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Uvod

Pfima imobilizace analyticky uzite¢nych receptorti na
povrchu nanocastic ¢asto neni mozna, protoZe neobsahuji
vhodné funkéni skupiny. Proto je nutna prediazena povr-
chova modifikace multifunkénimi molekulami (spacery'?).
Jedna funk¢ni skupina je vyuzita pro vazbu na povrch na-
nocastice, zatimco dalsi, prostorové volna, umozni imobi-
lizaci pozadovaného receptoru. Z téchto divoda je vhodné
vénovat se studiu modifikace nanocastic stifbra latkami
s riznymi funk¢énimi skupinami tak, aby pfi nasledné mo-
difikaci bylo ziejmé, za jakych podminek se dana funk¢ni
skupina vaze nebo s povrchem neinteraguje.

Asi nejznaméji je vazba thiolovych derivatd’, na
povrch nanocéstic stfibra se ale vazi i aminy a dusikaté
heterocykly* a s povrchem interaguji i karboxylové deriva-
ty’. Nékteré z téchto latek (citrat sodny) Ize pak pouzit pfi
pripravé a stabilizaci koloidnich roztokli nanocastic
uslechtilych kova®’.

Tvar a velikost nanocastic, tedy i vlastnosti povrchu,
souvisi se zvolenou metodou ptipravy. Tyto faktory maji
zasadni vliv na fyzikalni a chemické vlastnosti nanocastic.
Vhodnou metodou sledovani jejich povrchové modifikace
je spektroskopie povrchem zesileného Ramanova rozptylu
(SERS). Jde o techniku, pfi které dochazi k interakci exci-
tujiciho laserového zareni s povrchovymi elektrony nékte-
rych kovill, mezi néz patfi stfibro, zlato a méd’. Pfi vhodné
morfologii kovu a vhodné vinové délce excitujiciho zafeni
dochazi k fadovému zesileni Ramanova rozptylu®. Intenzita
méfeného signalu zavisi na vzdalenosti molekuly od po-
vrchu nanocastice a s rostouci vzdalenosti vyrazné klesa.
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Obr. 1. Struktury modelovych latek pouZitych v této praci.
(MENH2) methylamin; (ET3EN) triethylamin; (PYR) pyridin;
(C4SH) butanthiol; (C10SH) dodekanthiol; (AcOH) octova kyse-
lina; (BZA) benzoova kyselina; (LIPA) lipoova kyselina; (3MPA)
3-merkaptopropanova kyselina

V této praci byl sledovan vliv koncentrace modelo-
vych latek (obr. 1) a vliv pH na zptsob jejich vazby na
povrch nanocéstic stiibra stabilizovanych citratem. Mode-
lové latky byly vybrany tak, aby jejich struktury a vazebné
by bylo mozné pouzit pro zprostiedkovani imobilizace
analyticky uzite¢nych receptord.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie a zafizeni

Vsechny pouZité chemikalie byly cistoty p.a. Pro pii-
pravu nanocastic byla pouzita voda od firmy Merck
(LiChrosolv, R =1 MQ). Absorpcni spektra byla méfena
na piistroji Varian Cary 400 SCAN. Mé¢reni bylo provadé-
no ve sklenéné kyveté o tloustce 1 cm v rozsahu 200 az
900 nm skrokem 1nm a vrozsahu 375 az 475nm
s krokem 0,25 nm. Ramanova spektra byla zméfena pomo-
ci Ramanova spektrometru (Deltanu Advantage 785 Near-
Infrared Raman Spectrometer). VInova délka excitacniho
laserového zdroje byla 785 nm, méfici rozsah 100-2000
em . K interpretaci Ramanovych spekter byla pouzita
vypocetni metoda ab-initio. Optimalizace molekul a vy-
poéty spekter byly provadény programem Gaussian’. Pou-

* Pavel Zvétora ziskal zv]astni cenu poroty v soutéZi o cenu firmy Merck 2008 za nejlepsi studentskou védeckou praci

v oboru analyticka chemie.
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zitd metoda a baze byla B3LYP/6-31G*. Vypoctena spekt-
ra byla porovndna s naméfenymi spektry, kdy byly identi-
fikovany nejintenzivnéj$i pasy. Z diivodu posunu vinoctu
pfi imobilizaci nebo interakci s citratem bylo v piipadé
podobnosti obou spekter vypoctené spektrum vynasobeno
korela¢nim faktorem 0,96 v ose x.

