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Uvod

Rigidni konformace Trogerovy baze predstavuje zaji-
mavy strukturni motiv umoziiujici preorganizaci funkénich
skupin potfebnych pro ziskani latky schopné selektivnich
interakci. Imobilizace téchto latek na nanocastice by
umoznila sledovat jejich interakce s analyty napf. pomoci
povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie. Molekularni
design latek (5) a (6) dovoluje pomoci n-m vazeb vazat
elektronové deficitni systémy jako napi. areny’. Tato vlast-
nost jiz sama o sobé€ ¢ini z Trogerovych bazi potencionalné
zajimavé medicinalni a analytické nastroje. Nanocastice by
také mohly dovolit snadnou separaci Trogerovych bazi po
komplexaci se zvolenym analytem z roztoku na zakladé
centrifugace, coz by jist¢ vedlo k uspofe Casu a finan¢nich
prostiedkt napiiklad v ptipadé slozitych matric a vzorku,
kdy by jinak musela byt tato separace provadéna pomoci
chromatografickych metod.

V této praci byl sledovan vliv zpisobu piipravy'™
a iontové sily* roztoku na kvalitu SERS spekter nano&astic
stiibra. Pfipravené nanocastice byly charakterizovany po-
moci absorp¢ni spektroskopie ve viditelné oblasti spektra.
SERS aktivni vlastnosti byly ovétovany povrchové zesile-
nou Ramanovou spektroskopii po imobilizaci 3-merkapto-
propanové kyseliny (1) na povrchu nanocastic. Dale byl
studovan zpuisob imobilizace latek vazajicich se na stiibr-
ny povrch pres dusikovy atom, jako modelové latky byly v
tomto pripadé zvoleny triethylamin (2), 1,10-fenantrolin
(3) a 4,4’-bipyridin (4), pomoci kterych byl hledan vhodny
zpusob pfipravy nanocastic pro imobilizaci derivata Tro-
gerovych bazi (5) a (6) (struktury latek viz obr. 1).

Experimentalni ¢ast
Chemikalie a zafizeni

Vsechny pouzité chemikalie byly Cistoty p.a. Pro
pfipravu nanocéstic byla pouZzita deionizovand voda, ktera
byla ziskdna pomoci iontoménict (R = 10 MQ). Absorp¢ni
spektra byla méfena na pfistroji Varian Cary 400 SCAN.
Meéfteni bylo provadéno ve sklenéné kyveté o tloust'ce
1 cm v rozsahu 300 az 800 nm s krokem 1 nm. Ramanova
spektra (SERS spektra) byla méfena pomoci Ramanova
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Obr. 1. Struktury latek pouzitych v této praci: (1) 3-merkapto-
propanova kyselina; (2) triethylamin; (3) 1,10-fenantrolin, (4)
4,4’-bipyridin, (5) methoxy derivat Trogerovy baze 3A; (6) kvar-
ternizovana forma methoxy derivatu Trogerovy baze 3A

spektrometru NIR Advantage s méticim rozsahem 100—
2000 cm™ a s vinovou délkou excitaéniho zdroje byla
785 nm.

Centrifugace byly provadény v umélohmotnych zku-
mavkach o objemu 2 ml na centrifuze Eppendorf CENT-
RIFUGE 5418. Vzorky byly odstfedény pti 13 000 otac-
kéch za minutu (odstfedivé zrychleni 92 665 m s?) po
dobu 10 min.

Sonifikace byla provadéna v ultrazvukové lazni
TRANSSONIC 570 pii 35 kHz.

Ptiprava nanocastic

a) redukce citratem sodnym

Roztok AgNO; byl pfipraven rozpuSténim 9 mg
AgNO; v 1 ml vody (¢(AgNO3) = 5,33:102 mol 1""). Roz-
tok citratu sodného (1% (m/m)) (Na;CsHsO;- 2 H,0) byl
pripraven navazenim 250 mg Na;CsHsO7 - 2 H,O do 25 ml
odmérné baiiky (c(Na;CsHsO; - 2 H,0) = 3,410 mol I'").

