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1 UVOD A CILE PRACE

Vibraéni spektroskopie (Ramanova a infradervena spektroskopie, dale IC)
zahrnuje metody, které detailné&ji uréuji strukturu molekul u zkoumanych materialu.
Toho Ize vyuzit v analytické a forenzni chemii, biochemii, farmacii, medicing,
astronomii, biofyzice a mnoha dalSich odvétvich.

Principem IC spektroskopie je absorpce infraderveného zafeni, pfi niz
dochazi ke zménam vibracné-rotacnich energetickych stavii molekul v zavislosti
na zmenach dipélového momentu. Ramanova spektroskopie je spektroskopicka
technika zaloZzena na nepruzném rozptylu zafeni. NejintenzivnéjSi pasy pochazeji
od vibraci, pfi kterych dochazi k nejvétsi zméné polarizovatelnosti. Metoda je
vysoce citliva a na rozdil od IC umozfiuje zkoumani vzorku i ve vodném roztoku.
Ramanuav rozptyl je slaby jev. Pfi snaze o vznik silngjSiho kvantového jevu
(napf. nastavenim laseru na vysoky vykon) mulze dochazet k nezadoucim
fluorescencim nebo k degradaci vzorku. Proto bylo ve védeckém zajmu nalézt
zpusob, jak Raman(v rozptyl zesilit a vznikla metoda SERS (Surface-enhanced
Raman spectroscopy), ktera pro zesileni Ramanova rozptylu vyuziva nanocastice
uslechtilych kovu.

Nanotechnologie ¢&im dal vice ovlivauji vSechny oblasti védy, ale
i kazdodenni lidské zivoty. S rostoucim vyuzitim nanocastic je lidsky organismus
stale vice vystavovan jejich kontaktu. Moznym rizikim vlivu nanocastic se vénuje
podobor nanotoxikologie. Zvlasté velka pozornost je toxicité vénovana pfi
pouzivani nanocastic v mediciné. Nanocastice Ize vyuZit napfiklad pro cilenou
terapii ve formé& nanonosiCl pfi FeSeni problému neselektivni toxicity cytostatik,
pusobicich nejen na nadorovou, ale i na zdravou tkan.

V této praci byla zkoumana interakce zlatych a stfibrnych nanocastic s
aminokyselinou L-cysteinem a vybranymi derivaty, a to z toho ddvodu, Ze oproti
interakcim nanocastic s proteiny neni interakcim na Urovni aminokyselin
vénovana takova pozornost. Cileno bylo na vibraéni spektra vybranych derivata

cysteinu v porovnani s cysteinem samotnym.



VytyCeny byly nasleduijici cile:

Zméfit a interpretovat IC a Ramanova spektra od pfislusnych latek
vV pevném stavu.

Zkoumat Ramanova spektra roztoku latek v deionizované vodé.

Provést pripravu stfibrnych a zlatych nanocastic redukénim procesem.
Charakterizovat roztoky systému ruznych typa stfibrnych a zlatych
nanocastic s L-cysteinem a jeho derivaty pomoci vybranych méficich metod
a diskutovat rozdily v interakcich s ohledem na rozdilné chemické slozeni
povrchl nanocastic.

Zméfit SERS spektra za pouZiti Ag a Au nanocastic.

Zjistit, zda se studované latky vazou na povrch Ag a Au nanocastic,
a pokud ano, tak jakym zpusobem.

Interpretovat a porovnat naméfena data s daty dostupnymi v literature.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Cystein a jeho derivaty

Cystein je alifaticka sirna aminokyselina. Aminokyseliny lIze ziskat hydrolyzou
z peptidt Ci bilkovin nebo je pfipravit synteticky. Jedna se o pevné krystalické
latky. Vzajemné se od sebe [iSi charakterem postranniho fetézce — radikalu R.
Diky pfitomnosti funk&nich skupin znich Ize odvozovat rizné derivaty.
Aminoskupina muze byt acylovana &i alkylovana, karboxyl aminokyselin Ize
esterifikovat, nebo zné&j lze saminoskupinou jiné aminokyseliny vytvofit
substituované amidy za vzniku peptidové vazby apod. Funkéni skupiny derivatu
udileji molekulam typické vlastnosti a podmirfiuji reakce liSici se od matefskych
molekul. Molekula derivatu organické slouceniny jako celku je vzdy integralni
vyslednici vliva jak uhlovodikového zbytku, tak vSech funk&nich skupin derivatu,
pficemz funkéni skupiny hraji zpravidla vedouci roli (Duchon, 1985;
Kodicek et al., 2015)

Kromé aminové a karboxylové skupiny je v molekule cysteinu pfitomna
thiolova skupina. O tom, ktera z funkénich skupin bude disociovat jako prvni,
rozhoduji hodnoty disociaénich konstant (pK). Hodnoty pK, funk&nich skupin
volného cysteinu jsou 1.71 (karboxylova skupina), 8.33 (thiolova skupina) 10.78
(aminoskupina), (Kotyk a Slavik, 1989; KodiCek et al., 2015).

Z anorganické chemie je znamo, Ze sira je homologem kysliku, stejné tak
i v organickych slou€eninach muize sira kyslik zastupovat. Vznikajici analogy
alkoholll se souhrnné nazyvaji thioly nebo téz hydrosulfidy (Duchori, 1985).
Cystein je spolu s methioninem proteinogenni aminokyselina obsahujici siru.
DalSimi  bézné  se vyskytujicimi  kyselinami  obsahujicimi  siru, jsou
napf. homocystein ataurin. PfestoZze se nejedna o0 aminokyseliny ucastnici
se proteosyntézy, maji tyto slouceniny jiné dulezité fyziologické funkce. Obecné
Ize o molekulach odvozenych z cysteinu fici, Ze jejich ¢astou spole€nou viastnosti
je antioxidativni charakter, tj. schopnost boje proti oxidaCnimu stresu (Brosnan
a Brosnan, 2006).

Analog cysteinu, vnémz je sira zaménéna zaselen, se nazyva
selenocystein. Obvykle je oznaCovan jako 21. proteinogenni aminokyselina a je
obsazZen napf. v sav€i glutathionperoxidase a nékterych bakterialnich enzymech.

Lze ji povazovat za derivat cysteinu, avSak pfirozené nevznika modifikaci cysteinu,
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ale odvozenim od serinu. Ve srovnani s cysteinem ma selenocystein vyssi redoxni
potencial (Kvi€ala a LapcCik, 2002; Kodicek et al., 2015).
Mezi derivaty L-cysteinu patfi také vyznamné bioaktivni latky obsazené
v Cesneku a cibuli. Slou¢eniny odpovédné za specifické Cesnekové aroma jsou
obvykle aminokyseliny nebo jejich derivaty obsahuijici siru. Pfikladem téchto latek
jsou y-glutamyl-S-allyl-L-cystein nebo S-allylcystein sulfoxidy (Konvicka, 1998;
KviCala a Lapcik, 2002).
Kromé& aminové, karboxylové a thiolové funkéni skupiny matefského
cysteinu, bude diskutovana také acetylova, fenylova, methylesterova a sulfonova

funkCni skupina obsazena ve vybranych cysteinovych derivatech.

2.1.1 L-cystein, cystin
O NH, o)

HO 3\
HS CH S OH

NH.,, O NH,

Obr. 1 Struktura molekuly L-cysteinu a cystinu

Cystein (viz Obr. 1) Ize strukturné popsat jako substitucni derivat karboxylové
kyseliny obsahujici aminovou a thiolovou skupinu. Jedna se o chiralni, opticky
aktivni molekulu, existujici ve dvou konfiguracich (L- a D-forma). V proteinech
se nachazi pouze ve formé konfigurace L. VétSina pfirozené se vyskytujicich
chiralnich L-aminokyselin jsou stereocisomery S. L-cystein je vyjimkou, protoze je
stereoisomerem R (Jakubowski, 2019; KodicCek et al., 2015).

Na zakladé chemické podobnosti hydroxylové a thiolové skupiny lze
predpokladat, Ze thiolova skupina cysteinu se bude chovat obdobné jako
hydroxylova skupina strukturné podobného serinu. Navzdory této podobnosti
se chovani téchto skupin lisi. Dulezitou odliSnosti je nizka elektronegativita siry
ve srovnani s elektronegativitou kysliku. Pfestoze Ize cystein povazovat za polarni
aminokyselinu snadno tvofici vodikové vazby, v proteinech ma prekvapivé
hydrofobni charakter. Z proteomickych studii je patrné, Zze se fetézce cysteinu

chovaji vice jako hydrofobni aminokyseliny methionin, tryptofan nebo tyrosin.
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Vysvétlenim tohoto neobvyklého hydrofobniho chovani je neschopnost siry tvofit
s vodou vodikové mustky (Nagano et al., 1999; Brosnan a Brosnan, 2006)

Atom siry je jeden z nejlepSich nukleofili, coz déla thiolovou skupinu
vysoce reaktivni. Cystein se uc€astni fady enzymatickych a biochemickych reakci
ama mnoho dalSich biologickych funkci (Duchori, 1985). VyznacCuje se také
vysokou afinitou ktézkym kovim, &ehoz se vyuziva v chelataCni terapii pfi
otravach tézkymi kovy (Flora a Pachauri, 2010). Chelata¢ni role cysteinu je
uplatnéna také v pripadé strukturniho motivu, tzv. zinkového prstu, typického pro
proteiny interagujici s nukleovymi kyselinami. Cystein se v této formaci spolu
s histidinem Usastni  koordinaéni  vazby  kovového ligandu  Zn*
(Kodicek et al., 2015).

Oxidaci thiold vznikaji disulfidy. Cystein snadno podléha dehydrogenaci
(oxidaci) za vzniku cystinu (viz Obr. 2). Molekuly cystinu jsou propojeny kovalentni
vazbou — disulfidovym muastkem (KodiCek et al., 2015). Tato reakce je vratna,
hydrogenaci (redukci) mohou opét vznikat pdvodni thioly (Duchori, 1985).
Schopnost tvofit disulfidové vazby, tedy relativni snadnost reverzibilni oxidace
a redukce cysteinu, hraje klicovou roli ve struktufe a skladani bilkovin, je
rozhodujici pro udrzeni pfiméfeného redoxniho potencidlu a zodpovida
za katalytickou funkci a aktivitu nékterych proteind. Naopak nekontrolovana
ireverzibilni modifikace (denaturace) muze vést k poSkozeni proteinu s potencialné
Skodlivymi dusledky (Brosnan a Brosnan, 2006; Papet et al., 2018).

Disulfidové mustky mohou stabilizovat prostorovou strukturu jednoho
peptidového fFetézce, pak sejedna o intramolekularni mustky. Prikladem
samostatné peptidové struktury obsahujici disulfidovou vazbu jsou molekuly
endogennich opioidnich peptidi enkefalinl nebo peptidickych hormon( oxytocinu
a vasopresinu. Intermolekularni disulfidové mastky propojuji minimalné dva
odlisné fetézce. Takovymi vazbami jsou spojeny napfiklad dva téZké a dva lehké
fetézce imunoglobulini nebo vlasovy a-keratin — nerozpustny protein bohaty
na cystein. Redukce disulfidovych mulstkd o-keratinu (napf. thioglykatem
amonnym) umoznuje pouziti metody trvalé ondulace. Struktura vlasu je
rozvolnéna a stoena do pozadovaného tvaru, po oxidaci thiolovych skupin
(napf. zredénym peroxidem vodiku) dojde k obnoveni disulfidovych mustkl

a ke zpevnéni vlasu do pozadovaného tvaru (Kodiek, 2015)
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Ackoli je cystin symetricka molekula, hodnoty pK, stejnych funkénich skupin
se vzajemné vyrazné liSi. Dadvodem je posloupna disociace —druhy nahodné
disociovany proton karboxylové skupiny je odpuzovan slabéji nez prvni
a analogicky, druhy proton je k aminoskupiné vazan silngji, ¢imz je pK, druhé

aminoskupiny vySsi.

H H
HzN—?—COOH H,N—C—COOH
H—C—H H_CIZ_H
SH -2H ?
?H +2H" ?
H—C—H H—C—H
|
H2N—C|3—COOH HOOC NH;
H H

Obr. 2 Schéma redoxni reakce cystein - cystin
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2.1.1.1 Vyznam cysteinu a cystinu pro organismus

Cystein patfi mezi podminéné esencialni aminokyseliny, tedy mezi aminokyseliny,
jejichz biosyntéza je zavisla na jiné esencialni aminokyseliné. Lidsky organismus
mulze ziskavat cystein prostfednictvim tfi zdrojl: vstfebavanim z potravy,
rozkladem endogennich proteind nebo endogenni syntézou z esencialni
aminokyseliny methioninu (Yin et al., 2016). Metabolismus sirnych aminokyselin je
uzce spjat. Pfeména methioninu na cystein je jednosmérna reakce probihajici
pfevazné v jatrech. Reakce je uskuteCnéna ve dvou zakladnich krocich —
transmethylace a transsulfurace. Z methioninu vznika za spotfeby ATP molekula
S-adenosylmethionin (SAM), oznaCovana jako ,aktivni methyl“. Molekula SAM je
vyznamnym darcem methylové skupiny pfi biosyntéze raznych latek
(napf. adrenalinu, cholinu, L-karnitinu a kreatinu). Odevzdanim methylové skupiny
vznika S-adenosilhomocystein, ktery hydrolyzou odStépuje adenosin aje
pfeménén na homocystein — produkt transmethyla¢ni reakce. Homocystein muze
byt dle potfeb organismu bud opétovné methylovan na methionin nebo je za ucasti
serinu transsulfuraéni reakci transformovan v cystathionin, ze kterého
enzymatickym Stépenim vznika cystein (Duchon, 1985; Plaza et al., 2018).
Biosyntéza je =zavisla na dostupnosti enzym( ajejich substratd. Preména
homocysteinu na cystathion je katalyzovana enzymem CBS (cystathion
B-synthasa), jehoz substratem je pyridoxin (vit. B6). Rekonverze homocysteinu
na methionin se u€astni enzym methionin synthasa, ktery je zavisly na kobalaminu
(vit. B12) akyseliné listové (vit. B9). TranssulfuraCnim procesem predava
methionin cysteinu pouze atom siry, uhlikova kostra pochazi ze serinu
(Papet et al., 2018). Nedostatek zminénych vitaminl skupiny B, ale i jakékoli jiné
naruseni biosyntetické drahy, se stava pfiCinou metabolickych poruch. Jednim
z takovych onemocnéni je homocysteinurie, ktera se vyskytuje ve familiarni
nebo ziskané formé. Familidrni homocysteinurie je autosomalné recesivni
onemocnéni, nejCastéji zpusobené defektem tvorby nékterého 2z enzymu
biosyntetické drahy, coz vede knizkému az Zzadnému vytvareni cysteinu
a ke zvySené produkci homocysteinu. Ziskana forma nemoci mize byt zplsobena
z jiz zminénych nutriénich dlvodu, tedy zejména z nedostatku vitaminu skupiny B,
které jsou substratem enzymu ucastnicich se methioninového metabolismu.

Homocysteinurie je projev pfitomnosti homocysteinu v moci, vysoké hodnoty

15



homocysteinu jsou pfi tomto stavu také v krvi (hyperhomocysteinémie). Porucha
muze zpUsobovat rozlicné patologické situace. V cévach se homocystein
zachytava na stény endotelu a zvySuje riziko vzniku aterosklerotického platu,
¢emuz negativné pfispiva i vazba homocysteinu na krevni destiCky podporujici
jejich agregaci a tvorbu srazenin. Navazani homocysteinu na fibrin v kostech
zpusobuje osteopordzu a pfi vazbé na svalova vlakna zavésného aparatu CocCky
vede k onemocnéni zvanému ectopia lentis. Nedavné vyzkumy také prokazaly
spojitost s neurodegenerativnimi onemocnénimi, cukrovkou a megaloblastickou
anémii (Papet et al., 2018). Dle Hasan et al., (2019) existuje také uzka souvislost
poruchy odbouravani homocysteinu se vznikem nadorovych onemocnéni.

V extracelularnim prostoru (ECT) lidského organismu se nachazi vyluéné
L-cystin, protoZze za normalnich ECT podminek L-cystein na L-cystin velmi rychle
oxiduje. Cystin je také nejCastéjSim patologickym nalezem aminokyseliny v moci.
Cystinurie zodpovida za 1-2 % ledvinovych kamenu u dospélych a 6-8 % u déti.
Tento typ moCovych kamenu vznika v dusledku mutaci zpusobujicich poruchy
cystinové resorpce a renalniho transportu. Fyziologicky je ledvinami resorbovano
99 % filtrovaného cystinu. U pacientl s cystinurii, koncentrace cystinu v tubulech
prekraCuje prah rozpustnosti cystinu, coz vede ktvorbé cystinovych krystall
a kamenu (Duchoni, 1985; Plaza, Garcia-Galbis a Martinez-Espinosa, 2018).

U zdravych jedincu je cystin do intracelularniho prostoru transportovan
a nacystein redukovan dle potfeb bufiky. Rovnovaha mezi L-cysteinem
a L-cystinem hraje v organismu zasadni roli pfi regulaci redoxniho potencialu
a syntéze dalSich aktivnich slou¢enin metabolicky vazanych na cystein. Cystein je
prekurzorem glutathionu (GSH) a koenzymu A. Degradaci cysteinu vznika taurin,
pyruvat, sulfan a sulfaty. Pfehled vyznamnych slou¢enin metabolicky vazanych
na cystein uvadi Obr. 3 (Yin et al., 2016; Papet et al., 2018).
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Obr. 3 Slouceniny metabolicky vazané na cystein:

Cystein je stavebnim prvkem pro syntézu glutathionu (1). Degradaci glutathionu mize cystein opét
vznikat (2). Oxidacni degradacni drahou cysteinu vznika taurin nebo sulfatovy aniont (3).
Desulfuracni drahou degradace vznika sulfan (4), ktery mize vznikat také odsifenim cystinu (5)
a homocysteinu (neni zobrazen). Sulfan je metabolizovan na sulfaty (6). Cystein je prekurzorem
v syntéze koenzymu A (7). Degradaci koenzymu A vznika taurin (8). Pfevzato a upraveno
z Papetetal., (2018)

VétSina téchto metabolickych slou¢enin ma svoji aktivni fyziologickou funkci:

Koenzym A je makroergni slou€enina ucinkujici v celé Skale metabolickych
reakci. Ugastni se zejména B-oxidace mastnych kyselin a biosyntézy lipidd.
Endogenni sulfan je protizanétlivé, antioxidacni a neuroprotektivni Cinidlo,
pusobici také jako vasorelaxacni faktor, tedy jako prostfedek snizujici krevni tlak
(Yin et al., 2016; Papet et al., 2018).