Centrifugace byly provadény v umélohmotnych zku-
mavkach o objemu 2 ml na centrifuze Eppendorf Centrifu-
ge 5418. Vzorky byly odstiedény pii 13 000 otackach za
minutu po dobu 10 min (odstfedivé zrychleni 92 665 m s7).

Sonifikace byla provadéna v ultrazvukové lazni
Transsonic 570 (Elma®, Némecko) pi 35 kHz.

Pti méfeni pH byl pouzivan pH-metr Mettler Toledo
s kombinovanou sklenénou elektrodou (InlayO 413). P¥i-
stroj byl kalibrovan pufry o tfech hodnotach pH (4,01,
7,00 a 10,00; Merck).

Pfiprava nanocastic

Byly pfipraveny roztoky nanocastic stiibra vzniklé
redukci AgNO; citratem sodnym. Roztoky byly po pfipra-
v¢ ponechany jeden den v temnu. Ke 2 ml roztoku nano-
Castic byl poté pridan vodny roztok modelové latky
(vysledna koncentrace byla 1,46:107, 3,64-107, 9,10-107,
2,275-107,5,70-10 a 1,42-107° mol 1"") a vysledny roztok
byl po modifikaci ponechan 24 h v temnu.

V pfipad¢ analyzy necentrifugovanych nanocastic
bylo zméfeno Ramanovo spektrum a pro méfeni UV-Vis
absorpéniho spektra byl roztok, z divodu zachovani plat-
nosti Lambertova-Beerova zdkona, pfed meéfenim 10x
zfedén vodou. V pripadé analyzy centrifugovanych nano-
Castic byl roztok modifikovanych nanocéstic centrifugo-
véan, redispergovan (v ultrazvukové lazni) v plivodnim
objemu vody a poté bylo zméfeno Ramanovo spektrum.
Pro méfeni UV-Vis absorpcniho spektra byl roztok pied
méfenim 10x zfedén vodou.

Pii studiu vlivu pH na imobilizaci AcOH a 3MPA
byly uzity dva rtizné postupy, které se liSily okamzikem
pfidani latky k roztoku nanocastic a okamzikem, kdy bylo
upravovano pH. V prvnim pfipad¢ byla pfidana studovana
latka a po 24 h v temnu byly modifikované nanocéstice
odcentrifugovany a redispergovany ve vodném roztoku
HCI nebo NaOH podle pozadované hodnoty pH. Ve dru-
hém experimentu byl nejprve roztok nemodifikovanych
nanocastic odcentrifugovan a redispergovan ve vodném
roztoku HCI nebo NaOH podle pozadované hodnoty pH.
K takto pfipravenému roztoku nemodifikovanych nanocéas-
tic byl ptfidan vodny roztok studovanych latek a spektra
byla méfena po 24 h.

V obou pripadech byly koncentrace latek v métenych
roztocich 1,46-107, 9,10-107 a 5,70-10"° mol I"". Nastavo-
vané hodnoty pH byly 1, 4, 7, 10 a 13. Skute¢na hodnota
pH byla zjistovana pomoci pH-metru.

Interakce AcOH a 3MPA byly sledovany UV-Vis
spektroskopii a povrchem zesileného Ramanova rozptylu
(SERS). Podminky méfeni byly shodné jako v pfedchozim
pripadé.
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Vysledky a diskuse
Ptiprava nanocéastic stfibra

Nanocastice byly pfipraveny redukci AgNO; citratem
sodnym za varu®. Takto pFipravené nano¢astice poskytova-
ly dobry signal v SERS. Touto metodou byly pfipraveny
koloidni roztoky stfibra s Sirokou distribuci velikosti ¢astic
pfevazné kulovitého tvaru (obr. 2). Maximum absorbance
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Obr. 2. a) Fotografie nanocastic stéibra (TEM); b) rozdéleni
velikosti téchto nanocastic; ¢) UV-Vis absorpéni spektru na-
nocastic stfibra pripravenych redukei citratem sodnym
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Obr. 3. Ramanovo spektrum citratu (B) (¢ = 1-10™° mol ")
a SERS spektrum citratu (A) na povrchu nanodastic stiibra.
Jednotlivé oznacené pasy odpovidaji spektru citratu imobilizova-
ného na povrchu nanocastic stiibra
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Tabulka I