Do dvouhrdlé banky 100 ml bylo nalito 50 ml vody
a vloZeno michadlo. Batika byla opatfena zp&tnym chladi-
¢em a tato aparatura byla umisténa do olejové lazné. Voda
byla pfivedena k varu, poté byl pfidan roztok AgNO;
a 1 ml roztoku citratu. Reakéni smés se za stalého michani
vafila 15 min.
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b) redukce pomoci NaBH,4

Roztok AgNO; byl pfipraven rozpuSténim 3,36 mg
AgNO;v 9 ml vody (c(AgNOs) = 2,2:107 mol I""). Déle
byl piipraven roztok NaBH, rozpusténim 3,5 mg NaBH,4
v 75 ml vody (¢(NaBH,) = 1,210~ mol 1""). Vzniklé roz-
toky byly chlazeny ve vodni lazni s ledem. K roztoku Na-
BH,4 v 100 ml bafice bylo vloZzeno magnetické michadlo a
za stalého michani byl po kapkéach ptfiddn roztok AgNOs.
Michani poté pokracovalo bez preruseni dalSich 45 min az
do doby, nez se rozlozil nadbyte¢ny NaBH, a ustalila se
laboratorni teplota roztoku.
¢) redukce pomoci Chelatonu III

Byl pripraven zasobni roztok Chelatonu III rozpustée-
nim 22,8 mg latky v 2 ml vody, roztok NaOH rozpusténim
180,9 mg NaOH ve 2 ml vody a roztok AgNO; rozpusteé-
nim 9,10 mg AgNO; v 0,5 ml vody.

Do dvouhrdlé barniky o objemu 100 ml bylo odpipeto-
vano 268 pl roztoku Chelatonu III (c(Chelaton III) =
1,64:10™* mol I"") a 88 pl NaOH (¢(NaOH) = 1,0-10™" mol I'").
Déle bylo vloZeno michadlo. Barika se zpétnym chladicem
byla umisténa do olejové lazné€ a roztok byl pfiveden
k varu. Poté byl ptidan roztok AgNO; 485 ul (c(AgNOs) =
2,60-1072 mol I'") a reakéni smés se vatila 15 min.

Charakterizace nanodastic

Roztoky byly po pfipravé ponechany jeden den
v temnu a poté byly charakterizovany pomoci UV-VIS
absorp¢ni spektroskopie a Ramanovy spektroskopie.

Modifikace nanocastic

Ke 2 ml roztoku nanoc¢éstic byl pfidan vodny roztok
modelovych latek (1), (2), (3), (4) a roztok latek (5) a (6)
v rozpoustédle (DMSO). Koncentrace pfidané latky byla
v rozmezi 1-10° a7 1-10™" mol I"". Po ptidavku modelové
latky byl roztok ponechén dalSich 24 hodin v temnu. Vliv
modifikace byl sledovan pomoci Ramanovy spektroskopie.

Cilena agregace nanocastic

Z divodu ovéfeni vlivu agregace nanocastic na inten-
zitu povrchem zesileného signdlu v Ramanové spektrosko-
pii byl k roztokiim nanocastic modifikovanych vybranymi
latkami ptidavan 0,1 mol 1™ roztok KCI. Ptidavky KClI
byly realizovany v rozsahu 20-200 ul, s krokem 20 pl
a 200-300 pl s krokem 50 pl. Vliv zvySovani iontové sily
byl sledovan pomoci Ramanovy spektroskopie a pomoci
UV-VIS absorp¢ni spektroskopie.

