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ABSTRAKT

Zlaté nano£ástice pro biomedicínské aplikace

Cílem práce je studium p°ípravy nano£ástic zlata ve vodném roztoku za ú£elem

biomedicínské aplikace. Pouºil jsem standardní citrátovou redukci s p°idáním re-

duk£ního £inidla. Experimentáln¥ byl zji²t¥n vliv £erstvosti roztoku zlata na jeho

vlastnosti a schopnost tvorby nano£ástic. Roztoky zlata jsme analyzovali pomocí

optické spektrofotometrie a elektronové mikroskopie. Výsledky z t¥chto m¥°ení byly

podrobeny diskuzi.
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ABSTRACT

Gold nanoparticles for biomedical applications

The aim of the thesis is to study preparation of gold nano particles in aqueous

solution for use in biomedical aplications. I used standard citrate reduction with

addition of reduction agent. Experimentaly I proved in�uence of date of gold solution

preparation on its capability of froming gold nano particles. I analyzed solutions

of gold particles with spectrophotometry and electron miscroscopy. Results of the

measurements were discussed.
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Seznam symbol· a zkratek

Seznam symbol·

Symbol Jednotka Význam

λ nm Vlnová délka £ástice

c ms−1 Rychlost pohybu £ástice

f Hz Frekvence pohybu £ástice

A - Absorbance zá°ení m¥°ena ve spektrofotometru

T - Transmitance zá°ení

I0 Wm−2 Intenzita zá°ení p°ed absorbcí vzorkem

I Wm−2 Intenzita zá°ení po pr·chodu vzorkem

c mol l−1 Molární koncentrace látky v roztoku

V l Objem roztoku

n mol Látkové mnoºství látky

m g Naváºka látky pro p°ípravu roztoku

M gmol−1 Molární hmotnost látky

ρ g l−1 Hustota £ástic v roztoku

Seznam zkratek

Zkratka Význam

citrát vodný roztok Na3C6H5O7·2H2O o r·zné koncentraci

GNP Zlaté nano £ástice (Gold Nano Particle)

SEM Skenovací Elektronový Mikroskop

TEM Transmisní Elektronový Mikroskop

UV Ultra �alové zá°ení (Ultra Violet)

STM Skenovací Tunelový Mikroskop

AFM Mikroskopie atomárních sil (Atomic Force Microscopy)

STEM Skenovací Transmisní Elektronový Mikroskop

AEM Analytický elektronový mikroskop

NFT Neuro�brilární sple´ (Neuro�brillary Tangle)

MRI Magnetická rezonance (Magnetic Resonance Imaging)

Aβ Amyloid-β
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1 Úvod

1.1 Úvod do problematiky

Úvod do historie nano£ástic

Nano£ástice byly pouºívány jiº ve 4. století, kdy sklená°i vyráb¥li sklo s nano£ás-

ticemi zlata a st°íbra. Exemplá°e se objevují v sakrálních stavbách jako dekorativní

výpln¥ oken, p°edev²ím v odstínech £ervené a zelené. Tohoto efektu se vyuºívalo

pro zdobné poháry pro vysoce postavené osoby, viz Obr. 1.1.

(a) Foceno s p°irozeným osv¥tlením (b) Foceno zep°edu s bleskem

Obr. 1.1: Lycurgský pohár [8]

Studiem £ástic velmi malých rozm¥r· se ov²em za£ali zaobírat aº koloidní fyzikové

mnohem pozd¥ji. Roku 1915 shrnul dosavadní znalosti koloidní chemie Wolfgang

Ostwald a sepsal známou knihu Sv¥t zapomenutých rozm¥r·, ve které rozd¥lil £ás-

tice do t°í skupin podle velikosti:

1. velkorozm¥rové disperzní systémy £ástic v¥t²ích neº 1 µm

2. oblast dispergovaných koloidních £ástic o rozm¥rech 1 nm aº 1 µm

3. oblast molekulárních systém· s rozm¥rem men²ím neº 1 nm.

Dlouho se pokládalo za nemoºné manipulovat s £ásticemi rozm¥r· nano, aº v padesátých

letech 20. století elektroinºenýr von Hippel zavedl pojem molekulární inºenýrství.