Glutathion (GSH) je neobvykly tripeptid tvofeny cysteinem, glutaminem
a glycinem. Jedna se o nejhojné&jsi thiolovou slouceninu intracelularniho prostoru,
kde se z vice nez 99 % vyskytuje v redukované GSH formé. Jeho stabilita a nizky
redoxni potencial jsou zajiStény neobvyklou gama vazbou mezi glutamatem
a cysteinem, diky které muldze v bunfce existovat v relativné vysokych

koncentracich (y-glutamylova vazba Cini GSH rezistentni na peptidasy). Glutathion
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chrani buriky pfed toxickym mnozZstvim endogennich a exogennich elektrofild,
redukuje nebezpecné oxidanty (ROS, RNS), ¢imZz se sam oxiduje za vzniku
glutathion disulfidu (GSSG). Kromé antioxida¢nich ucinkd dale ovliviuje aktivitu
a stabilitu nékterych proteind prostfednictvim posttranslacni modifikace —
glutathionylace, ktera chrani proteiny pfed nevratnou oxidaci thiolové skupiny
(Klomsiri et al., 2011; Papetetal., 2018). Dale se glutathion také ucastni
konjugacni faze biotransformace xenobiotik, pfi které mohou vznikat merkapturové
kyseliny, v€etné N-acetyl-S-phenyl-L-cysteinu diskutovaného v kap. 2.1.3. Taurin

bude diskutovan v kap. 2.1.2.

2.1.1.2 Cystein v pramyslu

Zajem o prumyslovou vyrobu této aminokyseliny je velky. L-cystein se stal
zadanou slou€eninou zvlasté ve farmaceutickém primyslu pro vyrobu
cysteinovych dopliikd stravy. Pocet klinickych studii testujicich jejich efekt je
pomérné nizky, aproto pfinasi L-cystein ve formé doplikd stravy znacnou
kontroverzi (Plaza et al., 2018). U metabolicky zdravych jedinci je obsah
methioninu i cysteinu z proteint bézné stravy obvykle dostacujici a suplementace
téchto aminokyselin neni nutna. Nejvice sirnych aminokyselin obsahuji obiloviny
a maso. Nutricni deficit tak maze teoreticky nastat u jedinct dodrzujicich extrémni
rostlinnou dietu, zalozenou na Spatné stravitelnych proteinech nebo na rostlinnych
proteinech svelmi nizkym obsahem sirnych aminokyselin (napf. lusténiny).
Pfi patologickych stavech, kdy jsou poZadavky na cystein prokazatelné vyssi nez
endogenni syntéza, je suplementace cysteinem pomérné bézna. Tato terapie je
aplikovana napfiklad pfi dédi¢nych metabolickych poruchach nebo u pfedCasné
narozenych déti, které maji pfirozeny nedostatek enzymu CBS ucastniciho
se syntézy cysteinu. Cystein se pouziva také k vyrobé dochucovadel, chelataénich

Cinidel nebo pletové a vlasové kosmetiky (Papet et al., 2018; Plaza et al., 2018).
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2.1.2 Taurin

0O Taurin (2-aminoethansulfonova kyselina, viz Obr. 4)
\ NH,| je alifaticka sulfonova kyselina. V odborné literature
S/\/

HO/ \\ byva €asto nazyvana aminokyselinou, ve skutecnosti
O

se vSak jedna pouze o derivat aminokyseliny, nebot

Obr. 4 Struktura taurinu postrada karboxylovou skupinu. Taurin je bilou,

krystalickou, ve vodé dobfe rozpustnou latkou
(Duchon, 1985). Ve vodném roztoku ma charakter zwitterionu, v pevném
krystalickém stavu jsou molekuly drzeny trojrozmérnou siti vodikovych vazeb

(N-H---0), (Limaetal., 2002; Souzaetal., 2005). Taurin je povazovan

za bezpecCnou latku s velmi nizkou toxicitou. Molekula je soucasti zluCovych
kyselin a poprvé byla izolovana némeckymi védci v roce 1827 ze ZluCe byka
domaciho (lat. Bos taurus), odsud pochazi jeho nazev (Abebe a Mozaffari, 2011).
Vysoka koncentrace taurinu je pozoruhodna iv dalSich télnich tekutinach

v,

a tkanich. Jedna se o nejhojnéjSi volnou ,aminokyselinu“ Zivoc€iSnych tkani
(Lima et al., 2002; Brosnan a Brosnan, 2006). V rostlinach, az na vyjimky

(napf. fasy) zcela chybi (Ceccotti et al., 2019).

2.1.2.1 Vyznam taurinu pro organismus

Taurin je slou€enina metabolicky vazana na cystein (viz Obr. 3, kap. 2.1.1.1).
Zdrojem taurinu m(ze byt potrava nebo endogenni biosyntéza v jatrech, pfi které
vznika jako oxidaCni a dekarboxylaCni produkt cysteinu. Cystein je oxidacni
degradacni drahou nejprve enzymaticky katalyzovan na cystein sulfinat, ten
podléha dekarboxylaci zavzniku hypotaurinu, ktery oxiduje na taurin
(Bin et al., 2017; Papet et al., 2018). Biosynteticka kapacita taurinu se u riznych
zivocisnych druhu vyrazné liSi. Napriklad koCky postradaji endogenni biosyntézu
taurinu uplné. Vyrazné se liSi také distribuce taurinu v ramci daného organismu.
V lidském organismu jsou nejvyS$Si hladiny ve Zluci, stfevé, srdci, kosternim
svalstvu, mozku, nervech, jatrech, ledvinach, sitnici a leukocytech (Abebe
a Mozaffari, 2011). Taurin se nachazi také v matefském mléce. V tkanich plodu
i novorozence je obsah taurinu velmi vysoky asvékem rychle klesa
(Freire et al., 1996; Hardy a Norwood, 1998).
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Nejvice taurinu je obsazeno v potravinach zZivocisného plvodu, zejména
ve vejcich, mase a mofiskych plodech (Papetetal.,2018). Vyznamné nizSi
koncentrace taurinu byly zjistény v krvi a moci vegant (Laidlaw et al., 1987).
Pfijaty iendogenni taurin je do intracelularniho prostfedi transportovan bud
stereospecifickymi aktivnimi transportéry nebo pfi vysokych koncentracich pasivné
difuzi (Abebe a Mozaffari, 2011).

Taurin ma& v organismu fadu fyziologickych funkci. Ug&astni
se osmoregulace, vyvoje plodu a konjugace ZluCovych Kkyselin. Zasahuje
do cinnosti neurotransmitertl, ovliviiuje homeostazu vapniku aje nezbytny pro
tvorbu fotoreceptord (Brosnan a Brosnan, 2006; Abebe a Mozaffari, 2011). Podili
se na snizovani krevniho tlaku, stimulaci glykolyzy a glykogeneze nebo
na odstrafiovani toxinu diky svym antioxida¢nim vlastnostem
(Moreira et al., 2018). Dale optimalizuje nervovy pfenos a pomaha prekonavat

pocit fyzického a psychického vy€erpani (Bromova et al., 2010).

2.1.2.2 Taurin v priamyslu

V disledku zmifiovaného mnozstvi pfiznivych vlivd na organismus je taurin stalym
predmétem védeckych vyzkumi a jeho primyslové vyuziti je Siroké. Taurinem
jsou bézné obohacovany kojenecké vyzivy nebo krmiva koCek aryb (Brosnan
a Brosnan, 2006; Ceccottietal.,, 2019). Pomérné velké mnozstvi taurinu
se pfidava ve smési s jinymi dopliky (napf. s kofeinem, guaranou, kreatinem)
do energetickych napoja. Samotny taurin je bezpecna slozka energetického
napoje, ucinky kofeinu v8ak mnohonasobné zesiluje, atak zvlasté v této
kombinaci maze télu ublizit (Bromova et al., 2010). DalSi vyuziti taurinu je pfi
vyrobé vlasové kosmetiky (Collin et al., 2006) nebo prostfedku upravujicich vodu
v bazénech (Papet et al., 2018).

Taurin je studovan i pro dalSi biologické i nebiologické aplikace, mezi néz
patfi napfiklad elektropolymerizace tenkych vrstev taurinu pro vyrobu chemickych
senzorl a biosenzord, inkorporace taurinu do membran a filma pro nandfiltraci
nebo ziskavani zlata z vody pomoci taurinem modifikované celulézy. VétSina
téchto aplikaci je zaloZena na modifikaci taurinu a jeho interakci s nanocCasticemi

(Moreira et al., 2018). Kumar et al., (2020) dale pouzili taurin jakozZto stabilizacni
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obalku zlatych nanocastic s cilem snizit toxicitu kovovych nanocastic pouzivanych

v nanomediciné.

2.1.3 N-acetyl-S-phenyl-L-cystein (NAPCy)
O N-acetyl-S-phenyl-L-cystein (dale NAPCy) neboli

NH—/< kyselina S-fenylmerkapturova, Obr. 5, patfi mezi

/_S: CH3 N.acetyl-S-substituované cysteiny, tj. merkapturaty.
S 0

G Ve srovnani s cysteinem tento derivat nese na svém
Obr. 5 Struktura NAPCy terminalnim atomu dusiku acetylovou skupinu

a thiolova skupina je ,kryta“ fenylovou funkcni skupinou.

2.1.3.1 Vyznam NAPCy pro organismus

Merkapturové kyseliny, derivaty N-acetylcysteinu, jsou produktem kondenzace
cysteinu a aromatickych slou€enin. Biologicky se tvofi pfi biotransformaci
xenobiotik, nejCastéji benzenu. V konjugacni fazi biotransformace se elektrofilni
latky vazou na nukleofilni skupinu SH glutathionu. Tvorba glutathionovych
konjugatd je katalyzovana enzymy glutathion-S-transferazami aje mirou
schopnosti odbouravat fyziologické biomolekuly a nepfimo také mirou rizika
poSkozeni zdravi pfi pfitomnosti nékterych pfislusnych latek (napf. benzenu)
v organismu. Glutathionové konjugaty jsou nasledné metabolizovany
na merkapturové kyseliny, které jsou vylouCeny moc¢i. PFf pfeméné
glutathionovych  konjugatd  na merkapturové kyseliny dochazi po dvou
hydrolytickych krocich nakonec k acetylaci aminoskupiny v cysteinu (Horak et al.,

2004). Schéma prfemény glutathionovych konjugatu zobrazuje Obr. 6.

NHCOCH
GSH + RX —= GSR —— S

HOOC R
R — alkyl merkapturova kyselina

GSH - glutathion

Obr. 6 Schéma pfemény glutathionovych konjugatt na merkapturové kyseliny.
Prevzato a upraveno z Horak et al., 2004
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NAPCy je minoritni metabolit benzenu vylu€ovany moci (Haufroid a Lison,
2005). Benzen je nejjednodussi aromaticky uhlovodik, pramyslové vyuzivané
organické rozpoustédlo. Vzhledem k toxicité je jeho vyuZzivani regulovano. Jedna
se o latku znecistujici Zivotni prostfedi s prokazatelnymi karcinogennimi ucinky.
Bézné se vyskytuje pfi spalovani dfeva a uhli, v emisich motorovych vozidel,
ve vyparech benzinu nebo v cigaretovém koufi (Wulandari et al., 2018). Chronicka
expozice benzenu muize vést k akutni myeloidni leukémii, rakoviné plic nebo
mnohocCetnému myelomu (Wang et al., 2013). Benzen oxiduje na nestabilni
epoxid, ktery je dale pfemérniovan na fenol a dalSi metabolity (NAPCy, katechol,
hydrochinon a trans-mukonovou kyselinu), (Horak, Linhart a Kluson, 2004;
Wulandari et al., 2018). Stanoveni NAPCy v moc€i je pouzivano jako vysoce
specificky a citlivy biomarker pro monitorovani expozice benzenu a toluenu
(Mathias a Hymer, 2017).

2.1.4 N-acetyl-L-cystein methylester (NACyM)
9 N-acetyl-L-cystein  methylester (viz Obr.7) je

syntetickd aminokyselina. Ve srovnani s cysteinem
HS OCH, tento derivat nese na svém terminalnim atomu dusiku
acetylovou skupinu a karboxylova skupina je ,kryta“
HN CH,4 y Y y pina | y
\"/ methylesterovou funkéni skupinou. Polarita pavodni
O

hydroxylové skupiny karboxylu kyseliny je vznikem

Obr. 7 Struktura NACyM esterové vazby znacné snizena, proto jsou estery
ve vodé meéné rozpustné a maji nizsi bod varu nez
materska kyselina (Duchon, 1985).

NACyM je pfedmétem nékterych védeckych zaméru. Vyskytuje se jako
soucast molekuly preklinicky studovaného prolé€iva GPA512 s potencialem pro
léCbu rakoviny (Escobar et al., 2016). Poopari et al., 2015 studovali chiralitu
adalsi optické vlastnosti NACyM a N-acetyl-L-cysteinu  prostfednictvim
infracervené spektroskopie a vibracniho cirkularniho dichroismu.
Delgado-Pérez et al., 2013 pouzivali kvantové teCky z CdSe/ZnS pro rozliSeni
chirality vybranych |éCiv, pfiCemz byl povrch te€ek modifikovan molekulami

NACyM.
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2.2 Vibracni spektroskopické metody

Zjisténi konstituce slou€eniny je v mnoha pfipadech pracné a obtizné. U synteticky
pfipravenych slouCenin vyplyva konstituce ze sledu reakci a jeji ovéfeni nebyva
z pfirozeného materialu nebo objasnéni a pochopeni molekulovych interakci, které
neni mozné jednoduSe pfedpovédét. Kombinaci rozmanitych chemickych
a fyzikalnich metod Ize slozité konstituce a interakce zcela objasnit nebo je
alespon pfiblizit (Duchori, 1985; Milata et al., 2008).

Z fyzikalnich metod nachazeji nejvétsi uplatnéni metody spektroskopicke,
pfi nichZ pozorujeme interakci elektromagnetického zareni s molekulami vzorku
(s vyjimkou hmotnostni spektrometrie). V zasadé mohou nastat tfi mozné
déje — reflexe, rozptyl nebo absorpce paprsku.

KliCovy vyznam pro studium struktury ma absorpce. Energie
absorbovaného zafeni se mize spotfebovat na pfechody elektrond tvoficich
chemické vazby, dale na zvySeni vibracni energie chemickych vazeb nebo
na zvyseni rota¢ni energie molekul (Kovac a Lesko, 1980).

Nemaly vyznam ma také studium rozptylu. Vibrace molekul Ize urcit
prostfednictvim pfechodl mezi vibraCnimi energetickymi hladinami. K pfechodu
do vybuzeného stavu je potieba energie, ktera rozdilu obou stavi odpovida.
Kvanta IC zafeni vybudi molekulu ze zakladni vibraéni hladiny do vy$siho
vibraéniho stavu a méfenim absorbovaného zafeni vznika IC spektrum. Stejny typ
informace o vibraénich hladinach mohou poskytovat kvanta UV, Vis a IC zafeni
prostfednictvim neelastického Ramanova rozptylu. Vibraéni frekvence molekul
jsou tak nezavislé na tom, zda je studujeme IC nebo Ramanovou spektroskopii,
vzajemné  sedopliuji, av8ak intenzity pasu jsou zcela odliSné
(Prosser et al., 1989; Milata et al., 2008). Nasledujici podkapitoly jsou zaméreny

na infraervenou a Ramanovu spektroskopii.
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2.2.1 Infraéervena spektroskopie (IC)

Principem IC spektroskopie je absorpce infraderveného zafeni pfi prdchodu
vzorkem, pfi niz dochazi ke zménam vibraéné-rotacnich energetickych stavu
v zavislosti na zménach dipolového momentu molekuly (pfi normalni vibraci musi
predstavovat oscilujici dipol). Ziskané hodnoty vibraCnich energii jsou zavislé
na pevnosti vazeb, molekulové symetrii a hmotnosti jader. Metoda poskytuje
informace o pfitomnosti a charakteru funk&nich skupin, ale téZz o pfitomnosti
aromatickych jader, dvojnych vazeb apod. (Duchon, 1985; Milata et al., 2008).

IC pokryva oblast elektromagnetického spektra v rozsahu délek 800 nm
az 1000 pm, béznéji se namisto vinové délky pouziva vinocet, tj. rozsah
12500-10 cm™. Oblast IC Ize rozdélit na blizkou (NIR, 12500-4000 cm™), stfedni
(MIR, 4000-400 cm™) a vzdalenou (FIR, 400-10 cm™). Uvedena rozmezi jsou
spiSe konvencni av literatufe se mohou mirné liSit (Milata et al., 2008). Kazda
molekula ma urcity vibraCni stav, ktery lze absorpci vhodného zafeni zmeénit.
Energie zafeni v této oblasti neni dostaCujici pro excitaci elektronl, zpusobuje
pouze vibracni a /nebo rotaéni zmény (zvySeni vibracni a /nebo rotacni energie).
Zareni pochazejici z FIR oblasti vyvolava zménu rotacnich stavi, z MIR a NIR
oblasti vyvolava vibraéné-rotacni pfechody. U pevnych latek a u roztokd existuji
dostateCné pevné vazby a rotacni pohyb je ,zmrazen®, tzn. |ze pozorovat pouze
vibrace, zatimco uplynnych latek je mozZno pozorovat spektra rotaéni
a rotacné-vibraéni. Cistd vibraéni spektra se prakticky nepozoruji, nebot
nastavaji-li zmény vibraCnich stavl, jsou doprovazeny soucasné izménami
rotacnimi (Milata et al., 2008; Klouda, 2016). Pro identifikaci a ur€ovani chemické
struktury se nejCastéji pouziva zareni z oblasti MIR (Kania, 2007).