Cena Merck

Hodnoty absorbance a zmény vinové délky absorpéniho maxima (= 430 nm) roztoku nanocastic stfibra v zavislosti na kon-
centraci ptfidané latky. Roztoky nanocastic nebyly piecistény centrifugaci

Vazebny Latka Koncentrace [mol I"']
atom 1,46:107° 3,64-107 9,10-107 2,28-107° 5,70-10°° 1,42:10°°
A/AL A/AL A/AL A/AL A/AL A/AL
N MENH2 0,666/ 1 0,790 / -2 0,754 / -1 0,742 /0 0,714/-6  0,804/—6
ET3EN 0,750 /1 0,778 /3 0,780 /2 0,753/3 0,778 /3 0,798 /3
PYR 1,060/ 3 1,099 /3 1,108 /3 1,060/ 3 1,091/3 1,118/3
S C4SH 0,141/13 0,175/7 0,132/-1 0,158 /4 0,495 /10 0,747 /17
C12SH 0,714/ 0 0,774/ 0 0,801 /1 0,790 /0 0,821/1 0,750 /0
¢} AcOH 0,499 / -3 0,653 /1 0,695 /2 0,718 /1 0,729 /2 0,772 /1
BZA 0,974 /4 1,025 /2 1,096 /2 1,114 /2 1,098 /2 1,114 /2
0/S LIP 0,239/ -14 0,747/ =5 0,787/-2 0,764 /-2 0,696/ 1 0,713 /1
3MPA 0,301/18 0,836/ 10 0,970/ 12 0,528 /5 1,002/0 1,014 /2
Tabulka II

Hodnoty absorbance a zmény vinové délky absorpéniho maxima (= 430 nm) roztoku nanocastic stfibra v zavislosti na kon-
centraci pfidané latky. Roztoky nanocastic byly precisStény centrifugaci

Vazebny Latka Koncentrace [mol 17']
atom 1,46-107° 3,64-107* 9,10-107° 2,275.107° 5,70-10°° 1,42:10°°
A/AL A/AL A/AN A/AN A/AN A/AL
N MENH2 0,438 /-5 0,484 /-5 0,424 /-5 0,435 /-5 0,328/ -5 0,453 /-5
ET3EN 0252/5 0,277/7 0,179 /8 0,237/12 0,155/8 0,145/9
PYR 0,787 /0 0,777/ 1 0,802 /-1 0,848 /-1 0,644 /1 0,859 /-1
S C4SH 0,116 /4 0,122 /7 0,144 /10 0,160/ 10 0252 /11 0,575/10
C12SH 0,306 /0 0,441 /1 0,414 /1 0,373 /1 0,418 /2 0,406 / 1
0 AcOH 0,216 /-8 0,281/ —4 0,367/0 0,367 /-1 0,333/2 0,442 /2
BZA 0,404 / -7 0,674 /-3 0,859 /-1 0,870 /-1 0,752/ -2 0,855/0
0/S LIP 0227/-11  0384/-2  0,557/-3 0,501 /-3 0,410/0 0,276 /1
3MPA 0,310/19 0,418 /8 0,720 /12 0,197 /12 0,684 / -2 0,639 /-2

takto pfipravenych nanocéstic se pohybovalo od 415 do
430 nm.

Na obr. 3 je Ramanovo spektrum vodného roztoku
citratu sodného a SERS spektrum citratu absorbovaného
na povrchu nanocastic'’. Koncentrace byla v obou piipa-
dech stejna. Diky povrchovému zesileni stfibrnych nano-
¢astic byly v SERS spektru pozorovéany intenzivni signaly
citratu.

Vliv koncentrace modelovych latek na UV-Vis
absorp¢ni spektra nanocastic stfibra

Byla zmétena UV-Vis absorp¢ni spektra pfipravenych
roztokl nanocastic jak pred modifikaci, tak po jejim pro-
vedeni. Nanocastice byly modifikovany modelovymi lat-

kami a vysledky jsou shrnuty v tab. I a II. Pfidavek latek
ve vSech pripadech zpisobil zménu maximalni hodnoty
absorbance a v fadé pfipadl i posun vlnové délky tohoto
maxima''. O interakci studovanych latek s povrchem na-
nocastic svédci také to, Ze posuny vlnové délky absorpcni-
ho maxima byly naméfeny i v roztocich modifikovanych
nanocastic po centrifugaci, ¢imz byly z roztoku odstranény
latky nenavazané na povrch nanocastic.