Poté laureát Nobelovy ceny fyzik Richard Feynman p°edpov¥d¥l, ºe £ástice hmoty

mají prostorové rezervy tak velké, ºe je moºné zapsat do krychle o hran¥ p·l

milimetru v²echny informace sv¥ta. Tuto hypotézu uvedl roku 1959 na p°edná²ce

There's Plenty Room at the Bottom . Tímto poloºil základ v¥d¥ zabývající se £ás-

ticemi velikosti nanometr·.
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Od roku 1981 jiº byl znám postup k vyrob¥ klastr· kovu pomoci laseru. Roku

1984 byl pozorován jev kvantového omezení, jeº byl potvrzen pro polovodi£e v

Berlínském ústavu Hahn-Meitnerové v¥dci Hengleinem, Fojtíkem a spol. a také

týmem v¥dc· okolo L.E. Bruse v Kalifornii. Následujícího roku byl vytvo°en fulleren

(C0). Tyto pokroky následoval rozvoj mikroskopie, která by umoºnila zobrazit

nano£ástice.[3]

Základní pojmy a p°ehled zobrazovacích systém·

Nejb¥ºn¥j²ím p°ístrojem pro zobrazování a zv¥t²ování vzork· je sv¥telný mikroskop.

Paprsky sv¥tla jsou zacíleny na vzorek a jejich odraz je zachycen a zpracován sous-

tavou £o£ek. P°edm¥t pozorujeme v okuláru nebo digitáln¥ zpracováváme. Rozli²o-

vací schopnost ur£uje paprsek sv¥tla, lze tedy zobrazovat p°edm¥ty zhruba o velikosti

400 nm. Pro zvý²ení rozli²ení lze vyuºít nap°íklad UV zá°ení nebo elektron·, ov²em

je pot°eba jiné aparatury. Elektronová mikroskopie nám umoº¬uje studium £ástic

sv¥ta nanorozm¥r·. Pouºívá se dvou mód· SEM a TEM, které podrobn¥ji popí²i

níºe. Dal²ími moºnostmi zobrazení jsou AFM nebo STM (viz níºe), které umoº¬uji

ur£ení kvantových vlastností £ástic.

Princip elektronového zobrazování [4]

B¥hem posledních padesáti let se za£aly pouºívat r·zné druhy zá°ení, které umoº¬ují

zobrazení s v¥t²ím rozli²ením neº sv¥telná mikroskopie. Nejvýznamn¥j²ím je vyuºití

svazku elektron·, který umoº¬uje pozorování struktur na úrovni jednotlivých atom·.

Transmisní elektronový mikroskop (TEM)

Na po£átku 20. století bylo ov¥°eno, ºe elektron má vlnové vlastnosti. Tento objev

umoºnil rozvoj nového odv¥tví mikroskopie. Energie elektronu 50 keV umoº¬uje

proniknutí pevnou látkou tlustou n¥kolik mikrometr·. M·ºeme pozorovat difrakci

elektron· p°i pr·chodu látkou. K zam¥°ení proudu elektron· je vyuºito jejich zá-

porného náboje, lze tedy vyuºít elektrické a magnetické pole k jejich usm¥rn¥ní.

Tento princip známe nap°. z konstrukce televizí a radar·, které vyuºívají katodové

trubice. Práv¥ radary daly vzniku prvním transmisním elektronovým mikroskop·m

(dále jen TEM). Princip zobrazování je velmi podobný sv¥telným mikroskop·m. Z

po£átku m¥ly elektronové mikroskopy srovnatelné rozli²ení se sv¥telnými mikroskopy,

ale nyní dosahují rozli²ení 0,2 nm p°i urychlovacím nap¥tí 200 keV.

Skenovací elektronový mikroskop (SEM)

Nevýhodou TEM zobrazování je nutnost velmi tenkých vzork·, jinak dochází k

difrakci aº absorpci a znehodnocení obrazu. P°íprava takovýchto vzork· je náro£ná

a proto byl vymy²len zp·sob, jak vyuºít odraºených elektron· £i vytvá°et emisi
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sekundárních elektron· ze vzorku. Tyto mikroskopy se nazývají skenovací elek-

tronové mikroskopy (dále jen SEM) nebo také rastrovací mikroskopy. Generování

elektron· probíhá naºhavením vlákna. Princip spo£ívá v elektromagnetické sond¥,

která vysílá proud elektron·, jejichº odraz (a také sekundární elektrony) je zachycen.