Vibracni pohyb si lze predstavit jako periodickou zménu mezijaderné
vzdalenosti atomu. Vibrace, pfi kterych se méni délka vazby, se nazyvaji valen¢ni
vibrace ajsou dale klasifikovany jako symetrické a antisymetrické. Vibrace, pfi
kterych se méni vazebny uhel, se nazyvaji deformacni vibrace a Ize je dale Clenit
na rovinné a mimorovinné. Pfi srovnani polohy valenénich a deformacnich vibraci
téze skupiny atomu jsou frekvence valenc¢nich vibraci vzdy vy$Si nez frekvence
vibraci deformacnich (Kovac a LesSko, 1980; Kania, 2007).

Pocet vibraci vazeb zavisi na poCtu atomi v molekulach. Atomova jadra

konaji translacni, rotaCni a vibracni pohyby, pficemz kazdy druh pohybu ma urcity
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pocet stupnu volnosti. Molekula o N atomech ma 3N stupnd volnosti, z toho 3
stupné translacni, dalSi 3 stupné rotacni (v pfipadé nelinearni molekuly) a zbytek
3N — 6 stupiu vibracnich (3N -5 v pfipadé linearni molekuly — rotacni stupné
jsou pouze dva). Kazdy vibracni moéd ma vlastni systém stacionarnich stavu
a celkovy vibra¢ni stav molekuly je pak jejich souhrnem. MozZnych vibragnich stavu
ma tak viceatomova molekula obrovské mnozZstvi (Prosser et al., 1989; Kania,
2007). Dvouatomova molekula ma jediny vibraéni stupen volnosti pfipadajici
na natahovani vazby mezi obéma atomy. Vibrace dvouatomovych molekul Ize
priblizit modelem harmonického oscilatoru, ve kterém jsou dva hmotné body
spojené pruzinou. Sila F, ktera se snazi vratit hmotné body do jejich rovnovazné
polohy je umérna odchylce délky vazby Ar. Konstanta této umérnosti k, se nazyva
silova konstanta:
F=kAr

Pro frekvenci vibrace harmonického oscilatoru pak plati rovnice odvozena

Zz Hookova zakona:

kde v je frekvence au je redukovana hmotnost, ktera je zavedena pro

dvouatomovou molekulu o hmotnostech m; a m; a je definovana vztahem:

mymy
m1+ mo

Z vySe uvedenych vztahl plyne, Ze v pfipadé rostouci hmotnosti atom
se frekvence (energie) vibrujiciho systému sniZzuje a se zvySujici silovou
konstantou (pevnosti vazby) se frekvence (energie) vibrace zvySuje
(Milata et al., 2008).

Smyslem méfeni studovanych latek prostfednictvim IC je uréeni frekvenci
(vinocta) pfi kterych dochazi k absorpci, tedy ke zménam vibracnich stavi v ramci
téhoz elektronového stavu. Pro pfechody mezi vibracnimi stavy plati vybérova
pravidla. V pfipadé linearniho harmonického oscilatoru jsou jednotlivé stavy
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charakterizovany jedinym vibracnim kvantovym Cislem. Dovolenymi pfechody jsou
fundamentalni pfechody (1 <« 0) atzv. horké pfechody vychazejici z tepelné
excitovanych hladin (2 < 1). Frekvence absorbovaného zareni je pfi zminénych
pfechodech  pfimo rovna frekvenci pfislusného vibracniho  maodu
(Prosser et al., 1989; Milata et al., 2008). Jelikoz je vétSina molekul v zakladnim
vibranim stavu, nejsilnéjSimi realizovanymi pfechody jsou fundamentalni pasy.
Vyskyt jinych nez fundamentalnich prfechodd je zpUsoben odchylkami
od harmonické aproximace. Model harmonického oscilatoru nerespektuje silnou
repulzi mezi nabitymi €asticemi pfi malych mezijadernych vzdalenostech ani
moznost disociace vazby (Prosseretal., 1989; Kania, 2007). V dusledku
anharmonicity se vibrace vzajemné ovliviiuji, coz ma zanasledek vyskyt
kombinacnich pfechod, které vznikaji sou€asnou zménou vibracniho kvantového
Cisla nékolika vibracnich médua. Harmonickému oscilatoru rovnéz neodpovida
zavislost potencialni energie na velikosti vibracni soufadnice. Energetické hladiny
nezachovavaji konstantni vzdalenost, rozdily mezi nimi se pro vyssi kvantova Cisla
zmens8uji. Z tohoto dlvodu jsou ve spektru také tzv. svrchni tény (vySSi
harmonické pfechody, overtony), tedy pfechody se zménou vibraéniho kvantového
Cisla Av ovice nez 1 (Prosser etal., 1989; Milata et al., 2008). Realny vinocet
absorpéniho pasu je pak ve srovnani s harmonickym oscilatorem nizSi (Kovac
a LesSko, 1980).

Pravdépodobnost uskutecnéni prechodu zavisi na maticovém elementu
tranzitniho momentu pfechodu, ktery Ize obvykle s vysokou pfesnosti aproximovat
elektrickym dipélem molekuly (Kania, 2007). Zména dipdlového momentu je
zakladnim vybérovym pravidlem a podminkou pro to, aby byla jakakoliv vibrace
v infraderveném spektru aktivni. Cim vétsi je tato zmé&na, tim je absorpéni pas
ve spektru intenzivnéjSi. Pokud vibrujici molekula nevykazuje zménu dipélového
momentu, nedochazi k absorpci fotonu infraerveného zafeni a vibrace je v IC
spektru neaktivni. VSeobecné Ize fici, ze IC poskytuje predevsim informace
o polarnich vazbach v molekule, tedy o funkénich skupinach s heteroatomy.
Nepolarni nebo malo polarni vazby neposkytuji Zzadné nebo slabé pasy
(Milata et al., 2008).

Zmény celkového dipdlového momentu pfi vibraci souvisi se symetrii

molekuly. Symetricka vibrace nevede ke zménam dipdlového momentu. Pokud ma
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molekula stfed symetrie, zUstava pfi stfedové symetrickych vibracich hodnota
dip6lového momentu molekuly konstantni, protoze pohyb jadra je kompenzovan
opacnym pohybem symetricky poloZzeného jadra (Prosser etal., 1989). Pasy
pfifazené témto vibracim bud nepozorujeme, nebo jsou ve srovnani
s antisymetrickymi vibracemi mnohem méné intenzivni. Vzhledem Kk existenci
zakazanych péasu je pak realné pozorovany pocet vibraci niz8i nez 3N -6
(pFip. 3N — 5).

DalSim faktorem, snizujicim pocCet pasu jsou degenerované vibrace, které
se v dusledku shodnych frekvenci projevuji spole€nym absorpénim pasem. Ke
zvySeni poCtu pasu ve spektru naopak pfispivaji slabsi pasy svrchnich ton(
(Milata et al., 2008). Ve spektru viceatomovych molekul se mohou objevovat také
kombinacni vibrace, které vznikaji sou¢asnou zménou vibracniho kvantoveho Cisla
nékolika vibracnich moda (Prosser et al., 1989). Interpretaci spekter miaze dale
komplikovat Fermiho resonance, kniz dochazi, shoduje-li se frekvence
fundamentalnihno pfechodu s nékterou (pdvodné malo intenzivni) vysSi
harmonickou nebo kombinacni frekvenci. Namisto dvou prekryvajicich se pasu
dochazi v dusledku kvantové mechanické interakce k malym posunim
ak vyrovnani intenzit obou past zavzniku tzv. Fermiho dubletu
(Milata et al., 2008).

Analytickym vystupem metody IC je pasové spektrum, které je grafickym
zobrazenim funkéni zavislosti energie (obvykle vyjadiené jako transmitance nebo
absorbance) na vinové délce dopadajiciho zafeni. Pasy odpovidaji raznym typtim
vibraCnich pfechodd molekul vzorku (Klouda, 2016). Ve spektrech prevazuji
vibra¢ni prfechody. Rotacni pfechody v kapalinach a tuhych latkach v dusledku
interakci molekul splyvaji v kontinuum (Milata et al., 2008).

Spektrum se obvykle rozdéluje na oblast charakteristickych (skupinovych)
vibraci (4000-1500 cm™) a na oblast otisk(i prstli (1500-670 cm™). V oblasti
charakteristickych ~ vibraci se nachazi pasy vibraci funkénich  skupin
(Klouda, 2016). Charakteristické vibrace vibruji pomérné nezavisle na zbytku
molekuly. Relativné konstantni vinoCet valenéni vibrace v rlznych skupinach
vyplyva z konstantni hodnoty silové konstanty vazby v molekulach. Zmény
seskupeni molekul v3ak v charakteristickych vino¢tech funk&nich skupin zpusobuji
odchylky. Ptikladem mohou byt CH valenéni vibrace methanu (2900 cm™), ethanu
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(3100 cm™) a acetylenu (3300 cm™), (Kovaé a Ledko, 1980). V oblasti otiskt prsttl
se nachazi pasy deformacnich vibraci. Oblast je velmi silné ovlivnéna okolnimi
vazbami i celkovou strukturou molekuly. Takové vibra¢ni chovani celého skeletu
molekuly je pro kazdou molekulu unikatni, ¢ehoz se vyuziva pro identifikaci
organickych latek (Klouda, 2016).

S rozvojem vypocetni techniky doS$lo k praktickému rozSifeni infralervenych
spektrometrd s Fourierovou transformaci (FTIR spektrometry). U téchto konstrukci
se namisto monochromatoru pouziva interferometr (k zesileni/zeslabeni zdroje)
a pro ziskani klasického spektralniho zaznamu vyzaduji matematickou metodu
Fourierovy transformace. VétSina pfistroju je vyrobena pro zaznam méfeni
v rozsahu vinovych délek z MIR oblasti. Usporadani FTIR spektrometrl umozriuje
rychlé zmérfeni spektra a analyzu vzorkl, u nichz dochazi k velkym energetickym
ztratam, tj. méreni silné absorbujicich vzorkd (Stuart, 2013; Klouda, 2016).

Uginnou arychlou technikou méfeni IC spekter je pouziti FTIR
spektrometru s pouzitim metody zeslabené totalni reflexe — ATR (Attenuated Total
Reflection). Méfeny vzorek je v dokonalém kontaktu s krystalem ATR. Je nutné,
aby mezery mezi vzorkem a sténou odrazného hranolu byly podstatné mensi nez
vinova délka zareni. Sériemi tzv. evanescentnich vin zafeni Caste¢né pronika
do analyzovaného materialu. Absorbance vzorku se projevi snizenim intenzity
odrazeného zareni (Prosser et al., 1989; Kania, 2007).

IC absorpéni spektroskopie je nedestruktivni, rychla arelativné levna
metoda kvalitativni analyzy organickych ianorganickych latek ve vSech
skupenstvich. Vzorkem muzou byt napf. organické slouceniny, anorganické
a biologické vzorky, oleje, polymery, mineraly apod. (Milata et al., 2008; Klouda,
2016). Metoda se pouziva nejCastéji k identifikaci funkénich skupin bez ohledu
na zbytek molekuly nebo k identifikaci konkrétni latky srovnanim s knihovnou
spekter. MUze byt vyuzita i k dikazu novych slouc¢enin nebo pro vyzkum kinetiky

chemické reakce (Milata et al., 2008).
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2.2.2 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je nedestruktivni analytickd metoda zalozena
na nepruzném tzv. Ramanovu rozptylu fotond monochromatického zareni zejména
z blizké UV oblasti, Vis nebo NIR oblasti (Milata et al., 2008).

Ramanuv rozptyl je obvykle buzen zafenim, které vzorek neabsorbuje, tedy
neni schopno excitovat elektron. Zdroj zafeni musi byt velmi intenzivni, nebot
Ramanuv rozptyl je velmi slaby. Zcela zasadni byl pro tuto techniku vyvoj laserq,
ktery se s dostateCnym vykonem a dostupnosti velké Skaly excitacnich vinovych
délek, stal idealnim zdrojem zareni pro Ramanovu spektroskopii (Strauch, 1994).
VyuZivaji se napf. lasery Nd-YAG (532 nm), Ar lasery (514 nm) a He-Ne lasery
(632 nm), (Stuart, 2013). Pfi ozafovani vzorku laserovym paprskem a v pfipadé,
Zze nedochazi k jeho absorpci s elektronovymi prechody, je vétSina prochazejicich
fotonl vzorkem transmitovana (plynné a kapalné vzorky) nebo reflektovana (tuhé,
neprthledné vzorky). Nestaci-li energie zareni na elektronovy pfechod a je-li vyssi
nezli energie vibraCnich pfechodl, tak pfi anihilaci dopadajiciho fotonu tato
interakce prevede molekulu do velmi nestabilniho kratkodobého virtualniho stavu
(< 10" s) a energie dopadajiciho fotonu se nasledné velmi rychle vyzati do okoli
(Milata et al., 2008).

Analyza rozptyleného zareni vzorku monochromatickym zafenim zahrnuje
dvoji typ linii, jednak linie se shodnou frekvenci excitaéni vinové délky, pak
se jedna o elasticky Rayleightiv rozptyl (102 foton(i z plivodné dopadajiciho
zafeni), jednak s frekvencimirné vySSi nebo mirné nizSi, pak se jedna
0 neelasticky Ramantv rozptyl (< 10® fotont z pavodné dopadajiciho zafeni),
(Strauch, 1994).

Rayleighliv rozptyl je znam od roku 1871. Pfi tomto rozptylu nenastava
zména polohy jader molekuly. Pocate¢ni a koneCny stav molekuly je shodny,
molekula se vrati z virtualniho stavu do pocateCniho a energie i frekvence jsou si
rovné. Rozptylené zafeni o rozdilné frekvenci se nazyva Ramanlv rozptyl
(Milata et al., 2008).

Ozafenim vzorku intenzivnim monochromatickym svétlem Ize ve spektru
rozptyleného zafreni pozorovat kromé budici &ary (elastického Rayleighova
rozptylu) isymetricky rozlozené slabsi linie (zplUsobeny neelastickou srazkou

fotonl s molekulou), pfiemz vzdalenost téchto linii je pro rozptylujici molekulu
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charakteristicka a nezavisla na vinové délce budiciho zafeni (Prosser et al., 1989;
Milata et al., 2008). Symetricky rozloZené linie po stranach budici Cary jsou
nazyvany Stokesovymi a anti-Stokesovymi liniemi. Stokesovy linie vznikaji
v pfipadé, kdy je po interakci fotonu s molekulou vyzafen foton o menSi energii
(vyssi vinové délce), protoze Cast energie byla spotfebovana na zvySeni vibraéni
energie. Druhy, méné pravdépodobny pfipad anti-Stokesovych linii nastane, kdyz
foton pfevezme vibraCni energii od molekuly a vyzafi se foton o vétsi energii
(kratSi vinové délce). PrestoZze nesou Stokesovy a anti-Stokesovy linie stejnou
informaci o frekvenci, v praxi se obvykle vyuziva pouze méfeni intenzivnéjsSiho
Stokesova rozptylu. Rozdily v intenzitach jsou dany Boltzmannovou distribuci
(Strauch, 1994; Stuart, 2013).

Pro zachyceni vibraéniho Ramanova spektra je nutné, aby doslo ke zméné
polarizovatelnosti, tj. mira s jakou narocnosti se vychyli rozloZeni naboje, neboli
s jakou naroc€nosti je prostfednictvim excitovaného zareni v molekule indukovan
dipdlovy moment. V Ramanové spektru je intenzita past umérna druhé mocniné
zmény polarizovatelnosti b&hem vibraéniho pohybu (zatimco v IC spektru je
umérna druhé mocniné zmény dipolového momentu). Méfeni Ramanova rozptylu
zavisi stejné jako IC také na symetrii. Pro molekuly se stfedem symetrie plati
tzv. pravidlo vzajemné vylu€nosti, tj. vibrace se stfedem symetrie, které jsou
aktivni v Ramanové spektru, jsou inaktivni v IC spektru a naopak (Strauch, 1994).

Ramanuv rozptyl byl nejprve teoreticky pfedpovézen Smekalem v roce
1923. Dale ho experimentalné studoval a pozdéji i potvrdil a demonstroval indicky
védec Sir C. V. Raman (1928), po némz byl jev nazvany (Nobelova cena 1930).
Ke stejnému objevu nezavisle, vsak o tfi mésice pozdéji, dospéli také G. Landberg
a L. Mandelshtam v Moskveé (Strauch, 1994; Milata et al., 2008).

Ve snaze zvySeni signalu Ramanova jevu byly vyvinuty nékteré zesilujici
techniky. Mezi spektroskopie se zvySenou citlivosti patfi povrchové zesilena
Ramanova spektroskopie (SERS), ktera bude pfiblizena v nasledujici kapitole
a rezonan¢ni Ramanova spektroskopie (RRS), ktera spociva v excitaci zarenim
o vinové délce spadajici do absorpéniho pasu analyzovaného vzorku. Zesileni
efektem RRS je 10°-10°nasobné (Milata et al., 2008).
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2.2.2.1 Povrchové zesilena Ramanova spektroskopie (SERS)

Povrchem zesilenym Ramanovym rozptylem (SERS) se rozumi vyrazné zesileni
Ramanova rozptylu (108-10? krat) pro molekuly, jeZ jsou adsorbované na vhodny
kovovy nanosubstrat. Zesileni bylo poprvé experimentalné zjisténo u pyridinu pfi
jeho adsorpci na zdrsnény povrch stfibrné elektrody v roce 1974. NejCastéji
pouzivanymi kovy pro tuto techniku jsou stfibro, zlato nebo méd
(Kneipp et al., 2002; Kuckova et al., 2018).

Vhodnymi a €asto pouzivanymi SERS-aktivnimi povrchy jsou zlaté
a stfibrné koloidy. Pfiprava probiha nejCastéji chemickou redukci dusiChanu
stfibrného borohydridem nebo citratem sodnym. Jejich nevyhodou je nestabilita
jejich povrchu (koncentrace atyp rezidualnich iontl, povrchovy potencial atp.)
komplikujici reprodukovatelnost ziskanych vysledkl. Z tohoto divodu jsou
perspektivni metody pro pfipravu ,chemicky Cistych* koloidd laserovou ablaci kovu
ponofeného do vody zapouziti pulzniho laseru (Prochazka, 1997,
Kneipp et al., 2002).