Vysledky a diskuse
Ptiprava nanocéstic stfibra

Nanocastice byly pfipraveny redukci AgNO; riznymi
redukénimi &inidly'™. Takto pfipravené nano&astice byly
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Tabulka I

Vlnové délky absorp¢nich maxim hlavnich absorpcnich
past roztokd nanocéstic stiibra v zavislosti na pouzitém
redukénim ¢inidle

Intenzita
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Redukéni ¢inidlo Max. absorbance Velikost
[nm] [nm]
A) citrat sodny 430 ~45
B) borohydrid sodny 392 ~20
C) chelaton IIT 414 ~30
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Obr. 2. SERS spektra imobilizované latky (1) o koncentraci
1-10° mol I''. Roztoky nanoéastic byly pfipraveny redukci (A)
citratem sodnym, (B) borohydridem sodnym, (C) chelatonem III

charakterizovany pomoci UV-VIS absorpéni spektrosko-
pie. Velikost nanocastic v jednotlivych roztocich lze pfi-
blizné¢ odhadnout z polohy maxima absorbance téchto
roztoki naméfenych pomoci UV-VIS absorpéni spektro-
skopie®. Jednotlivd maxima se pohybovala v rozmezi od
392 do 430 nm. Pfiblizna velikost nanocéstic je uvedena
v tab. 1.

Dalsi charakterizace pfipravenych nanocéstic probi-
hala pomoci Ramanovy spektroskopie, kdy jednotlivé
roztoky poskytovaly riznou intenzitu signalu v SERS
spektrech (obr. 2).

Modifikace nanocéstic a jejich SERS aktivni
vlastnosti

SERS aktivni vlastnosti jednotlivych roztokd nano-
Castic stfibra pripravenych redukci AgNO; rtiznymi re-
dukénimi ¢inidly byly ovéfeny pomoci ptidavku latky (1),
kterd obsahuje S/COOH funkéni skupiny, protoze thioly
ochotng interaguji s povrchy stiibra’. Ramanova spektra
jednotlivych roztokd nanocastic s pridavky latky (1)
o koncentraci (¢ = 110~ mol I™) jsou znazornéna na
obr. 2. Ze spekter je patrné, ze SERS aktivni vlastnosti pfi
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pouzité vinové délce excitacniho zafeni (785 nm) maji
pouze nanocastice pfipravené redukci AgNO; citratem
sodnym (A). V ostatnich piipadech spektrum znazoriuje
Cisté rozpousteédlo ((B) a (C) — voda).

Drive provedena studie nanocastic stiibra stabilizo-
vanych citratem (A) ukdzala, Ze citrat se vyznacuje pomer-
n¢ vysokou afinitou vici stiibrnému povrchu a vytésnit jej
dovedou pouze trioly®. Interakce latek vazajicich se pres
dusik nebyla u takto stabilizovanych nanocastic piili§ pru-
kazna.

Z téchto diivodii se nanocastice stabilizované citratem
jevi jako nevhodné pro imobilizaci latek vazajicich se ptes
atom dusiku. Z divodu nedostate¢né schopnosti ostatnich
koloidnich roztokl (redukce borohydridem a chelatonem
IIT) zesilovat signaly v Ramanové spektroskopii, byly stu-
dovany postupy, jak intenzitu SERS signalii nanocastic
podpofit pomoci cilené agregace®.

Vazba latky (1) ptes atom siry byla v pozitivnim pii-
padé potvrzena absenci valenéné vibracniho pasu CS
(670 cm™), ktery se rozstépil na dva nové pasy s vinodty
732 cm™ a 654 cm™'. Ty piislusi valenénim vibracim CS
transu 732 cm™ a CS gauche u 654 em™ (cit.”) (obr. 2).

Cilena agregace nanocastic

K tomuto kroku bylo pfistoupeno z divodu, ze ko-
loidni roztoky (B) a (C) po ptidavcich latky (1) neposkyto-
valy v Ramanové spektroskopii pti dané vinové délce ex-
citacniho laserového zatfeni (785 nm) zadné zesileni. Agre-
gace byla provadéna zvySovanim iontové sily vodného
roztoku nanocastic modifikovanych latkou (1)
0 ¢=7,33-10" mol I"' pomoci pridavki 1 mol "' roztoku
KCl. Pfidavky byly realizovany v ndasledujicich krocich
20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 250 a 300 ul
KClI ke 2 ml roztoku nanocastic.
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Obr. 3. UV-VIS absorpéni spektra roztoku nanocastic (C)
modifikovanych latkou (1) s p¥idavky 1 mol I'' roztoku KCI.
Sipky znézoriiuji pokles hlavniho absorpéniho pasu u 409 nm a
vzrist nového absorpéniho pasu s maximem intenzity kolem
700 nm v zavislosti na vzrustajicim mnozstvi ptidaného KCl