Skenování probíhá ve dvou navzájem kolmých rovinách a poté je obraz spojen. Na

rozdíl od TEM neprobíhá ozá°ení vzorku najednou, ale bod po bodu. Dne²ní SEM

dosahuje rozli²ení 10 aº 1 nm.

Skenovací Transmisní elektronový mikroskop (STEM)

Nyní má mnoho elektronových mikroskop· duální funkci (TEM/SEM). Pro mikroskopování

je pot°eba velmi tenkých vzork· a namísto sekundárních elektron· se zachycují

pronikající elektrony objektem. Princip je zaloºen na ostré wolframové ²pi£ce, ze

které se emitují elektrony v p°ítomnosti elektrického pole velké intenzity. K realizaci

je ov²em zapot°ebí vakua, tedy tlaku 10−8 Pa a mén¥.

Analytický elektronový mikroskop (AEM)

Vý²e zmín¥né zobrazovací techniky nám dávají p°ehled o struktu°e látky, nikoliv o

chemickém sloºení a vazbami mezi atomy. Informace o protonovém atomovém £ísle

Z nám umoºní pochopit tyto vazby, nebo´ vyjad°uje náboj jádra atomu. V této sou-

vislosti je t°eba v¥novat pozornost elektron·m blízko jádra. Pokud dojde k p°esunu

elektronu z vy²²í do niº²í energetické hladiny, vyzá°í se rentgenový paprsek. Pokud

tedy £ástici napadneme proudem primárních elektron·, vyzá°í se charakteristické

rentgenové zá°ení pro danou látku. P°idáním spektrometru rentgenových paprsk·

k TEM/SEM/STEM tedy získáme AEM. AEM p°ístroje mohou fungovat také na

principu emise Augerových elektron· nebo pozorováním zm¥ny energie primárních

elektron· po pr·chodu vzorkem.

Mikroskopy se skenovací sondou [4]

Jiného principu vyuºívají mikroskopy STM (Skenovací Tunelový Mikroskop) a mikroskopy

atomárních sil - AFM (z angl. Atomic Force Microscopy). Jsou zaloºeny na me-

chanické vazb¥ mezi zkoumaným p°edm¥tem a sondou. Nejedná se tedy o ºádný

zdroj paprsk·.
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Obr. 1.2: Porovnání principu STM (vlevo) a AFM (vpravo). Modrou barvou je
znázorn¥na skenovací sonda a na povrchu bled¥ modrou její vlnové vlastnosti, £er-
venou je vyzna£en povrch zkoumaného materiálu a bled¥ £ervenou vlnové vlastnosti
povrchu materiálu.

Skenovací tunelový mikroskop (STM)

První STM vyvinula IBM Zurich Laboratory v roce 1982. Základním p°edpokladem

zkoumání je elektrická vodivost vzorku. P°i poklesu vzdálenosti sondy pod úrove¬

vlivu vlnových vlastností povrchu materiálu vzniká tzv. tunel mezi ²pi£kou sondy

a atomem pod ní. V tomto tunelu nep·sobí elektrické síly. Zm¥nou polarity lze

uchopit atom vzorku a vytrhnout jej. Sonda se p°ibliºuje na vzdálenost aº 1 nm.

Zápornou zp¥tnou vazbou je zaji²t¥no udrºování vzdálenosti mezi hmotou a sondou.

K provedení rastru je pouºito piezo struktur. Touto metodou dosahujeme rozli²ení

lep²ího neº 0,01 nm. Lze také vyuºít spektrometru pro dal²í analýzu.

Mikroskopie atomárních sil (AFM)

Tato metoda mikroskopování vychází z principu STM. Zde v²ak sonda není tak

blízko povrchu atomu, ale nachází se na hranici vlivu kvantových vlastností hmoty.