Zakladem zesileni Ramanova rozptylu je adsorpce zkoumané latky
na povrch nanocastic. Interakci  elektrického  pole s nanocCasticemi
s menSim rozmérem nez je vinova délka dopadajiciho zareni, dochazi k polarizaci
elektrond. Polarizace da vzniku naboji vyvolavajicimu kolektivni oscilace
dipolarnich povrchovych elektronl. Tento efekt klesa se ¢tvrtou mocninou
vzdalenosti analytu od povrchu nanocastice aje tak omezen na povrch
nanocastice nebo jeji tésnou blizkost. Frekvence oscilaci povrchovych plasmonl
jsou znamy jako lokalizovana povrchova plasmonova rezonance
(LSPR — Localized Surface Plasmon Resonance), (Kuckova et al., 2018).

Vzhledem ktomu, Ze intenzita Ramanova rozptylu je umérna druhé
mocniné indukovaného dipélového momentu se nabizi dva mozné zpusoby
zesileni, tj. zvySeni elektrického pole adsorbované molekuly nebo zvySeni
polarizovatelnosti. Na SERS efektu setak obecné podili dva zakladni
mechanismy — elektromagneticky a chemicky (Milata et al., 2008).

Elektromagneticky mechanismus diky rezonancni excitaci povrchovych
plasmonl vyrazné zesiluje intenzitu dopadajiciho a rozptylovaného zareni (faktor
zesileni cca 104—106). Tento mechanismus vyzaduje pfitomnost nanosubstratu.

Souvisi se zménami elektrického pole na povrchu nanocastice kovu a neni tedy
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zavisly na povaze studované molekuly (zalezi vSak napf. na tvaru nanocastic,
agregaCnim stavu apod.). Jde o spfazeni oscilujici slozky elektrického pole
excitaéniho zafreni a rozptyleného Ramanova zafeni s oscilacemi povrchového
plasmonu na nanocasticich kovu. Je-li elektrické pole rovnomérné rozprostieno
po celém povrchu Castice, tak je najejich povrchu mozné laserem vybudit
indukované pole zesilujici Ramanuv rozptyl. Vodivé elektrony povrchu kovu jsou
oscilovany se stejnou frekvenci, jakou ma dopadajici zafeni a vytvareji indukovany
dipol. Vinova délka laseru musi splfiovat podminku rezonance s povrchovym
plasmonem, neboli je potfeba, aby vinova délka excitatniho zareni spadala
do  extinkéniho pasu pfislusného koloidniho  systému  (Campion a
Kambhampati, 1998; Kuckova et al., 2018).

Chemicky mechanismus (mechanismus molekularni rezonance) zvySuje
polarizovatelnost molekuly. Vznika v disledku efektu pfenosu naboje nebo tvorby
adsorpcniho komplexu mezi molekulou a nanocastici. K vyuziti chemického
mechanismu je nutné byt v rezonanci s absorp&nim pasem zkoumané latky nebo
s absorpCnim pasem vytvofeného komplexu nanocastice se zkoumanou latkou.
V porovnani s elektromagnetickym mechanismem je prispévek k zesileni signalu
a povrchem kovové nanocastice Ize rozliSit fyzisorpci (adsorbat interaguje slabou
interakci na urovni energii van der Waalsovych sil) a chemisorpci (adsorbat je
vazan silami srovnatelnymi s energiemi chemickych vazeb), (Milata et al., 2008;
Kuckova et al., 2018).

V pfipadé, Ze je wuplatnén jak elektromagneticky, tak chemicky
mechanismus zesileni, neboli kdyz vinova délka odpovida vinové délce
povolenych elektronovych prechodi v molekule azaroven je v rezonanci
S pfislusnym povrchovym plasmonem, hovofime o efektu SERRS (Surface
Enhanced Resonance Raman Scattering), pfi kterém lze dosahnou zesileni
konvenéniho Ramanova signalu az 10-10"krat (Kneipp et al., 2002;
Milata et al., 2008).

Metoda SERS je velmi citliva a je schopna detekovat latku na urovni jedné
molekuly (Kneipp et al., 2002). Pouziti je velmi Siroké asaha od chemie,

mikrobiologie, potravinarstvi, toxikologie, forenznich véd az po Iékafské obory.
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V klinické praxi ji 1ze vyuZzit napfiklad v biosenzorech k detekci molekul spojenych

s vyskytem rakoviny, Alzheimerovy ¢i Parkinsonovy nemoci (Ku¢kova et al., 2018).

2.3 Vybrané metody studia koloidnich soustav
Kromé metod vibracni spektroskopie je ke studiu interakce koloidnich soustav
vyuzivana také absorpcni elektronova spektroskopie v UV-Vis oblasti, dynamicky

rozptyl svétla a méreni potencialu zeta.

2.3.1 UV-Vis absorpce

Podstatou molekulové absorpCni spektroskopie v UV-Vis oblasti je méfeni
a interpretace spekter molekul latek absorbujicich ultrafialové a viditelné zareni
v rozsahu vinovych délek 200-800 nm (Milata et al., 2008; Klouda, 2016). Pri
absorpci dochazi k excitaci valennich elektronl (zvlasté nevazebnych elektronud
a1 elektronl), které jsou soucCasti molekulovych orbitald. Méfena spektra
odpovidaji pfechodim elektroni mezi zakladnim a excitovanym stavem molekul
vzorku. Vnitini energie molekuly je dana soucétem energie elektronové, vibraéni
a rotacni. Mezi zakladni a excitovanou elektronovou hladinou je velky energeticky
rozdil (10% kJ/mol). Nejmensi rozdil je mezi energiemi hladin rotaénich
(10 kJ/mol). Absorpci fotonu molekula pfijme energii, coz vede k pfechodu
elektronu na excitovanou hladinu — jednu z mnoha vibraénich a rotacnich hladin.
Dusledkem je absorpce fotonu jen o malo se liSicich energii a vytvareni velmi
blizkych absorpénich €ar splyvajicich v pas (Duchon, 1985; Klouda, 2016).

Jak jiz bylo zminéno (kap. 2.2.2.1), dopadem elektromagnetické viny
na ¢astici kovu muze dochazet ke kolektivnim objemovym oscilacim vodivostnich
elektront produkujicich na povrchu nanoc&astic Sifeni vin, oznafovanych jako
lokalizované  povrchové  plasmony LSPR  (Kuckova et al., 2018; Liu
a Lammerhofer, 2019). Pro zlato a stfibro jsou pasma LSPR ve Vis oblasti
elektromagnetického spektra, atak jsou stfibrné izlaté koloidy intenzivné
zbarveny. Pasmo LSPR je vyznamné ovliviiovano velikosti, tvarem, agregaci
nanocastic a celkovym chemickym slozenim koloidniho roztoku. Po agregaci
muze v disledku zmén v LSPR dochazet k vyrazné zméné zbarveni koloidd,

¢ehoz Ize vyuzit také pro kolorimetrickou detekci latek (Kuckova et al., 2018).

33



V ramci pfedlozené prace byla UV-Vis spektra méfena pro optimalizaci
méfeni SERS. ZjiSténi oblasti rezonance napovédélo, zda bude vzorek SERS
aktivni nebo bude zméfeno pouze konvencni Ramanovo spektrum. Navic mohou

vysledna spektra podat informace i o velikosti a tvaru.

2.3.2 Méreni potencialu zeta

Potencial na samotném povrchu ¢astic je znamy jako Nernstiv potencial, avSak
nelze pfimo méfit (Bhattacharjee, 2016). Pro popis chemie povrchu pevnych
materialt a koloidnich soustav je dulezitym parametrem elektrokineticky potencial
(zeta potencial). Generuje se narozhrani mezi povrchem pevné latky (disperzni
faze) a kapalinou (disperznim prostiedi). Zeta potencial reprezentuje povrchovy
naboj vznikajici v roztoku, kde dochazi k disociaci funkénich skupin anebo
k adsorpci iontd na povrch (Vilimovska a Voldfich, 2011). Naboj na povrchu ¢astic
je hlavni pfi¢inou kinetické stability koloidd. Okolo nabitého povrchu se hromadi
opacné nabité ionty a vznika iontova sféra (difuzni vrstva). Vrstva iontd tésné
priléhajicich k povrchu koloidni Castice se pohybuje spolu s ¢astici a nazyva
se Sternova vrstva. Uvnitf iontové sféry je pohybové rozhrani, tzv. hranice skluzu,
ve které se pohybuji spolu s Casticemi pouze nékteré ionty. Zeta potencial je
potencial v misté pohybového rozhrani vztazeny k hodnoté potencialu v objemové
fazi disperzniho prostfedi (Atkins a Julio, 2013; Carvalho et al., 2018).

Zeta potencidl je rozhodujicim parametrem pro stabilitu nebo koagulaci
(agregaci). Rovnovaha mezi procesy disociace a adsorpce je ovlivnéna nékterymi
faktory. Slozeni difuzni vrstvy je dynamické a méni se v zavislosti na pH, iontové
sile a koncentraci. Hodnota pH je pravdépodobné nejvlivnéjSim parametrem
zejmeéna ve vodnych disperzich. Kdyz je pH blizko isoelektrického bodu, koloidy
ztraceji stabilitu a aglomeruiji (flokuluji). Se zvysSujici se iontovou silou je elektricka
dvojvrstva stlaCovana a zeta potencial se snizuje. Obdobné plati, Ze ¢im vysSi je
valence iontd, tim nizSi je zeta potencial. Vztah mezi zeta potencidlem
a koncentraci je slozitéjSi, obtizné interpretovatelny. Nelze tak poskytnout
obecnou smérnici 0 zméné potencialu v zavislosti na koncentraci. Lze vSak
potencial roste. Obdobné v koncentrovaném prostiedi dominuje silnéjSi elektricka
dvojvrstva a projevi se opacny efekt, tj. zeta potencial klesa (Bhattacharjee, 2016).
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Znalosti o zeta potencialu signifikantné redukuji Cas potifebny k optimalizaci
podminek raznych procesl. Lze ho pouzit jako indikator uspé&Sného provedeni
povrchovych uprav napfiklad k optimalizaci hydrofilnosti povrchu materialu, ktera
je nezbytnym krokem k vysoké biokompatibilité (Vilimovska a Voldfich, 2011). Je
vynikajicim nastrojem k pochopeni interakce vlaknitych materiald (interakce
svodou, barveni aj.), (Ramesh Kumar a Teli, 2007). Dale Ize pouzit
k vyhodnoceni interakci a stability koloidnich systémd v potravinach nebo
potravinovych doplrncich jako nastroj pro zlepSeni biologické dostupnosti uc€innych
latek nebo jako inovace fizeného uvolfiovani (Cano-Sarmiento et al., 2018).

Vramci predlozené prace byl zeta potencial méfen jako dopliujici
informace o stabilité koloidl. Néktera literatura klasifikuje absolutni hodnoty zeta
potencialu jako vysoce nestabilni (0—10 mV), relativné stabilni (10—20 mV) stfedné
Neni neobvyklé setkatse se stabilnimi koloidy s nizkym zeta potencidlem
a naopak. Stabilita koloidu muze byt totiz zplisobena nejen povrchovym nabojem,
ale téz stericky diky pfitomnosti vhodnych organickych molekul.

Opakovanym pouzitim vzorki muOzou nanoCastice po méfeni zeta
potencialu kvuli pfivedenému napéti degradovat. PFi pfipadném znovupouziti
vzorku by tak po méfeni méla byt provedena opétovna charakterizace koloidu

k vylou€eni degradace Castic (Bhattacharjee, 2016).
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2.3.3 Dynamicky rozptyl svétla (DLS)
Dynamicky rozptyl svétla, znamy také jako fotonova korela¢ni spektroskopie nebo
kvazi-elasticky rozptyl svétla, je metoda slouzici k uréeni hydrodynamické velikosti
nanocastic (Bhattacharjee, 2016). Pro zisk informace o velikosti je méfen Brownuv
pohyb v disperzi, tj. nahodny pohyb d&astic vznikajici v dusledku jejich kolize
s molekulami rozpoustédla. Méfeni se provadi ozafenim Castic laserem
a naslednou analyzou fluktuaci intenzit rozptyleného svétla. Fluktuace intenzit jsou
zpusobeny konstruktivnimi a destruktivnimi interferencemi rozptylu difundujicich
Castic a méni signal v zavislosti na rychlosti jejich difuze. MenSi Castice difunduji
oproti vétSim ¢&asticim rychleji, coz pusobi rychlejsi fluktuace jejich intenzit.
Nepretrzitym monitorovanim vzorku jsou porovnavany snimky v ¢ase. Korelator
v zasadé meéfi stupen podobnosti mezi dvéma signaly mérfenymi po urcité dobé.
Na zaCatku jsou si rozptylené intenzity velmi podobné, pficemz v Case tuto
podobnost v dusledku pohybu &astic postupné ztraci a korelace signalu klesa.
U menSich c&astic klesa korelace signalu v dusledku rychlejSi difuze rychleji
(Bhattacharjee, 2016; Carvalho et al., 2018).

Rychlost Brownova pohybu lze kvantifikovat translaénim difuznim
koeficientem (znaCenym D), ktery po dosazeni do Stokesovy-Einsteinovy rovnice
umoznuje vypocitat hydrodynamicky prumér ¢astic. DalSimi proménnymi, které je

nutné znat, jsou viskozita a teplota rozpoustédla (Malvern Panalytical, 2018).

d, = KT
3mnD
o [UTUUUUURURRR hydrodynamicky pramér
Koo Boltzmannova konstanta
T, absolutni teplota
o [ viskozita rozpoustédla
D translacni difuzni koeficient
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Hydrodynamicky pramér je hypoteticka hodnota udavajici primér tvrdé
koule majici stejny translacni difuzni koeficient jako skuteCna mérena Castice. Tvar
idealni koule u koloidnich dispergovanych soustav realné nenalézame. Slozeni
difazni vrstvy v pribéhu Casu kolisa v zavislosti naiontové sile, molekulach
pritomnych v prostfedi a povaze rozpoustédel (Bhattacharjee, 2016). DLS proto
poskytuje pouze pfibliznou velikost koloidnich ¢astic.

Primarnim vysledkem méfeni je distribuce velikosti Castic vyjadfena jako
intenzita. Vysledky mohou byt dale konvertovany na objemovou nebo pocetni
distribuci. Distribuce velikosti ¢astic vyjadfenych intenzitou jsou nachylné
k nadhodnocovani vétSich castic. Technika je na vétSi Castice citlivéjSi, nebot
se intenzita rozptyleného svétla zvySuje s Sestou mocninou primeéru castic. K
problémim tak dochazi zejména v pfipadé silné polydisperznich systémdu, kdy
Castice malych rozmérl nemusi byt vibec detekovany. Konverze intenzit
na objem nebo pocet poskytuji odliSné distribuce, avSak mély by spiSe doplfiovat
udaje o distribucich vyjadfenych intenzitami. Slabinou DLS je tak jeji nizké
rozliSeni aomezeni pro polydisperzni vzorky (Bhattacharjee, 2016; Liu
a Lammerhofer, 2019).

DLS je Siroce vyuzivanou, rychlou a nedestruktivni metodou vhodnou
k odhadu velikosti koloidnich ¢&astic. Informace o velikosti Ize dale vyuzit
napf. pro rychlé posouzeni uUspéSnosti nanocCasticové syntézy nebo pro zisk
informaci o stabilité nanoc€astic v ase (Carvalho et al., 2018; Liu a Lammerhofer,
2019).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Chemikalie

Latky, které byly pfedmétem experimentu jsou uvedeny v Tab. 1.

Tab. 1. Studované slouéeniny

slou¢enina vyrobce Cistota uvedena vyrobcem %
L-cystein ROTH =99

L-cystin ROTH >098.5
N-acetyl-L-cystein methylester (NACyM) FLUKA =90
N-acetyl-S-phenyl-L-cystein (NAPCy) SIGMA-ALDRICH =98

taurin SIGMA-ALDRICH =99

e UultraCista deionizovana voda CiSténa systémem Mili-Q
e ethanol 99.8% ur€eny pro UV spektroskopii (Lach:Ner)
e dusicnan stfibrny (Sigma—Aldrich)

e kyselina tetrachlorozlatita (Sigma—Aldrich)

¢ tetrahydroboritan sodny (Sigma—Aldrich)

e kyselina chlorovodikova (Penta)

e kyselina dusi¢na (Penta)

3.2 Priprava zasobnich roztoku

Latky uvedené v Tab.1 byly rozpustény v ultradisté deionizované vodé pro
pripravu 10mM zasobnich roztokl. V pfipadé N-acetyl-L-cysteinu methylesteru
(NACyM) bylo k rozpusténi nutné roztok zahfat na 30—-40 °C na magnetické
michacce s topnou deskou. L-cystin a N-acetyl-S-phenyl-L-cystein (NAPCy) se ani
po zahfati (30—40 °C) rozpustit nepodafilo. NAPCy byl proto rozpustén ve smési
voda : ethanol vpoméru 1 : 1 (pro 10 mM zasobni roztok). Z divodu snahy
pripravit také vzorky NAPCy bez pfitomnosti ethanolu bylo postupnym pfidavanim
vody (po 500 pl) k 10mM roztoku s nerozpusténym NAPCy zjisténo, Ze hranice
rozpustnosti NAPCy v deionizované vodé je pfi koncentraci 5.55 mM. Pouzivana

koncentrace zasobniho roztoku bez ethanolu byla upravena na 5 mM.
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3.3 Stribrné a zlaté koloidy
Pro Cast experimentt byly pouZity jiz pfipravené koloidni roztoky. V zavorce je
uveden mésic arok syntézy. Prfiprava obdrzenych koloidu je ve strucnosti

uvedena v Pfiloze A.

borohydridovy koloid: stfibrny AgBhlV (6/2017)
zlaty AuBhll (6/2017)

hydroxylaminovy koloid:  stfibrny AQHAC (10/2017)

citratovy koloid: stfibrny AgCitr (6/2017)
zlaty AuCitrLM (6/2017)

Dale byly syntetizovany také vlastni roztoky stfibrnych a zlatych koloidl
(viz Obr. 8), které byly oznaCovany AgBhlV 2019 a AuBhll 2019. Pro jejich
pfipravu byla zvolena chemicka redukce stfibrné nebo zlatité soli za pouZiti
chlazeného borohydridu sodného jakozto redukéniho cEinidla. Pfiprava nové
syntetizovanych koloidu byla ve shodé s pfipravou obdrzenych borohydridovych
koloidd AgBhlV aAuBhll, rozdilem byla pouze odchylka v navazce
hydroskopického borohydridu sodného uvedena (Pfiloha A).