Intenzita
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Na obr. 3 jsou UV-VIS absorpéni spektra roztoku
nanocastic (C) s latkou (1) po pridavcich roztoku KCI.
Vychozi roztok modifikovanych nanocastic byl pied pri-
davky KCI nafedén vodou v poméru 1:3 (V:V), aby jeho
absorbance byla pftiblizné¢ 1. Pfi srovnani jednotlivych
spekter je patrnd zména intenzity hlavniho absorpéniho
pasu u 409 nm a vznik nového Sirokého absorpéniho pasu
s maximem kolem 700 nm, ktery se s rostouci koncentraci
KCI posouva k vyssi vinové délce.

Na obr. 4 jsou Ramanova spektra roztoku nanocastic
(O) s latkou (1) po ptidavcich KCI. Z obrazku je patrné, ze
pfi zvySovani koncentrace KCI v roztoku dochazi vlivem
agregace nanocastic ke zvySovani intenzity signalu SERS
spekter. Jednotlivé pasy odpovidaji spektru latky (1) na
povrchu nano&astic stifbra®.

Interakce latek obsahujicich atom dusiku

Z duvodu Spatné rozpustnosti latek (5) a (6) ve vodé
byl jako modelovy systém pro vazbu latek obsahujicich
atom dusiku zvolen triethylamin (2), 1,10-fenantrolin (3)
a 4,4’-bipyridin (4).

Diive provedené prace® prokazaly velice slabou in-
terakci latky (2) s citratovym roztokem nanocastic (A).
Slabé interakce této latky byla prokdzéna také v ptipadé
pridavki latky (2) k nanocasticim (C) po zagregovani roz-
toku. U roztoku (B) nebylo mozné kviili slabému zesileni
intenzity Ramanovych signall interakci ptidanych latek
prokazat.

Na obr. 5 je znazornéno SERS spektrum nanocastic
(C) s piidavkem latky (3) o (c = 2,510 mol I'") a dale
pak Ramanovo spektrum cisté latky (3). Polohy hlavnich
pasu cisté latky (3) a pfidavki této latky k roztoku nano-
castic (C) jsou shodné, nebo jsou jen lehce posunuty,
z Cehoz se lze domnivat, Ze doSlo spiSe k fyzikalni sorpci
latky na povrch nanocastic.
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Obr. 4. SERS spektra roztoku nanoéastic (C) modifikovanych
latkou (1) o ¢ = 7,33-107° mol I"' s p¥idavky 1 mol I"! roztoku
KCl. Sipka znézorfiuje vzrist intenzity pasu u 922 cm™', ktery
odpovida valen¢ni vibraci C-COO™ v zavislosti na vzristajicim
mnozstvi pfidaného KCl
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Obr. 5. SERS spektra roztoku nanocastic (C) modifikovanych
latkou (3) o ¢ = 2,510 mol I"' a Ramanovo spektrum cisté
latky (3)
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Obr. 6. SERS spektra roztoku nanocastic (C) modifikovanych
litkou (4) o ¢ = 2,510 mol I"' a Ramanovo spektrum disté
latky (4)

Na obr. 6 je znazornéno SERS spektrum nanocastic
(C) s piidavkem latky (4) o (¢ = 2,510 mol I'") a dale
pak Ramanovo spektrum ¢isté latky (4). Polohy hlavnich
pasu Cisté latky (4) a ptidavkl této latky k roztoku nano-
¢astic (C) jsou lehce posunuty, z ¢ehoz se 1ze domnivat, ze
mezi povrchem nanocastic a latkou (4) doslo
k chemisorpci (1236 a 1024 cm™).