�pi£ka sondy je vyrobena technologií uºívanou v polovodi£ovém pr·myslu, je tedy

snadn¥ji nahraditelná neº u STM. Dal²í výhodou je, ºe zkoumaný vzorek nemusí

být elektricky vodivý a lze provád¥t m¥°ení ve vodném prost°edí. [4]

1.2 P°ehled sou£asného stavu

Nano£ástice lze p°ipravit mnoha zp·soby: UV zá°ením, litogra�cky, pomocí ultra-

zvuku, chemicky, laserem nebo aerosolov¥. Jelikoº se £asto jedná o zdraví ²kodlivé

látky a postupy, existuje snaha se tomuto zp·sobu p°ípravy vyhnout a hledat °e²ení

v p°írodních materiálech. V posledních letech se rozvíjí tzv. Green nanoparticle

synthesis, tedy syntéza nano£ástic s pouºitím organických a p°írodních £inidel. K

pouºití jsou vhodné nap°íklad extrakty z £aje, kávy a r·zných druh· ovoce. Z t¥chto
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rostlin jsou d·leºité p°eváºn¥ polyfenoly jako reduk£ní £inidla i stabilizátory. Naopak

minoritn¥ je vyuºívaná syntéza pomocí mikroorganism·. Vliv prost°edí syntézy má

vliv na morfologii vzniklých £ástic. Mezi hlavní prvky oviv¬ující výsledek pat°í

teplota, p°ítomné £ástice. Vliv halogenových prvk·, zejména Cl− a I− byl studován

se zji²t¥ním, ºe za p°ítomnosti chlorid· vznikají sférické £astice a za p°ítomnosti io-

did· trojúhelníkové útvary. Výhodou p°írodní syntézy nano£ástic je absence ochrany

povrchu p°ed shlukováním a jednotlivé postupy jsou pouºitelné u velké ²kály kov·,

nejsou speci�cké. Ov²em zatím nejsou zavedené metody výroby zelených nano£ástic

v pr·myslových po£tech, jedná se pouze o laboratorní testy. [6]

Za nano£ástice jsou povaºovány materiály s rozm¥ry men²ími neº 1000 nm, které

vykazují odli²né vlastnosti neº identický materiál ve v¥t²ích rozm¥rech. Mezi nej-

viditeln¥j²í rozdíl pat°í barevná zm¥na. Proto pro raný popis nano£ástic je pouºita

spektrofotometrie, kdy lze srovnávat podobné roztoky. Srovnáním dvou roztok· lze

odhadnout vzájemnou velikost £ástic, tvar £ástic. Hodnotí se lokace maxima vzh-

ledem k ose vlnové délky, ²í°ka vrcholu absorban£ní k°ivky a po£et vrchol·. Po£et

maxim absorbance charakterizuje tvar vzniklých nano£ástic viz Obr. 1.3.

Obr. 1.3: Absorban£ní maxima pro kulovité a ty£inkovité nano£ástice [1]

Obrázek znázor¬uje k°ivku absorbance pro kulovité £ástice (£erná) a pro ty£inkovité

£ástice (£ervená). Pokud má £ástice v²echny rozm¥ry srovnatelné velikosti, má tvar

koule a vykazuje pouze transverzální (p°í£né) maximum. Pokud jeden rozm¥r £ástice

výrazn¥ p°evy²uje zbylé dva, jedná se o ty£inku a na grafu absorbance pozorujeme

transverzální i logitudální (podélné) maximum viz Obr. 1.4.

Obr. 1.4: Demonstrace transverzálního a longitudálního rozm¥ru
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Svislá ²ipka znázor¬uje transverzální sm¥r ty£inkovité £ástice. Vodorovná ²ipka

znázor¬uje longitudální rozm¥r. Kaºdá £ástice hmoty osciluje kolem své rovnováºné

polohy. Kulová £ástice vibruje s ur£itou frekvencí, pokud tu samou £ástici prod-

louºíme, za£ne oscilovat také na frekvenci charakteristické pro nový rozm¥r. Výsled-

nou £ástici tedy charakterizuje frekvence oscilace p·vodní kulovité £ástice a také

frekvence, se kterou osciluje nejv¥t²í rozm¥r £ástice. Jelikoº vlnová délka souvisí s

frekvencí vztahem (1.1)