Obr. 8 Syntetizované roztoky zlatého (AuBhll 2019, vievo)
a stfibrného (AgBhlV 2019, vpravo) koloidu
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3.3.1 Priprava stfibrného borohydridového koloidu AgBhlV

Stfibrny borohydridovy koloid byl pfipraven v ledové lazni vychlazené na 4 °C.
V 75 ml vychlazené deionizované vody bylo rozpusténo 3.47 mg borohydridu
sodného. Za stalého michani (1200 rpm) bylo kroztoku po kapkach
v pravidelném intervalu pfidavano 7.5 ml roztoku dusi¢nanu stfibrného
o koncentraci 2.2 mM. Po 4 min od posledni kapky dusi¢nanu byla odstranéna

ledova lazen a roztok vymichavan na pokojovou teplotu (cca 45 min).

3.3.2 Priprava zlatého borohydridového koloidu AuBhll

Zlaty borohydridovy koloid byl pfipraven vledové lazni vychlazené na4 °C.
V 75 ml vychlazené deionizované vody bylo rozpusténo 3.51 mg borohydridu
sodného. Za stalého michani (1200 rpm) bylo kroztoku po kapkach
v pravidelném intervalu pfidavano 9 ml vodného roztoku tetrachlorozlatitanu
o koncentraci 2.2 mM. Po 4 min od posledni kapky tetrachlorozlatitanu byla

odstranéna ledova lazen a roztok vymichavan na pokojovou teplotu (cca 45 min).

3.3.3 Priprava vzorku

Pro kazdou zkoumanou latku byly vSechny systémy s koloidy pfipravovany
ve dvou finalnich koncentracich pfislusné zkoumané latky, tji. 0.1 mM a1l mM.
Nékteré systémy byly pripravovany také v koncentraci 0.5 mM. Cisténi
kfemennych kyvet bylo po znecisténi stfibrnymi koloidy zajistovano kyselinou
dusi¢nou s destilovanou vodou v poméru 1 : 1 aluCavkou kralovskou (kyselina
chlorovodikova : kyselina dusiéna v poméru 3 : 1) po znecisténi kyvet zlatymi

koloidy.
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3.4 Meéreni infracervené absorpce

Méreni infraCervenych spekter bylo provedeno na pfistroji Nicolet™ iS™ 5 FTIR
od firmy Thermo Scientific metodou uUplného zeslabeného odrazu (ATR,
Attenuated Total Reflection). Méfeny byly pevnolatkové — krystalické vzorky
studovanych latek. Po umisténi zkoumané latky na krystal byl vzorek pfitlacen
ptitlakovym &roubem. Méfeni probihalo v rozsahu 400-4000 cm™ s rozli$§enim
2 cm™ prostfednictvim softwaru OMNIC. Méfeni probihalo v laboratofi na Katedre

biofyziky.

3.5 Meéreni absorpce (extinkce) v UV-Vis oblasti

Extinkéni spektra vzorkl byla méfena na dvoupaprskovém spektrofotometru
Specord Plus 250 (od firmy Analytik Jena) s chlazenym polovodi¢ovym
detektorem. Spektra byla méfena vrozsahu 190-1100 nm, rychlosti
20 nm/s a s rozlisenim 1 nm. Sitka $t&rbiny monochromatoru byla nastavena
na 2 nm. Méfeni probihalo v laboratofi na Katedfe biofyziky.

Pro vzorky byla pouzita kiemenna kyveta s optickou drahou 1 cm. Kyveta
byla napIlnéna objemem 1 ml vzorku. Po zmé&feni samotného koloidu nasledovalo
méreni extinkce koloidu smichaného s roztokem cysteinu nebo ostatnich derivatu.
Z davodu ovéfeni areprodukovatelnosti ziskanych dat byla méfeni provadéna

nejméneé tfikrat.

3.6 Meéreni Ramanova rozptylu a SERS
Méfeni Ramanova rozptylu a SERS byla provadéna nadvou odliSnych
Ramanovych spektrometrech.

Na katedfe biofyziky byla méfena spektra pomoci pfistroje ProRaman-L
(TSI ChemLogix) s excitaéni vinovou délkou laseru 785 nm. Vzorky byly
umistovany do drzadku pro vzorky ve sklenénych vialkach. Vykon laseru pfi
mérfeni byl nastaven na 300 mW a signal byl sniman s 1s expozici 60x.

Na katedie optiky byl pouzit sestaveny spektrometr upevnény na optickém
stole s excitacni vinovou délkou laseru 532 nm. Vzorky byly méfeny v kiemennych
kyvetach s antireflexnim pokrytim o prifezu 3 x4 mm aoobjemu 70 pl.

Experimentalni data byla sbirana za riznych akumulaénich €asu a pfi riznych
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excitacnich energiich. Pomoci expozi¢ni doby a excitatni energie byl vypocitan

vykon laseru na konkrétni vzorek.

3.7 Maéreni DLS a zeta potencialu

Méreni DLS a méfeni zeta potencialu bylo provedeno na pfistroji Zetasizer Nano
Series od firmy Malvern. Méfeni probihalo v laboratofi na Katedfe biofyziky.
Pro méfeni DLS byla naplnéna plastova kyveta objemem 1 ml vzorku. Méfenim
byly ziskany hodnoty distribuce velikosti Castic koloidnich systémud. Pro méreni
zeta potencialu byla pouzita méfici cela s elektrodami, ktera byla naplnéna 750 ul

vzorku. Vysledkem méfeni jsou hodnoty zeta potencialu pro pfislusny vzorek.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Cystein ajeho derivaty v pevném skupenstvi mérené prostrednictvim
IC absorpce

U studovanych pevnolatkovych slougenin bylo provedeno méfeni IC absorpce.
Ve spektrech byl oCekavan zejména vyskyt prislusnych vibraci funkénich skupin
liSici se v jednotlivych derivatech. InfraCervené spektrum je charakteristické pro
jednotlivé latky natolik, Ze prakticky neexistuji dvé slouCeniny se zcela shodnym
spektrem. K identifikaci neznamé slou€eniny se tak vyuZivaji atlasy spekter
a shoda zejména v oblasti otisku prstu. V ramci pfedlozené prace byly pouzivany
znamé latky, atak bylo cileno zejména na oblast charakteristickych vibraci pro
ovéreni pfitomnosti nebo nepfitomnosti funkénich skupin pomoci literatury
atabulek vinoéttd. Pfi méfeni IC absorpce L-cysteinu (viz Obr. 9), bylo dle
chemické struktury molekuly o€ekavano zachyceni vibraci thiolové skupiny (SH),
aminoskupiny (NH), alifatickych uhlovodiki (CH), karbonylové (C=0) a alkoholové
(OH) skupiny od karboxylu.

L-cystein
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Obr. 9: IC absorpéni spektrum L-cysteinu

Spektru L-cysteinu, dominuje silny absorpéni pas v oblasti 1580 cm™,
Jedna se o oblast patfici vibracim skupiny C=0, které jsou ve spektru organickych
molekul v dusledku silné polarni vazby nesouci dipdlovy moment jednémi
z nejintenzivnéjsich vibraci viibec. V oblasti 3400-2400 cm™ Ize pozorovat iroky
pas absorpce od OH skupiny z karboxylové skupiny. Siroké absorpci v této oblasti

pfispivaji také NH vibrace, coz vede k nejednoznacnému odliseni NH a OH
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vibraci. Oblast okolo 3000 cm™ pfislus§i CH vibracim, ukterych Ize dale
specifikovat, Ze senejedna oizolované CH Vvibrace, ale o uhlovodiky
na alifatickém Fetézci. Pfifazen byl také oCekavany pas SH vibrace v oblasti
2550 cm™ (Kovaé alesko, 1980; Kania, 2007). Parker (2013) proved! pro
molekulu L-cysteinu ab initio vypocty vinoC€tl pro rizné vibraéni techniky a uvadi,
Ze pas 3162 cm™, 2638 cm™ a 2960 cm™ pfislusi NH vibracim.

Dalsi méfenou latkou IC absorpci byl L-cystin (viz Obr. 10). Jak jiz bylo
uvedeno vV teoretické Casti, cystin je dimerni struktura vznikla oxidaci cysteinu,
proto byla ve srovnani s L-cysteinem oCekavana absence vibrace SH skupiny
v oblasti okolo 2550-2600 cm™. Ve spektru cystinu je v8ak vibrace, ktera
pravdépodobné SH vibraci pfislusi (2587 cm™). MoZnym vysvétlenim muze byt
nedostatecna Cistota cystinu. Ve shodé s cysteinem Ize ve spektru dale pozorovat
pasy od OH z karboxylové skupiny (3025 cm™), pasy od uhlovodik(l na alifatickém
Fetézci (2968 a 2916 cm™) i pasy od karbonylové skupiny (1581 cm™). Na rozdil
od L-cysteinu nebyla u cystinu pozorovana NH vibrace v oblasti 3162 cm™. (Kovaé
a LeSko, 1980, Kania, 2007)
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Obr. 10 Srovnani IC absorpénich spekter L-cysteinu a L-cystinu
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V pfipadé NACyM (viz Obr. 11), Ize dle oCekavani sledovat, Zze ve srovnani
s L-cysteinem ve spektru neni pfitomen pas od karboxylové skupiny, atak je
ziejmé, Ze pasy 3372 a 3300 cm™ prislusi pouze skupiné NH. Déle Ize ve shodé
s L-cysteinem pozorovat vibrace alifatickych uhlovodikil v oblasti 2850-3000 cm™
a SH vibraci v oblasti 2546 cm™. Velmi intenzivni vibrace pfi 1735 cm™ pfislusi
C=0 skupinég, ktera je oproti L-cysteinu, posunuta k vyS§Sim vino¢tum. Stalo se tak
v dusledku indukéniho efektu esterové skupiny, ktera ma oproti karboxylové

skupiné vysSi silovou konstantu.
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Obr. 11 Srovnani IC absorpénich spekter L-cysteinu a NACyM
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Z IC spektra NAPCy (viz Obr. 12), je zfejmé, Ze ve spektru pfi srovnani
s L-cysteinem chybi SH vibrace v oblasti 2550 cm™, nebot molekula NAPCy ma
pFes siru navazany fenyl. Intenzivni tizky pas v oblasti 3340 cm™ pfislusi vibracim
skupiny NH. V oblasti 2948 a 2914 cm™ Ize ve shodé s L-cysteinem pozorovat
vibrace od uhlovodikovych alifatickych fetézct, zatimco v oblasti 3061 cm™ jsou
zachyceny vibrace dvojnych vazeb uhlovodikil z aromatu. Oblast 1723 cm™
pFislusi volné karboxylové skupiné. V oblasti 1580 cm™ je vibrace karbonylové
skupiny pochazejici od acetylu, narozdil od L-cysteinu, kde je C=0O vibrace
od karboxylové skupiny. Pasy v oblasti 2362 cm™ vznikly v dusledku zachyceni
oxidu uhli¢itého ze vzduchu v dusledku jejich neuplného odectu (resp. starSiho

zméreni zakladni linie).

-

=

©

R

e

7]

(o)

c

g

0

]

Q

(o)

|

o
—— L-cystein § 5
——NAPCy = =

L 1 " 1 L 1 "
3500 3000 2500 2000 1

0 1000 500

Vinoéet [cm™]

Obr. 12 Srovnani IC absorpénich spekter L-cysteinu a NAPCy
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Posledni latkou, uniz byla méfena IC absorpce byl taurin, ktery je
degrada¢nim produktem L-cysteinu. Z dlivodu velkych strukturnich odliSnosti neni
porovnavan s L-cysteinem jako pfedchozi derivaty. Ve spektru (Obr. 13), Ize
pozorovat NH vibrace v oblasti 3338 cm™. Absorpce pobliz 3182 cm™ svédéi
o pfitomnosti vodikovych mstk( skupiny OH. Pasy v blizkosti 2900 cm™ pfislusi
alifatickym CH vibracim. Dale lze pozorovat kombinacni pasy a overtony
charakteristické pro sulfonovou skupinu v oblasti 2750-2400 cm™ (Kania, 2007;
Moreira et al., 2018).
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Obr. 13 IC absorpéni spektrum taurinu

47



4.2 Cystein ajeho derivaty v pevhném skupenstvi avroztoku mérené

prostrednictvim Ramanova rozptylu pfi excitaci 785 nm
Interpretace  Ramanovych spekter je obdobna jako interpretace spekter IC.
Vibracni frekvence jednotlivych médd molekul jsou nezavislé natom, zda jsou
studovany Ramanovou nebo IC spektroskopii, avdak intenzity spektralnich linii
jsou pro obé techniky odlisné vzhledem Kk rozdilnym vybérovym pravidlim
a fyzikalnim principim obou spektroskopii. Ramanovo spektrum je jednodussi nez
spektrum IC, nebot nema vibrace vyssiho fadu. Mé&feni Ramanova rozptylu bylo
provedeno z duvodu identifikace charakteristickych pasu funk&nich skupin
studovanych latek.

Nejprve byla méfena spektra latek v pevném skupenstvi. Ve spektru
L-cysteinu (viz Obr. 14), se v oblasti 2994 a 2962 cm™ nachazi pasy CH vibraci.
PFifazen byl také odekavany pas SH skupiny v oblasti 2552 cm™. Parker, (2013)
uvadi ab initio vypoéty, ve kterych ozfejmil dal§i pasy. Pas 1644 cm™ prislusi
asymetrickym C=0O vibracim. V oblasti 1616—1524 cm™ se nachazi asymetrické
i symetrické NH vibrace. Spektru dominuje pas 638 cm™, ktery poskytuje informaci
o pfitomnosti vazby CH-CO,. Druhy nejintenzivnéjSi pas spektra s vinoctem
692 cm™ znaéi pritomnost C-S vazby. V oblasti 442 cm™ se nachazi pas vazby
CH,-CH-SH.
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Obr. 14 Ramanovo spektrum L-cysteinu
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DalSi latkou méfenou prostfednictvim Ramanova rozptylu byl cystin
(Obr. 15). Ve srovnani s L-cysteinem je evidentni absence SH vazby v oblasti
2552 cm™. Oblast kolem 2900 cm™ Ize pfifadit CH alifatickym vibracim.
Nejintenzivnéj§i pas poskytuje disulfidova S-S vazba voblasti 498 cm™
(Bazylewski et al., 2017).
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Obr. 15 Srovnani Ramanova spektra L-cysteinu a cystinu

Ramanovym spektrometrem byl méfen také NACyM (viz Obr. 16). V oblasti
2930 cm™ se nachazi CH vibrace. Déle je pfitomna ve shodé s cysteinem SH
vibrace s pasem 2584 cm™. Pasy 1646 cm™ a 1720 cm™ prislusi skupiné C=0.
Ve shodé s L-cysteinem je pfitomna vazba C-S v oblasti 692 cm™ (Parker, 2013;

Picot et al., 2019). Uzky pas 2078 cm™ je typickym zachycenim kosmického
zareni, tzv. spike.
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Obr. 16 Srovnani Ramanova spektra L-cysteinu a NACyM

Na Obr. 17 je Ramanovo spektrum NAPCy. Ve srovnani s L-cysteinem lze
dle oclekavani pozorovat absenci SH skupiny, ktera je ,kryta“® fenylem.
O pfitomnosti fenylu svédci velmi intenzivni, tzv. dychaci, vibrace v oblasti

1000 cm™. Daéle jsou pFitomny aromatické i alifatické CH vibrace v oblasti okolo
3000 cm™.
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Obr. 17 Srovnani Ramanova spektra L-cysteinu a NAPCy
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Ramanovu spektru taurinu (viz Obr. 18), dominuje pas 1032 cm™, ktery
stejné jako pas 530cm™ pfislusi skupiné SOz Oblast 734 cm™ svédgi
o pfitomnosti vazby C-S a CH,. Pas 1258 cm™ patfi vibracim CH, a SOs. Oblast
1590 cm™ Ize piitadit NH vibracim. Opét Ize vidét také pasy CH v oblasti pod
3000 cm™ (Moreira et al., 2018).
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Obr. 18 Ramanovo spektrum taurinu

Vyhodou Ramanovy spektroskopie je moznost méfeni ve vodném roztoku,
nebot voda ma maly ucinny prifez. Zachyceni spekter latek v roztoku by bylo
vhodné z dadvodu méfeni SERS, pfi kterém byly pouzivany nanocastice, jez jsou
nativni ve vodném roztoku, a u kterych zkoumame interakce ionizovanych latek.
Signal latek molekul v roztoku byl vSak pfi daném vykonu a excitaci zachycen
pouze slabé. Ve spektrech 10mM zasobnich roztokll, vzdy prevazovaly pasy
rozpoustédla, tedy vody, pFipadné ethanolu. L-cystein, NACyM i taurin,
(viz Obr. 19) mély oproti pasum typickym pro vodu navic Siroky pas v oblasti 1340
cm™ a Uzky pas 1084 cm™. Pas voblasti 1340 cm™ Ize pozorovat také
u pevnolatkovych méfeni a dle Parker (2013) pfislusi symetrickym CO, vibracim.
V pfipadé taurinu byly zachyceny také pasy 1084 a 1150 cm™, které jsou zfejmé
od skupiny SOj; Pfi méfeni zasobniho roztoku NAPCy, rozpusténého ve smési

ethanol : voda, byly pozorovany pouze pasy ethanolu.
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Obr. 19 Ramanovo spektrum 10mM zasobnich roztok(i L-cysteinu, NACyM a taurinu.
Excitace laseru 785 nm.
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4.3 Interakce studovanych latek s koloidy

Sledovanim interakce studovanych latek se stfibrnymi a zlatymi koloidy bylo
zjiStovano, zda se derivaty adsorbuji na povrch nanocastic azda je mozné
zachytit jejich signal metodou SERS. V pfipadé zachyceni SERS signalu bylo dale
cilem usoudit, jakym zplsobem je sloucenina k &astici navazana. U vybranych
latek by se pak jednalo o zjisténi, zda je adsorbat na kovu ve vazbé Ag-OOC
(Au-O0C), Ag-N (Au-N) nebo Ag-S (Au-S). Méfeni UV-Vis spekter poskytlo prvni
informaci otom, do jaké miry ovlivni pfidani derivatd pavodni vlastnosti
prislusného koloidu a zda bude mozno méfit SERS spektra pomoci dostupnych
vinovych délek lasertl. Pomoci DLS a zeta potencialu, bylo ovéfovano, zda pfidani
latky ovlivni velikost a agregacni stav Castic a zda se potvrdi pribéh UV-Vis
spekter. Ramanuv rozptyl byl méfen s excitacni vinovou délkou laseru 785 nebo
532 nm, ato zejména na vybranych systémech, jez mély UV-Vis spektra

perspektivni pro zachyceni SERS dostupnymi laserovymi excitacemi.