Vliv koncentrace modelovych latek na SERS
nanocastic stfibra

V piipad¢ modifikace stiibrnych nanocastic dusikaty-
mi latkami (MENH2, ET3EN, PYR), doslo k vyraznému
snizeni intenzity SERS signalu (obr. 4) oproti nemodifiko-
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Obr. 4. SERS spektra (A — PYR, B - MENH2, C — AcOH, D —
nano&stice stfibra), koncentrace latek byla 1,46-10™ mol 17
Pasy spektra (D) odpovidaji spektru citratu imobilizovaného na
povrchu nanocastic stiibra

vanym nanocasticim, v jejichz spektrech jsou patrny pasy
citratu. V pripadé latek sjedinou moznou vazbou pres
kyslik (AcOH a BZA) byly v SERS spektru pozorovany
signaly citratu s malymi zménami (obr. 4). Zmény ve
spektrech mohou byt zptisobeny fadou faktort, napf. moz-
nou interakci citratu s karboxylovymi kyselinami nebo
dusikatymi latkami (MENH2, ET3EN, PYR), nebo ¢astec-
nou agregaci roztoku nanocastic vlivem zmény iontové
sily tohoto roztoku spolu se zménou pH.

Interakce latek vazajicich se vyhradné pfes atom siry
(C4SH a C12SH) byla potvrzena posunem valen¢ni vibra-
ce CS 2652 cm™ v &isté latce (C4SH a C12SH) na 699 cm™
(C4SH), resp. 741 cm™' (C12SH). Signal u 699 cm™' odpo-
vid4 konformaci gauche a signal u 741 cm™ odpovida
konformaci trans (cit.").

V pripadé latky LIPA byla provazena jeji vazba na
povrch nanoéastic absenci valenéniho pasu SS (451 cm™)
a pasu valenéni vibrace cyklu (507 cm™). Toto naznaduje,
7e se latka vézala na stfibrny povrch pies atomy siry®.

Vazba latky 3MPA pies atom siry byla potvrzena
absenci valenéng vibragniho pasu CS (670 cm™"), ktery se
roz§tépil na dva nové pasy s vinoéty 734 cm™ a 655 cm™.
Ty piisludi valenénim vibracim CS trans u 734 cm™' a CS

coo’ H
H H H H
H H H coo”
S S
Obr. 5. Schematické znazornéni konformace trans a gauche
3MPA imobilizované na povrchu nanoé¢astic stiibra
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Obr. 6. SERS spektra imobilizované 3MPA pii koncentraci A)
1,46-10> mol I"'; B) 9,10-10° mol I"'; C) 1,42:10™° mol 1!

gauche u 655 em™ (cit.") (obr. 5 a 6). Na obr. 6 je také
zietelny péas valenéni vibrace C-COO™ u 930 cm™',
ktery byl pfitomen pii vSech koncentracich. Absence
pasu C-COOH u 900 cm™' znamena, 7e veskera imobili-
zovand latka 3MPA byla pfitomna v disociované formé,
nezévisle na jeji koncentraci'.

Vliv pH na UV-Vis absorp¢ni spektra nanocastic
stfibra modifikovanych latkami AcOH a 3MPA

Stabilita citratovych nanocastic stfibra je zndzornéna
na obr. 7. Hodnota pH byla nastavovana roztoky NaOH
a HCI a zméfena pH-metrem. Poté byla zméfena UV-Vis
absorp¢ni spektra a SERS spektra. Normalizovana absor-
bance (obr. 7) byla ziskana tak, ze byl nejprve vypocten
rozdil absorbance roztoku nanocastic po Upravé pH
v jejich absorpénim maximu a absorbance u paty tohoto
pasu (A 320 nm). Vysledny rozdil byl dale délen hod-
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Obr. 7. Zavislost normalizované absorbance (AA/A,) nemodi-
fikovanych citratovych nanocastic. Citratové nanocastice po
upraveé pH pomoci roztokit HC1 a NaOH (A). Vodny roztok nano-
Castic stiibra pfipravenych redukci AgNO; citratem sodnym (B)
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Obr. 8. Zavislost normalizované absorbance ¢istych nanocas-
tic (A) a roztoku téchto nanocastic s piidavky AcOH na hod-