λ =
c

f
, (1.1)

kde λ (nm) je vlnová délka v nanometrech, c (ms−1) je rychlost ²í°ení elektromag-

netického zá°ení ve vakuu v metrech za sekundu a f (Hz) je frekvence v Hertzích,

m·ºeme dále mluvit o vlnové délce, která je sou£ásti grafu absorbance. Vlnová délka

vibrací £ástice ur£uje £ást sv¥telného spektra, která je touto £ástici absorbována. Pro

pozorovatele je tento jev pozorovatelný jako zbarvení £ástice barvou dopl¬kovou k

absorbované. Zlaté kulovité nano£ástice oscilují na vlnové délce p°ibliºn¥ 540 nm,

ty£inkové £ástice oscilují okolo 540 nm trasnverzální vibrací a okolo 800 nm longi-

tudální vibrací. Nano£ástice umoº¬ují dal²í rozvoj v oblasti diagnostiky i terapie a to

bezpe£n¥j²ím a efektivn¥j²ím zp·sobem. Zvlá²t¥ zlaté nano£ástice umoº¬ují vyuºití

v biomedicín¥. Jsou vhodné k distribuci lé£iv p°ímo do cílové oblasti, jsou vhodné

jako kontrastní látky a lze je pouºít k lé£b¥ nádorových onemocn¥ní r·znými zp·-

soby. �ivým organismem jsou dob°e p°ijaty a sná²eny. Pro vyuºití je velmi d·leºité

mít kontrolu nad cirkulací zlatých nano£ástic. Mnohé studie popisují vyuºití recep-

torov¥ °ízené endocytózy. Zlaté nano£ástice se do bu¬ky dostanou v endosomech,

reagují p°i spojení s lysozomy a opou²tí bu¬ku v exocytech. Tímto zp·sobem ne-

dochází k rozptýlení nano£ástic do t¥la a lze kontrolovat cirkulaci. [2]

Alzheimerova choroba

Alois Alzheimer popsal v roce 1907 p°ípad ºeny, u níº se projevila gradující ztráta

pam¥ti a naru²ení psychických schopností. Tento její stav se rozvíjel 4 roky a

následn¥ zem°ela. A£koliv existovaly diagnózy s podobnými p°íznaky, o klasi�kace

nové nemoci rozhodl nález nového p°íznaku, neuro�brinního propletence (neuro�bril-

lary tangle NFT) spolu s brzkým nástupem oproti jiným neurologickým chorobám.

Nemoc se projevuje postupnou ztrátou pam¥ti, orientace, schopnosti u£ení. Jed-

ním z prvních p°íznak· je neschopnost vykonávat b¥ºné úkony jako vést konverzaci,

oblékat se, £i nakupovat. D·leºitý je postupný pokles aktivity, jelikoº velmi podobné

p°íznaky mají i jiné patologické stavy jako mrtvice, infekce nebo nedostatek esenciál-

ních látek. Mezi rizikové faktory pat°í v¥k, rodinná anamnéza, vasculární onemoc-

n¥ní a pohlaví, ºeny jsou náchyln¥j²í k onemocn¥ní. Men²í výskyt je pozorován u

vysoko²kolssky vzd¥laných. Riziko výskytu nemoci u jedince se tém¥° zdvojnásobuje
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kaºdých p¥t let, viz Tabulka 1.1.

Tabulka 1.1: Incidence Alzheimerovy nemoci s nar·stajícím v¥kem

V¥k (let) 65-69 70-74 75-79 80-84 85+
Incidence (%) 0,6 1,0 2,0 3,3 8,4

Hlavními znaky jsou senilní plaky, které se s v¥kem b¥ºn¥ vyskytují, a neuro�b-

rilární uzly. Primární sloºkou plak· jsou Amyloid-β proteiny, které jsou rozpoustné

v kyselin¥ mraven£í. Jak jsem jiº zmínil, existuje men²í prevalence u lidí s vy²²ím

vzd¥láním. Ov²em není doloºeno, jestli je to celkov¥ niº²ím socioeknomickým sta-

tusem nebo pouze zvý²enou mentální £inností. Se statusem souvisí sklon ke kou°ení,

konzumaci alkoholu a dietní návyky. [9]

Existují farmokologické zp·soby lé£by, ale hlavním problémem je bariéra mezi

mozkovou tkání a krevním °e£i²t¥m, která je pro mnoho £ástic neproniknutelná. Za

pouºití nano£ástic zlata se poda°ilo p°ipravit a dopravit inhibitor auto kompletace