Na obr. 7 jsou znazornény Ramanova spektra latek
(5) a (6). Navazky téchto latek byly rozpustény v DMSO
a prislusné mnozstvi bylo odpipetovano k roztoku nano-
castic (C) vzdy tak, aby vysledna koncentrace odpovidala
(¢ = 1107 mol 1""). Pro porovnani byl pfipraven slepy
pokus, kdy byly pfipraveny roztoky stejnym zplsobem
pouze s tim rozdilem, Ze misto roztoku nanocastic byla
pouzita destilované voda. ProtoZe pasy ve vSech spektrech
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Obr. 7. Ramanova spektra nanocastic (C) s pridavky latek (5)
a (6) a spektra latek s DMSO o téZe koncentraci bez nanocas-
tic. Spektra byla pro vétsi prehlednost vzajemné posunuta pouze
vosey

na obr. 7 odpovidaji DMSO ve vod¢, k zadné interakci
latek (5) a (6) s povrchem nanocéastic stiibra nedoslo.

Zavér

V této praci byly studovany metody pifipravy SERS
aktivnich nanocastic stiibra, které by bylo mozné modifi-
kovat latkami vézajicimi se na stfibrny povrch pies dusi-
kovy atom. Nanocastice stiibra byly pfipraveny metodami
redukce AgNO; riznymi redukénimi Cinidly (citratem
sodnym (A), borohydridem sodnym (B), chelatonem III
(C)). SERS aktivni vlastnosti pfipravenych nano¢astic
byly ovéfovany pomoci imobilizace 3-merkaptopropanové
kyseliny (1). Bylo zjisténo, Ze za danych podminek méteni
jsou SERS po ptipravé SERS aktivni pouze nanocastice
pfipravené redukci citratem sodnym (A). Z diivodu zesile-
ni intenzity signalid v SERS spektrech byla vyzkouSena
cilend agregace nanocéstic zvySovanim iontové sily rozto-
ku pomoci 1 mol 1"! roztoku KCI. Tento postup se ukézal
byt velice GCinny v piipadé koloidniho roztoku (C), kdy
v duasledku cilené agregace doslo k vyraznému zesileni
signald imobilizované latky (1). V piipadé ostatnich rozto-
kt nevedly ptidavky KCl1 k vyrazné zméné SERS vlastnos-
ti. Jak se ukazalo v ptfipad¢ roztoku (C), SERS aktivni
vlastnosti souvisi s polohami maxim plasmonové absor-
bance. Pii agregaci nanocastic vznikaly ve viditelné oblasti
spektra dalsi pasy a v pripadé, kdy maximum nové vznik-
1ého pésu lezelo v blizkosti vinové délky excitacniho lase-
rového zafeni, dochazelo k intenzivnimu zesileni téchto
signalu (k tzv. SERS efektu).

Slaba interakce triethylaminu (2) byla pozorovana
s roztoky nanocastic (A) a (C). V ostatnich ptipadech se
lze domnivat, Ze triethylamin s povrchy neinteraguje nebo
ze nedochazi k dostatecnému zesileni signald v SERS
spektrech. Interakce 1,10-fenantrolinu (3) a 4,4’-bipyridi-
nu (4) byla prokazana s roztokem nanocastic (C). Proto 1ze
usuzovat, ze podminkou interakce latky se stfibrnym po-
vrchem pres atom dusiku je, ze roztok nanocastic nesmi
byt stabilizovéan pfili§ silnymi stabiliza¢nimi ¢inidly. Toto
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stabilizacni ¢inidlo by dana latka nebyla schopna vytésnit.
Atom dusiku by mél byt rovnéZ zapojen do systému na-
sobnych vazeb tak, aby pisobil zapornym indukénim efek-
tem. Trogerovy baze (5) a (6) svou strukturou neodpovida-
ji této predstave a jejich interakce nebyly prokazany.
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