au anebo Ag nanostruktury a jejich ptipravu
pomoci vybranych aminokyselin. V teoretické ¢asti jsme se zamétili na fyzikalni vlastnosti
Au a Ag nanocastic, co je ovliviiyje, a to jakym zpisobem syntéza ovlivituje tyto vlastnosti.
Dale jsme se v kratkosti zaméfili na jiz zndmé metody syntézy, a detailnéji jsme se zaméfili
na metody zelené syntézy, do které patii pravé syntéza pomoci aminokyselin a vyuziti
nanocastic v riznych odvétvich. V posledni Casti jsme se zaméfili na nékolik vybranych
metod charakterizace nanocastic, a to na jejich velikost, naboj, tvar a zpisoby modifikace

povrchu nanocastic.

V experimentalni ¢asti jsme provedli syntézu AuU nanocastic pifi pevné dané koncentraci
reaktanttl, ale ve tfech riznych teplotach vyvoje — pokojova teplota, chlad a zvySena teplota.
Syntézu Ag nanocastic jsme z Casovych diavodi neprovedli. Pro pokojovou teplotu jsme
syntetizovali nanoc¢éstice pomoci vSech vybranych aminokyselin, ve chladu pouze za pomoci
tyrosinu, tryptofanu a fenylalaninu, a za zvySené teploty pomoci histidinu a cysteinu. Cystein
jako jedind aminokyselina neni vhodna pro syntézu Au nanocastic, vSechny ostatni
aminokyseliny nanocastice tvofily. Nanocastice syntetizované pomoci tyrosinu, tryptofanu,
fenylalaninu a histidinu za pokojové teploty mély velikosti 11,08 + 3,69 nm, 11,84 + 1,96 nm,
23,35 + 9,84 nm, 23,27 + 4,86 nm, s maximy SPR pikil na hodnotdch 521 nm, 523 nm, 526
nm a 538 nm, postupné, pocitano od 24 hodin od zacatku syntézy. Nanocastice syntetizované
pomoci histidinu za zvySené teploty mély velikost 28,36 &+ 5,23 nm, s maximem SPR piku na
hodnoté 539 nm, pocitano od 168 hodin od zacatku syntézy. Nanocastice syntetizované
pomoci tyrosinu, tryptofanu a fenylalaninu za sniZené teploty mély velikost 11,05 + 2,53 nm,
7,69 = 3,04 nm, 15,77 £ 7,92 nm, s maximy SPR piki na hodnotach 525 nm, 538 nm a 527

nm postupné. Tim jsme prokazali vliv teploty na syntézu nanocastic.

V druhém az ¢tvrtém typu syntéz jsme se pokusili o syntézu nanoc¢astic pomoci kombinace
dvou aminokyselin, a to cysteinu a dal$i aminokyseliny ze zbyvajicich. Zde vSak nedoslo k
syntéze nanocastic, ale v pfipadé S2 syntézy pouze pravdépodobné k tvorbé bliZze neurenych
komplexti Au-Cys-Tyr/Trp/Phe/His, v syntéze S4 nam vznikly Cerné agregaty velké od
nékolika stovek nanometrid do n¢kolika mikrometrt, podle SEM méteni. Ostatni experimenty
byly netspésné, a celkové tedy nelze fici, ze by bylo mozné timto zpisobem syntetizovat

nanodastice.
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