Amyloidu-β. [10] Prevencí je úprava ºivotního stylu, rizikové skupiny jsou ku°áci,

obézní lidé a lidé s hypertenzí. Jako vhodný dietní sm¥r se ukázala st°edomo°ská

strava [9]. My²lenku vyuºití zlatých nano£ástic podporuje skupina v¥dc· spolu s

Mirsadeghi. Uvádí, ºe a£koliv jsme jiº schopni vyrobit nano£ástice, které prostupují

bariéru mezi mozkem a krví, stále neexistuje spolehlivá diagnostika. Ta se nyní

provádí r·znými testy kognitivních funkcí, detekcí nespeci�ckých p°íznak· demence

a krevními testy. Jelikoº není efektivní lé£ba, ale pouze oddalování p°íznák· a zpo-

malování zhor²ování kognitivních funkcí, je detekce Alzheimerovy nemoci v brzkém

stádiu nezbytností. Toho lze docílit vyuºitím vyjíme£ných optických vlastností GNP

a navázáním vhodného monomeru m·ºeme pomocí MRI detekovat Aβ . Výhodou

p°i pouºití tohoto kovu jsou prokázané vlastnosti pro zamezení tvorby Aβ. Navíc

podporuje vst°ebávání ranných shluk· t¥chto polypeptid· a tím zárove¬ slouºí pro

detekci i sniºování obsahu Aβ v mozkové tkáni. [11]

1.3 Cíle práce

Cílem bakalá°ské práce je studium a p°íprava nano£ástic zlata o vhodném rozm¥ru

pro vyuºití v biomedicín¥. Zlaté nano£ástice mají potenciál stát se nositeli farmak,

mimo jiné pro lé£ení Alzheimerovy nemoci. Na vytvo°enou £ástici se vhodným

zp·sobem naadsorbuje látka, která má schopnosti z�exibilnit ztvrdlé bu¬ky, které

jsou postiºeny Alzheimerovou nemocí a nejsou schopny vykonávat pam¥´ovou funkci.

Po£átkem je vytvo°it nano£ástice ve vodném roztoku, ve vodném proto, aby byly

biokompatibilní. Tyto práce jsou provád¥ny ve spolupráci s Ústavem experimentální

medicíny Akademie v¥d �eské republiky za ú£elem vyrobit £ástice vhodné velikosti

a vlastností.
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2 Metody

Výchozím roztokem byl standardní roztok zlata navázaný na SRM NIST (kyselina

tetrachlorozlatitá v kyselin¥ chlorovodíkové 2mol l−1 ) o koncentraci zlatých £ástic

1000mg l−1. Aby bylo moºné udrºet £ástice zlata separované, je t°eba p°idat re-

duk£ní £inidlo, v na²em p°ípad¥ citrát. Ten se naváºe na £ástice zlata a zabrání

jejich zp¥tnému shlukování do v¥t²ích £ástic [5]. Aby byly zdredukovány v²echny

£ástice zlata, musí být koncentrace reduk£ního £inidla stejná jako koncentrace zlata.

Vyzkou²ím n¥kolik moºnosti adice £inidla do roztoku. Nap°íklad za studena, za varu,

postupn¥ nebo v²echno najednou. Úsp¥²né zhotovení roztoku zlatých nano£ástic je

indikováno barevnou zm¥nou ze ºluté do £ervené. Pokud k této zm¥n¥ nedochází,

p°idáme jiná reduk£ní a stabiliza£ní £inidla. Po vychladnutí roztoku na pokojovou

teplotu zm¥°íme v·£i slepému vzorku destilované vody absorbanci na spektrofo-

tometru. Nam¥°ená data uloºíme ve formátu kompatibilním s prohlíºe£em tabulek

pro zpracování výsledk·. Graf absorbance vyjad°uje míru pohlcení paprsku p°i pr·-

chodu vzorkem. Vlnová délka paprsku se b¥hem m¥°ení m¥ní a výsledkem je k°ivka

závislosti absorbance na vlnové délce sv¥telného paprsku.