noté pH. Koncentrace byla (B) 1,46-10~ molI™'; (C) 9,10-107

mol I'"; (D) 5,70-107° mol I"". Hodnota pH byla nastavena az po
pridavku AcOH
AAA,
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Obr. 9. Zavislost normalizované absorbance ¢istych nanocas-
tic (A) a roztoku nanocastic s pridavky 3MPA na hodnoté pH.
Jeji koncentrace byla (B) 1,46:107° mol I"'; (C) 9,10-107 mol I';
(D) 5,70-107° mol I"'. Hodnota pH byla nastavena az po piidavku
3MPA

notou absorbance roztoku nanocastic v absorpénim maxi-
mu pfed zménou pH.

Z naméfen¢ zavislosti vyplyva, ze citratové nanocasti-
ce jsou stabilni v intervalu pH od 4 do 10. Pfi pH 1,3
a 12,6 dochazelo k agregaci nanocastic. Agregace nano-
Castic je ovlivnéna predevSim zménou pH roztoku a ¢és-
te¢né také zménou iontové sily tohoto roztoku.

Interakce AcOH a 3MPA byly sledovany pfi tfech
riznych koncentracich a pfi péti riznych hodnotach pH.
Pridavky k roztoku nanocastic byly provadény jednak pied
upravou pH roztoku, kdy byla vybrana latka imobilizovana
na povrch a poté byl sledovan vliv zmény hodnoty pH na
pfislusnou interakci s povrchem (obr. 8 a 9) a dale pak po
upravé hodnoty pH, kdy byla rovnéz sledovana interakce
karboxylovych kyselin s nano¢ésticemi o pfedem pfiprave-
ném pH, vtomto piipadé bylo zjisténo, Ze diky malé
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pufracni kapacité roztoku nanocastic dochazi k posunu pH
jednotlivych roztokl smérem k disocia¢ni konstanté jed-
notlivych kyselin (pK, = 4,8).

Na rozdil od obr. 7 je patrné, Ze v ptipad€ latek AcOH
nebo 3MPA dochézi ke zméné polohy kmax jednotlivych

e

hzacnlho ¢inidla na povrchu nanocastic. Vliv koncentrace
pfidanych latek na zménu polohy A se projevil nejvy-
raznéji v neutralni a zasadité oblasti. V pfipadé AcOH
dochézelo pii pH = 7 k nejniz§imu poklesu pfi koncentraci
latky 5,70-10™ mol 1"" pfi stejné koncentraci 3MPA byl pti
pH = 10 pozorovéan nejvyssi vzriist Ama, c0Z lze vysvétlit
tak, ze v ptipadé 3MPA dochazi k vyméné molekul citratu
za molekuly 3MPA (cit."), které piispivaji ke stabilizaci
vzniklého roztoku. Pti pH = 13 nedochazi v ptipade pri-
davkt AcOH a 3MPA béhem doby méfeni k tiplné agrega-
ci. Nejmensi pokles An.x je v obou ptipadech pozorovan
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Obr. 10. SERS spektra 3MPA o koncentraci 1,46-10™ mol I'".
Hodnota pH byla nastavena po ptidavcich 3MPA. Spektra byla
vzajemn¢ posunuta (pouze v ose y)
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Obr. 11. SERS spektra 3MPA o koncentraci 1,46:107° mol I'".
Hodnota pH byla nastavena pred pfidavky 3MPA. Spektra byla
vzajemné posunuta (pouze v ose y)
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pri koncentraci latek 9,10-107 mol 1I™!. Lze se domnivat, e
je to zplisobeno ucinné;jsi stabilizaci roztoku nanoc¢éstic.