4.3.1 Interakce L-cysteinu sledovana prostrednictvim UV-Vis absorpce,

Ramanova rozptylu, DLS a zeta potencialu
4.3.1.1 Interakce L-cysteinu se stfibrnymi koloidy
Interakce L-cysteinu byla sledovana se ¢tyfmi riznymi koloidy stfibra.
Borohydridové koloidy jsou z hlediska zkoumani adsorbatu vyhodné, nebot nemaji
prilis rigidni obalku, ktera by branila kontaktu adsorbatu s kovovym povrchem.
U starSiho koloidu z roku 2017 Ize pfedpokladat, ze povrch ¢astic bude obklopen
polyboraty, a Ze se jedna o stabilni neagregovany systém. Pfi interakci koloidu
s latkou se molekula mize bud vmezefit a navazat pfimo na kovovy povrch nebo
se pouze elektrostaticky pfiblizit k iontové obalce. ZpUsob interakce velmi zavisi
na ¢ase uplynulém od vytvofeni nanocastic, typu a na koncentraci molekul
tvoricich obalku.

Z extinkce (tj. souCet pfispévku absorpce a pfispévku rozptylu) spektra
borohydridového koloidu (viz Obr. 20) vyplyva, Ze po pfidani molekuly L-cysteinu
ve dvou koncentracich doslo po 24 h ke zméné agregacniho stavu €astic, pricemz
vice agregoval systém o vySSi koncentraci L-cysteinu. Pfidana latka se tak
pribliZzila k povrchu nanocastice, ¢imz byla zménéna elektricka dvojvrstva a doslo

k pfekroCeni agregacni bariéry.
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Obr. 20 Extinkéni spektrum L-cysteinu ve dvou finalnich koncentracich v interakci se
star§im borohydridovym koloidem AgBhlV.

A — méreno ihned po pfidavku L-cysteinu, B — méfeno po 24 h.

Systém byl zméfen na Ramanové spektrometru s excitaci 785 nm.
Agregace systému o koncentraci 1 mM zasahovala az do oblasti 785 nm, av§ak
nedoSlo k vytvofeni druhotného maxima, a proto SERS zesileni nebylo
detekovano. Ve spektru bylo zméfeno pouze Ramanovo spektrum vody a slozek
koloidu, (viz Obr. 21). Z vysledku plyne, Ze se molekula nedostala dostate¢né
blizko k povrchu, a ze mirna agregace pozorovana v UV-Vis spektrech neni vzdy

zarukou SERS aktivity systému pfi pouziti excitace 785 nm.
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Obr. 21 Srovnani Ramanovych spekter systému L-cysteinu o dvou finalnich koncentracich s
koloidem AgBhIV. Excitace 785 nm, SERS signal nedetekovan.
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DalSi interakce L-cysteinu byly zkoumany s Cerstvé syntetizovanym
borohydridovym koloidem. U &erstvych borohydridovych koloidu Ize pfedpokladat
nezralost systému apovrch C¢astic obklopeny boraty (nikoliv polyboraty).
V extinkénim spektru, (viz Obr. 22), méla agregace obdobny trend a ve srovnani
se starSim borohydridovym koloidem se rozdil neprojevil. Pfipraveny byly také

systémy o koncentraci 0.5 mM, které mély obdobny agregacni trend.

—— AgBhlV 2019 —— AgBhlV 2019
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Obr. 22 Extinkéni spektrum L-cysteinu ve dvou finalnich koncentracich v interakci s cCerstvym
borohydridovym koloidem AgBhlV 2019. A - méfeno ihned po pfidavku L-cysteinu,
B — mérfeno po 24 h.

Systém byl zméfen na Ramanové spektrometru s excitaci laseru 785 nm
i 532 nm (Obr. 23), kde obdobné jako u starSiho borohydridového koloidu nebylo

SERS spektrum zachyceno.
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Obr. 23 Srovnani Ramanovych spekter systémi L-cysteinu o dvou finalnich koncentracich
S koloidem AgBhlV 2019. Excitace 532 nm. SERS signél nedetekovan.
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DalSi systém byl pfipraven s citratovym koloidem. Elektrostericka
stabilizace citratovych koloidd je mnohem vétsi nez u borohydridovych koloidd,
a tak muze byt ve srovnani s borohydridovymi koloidy méné reaktivni. Extink&ni
spektrum (viz Obr. 24), nenaznacCuje zménu agregacniho stavu Castic vhodnou

k zachyceni SERS signalu. Pfipraveny byly také systémy o koncentraci 0.5 mM,
u nichz také nedochazelo k agregaci.
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Obr. 24 Extinkéni spektrum L-cysteinu ve dvou finalnich koncentracich v interakci s citratovym
koloidem AgCitr. A — méreno ihned po pfidavku L-cysteinu, B — méfeno po 24 h.

Poslednim systémem pro studium interakce stfibrnych ¢astic s L-cysteinem
byl hydroxylaminovy koloid. Povrch c¢astic koloidu by mél byt obklopen
skupinami OH. Extink¢éni spektrum (viz Obr. 25), naznacCuje, Ze po 24 h dochazelo
k mirné agregaci. U systému byl méfen Ramanuv rozptyl s excitaci 532 nm, avSak
ani u tohoto koloidu nebyl detekovan SERS signal. Pfipraveny byly také systémy

o koncentraci 0.5 mM, u nichz méla agregace obdobny trend.
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Obr. 25 Extinkéni  spektrum L-cysteinu ve dvou finalnich koncentracich v interakci
s hydroxylaminovym koloidem AgHAC. A — méreno ihned po pridavku L-cysteinu, B — méreno
po 24 h.

Pfi sledovani interakce L-cysteinu se stfibrnymi koloidy nedoSlo k agregaci
do takové miry, aby bylo mozné detekovat SERS spektrum. Do budoucna by bylo
vhodné pozménit pH roztoku, a tim zvyhodnit interakci cysteinu s pfisluSnymi
nanocasticemi.

Pro doplnéni informaci o interakci L-cysteinu s koloidy byla u vybranych
systému mérena distribuce velikosti ¢astic metodou DLS (Tab. 2), a méfenim zeta
potencialu (Tab. 3). Méfeni byla provadéna u Cerstvé pfipravovanych roztokd,

resp. v den jejich pfipravy.

Tab. 2: Distribuce velikosti u vybranych systémdi s L-cysteinem. Zavorky uvadi procentualni
zastoupeni hodnot.

distribuce velikosti [nm]

finalni koncentrace pridaného L-Cy

pouze koloid

0.1 mM 0.5mM 1mM
AgBhIV intenzit pki 93 + 55 (74%) 70x27  (75%) 836+ 85 (100%)
intenzita
pkz 6+3 (26%) 4+%2 (24%)
pocet  pk; 31 (100%) 31  (100%) 798 + 122 (100%)
AgBhlV 19 pki 32+14 (65%) 567 + 76 (90%)
intenzita pk- 530 + 270 (21%) 617 (10%)
pks 2+03 (14%)
pki 1+£0.2 (100%) 57+8 (99%)
pocet
pkz 555 + 96 (1%)
AgCitr intenzita pki 93 £48 (100%) 91+55 (100%)
pocet  pk; 10+3 (100%) 14+5 (100%)
AgHAC ) . pki 83+40 (100%) 85+ 41 (97%)
intenzita
pkz 4602 + 917 (3%)
pocet  pk; 36+ 11 (100%) 39+12 (100%)
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V pfipadé interakce AgBhlV s 0.1mM systémem je patrné, Ze namérené distribuce
velikosti dle intenzity zlstavaji ve srovnani se samotnym Kkoloidem v ramci
experimentalni chyby stejné. Stejné tak procentualni obsah jednotlivych velikosti
je v obdobném poméru, a taktéz pocetni distribuce zlstava beze zmén
po pfidavku 0.1mM L-cysteinu. Toto koreluje s UV-Vis spektry, kde neni ani
po 24 h pozorovana vyrazna agregace systému. V pfipadé pfFidavku
1mM L-cysteinu doSlo dle intenzitni a pocetni distribuce k narustu hodnot
odpovidajicimu agregaci Castic s L-cysteinem, coz je téz patrné dle UV-Vis
spekter, avSak po 24 h.

U interakce 0.5mM L-cysteinu s novym borohydridovym koloidem DLS
hodnoty naznacuji relativni narGst velikosti Castic, ktery odpovidal mirnému
agregacnimu trendu, opét zachycenému v UV-Vis spektrech po 24 h.

Systém slozeny z citratového koloidu a 0.5mM L-cysteinu vykazuje dle
intenzitnich pocetnich distribuci vcelku konstantni hodnoty, a to s ohledem
na procentualni zastoupeni a experimentalni chybu, tzn. ze nebyly pozorovany
znamky agregace, coz je plné v souladu s UV-Vis spektralnim méfenim.

Vysledky méreni distribuce velikosti ¢astic pro 0.5mM L-cystein s AQHAC
ukazaly dle intenzitni distribuce mirné zvySenou polydisperzitu systému, coz mize
naznacovat mirny agregacéni trend pozorovany v UV-Vis spektrech po 24 h.

Tab. 3: Vysledky méreni zeta potencialu u vybranych systému s L-cysteinem. Zavorky
uvadi procentualni zastoupeni hodnot.

zeta potencial [mV]

finalni koncentrace pfidaného L-Cy

pouze koloid

0.1 mM 0.5mM 1mM

AgBhIV  pk; -24 £10 (56%) -28+17 (84%) -24+6 (100%)
pka A7+ 7 (28%) 17+6 (4%) -
pks -73+6 (5%) -73+4 (4%)

AgBhIV 19  pk; -30£13 (65%) -37+11  (100%)

pka 120+ 2 (8%) - -
pks -71+10 (7%)

AgCitr pki -23+14 (75%) -23+13 (80%)
pkz 19+5 (4%) - -55+6 (8%) -
pks 65+5 (4%) 8117 (4%)

AgHAC pki -21+15 (94%) -34+9  (100%)
pka 7157 (3%) - -
pks 23+4 (2%)
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U hodnot zeta potenciald lze pozorovat v pfipadech AgBh koloidl
(pfestarlého i nového), ze pfidavkem L-cysteinu dojde k procentualnimu narastu
frakce hodnot zeta potenciald okolo stfedni hodnoty -24 mV. To poukazuje
na relativni stabilitu vysledného systému, coz je v souladu s UV-Vis spektry. Také
u 0.5mM systémua s AgCitr a AQHAC pozorujeme dle oCekavani absolutni hodnoty

svedcici o relativné stabilnich systémech.

4.3.1.2 Interakce L-cysteinu se zlatymi koloidy
Interakce L-cysteinu byla sledovana se tfemi rdznymi koloidy zlata.

StarSi borohydridovy zlaty koloid pfipraveny vroce 2017 interagoval
s Casticemi po 24 h (viz Obr. 26), a to tim zpusobem, Ze vySSi stupen agregace byl
pozorovan U nizSiho pfidavku L-cysteinu. Tento jev byl potvrzen také

prostfednictvim méfeni distribuce velikosti, jak bude prokazano a diskutovano dale
(Tab. 4).

AuBhll AuBhll
—0.1mM — 0.1 mM 24h
—1mM —— 1 mM 24h

Extinkce [a.u.]
Extinkce [a.u.]

1 1 L 1
400 600 800 400 600 800

Vinova délka [nm] Vinova délka [nm]

Obr. 26 Extinkéni spektrum L-cysteinu ve dvou finélnich koncentracich v interakci se star$im
borohydridovym koloidem AuBhll. A — méfeno ihned po pfidavku L-cysteinu, B — méfeno po 24 h.

Systém byl méfen Ramanovym spektrometrem s excitaci 785 nm, zesileni
v8ak nebylo pozorovano, coZz bylo oCekavatelné s ohledem na nevyznamnou
agregaci v této oblasti.

Déale byla méfena interakce L-cysteinu s Cerstvé pfipravenymi
borohydridovymi nanocasticemi, u nichZz je také riziko agregaéni nestability
systému v dusledku zrani. PFfitomnost volnych zlatitych iontd totiz miaze agregaci

ovliviiovat. Z extinkCniho spektra (viz Obr. 27) plyne, Ze systém agreguje ihned
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po pfidani L-cysteinu ke koloidu. Po 24 h |ze ve spektru vidét v disledku agregace
Castic posun agregacniho maxima. Pfipraven byl také systém o koncentraci

0.5 mM, ktery agregoval ve stejném trendu.

AuBhll 2019 AuBhll 2019
—0.1 mM ——0.1 mM 24h
—1mM ——1mM24 h

Extinkce [a.u.]
Extinkce [a.u.]

400 600 800 400 600 800

Vinova délka [nm] Vinova délka [nm]

Obr. 27 Extinkéni spektrum L-cysteinu ve dvou finalnich koncentracich v interakci s Cerstvym
borohydridovym koloidem AuBhll 2019.

A — méreno ihned po pfidavku L-cysteinu, B — méfeno po 24 h.

Systémy byly méfeny pomoci Ramanova rozptylu pfi excitaci 785 nm
i 532 nm, avSak zesileni SERS kupodivu nebylo zachyceno, a¢ by pro zeleny laser
dle UV-Vis mohlo byt pozorovano.

Méreni bylo dale provedeno s citratovym zlatym koloidem. Z extinkéniho
spektra (viz Obr. 28), je zfejmé, Ze dochazelo k vyrazné agregaci u obou
koncentraci ihned po pfidani L-cysteinu. Ve spektru po 24 h Ize vidét druhy pas
agregacniho maxima v oblasti okolo 680 nm. Mérfeni bylo provedeno také

pro koncentraci 0.5 mM, u niz se projevil obdobny trend agregace.
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Obr. 28 Extinkéni spektrum L-cysteinu ve dvou finélnich koncentracich v interakci s citratovym
koloidem AuCitrLM. A — méfeno ihned po pfidavku L-cysteinu, B — méfeno po 24 h.
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U 1ImM AuCitrLM systému, byl sledovan také posun agregacniho maxima

v pribéhu prvni minuty a poté po 24 h, viz Obr. 29.

AuCitrLM
——1mMOs
——1mM+30s
——1mM+60s
——1mM 24 h

Extinkce
N

0 1
400 600 800
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Obr. 29 Extinkéni spektrum kinetiky L-cysteinu v 1mM koncentraci v interakci s citratovym
koloidem AuCitrLM.

Z davodu extinkce koloidu ve viditelné oblasti se agregace s posunem

plasmonu projevuje také zménou zabarveni koloidu, viz Obr. 30.

Obr. 30 Koloidni roztok AuCitrLM v interakci s L-cysteinem
ve tfech riiznych koncentracich (vlevo pouze koloid).
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Systémy byly dale méfeny Ramanovym spektroskopem s excitaci 785 nm,
(Obr. 31), pfi kterém byl detekovan signal SERS cysteinu ve vSech koncentracich.

Signal koncentrace 0.5mM systému je zobrazen v Pfiloze B.
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Obr. 31 Srovnani Ramanovych spekter systému L-cysteinu o dvou finalnich koncentracich s

koloidem AuCitrLM. Signal SERS detekovan u obou koncentraci. Excitace 785 nm.

V disledku absence pasu pro skupiny SH, v oblasti 2550-2650 cm™, Ize
predpokladat interakci pres siru, tedy vazbu Au-S, ktera by mohla byt v Ramanové
spektru situovana okolo 276 a 310 cm™.
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K doplnéni informaci o interakci L-cysteinu s koloidy byla u vybranych

systémU mérena distribuce velikosti Castic (Tab. 4) a zeta potencial (Tab. 5).

Tab. 4 Distribuce velikosti u vybranych systémd pro L-cystein. Zavorky uvadi procentualni
zastoupeni hodnot.

distribuce velikosti [nm]

finalni koncentrace pfidaného L-Cy

pouze koloid

0.1 mM 0.5 mM 1mM
AuBhll pki 42+ 22 (82%) 39+13 (49%) 45+ 23 (74%)
intenzita pkz 2+1 (7%) 440 + 256 (42%) 322+185  (26%)
pks 3+1 (1%) 4289 + 1046 (8%)
pocet  pk; 104  (100%) 24+6 (100%) 16+5 (100%)
AuBhll 19 ~ pks 194 + 63 (90%) 3012 (52%)
intenzita
pkz 9+2 (10%) 416+ 189  (48%)
pocet  pk; 7+2 (100%) 16+4 (100%)
AuCitrLM pki 81+ 31 (60%) 786185 (62%) 910+239 (79%) 41796 (63%)

intenzita pk, 295+100  (23%) 166+23  (21%) 176+42  (21%) 1391+270 (21%)

pks  20%5 (A7%) 4736 £ 744 (17%) 8411 (16%)
pki 102 (100%) 202 + 30 (93%) 134 £19 (96%) 97 +19 (96%)

pocet
pka 700180 (7%) (14113 (%)  423:117  (4%)

Z vysledku méfeni DLS plyne, ze v pfipadé AuBhll, je u 0.1mM ve srovnani
s 1ImM systémem vySSi narast intenzitnich i poCetnich hodnot velikosti &astic.
To potvrzuje vysSi stupefi agregace u 0.1mM systému pozorovany v UV-Vis
spektru po 24 h.

V pfipadé nového borohydridového koloidu byla u 0.5mM systému dle
intenzity zachovana bimodalni distribuce €astic a byl pozorovan relativni narust
zastoupeni veétSich C¢astic, odpovidajici agregaci Cerstvého borohydridového
koloidu. Pocetni distribuce taktéz prokazala relativni narust velikosti ¢astic.

Z nameéfenych hodnot pro AuCitrLM koloid v interakci s L-cysteinem
vyplyva, Zze doSlo u vSech pfidanych koncentraci k vysokému narustu hodnot
velikosti Castic ve srovnani se samotnym koloidem. Dle intenzitni distribuce Ize
pozorovat nartst hodnot, pfi¢emz zastoupeni frakci je ve srovnani se samotnym
koloidem zachovano. Pocetni distribuce naznacuje ve vSech koncentracich
opakujici se zménu z monomodalni distribuce na bimodalni. Vysledky potvrzuji

vyraznou agregaci pozorovanou téz v UV-Vis spektrech.
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Tab. 5 Hodnoty zeta potencial(i u vybranych systému s L-cysteinem. Zavorky uvadi
procentualni zastoupeni hodnot.

zeta potencial [mV]

finalni koncentrace pfidaného L-Cy

pouze koloid

0.1 mM 0.5mM 1mM
AuBhll  pk; 248 (100%) -23+9  (74%) 25+8  (98%)
pka 6+2  (23%) - 3+2  (2%)
pks 48+4  (3%)
AuBhll 19 pk; 299 (95%) 39+10  (55%)
pk,  -58+3 (2%) - 18+10  (42%) -
pks  121%2 (2%) 125 (2%)
AuCitrLM pk, 269 (94%) -31+5 (100%) -30+5 (100%) -31+6 (100%)

pk, 504 (6%)

Z hodnot méfeni zeta potencialu Ize u 0.1mM systému sledovat, Ze frakce
blizka hodnoté -24 mV je procentualné nizSi nez stejna frakce pro 1mM systém.
To odpovida v UV-Vis spektru projevenému trendu vysSiho stupné agregace pro
0.1mM systém.

V pfipadé hodnot zeta potencialu u Cerstvého borohydridového koloidu Ize
ve srovnani se samotnym koloidem pozorovat snizeni stability, coz odpovida
trendu pozorované agregace v UV-Vis spektru.

Mérfeni zeta potencialu u vyrazné agregujicich AuCitrLM systému
naznacuje, Ze prestoZze se jedna o vysoce agregujici systém, zeta potencial
nevykazuje vyznamné zmény. DUlvodem muize byt vysoka elektrostericka
stabilizace citratovych koloidd v interakci s L-cysteinem, ponévadz molekuly
L-cysteinu prokazatelné interaguji s povrchem nanocastic, jak bylo prokazano

SERS spektry, a mohou tak pomoci vytvofit stabilnéjsi elektrickou dvojvrstvu.

64



4.3.2 Interakce NACyM sledovana prostirednictvim UV-Vis absorpce,
Ramanova rozptylu, DLS a zeta potencialu

4.3.2.1 Interakce NACyM se stFibrnymi koloidy

Interakce NACyM byla sledovana se dvéma ruznymi stfibrnymi koloidy. Dle
extinkénich spekter starSiho borohydridového koloidu (Obr. 32) vzniklo ihned
po pfidani TmM koncentrace NACyM druhé agregacni maximum v oblasti 570 nm.
Druhy pas naznacuje agregaci Castic, protoze pfidavkem NACyM doslo k poruseni
jejich elektrostatické dvojvrstvy. Lze tudiz fici, Ze NACyM interaguje s témito
nanocasticemi. Vzniklé agregacni maximum dalSi agregaci v Case klesa a po 24 h
jiz neni patrné.

—— AgBhIV
——0.1 mM 24h
—1 mM 24h

Extinkce [a.u.]
Extinkce [a.u.]

1 s 1 M " 1 M |
200 400 600 800 200 400 600 800

Vinova délka [nm] Vinova délka [nm]

Obr. 32 Extinkéni spektrum NACyM ve dvou finalnich koncentracich v interakci se star$im
borohydridovym koloidem AgBhlV.

A — méreno ihned po pfidavku NACyM, B — méreno po 24 h.

Dale byla sledovana interakce NACyM s &erstvymi borohydridovymi koloidy,
u nichz dle extinkénich spekter (Obr. 33) nedochazelo k agregaCnimu posunu
vhodnému k méfeni SERS. Systémy obou koloidd byly méfeny Ramanovym

spektrometrem s excitaci 785 nm, ale zesileni nebylo detekovano.
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Obr. 33 Extink¢ni spektrum NACyM ve dvou finalnich koncentracich v interakci s cerstvym
borohydridovym koloidem AgBhlV 2019.
A — méfeno ihned po pfidavku NACyM, B — méfeno po 24 h.

K doplnéni informaci o interakci NACyM s koloidy byla u vybranych

7 v s

systémU mérena distribuce velikosti ¢astic (Tab. 6) a zeta potencial (Tab. 7).

Tab. 6 Distribuce velikosti u vybranych systémi pro NACyM. Zavorky uvadi
procentualni zastoupeni hodnot.

distribuce velikosti [nm]

finalni koncentrace pfidaného NACyM
pouze koloid

0.1 mM 1mM
AgBhlV pki 93 £ 55 (74%) 63 + 32 (72%) 51070 (72%)
intenzita pkz 63 (26%) 4+2 (24%) 72+13 (28%)
pks 4283 + 973 (2%)
pki 3+1 (100%) 2+1 (100%) 62+12 (99%)
pocet
pk2 503+87 (1%)

Z naméfenych DLS hodnot vyplyva, Ze na rozdil od 0.1mM koncentrace
systému je v pfipadé pfidavku 1mM koncentrace NACyM vyznamny relativni
narust velikosti ¢astic, a to jak dle intenzitni, tak dle poCetni distribuce. To je plné
vsouladu s pozorovanym UV-Vis spektrem, kdy v pfipadé 1mM systému
dochazelo k vyrazné agregaci.
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Tab. 7 Hodnoty zeta potencial( u vybranych systémi pro NACyM. Zavorky
uvadi procentualni zastoupeni hodnot.

zeta potencial [mV]

finalni koncentrace pridaného NACyM

pouze koloid

0.1 mM 1mM
AgBhIV  pk; -24+10 (56%) -33+ 11 (42%) -27x7 (68%)
pkz 4717 (28%) -9+8 (36%) 77 (33%)
pks -73+6 (5%) 187 (10%)

Hodnoty zeta potencialu naznacuji nestabilitu systému v pfipadé
1mM NACyM v interakci s borohydridovym koloidem. Pozorujeme totiz 33% frakci
distribuce zeta potencialu s absolutni hodnotou menSi nez 10, odpovidajici vysoké

nestabilité systému.

4.3.2.2 Interakce NACyM se zlatymi koloidy

Interakce NACyM byla sledovana u starsiho i Cerstvého borohydridového koloidu.
V extinkénich spektrech vSak nebyla pozorovana agregacni zména vhodna
k méfeni SERS (spektra tudiz nejsou ukazana). Vysledky meéfeni distribuce
velikosti a zeta potencialu systému jsou uvedeny v Tab. 8 a Tab. 9.

Tab. 8 Distribuce velikosti u vybranych systémi pro NACyM. Zavorky uvadi
procentualni zastoupeni hodnot.

distribuce velikosti [nm]

finalni koncentrace pridaného NACyM

pouze koloid
0.1 mM™M 1mM
AuBhll pky 42 + 22 (82%) 35%15 (89%) 40 +16 (75%)
intenzita pks 2+ 1 (7%) 1+0 (6%) 3%2 (14%)
pks 3+1 (1%) 31 (4%) 2+1 (11%)
poéet  pk, 1%0 (100%) 10 (100%) 2+ 1 (100%)

Podobnost hodnot a rozloZeni distribuci velikosti ¢astic obou koncentraci
NACyM s AuBhIl ve srovnani s koloidem samotnym naznacuji, ze nedoS$lo
ke zménam agregacnich stavl, coz odpovida naméfenym UV-Vis spektriim,

ve kterych nebyla pozorovana agregace.
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Tab. 9 Hodnoty zeta potencialll u vybranych systémi pro NACyM. Zavorky
uvadi procentualni zastoupeni hodnot.

zeta potencial [mV]

finalni koncentrace pridaného NACyM
pouze koloid

0.1 mM 1mM
AuBhll  pk; -24+8 (100%)  -16+ 11 (49%) 372 (56%)
pkz 47 £ 11 (16%) -78+5 (14%)
pks 177 (15%) -63%5 (13%)

Absolutni hodnoty naméfrenych zetapotenciall u obou koncentraci NACyM
vinterakci s AuBhll nevykazuji agregaéni nestabilitu systémuU. Procentualni
rozloZzeni hodnot zeta potenciall se vSak vyrazné liSi od samotného koloidu.
Pozoruhodny je narust frakci s vysoce zapornymi (okolo -70 mV) a vysoce
kladnymi hodnotami (okolo +37 mV) zeta potencialu pro systém s 1ImM NACyM.
Tento jev by mél byt dale prozkouman, i kdyz v principu koreluje s vysledky
UV-Vis a DLS mérfeni, ktera potvrzuji stabilni, neagregujici systém.
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4.3.3 Interakce taurinu sledovana prostrednictvim UV-Vis absorpce,
Ramanova rozptylu, DLS a zeta potencialu

4.3.3.1 Interakce taurinu se stribrnymi koloidy

Také interakce taurinu byla sledovana u obou borohydridovch koloidl. Ani zde

v extinkCnich spektrech v8ak nebyla pozorovana agregaCni zména vhodna

k méfeni SERS. Vysledky méfeni distribuce velikosti a zeta potencialu systémi

potvrzujici tuto skute€nost jsou uvedeny v Tab. 10 a Tab. 11.

Tab. 10 Distribuce velikosti u vybranych systému pro taurin. Zavorky uvadi
procentualni zastoupeni hodnot.

distribuce velikosti [nm]

finalni koncentrace pridaného taurinu

pouze koloid
0.1 mM 1mM
AgBhlV pki 93+ 55 (74%) 50+ 26 (70%) 52 +27 (70%)
intenzita
pka 6+3 (26%) 5z%2 (30%) 5+%2 (30%)
pocet  pk; 31 (100%) 3+1 (100%) 31 (100%)

Bimodalni distribuce velikosti dle intenzity pro samotny koloid AgBhlV
s prevahou vétSich €astic je zachovana i po pfidavku taurinu ve dvou zvolenych
koncentracich. Podobnost hodnot distribuci velikosti (v ramci experimentalnich
chyb) obou pfidanych koncentraci taurinu s hodnotami samotného koloidu

odpovida tomu, Ze nebyla pozorovana agregace v UV-Vis spektrech.

Tab. 11 Hodnoty zeta potencialt u vybranych systému pro taurin. Zavorky
uvadi procentualni zastoupeni hodnot.

zeta potencial [mV]

finalni koncentrace pridaného taurinu

pouze koloid

0.1 mM 1mM
AgBhIV  pk; -24 £10 (56%) -26+9 (50%) =34+ 11 (57%)
pkz 477 (28%) -8+3 (15%) -12+4 (18%)
pks -73+6 (5%) 8+9 (14%) 7+9 (14%)

ZTab. 11 je rovnéZz patrné, Ze pfidavek taurinu k AgBhlV vyznamné
neovlivni procentualni obsah frakce okolo stfedni hodnoty -24 mV, coz poukazuje
na stabilitu systému a koreluje jak s DLS vysledky, tak s UV-Vis spektry, v nichz

nebyla pozorovana agregace.
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4.3.3.2 Interakce taurinu se zlatymi koloidy

S obé&ma borohydridovymi zlatymi koloidy byla sledovana interakce taurinu. Dle
extinkénich spekter viak nedochazelo k zadné agregaci, a méfeni SERS tudiz
postradalo smysl. Vysledky méfeni distribuce velikosti Castic a zeta potencialu

jsou uvedeny v Tab. 12 a Tab. 13.

Tab. 12 Distribuce velikosti u vybranych systému s taurinem. Zavorky uvadi
procentualni zastoupeni hodnot.

distribuce velikosti [nm]

finalni koncentrace pfidaného taurinu

pouze koloid

0.1 mM 1mM
AuBhll pki 42 + 22 (82%) 51+26 (81%) 4020 (85%)
intenzita pk: 2+1 (7%) 2+1 (9%) 2+1 (9%)
pks 3+1 (1%) 1+0 (8%) 1+0 (6%)
pocet  pk; 1+04 (100%) 1+0.2 (100%) 1+0.3 (100%)

Podobnost hodnot distribuci velikosti obou pfidanych koncentraci taurinu
k AuBhll opét odpovida tomu, zZe jde o stabilni systém bez znamek agregace,

tudiz vysledek ziskany z UV-Vis spekter.

Tab. 13 Hodnoty zeta potencialti u vybranych systémd s taurinem. Zavorky
uvadi procentualni zastoupeni hodnot.

zeta potencial [mV]

finalni koncentrace pridaného taurinu

pouze koloid
0.1 mM 1mM
AuBhll  pk, 24+8 (100%) 7+6 (72%) -25+8 (75%)
pkz 88+2 (27%) 5+4 (12%)
pks 22+2 (2%) 21+4 (12%)

Namérené hodnoty zeta potenciall v systémech s taurinem jsou relativné
rozporuplné s ohledem na jejich neagregacni chovani pozorované jak UV-Vis
spektroskopii, tak potvrzené DLS méfenim. Zatim neni uplné zfejmé, proc
se systém takto projevuje, ale muze to souviset s molekulou taurinu, ktera bude
v roztoku figurovat jako zwitterion a ovlivhovat elektrickou dvojvrstvu nanocastic

vlivem zvySené iontové sily roztoku.
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4.3.4 Interakce NAPCy sledovana prostiednictvim UV-Vis absorpce,
Ramanova rozptylu, DLS a zeta potencialu

Z divodu pouzivani ethanolu pro pfipravu zasobniho roztoku NAPCy bylo nejprve

ovéreno, Ze se ethanol neadsorbuje, neovliviiuje agregaci, a tudiz ho Ize vyuzivat

I jako pfipadny vnitfni standard. Pro pfiklad je uvedeno extinkCni spektrum

ze systému  pfidavku  ethanolu  k Cerstvym  stfibrnym  borohydridovym

nanocasticim, (Obr. 34).

—— AgBhlv 2019
—— AgBhIV + EtOH
—— AgBhlV + EtOH 24h

Extinkce

o 1 1
200 400 600 800

Vinova délka [nm]

Obr. 34 Extinkéni spektrum ethanolu v interakci s borohydridovym koloidem AgBhlV 2019.

4.3.4.1 Interakce NAPCy se stribrnymi koloidy
Interakce NAPCy byla studovana s pouzitim ¢tyf riznych koloidu stfibra.

Z extinkce starSiho borohydridového koloidu (Obr. 35) je zfejmé, ze ihned
po pfidani latky v 1mM koncentraci dochazi k agregaci, coZ se projevi vznikem
druhého agregacniho maxima u 610 nm. Po 24 h se druhé agrega¢ni maximum
posunulo doprava z 610 na 660 nm. Ve vSech spektrech s NAPCy byl pozorovan
pas Vv oblasti 253 nm. Dle Kelly a Price (2005), absorbuji v oblasti vinovych délek
250 az 290 nm postranni fetézce aromatickych aminokyselin (Phe, Tyr, Trp), proto
byl pas pfifazen fenylu obsazenému v molekule NAPCy. V pfipadé vzorkl
o koncentraci 1 mM byl pas tak intenzivni, Ze pfesycoval detektor, a proto neni ve

spektrech zobrazen.
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Obr. 35 Extink¢éni spektrum NAPCy ve dvou finalnich koncentracich v interakci se starSim
borohydridovym koloidem AgBhlV.
A — méreno ihned po pridavku NAPCy, B — méreno po 24 h.

Systémy byly zméfeny na Ramanové spektrometru s excitaci 785 nm.
Prestoze excitaCni vinova délka laseru Caste¢né spada do oblasti rezonance
se vzniknuvSim agregacnim maximem, zesileni SERS nebylo zachyceno. Latka
se zfejmé& neadsorbovala dostate¢né blizko k povrchu nanocastic. Dle hodnot
vinovych délek agregacnich maxim nové vzniklého pasu je evidentni, Zze by bylo
vhodnéjSi pouzit laser o excitaci 633 nm, kterym vSak nebylo disponovano.

Pfipraven byl také systém s Cerstvym borohydridovym koloidem. Ze spektra
(Obr. 36) je patrné, Ze i u nové syntetizovaného borohydridového koloidu dochazi
k agregaci systému pfi 1mM koncentraci NAPCy. Trend agregace se lisi, nebot

se nevytvafi tak vyrazné druhé agregacni maximum.
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Obr. 36 Extinkéni spektrum NAPCy ve dvou finalnich koncentracich v interakci s Cerstvym
koloidem AgBhIV 2019. A — méfeno ihned po pfidavku NAPCy, B — méreno po 24 h.
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S ohledem na c¢asteChou agregaci nanocastic v interakci s NAPCy,
projevujici se vznikem raménka u cca 500 nm v UV-Vis spektru, byla pro méfeni
Ramanova spektra zvolena excitace laseru 532 nm a SERS signal byl ziskan.
V dasledku pouziti rozpoustédla, ethanol : voda, pfi pfipravé zasobniho roztoku
NAPCy, bylo zméfeno také spektrum samotného koloidu s pfidavkem smési

ethanol : voda o mnozstvi pouzitém pfi pfipravé 1mM vzorku (Obr. 37).

—— AgBh 2019
—— AgBh 2019 + EtOH
—— 1 mM NAPCy + AgBh 2019
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Obr. 37 Srovnani Ramanovych spekter TmM systému NAPCy s koloidem AgBhlV 2019 a se

systémem s ethanolem mérenym pro odecet. Excitace 532 nm. Vykon laseru na vzorku 8.8 mW.