Vliv pH na SERS spektra nanocastic sttibra
modifikovanych AcOH a 3MPA

Vliv pH v rozsahu hodnot od 1 do 13 byl studovan pii
koncentracich AcOH a 3MPA 1,46-10, 9,10-10a 5,70-10°
mol I”'. V p¥ipadé AcOH nebyl pozorovan 7adny vyrazny
vliv pH jednotlivych roztoki na polohu past v SERS spek-
tru, kolisala pouze jejich intenzita, tyto zmény ale nebyly
povazovany za vyznamné. V SERS spektrech byly patrné
pouze pasy citratu (obr. 3). Lze se domnivat, Zze tato in-
terakce je zprostfedkovana citratem, nebo ze se jedna
o dynamicky systém, kdy dochazi k vyméné casti citratu
vazaného na povrchu nanocastic s octovou kyselinou
v roztoku a naopak.

Ukézka naméfenych SERS spekter roztoku nanocastic
modifikovanych 3MPA o koncentraci 1,46-10~ mol I"" pii
hodnotach pH 1, 4, 7, 10 a 13 je na obr. 10. Hodnoty pH
byly nastaveny po centrifugaci. Posun vino¢tu pasu z 903
na 921 cm™' s rostouci hodnotou pH odpovida disociaci
karboxylové skupiny za vzniku karboxylatu'’. Podobny
efekt 1ze sledovat u pasi v oblasti 460-484 cm™ a 1040 az
1290 cm™ (cit.'?).

Zména poméru intenzit pasi u 655 a 734 cm’’
v zavislosti na zméné koncentrace 3MPA (obr. 6) odpovi-
da zméné¢ konformace této latky na povrchu nanocastic.
Tato zavislost zmény poméru na koncentraci se projevila
pfi pH 4 i pfi pH 10. Jak ukdzala méfeni (obr. 11), konfor-
mace 3MPA na povrchu nanocastic byla nezavisla na hod-
not¢ pH roztoku.

Zaveér

V této praci byly ovéfovany interakce vybranych sku-
pin latek s roztokem stiibrnych nanocastic stabilizovanych
citratem. Z naméfenych spekter je patrné, Ze interakce
z4visi na dané funkcéni skupiné. Byla zji$téna silnd interak-
ce citratu s povrchem stiibrnych nanodastic, v jejimz du-
sledku byly schopny z povrchu nanocastic plné vytésnit
citrat pouze latky vazajici se pres atom siry (C4SH,
C12SH, LIP, 3MPA). V téchto piipadech se pak jevi
SERS spektroskopie jako idealni nastroj pro sledovani
vazby na stiibrny povrch nanocastic. Piipravené nanocasti-
ce stfibra stabilizované citratem byly stabilni v rozmezi pH
od 4 do 10.

V ptipadé latek MENH2, ET3EN, PYR, AcOH
a BZA nebyla potvrzena jejich vazba na povrch nano¢éstic
pomoci SERS. Vliv koncentrace a pH byl sledovan pouze
u AcOH a 3MPA.

V ptipad¢ vazby 3MPA prokédzala naméfend SERS
spektra, Ze zména jeji konformace na povrchu zavisi pouze
na koncentraci 3MPA v roztoku nikoliv na hodnoté¢ pH
tohoto roztoku.

Experimenty s vlivem pH ukézaly, Ze pro zlepSeni
kvality SERS spekter 3MPA je vhodné po precisténi stii-
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brnych nanocastic centrifugaci a po interakci s vybranou
latkou nastavit pH roztoku na hodnotu kolem 10. Takto
ziskana spektra se vyznacovala lep$im rozlisenim jednotli-
vych past a vyssi intenzitou signalu. Totéz platilo
i v pfipad¢ pripravenych citratovych nanocastic stiibra,
kdy SERS spektrum snejvyss$i intenzitou signilu bylo
naméfeno po centrifugaci a upravé pH. Lze se domnivat,
7e odstranénim pfebytecné nenavazané latky z roztoku
a volbou vhodného pH lze docilit lepsi stabilizaci jednotli-
vych ¢astic v roztoku, coz se miZze pfiznivé projevit na
kvalité métenych SERS spekter.

Tato prace byla podporena granty KAN200200651,
MSMT 6046137307.
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Better detection limits for some analytes can be ob-
tained by using an appropriate detection method combined
with surface immobilization of the receptor. To immobi-
lize analytically important receptors on the nanoparticle
surface is often impossible because the receptors do not
contain suitable functional groups. In this case various
multifunctional spacers can be used in which one group is
used for the nanoparticle surface binding and another for
immobilization of a receptor. The article deals with modi-
fication of silver nanoparticles with various compounds
containing different functional groups.