Odectem spektra koloidu s ethanolem od spektra vzorku bylo vytvorfeno
diferenéni spektrum (viz Obr. 38). V tomto spektru je patrny pas 230 cm™, ktery je
charakteristicky pro vazbu AgQ-OOC; dalSi charakteristické pasy karboxylatu
interagujiciho s povrchem stfibrnych nanocastic jsou téz patrné, jedna se o pasy
s maximy u 1381 a 1513 cm™. Z uvedeného je zfejmé, Ze NAPCy interaguje

s povrchem Ag nanocastic pfevazné prostrednictvim volné karboxyloveé skupiny.
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Obr. 38 Diferenc¢ni spektrum SERS signalu zachyceného pri interakci TmM systému NAPCy
s AuCitrLM.

Ze spekter extinkce systémud o koncentraci 0.5 mM pfipravovanych pro
méfeni Ramanova rozptylu bez ruSicich pasu ethanolu bylo patrné, Zze snizenim
koncentrace NAPCy na polovinu nebyla pfekroena agregaéni bariéra. Z toho
dlvodu pfi excitaci 532 nm nebylo u 0.5mM systéml SERS spektrum detekovano.

DalSi interakce NAPCy byla sledovana s hydroxylaminovym koloidem.
Z extinkéniho spektra, (Obr. 39) vyplyva, ze 1mM systém agreguje ihned
po pfidani NAPCy. Po 24 h je systém agregovany natolik, Ze doS$lo k posunu
maxima koblasti 600 nm, coZ naznaCuje, Ze by systém bylo vhodngjsi

méfit s pouzitim excitace 633 nm, kterou vSak disponovano nebylo.
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Obr. 39 Extinkcni spektrum NAPCy ve dvou finalnich koncentracich v interakci s koloidem
AgHAC. A — méfeno ihned po pridavku NAPCy, B — méfeno po 24 h.
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Pro méfeni SERS spekter byly vyzkouseny excitace 532 nm i 785 nm. P¥i
excitaci 785 nm SERS signal nebyl zachycen, byl vSak detekovan pfi excitaci

532 nm. Také vtomto pfipadé bylo méfeno ispektrum samotného koloidu
se smési ethanol : voda (Obr. 40).

—— AgHAC
—— AgHAC + EtOH
—— 1 mM NAPCy + AgHAC
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Obr. 40 Srovnani Ramanovych spekter 1mM systému NAPCy s koloidem AgHAC a se systémem
s ethanolem mérenym pro odecet. Excitace 532 nm. Vykon laseru na vzorku 8.8 mW.

Odectem spektra koloidu s ethanolem od spektra vzorku bylo vytvofeno
diferenéni spektrum (viz Obr. 41). Opét jsou patrné pasy charakteristické pro
interakci s povrchem Ag nanocastic prostfednictvim karboxylatu.
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Obr. 41 Diferenc¢ni spektrum SERS signalu zachyceného pfi interakci TmM NAPCy s AgHAC.
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Srovnanim diferencnich spekter koloidu AgBh a AgHAC Ize vidét shody
v pasech, které potvrzuji, Ze pozorované pasy pochazi od NAPCy navazaného
v obou pfipadech prostfednictvim karboxylatové skupiny.

998

—— dif. NAPCy AgHAC
—— dif. NAPCy AgBh 2019

1072

416
1022
1571

Intenzita [a.u.]

1 " 1 " 1 "
0 500 1000 1500 2000

Ramansky posun [cm™]

Obr. 42 Srovnani diferen¢nich spekter SERS signalti NAPCy detekovanych pfi interakci s koloidy
AgHAC a AgBhlV 2019.

Studovan byl také systém s citratovym koloidem, u néhoz nebyla patrna

vyznamna agregacni zmeéna, tudiz spektra nejsou ukazovana. Méfeni bylo

provedeno i v koncentraci 0.5 mM (bez ethanolu).
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K doplnéni informaci o interakci NAPCy s koloidy byla u vybranych systémi

mérfena distribuce velikosti ¢astic (Tab. 14) a zeta potencial (Tab. 15)

Tab. 14 Distribuce velikosti u vybranych systémi s NAPCy. Zavorky uvadi procentualni zastoupeni
hodnot.

distribuce velikosti [nm]

finalni koncentrace pridaného NAPCy

pouze koloid

0.1 mM 0.5 mM 1mM
AgBhlV ) Pk 93 +55 (74%) 55+30 (70%) 174 + 59 (95%)
intenzita
pk2 6+3 (26%) 5x£2 (30%) 4665 + 800 (5%)
pocet  pki 3+0.8 (100%) 3+1  (100%) 42+20  (100%)
AgBhlV 19 pki 3214 (65%) 48 + 35 (68%)
intenzita pka 530270 (21%) 534 £320 (14%)
pks 2+03 (14%) 1+£03 (12%)
pocet  pki 1£0.2 (100%) 1+£0.1 (100%)
AgCitr intenzita pki 9348 (100%) 11479  (100%)
pocet  pki 10+£3 (100%) 11+£4 (100%)
AgHAC intenzita pk; 83+40 (100%) g + 25 (100%) 94 +44  (100%) 1022 + 210 (100%)
pocet  pki 36 + 11 (100%) 39 4+ 11 (100%) 38+12  (100%)  g95 + 230 (100%)

Hodnoty distribuce velikosti u starSiho koloidu AgBhIV vykazuji, Ze pfi
pridavku 0.1mM koncentrace NAPCy zlstavaji velikosti dle intenzitni i pocetni
distribuce stejné (v ramci experimentalni chyby). V pfipadé 1mM systému lze
pozorovat dle distribuce intenzity i po€tu vysoky relativni nartast hodnot velikosti
¢astic, coz odpovida naméfenému UV-Vis spektru, kde byla u 1ImM koncentrace
pozorovana vyrazna agregace.

V pfipadé 0.5mM koncentrace pfidané k Cerstvému koloidu AgBhlV 19,
atéz k AgCitr nedochazi k vyraznym zménam distribuce velikosti Castic, coz
odpovida tomu, Ze nebyla pozorovana agregace v UV-Vis spektrech.

Systém s AgHAC a NAPCy odpovida dle DLS méfeni zmifnovanému
pozorovani pomoci UV-Vis spektroskopie a Ize konstatovat, ze pouze

1mM koncentrace NAPCy vede k agregaci AQHAC nanocastic.
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Tab. 15 Hodnoty zeta potencialil u vybranych systémiu s NAPCy. Zavorky uvadi procentualni

zastoupeni hodnot.

zeta potencial [mV]

finalni koncentrace pfidaného NAPCy

pouze koloid

0.1 mM 0.5mM 1mM

AgBhIV  pk; -24£10 (56%) -26+17  (80%) 32+10  (84%)
pkz 427 (28%) 114 (5%) - 17+ 4 (16%)
pks 73£6 (5%) -87+8 (5%)

AgBhIV19  pky -30£13 (65%) 24 +14 (90%)

pk, 120 £2 (8%) - 18 + 3.4 (3%) -
pks 71 £10 (7%) -80+6 (3%)

AgCitr pky 23+ 14 (75%) -25 + 14 (68%)
pkz 18+5 (4%) - 122+4 (7%) -
pks 65+5 (4%) 62+5 (5%)

AgHAC pky 21 £15 (94%) -20+13  (96%) -28+13  (100%) -15+4 (100%)
pka 7517 (3%) -62+4 (2%)
pks 23+4 (2%) -143+4 (1%)

Z hodnot zeta potenciald pro NAPCy s AgBhIV koloidy Ize usuzovat

na zmeény ve stabilité systému, zvlasté v pfipadé 1mM koncentrace NAPCy, kdy

vyznamné narusta frakce s hodnotami zeta potencialu okolo +17 mV. Tento

vysledek koreluje s pozorovanim UV-Vis spektroskopii a téz DLS vysledky.

Vysledné hodnoty zeta potencialu pro systém s NAPCy a AgHAC opét

odpovidaji pozorovanim UV-Vis spektroskopii a naméfenym DLS vysledkim

pro tento systém, nebot je evidentni pokles stability (hodnoty okolo -15 mV).
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4.3.4.2 Interakce NAPCy se zlatymi koloidy
Interakce 1TmM systému NAPCy se starSim borohydridovym koloidem (Obr. 43)
dala vznik druhému agregaCnimu maxima, které dosahovalo jesSté vétsi intenzity

nez puvodni maximum. Po 24 h se nové vzniklé agregacni maximum posunulo
z oblasti okolo 620 nm na 650 nm.

5 S
5, 5,
o o
or ofr
e_s AuBhll = AuBhll
= —0.1mM = | ——0.1mM24h
o — 1mMm o | —1mm24n
A B
1 M M 1 M
400 600 800 400 600 800
Vinova délka [nm] Vinova délka [nm]

Obr. 43 Extinkcéni spektrum NAPCy ve dvou finalnich koncentracich v interakci se starSim
borohydridovym koloidem AuBhll.

A — méreno ihned po pridavku NAPCy, B — méreno po 24 h.

Ramanuv rozptyl byl méfen s pouzitim excitace 785 nm, avSak signal SERS
prekvapivé nebyl detekovan. Bylo by vhodnéjSi pouzit laser s excitaci laseru 633
nm, kterou bohuzel nebylo disponovano.

Pfipraven byl také systém pro sledovani interakce NAPCy s Cerstvym
zlatym borohydridovym koloidem (Obr. 44). Z extinkéniho spektra je zfejmé,
Ze agregace u1mM systému probiha a dochazi k pravidelnému posunu
plasmonového pasu, avSak bez vzniku druhého agregacniho maxima, coz
odpovida chovani systému v pfitomnosti polyboratd na povrchu starSiho koloidu
a iontovych boratl na povrchu dCerstvého. Pripravena byla také koncentrace

0.5mM (bez ethanolu). Ramanlv rozptyl nebyl méfen z duvodu povahy
extinkénich spekter.
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AuBhll 2019
—0.1mM
—1mM

Extinkce [a.u.]

Extinkce [a.u.]

AuBhll 2019
— 0.1 mM 24h
— 1 mM 24h

400 600 800

Vinova délka [nm]

Obr. 44 Extinkéni spektrum NAPCy ve dvou finalnich koncentracich v interakci s Cerstvym

borohydridovym koloidem AuBhll 2019.

400 600 800
Vinova délka [nm]

A — méreno ihned po pridavku NAPCy, B — méreno po 24 h.

Systém byl pfipraven také s citratovym zlatym koloidem (Obr. 45). Rovnéz
i koncentrace 0.5 mM. Z extinkCnich spekter je zfejmé, Ze dochazi k agregaci,
a ze systém s prispévkem mensi koncentrace agreguje vice. Méfeni Ramanova

rozptylu nebylo provedeno z ddvodu nevyhovujicich dostupnych excitaénich délek

laseru. Systém by totiz bylo vhodné zméfit pfi excitaci 633 nm.

AuCitrLM
—0.1mM
—1mM

Extinkce [a.u.]

Extinkce [a.u.]

AuCitrLM
—— 0.1 mM 24h
——1 mM 24h

400 600 800

Vinova délka [nm]

Obr. 45 Extink¢ni spektrum NAPCy ve dvou finalnich koncentracich v interakci s citratovym

koloidem AuCitrLM.

400 600 800

Vinova délka [nm]

A — méfeno ihned po pfidavku NAPCy, B — méreno po 24 h.
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Hodnoty DLS a zeta potencialu pro systémy s NAPCy se zlatymi koloidy jsou
uvedeny v Tab. 16 a Tab. 17.

Tab. 16 Distribuce velikosti u vybranych systémi s NAPCy. Zavorky uvadi procentualni zastoupeni
hodnot.

distribuce velikosti [nm]

finalni koncentrace pfidaného NAPCy

pouze koloid

0.1 mM 0.5mM 1mM
AuBhll pki 42 £ 22 (82%) 85+ 70 (88%) 1205+ 615 (61%)
intenzita pkz 2+1 (7%) 4347 £353  (12%) 197 +£70 (25%)
pks 3+1 (1%) 4399 + 875 (13%)
pki 1+04 (100%) 155 (100%) 238+95  (98%)
pocet
pka 1333+492  (2%)
AuBhll 19 pki 194 + 63 (90%) 31+12 (55%)
intenzita
pka 9+2 (10%) 424 + 160 (45%)
pocet  pk: 72 (100%) 195 (100%)
AuCitrLM pki 81+32 (60%) 115+34 (68%) 120+42 (60%) 268 +136 (62%)
intenzita pk; 295 + 100 (23%) 27+6 (32%) 32+8 (34%) 56+18  (30%)
] pki 102 (100%) 441 (100%) 8+1 (100%) 19+ 4 (99%)
pocet
pke 612 (1%)

Na zakladé DLS mérfeni Ize pro systémy s NAPCy na zlatych koloidech
pozorovat narust velikosti ¢astic, a to zejména pokud je koncentrace NAPCy 1mM.
Rovnéz pfi nizSi koncentraci NAPCy se systém vyznacuje jistou frakci vétSich
¢astic, odpovidajici nejspiSe tvorbé agregatu. Tato pozorovani jsou v souladu
s naméfenymi UV-Vis spekiry.

Pro citratovy koloid v interakci s NAPCy je patrny téz narust velikosti ¢astic
s rostouci koncentraci NAPCy a dochazi ke zvySeni procentualniho obsahu
vétSich Castic. Tyto vysledky koreluji s UV-Vis spektry pro dané systémy.
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Tab. 17 Hodnoty zeta potencial(l u vybranych systémi s NAPCy. Zavorky uvadi
procentualni zastoupeni hodnot.

zeta potencial [mV]

finalni koncentrace pridaného NAPCy

pouze koloid

0.1 mM 0.5mM 1mM
AuBhIl  pk, 24+8 (100%) 217  (91%) 32+4  (100%)
pka 24 (8%) B
AuBhIl 19 pk; 29+9 (95%) 21+13  (99%)
pk, 58+ 3 (2%) - -84+2  (0.3%) -
pks 1212 (2%) 147 £1  (0.1%)
AUCItrLM  pk; 26+9 (94%) -28+9 (100%) -24+7  (98%) -31+7 (100%)
pk, 50+ 4 (6%) B51+3  (1.1%)

Hodnoty zeta potenciali pro NAPCy se zlatymi nanoCasticemi naznadluji
stabilni systémy, a to i pro koncentrace 1mM NAPCy. Toto zdanlivé neodpovida
naméfenym UV-Vis spektrim a zjisténym DLS vysledkim, ale pouze zdanlivé.
Je totiz nutno uvazit, jak se systémy chovaji po 24 h, kdy je dle UV-Vis spektra
stale patrné druhé maximum (které pravé odpovida obsahu vétSich Castic
Ci agregatt stabilizovanych v roztoku) a pozice tohoto maxima neni daleko
od maxima pozorovaného ihned po pfipravé systému. Je tudiz zfejmé, ze dojde
k narGstu velikosti Castic a tvorbé agregatl, ale tyto agregaty jsou do jisté miry
stabilizovany pfitomnosti NAPCy, o ¢emzZ svédCi pravé hodnoty naméfenych zeta

potenciall pro tyto systémy.
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5 ZAVER

V ramci predkladané prace byla vypracovana literarni reSerSe na zadanou
problematiku. Dale byla interpretovana IC a Ramanova spektra v pevném
i roztokovém skupenstvi. Borohydridovou metodou byla provedena pfiprava
nanocastic zlata a stfibra. Pomoci spektroskopie UV-Vis, méfeni DLS a zeta
potenciali byla sledovana interakce latek a koloidi s ohledem na rozdilné
chemické slozeni jejich povrchl. Jednim z cild bylo zjistit, zda se latky vazou
na povrch stfibrnych a zlatych nanocastic, a pokud ano, tak jakym zpUsobem.
Cystein byl detekovan v interakci se zlatym citratovym koloidem AuCitrLM
za pouziti 785nm excitace, pficemz je pravdépodobné, Ze k interakci dochazi
vazbou pfes siru. SERS signal NAPCy se podafilo detekovat pomoci excitace
532 nm, a to na Cerstvé pfipraveném stfibrném borohydridovém koloidu AgBhlV
a na hydroxylaminovém stfibrném koloidu AgHAC. V obou pfipadech dochazelo
k interakci pfes volnou karboxylovou skupinu. NACyM a taurin se nepodafilo
detekovat ani na jednom z dostupnych koloidu. Dale bylo zjisténo, ze se ethanol

neadsorbuje na nanocastice, a tudiz Ize pfipadné vyuzivat jako vnitini standard.
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7 PRILOHY

A Priprava koloidnich roztoku

AgBhlV, AuBhll

Postup pfipravy koloidnich roztokl AgBhIV a AuBhll zroku 2017 byl shodny
s pfipravou borohydridovych nanocastic uvedenou v experimentalni cCasti této
prace. Navazka borohydridu sodného byla 3.39 mg pro AuBhll a 3.42 mg pro
AgBhlIV.

AgCitr 1:1

Ve 250 ml deionizované vody bylo rozpusténo 44.65 mg dusic¢nanu stfibrného.
Roztok byl pfiveden k varu a za stalého michani bylo pfidano 10 ml 1% vodného
roztoku citratu sodného. Systém byl udrzovan ve varu po dobu jedné hodiny a
nasledné vymichavan na pokojovou teplotu pfiblizné dalSi hodinu. Ziskany koloid

byl nafedén deionizovanou vodou v poméru 1 : 1 (v/v).

AUCitrLM (oznaceni LM dle Lee-Meisel, J. Phys. Chem. 1982)

Ve 204.5 ml deionizované vody bylo rozpusténo 78.43 mg kyseliny
tetrachlorozlatité. Roztok byl pfiveden k varu a bylo pfidano 20.46 ml 1% vodného
roztoku citratu sodného. Systém byl udrZzovan ve varu po dobu jedné hodiny

a poté vymichavan na pokojovou teplotu pfiblizné dalsi hodinu.

AgHAC (pripraveno dle citace Leopold N. a Lendl B. J. Phys. Chem. B 2003, 107, 5723)

Vodny roztok dusi¢nanu stfibrného o koncentraci 10 mM a o objemu 10 ml byl
pfidan k 90 ml 1.67mM vodného roztoku hydroxylaminu hydrochloridu. Dale byl
pfidan 3.3 mM roztok hydroxidu sodného. Nasledné byl roztok vymichavan

pfiblizné pul hodiny.
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