A = −log10T, (2.1)

kde A je absorbance, T je transmitance a je vyjád°ená vztahem

T =
I

I0
, (2.2)

kde I je intenzita sv¥tla, která pro²la vzorkem a I0 je intenzita sv¥tla do vzorku

vstupujícího.

P°ipravený roztok zm¥°íme elektronovým mikroskopem, abychom zjistili velikost

nano£ástic a data mohli statisticky zpracovat. P°i z°e¤ování zásobního roztoku

zlata (zásobním nazývám roztok p°ipravený ze standardního) na jinou poºadovanou

koncentraci jsem vyuºil sm¥²ovací rovnice:

cx · Vx = cy · Vy (2.3)

(2.4)

2.1 P°íprava roztoku

P°i p°íprav¥ roztoku zlata o ur£ité koncentraci jsme postupovali následovn¥. Pro

ukázkový výpo£et uvádím p°ípravu 50ml roztoku zlata o koncentraci 1 · 10−3mol l−1.

Odm¥rnou ba¬ku se zábrusem o objemu 50 ml jsme st°i£kou naplnili zhruba do
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poloviny destilovanou vodou.

nAu = czas · Vzas (2.5)

mAu = nAu ·MAu (2.6)

VAu =
mAu

ρAu

(2.7)

=
czs · Vzas ·MAu

ρAu

=
1 · 10−3 · 50 · 10−3 · 196, 97

1
l

.
= 9,85ml

nAu (mol) je látkové mnoºství zlatých £ástic, czas (mol l−1) je koncentrace zlata ve

výsledném rozotoku, Vzas (ml) je objem výsledného roztoku, mAu (g) je hmotnost

zlata,MAu (gmol−1) je molární hmotnost zlatých £ástic, VAu (ml) je pot°ebný objem

standardního roztoku, ρAu (g l−1) je hustota zlata ve standardním roztoku. Dle vý²e

uvedeného výpo£tu jsem automatickou pipetou p°idal 9, 85ml standardního roztoku

zlata a dolil destilovanou vodou po rysku.

2.2 Roztok £. 1 o koncentraci c1

Dále jsem p°ipravil roztok o koncentraci c1 = 1 · 10−4 mol
l

v objemu

V1 = 50 · 10−3 l. K výrob¥ roztoku jsem vyuºil zásobního roztoku a sm¥²ovací

rovnice (2.3).

czas · Vzas = c1 · V1

Vzas =
c1 · V1
czas

=
1 · 10−4 · 50 · 10−3

1 · 10−3
l

= 5 · 10−3l

Po dosaºení poºadované koncentrace jsem p°idal citrát tak, aby se výsledná kon-

centrace rovnala koncentraci zlata v roztoku. Úpravou rovnice (2.3) jsem vypo£etl

mnoºství citrátu (Vcit), které musíme p°idat ze zásobního roztoku o koncentraci
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ccit = 1 · 10−1mol
l

, abych docílil stejné koncentrace jako je koncentrace zlata:

ccit · Vcit = c1 · (V1 + Vcit)

Vcit =
c1 · V1
ccit − c1

=
1 · 10−4 · 50 · 10−3

1 · 10−1 − 1 · 10−4

= 50 · 10−6l

Jelikoº je Vcit malé v·£i celkovému objemu roztoku (tísíckrát men²í), budu tento

p°ídavek v dal²ích p°ípravách zanedbávat a koncentraci vypo£ítám úpravou rovnice

(2.3), kde Vy bude objem roztoku p°ed p°idáním citrátu.

Citrát p°idáváme po kapkách za stálého míchání pomocí magnetické mícha£ky.

Jelikoº se neda°í p°ipravit stabilní roztok, je p°idána ºelatina v experimentálním

mnoºství pot°ebném pro udrºení £erveného zbravení. Na záv¥r bylo p°idáno ºelatiny,

která p·sobí jako stabiliza£ní prvek proti shlukování redukovanách £ástic.

2.3 Elektronová mikroskopie

Po p°ipravení velmi £istého roztoku s minimálním obsahem p°ím¥sí o vhodné kon-

centraci £ástic lze vzorek podrobit mikroskopii. Protoºe analyzuji kovové £ástice,

které jsou kontrastní, nemusím roztok dále upravovat. Na drºák vzork· umístím

m°íºku ur£enou pro aplikaci vzork·. Naneseme vzorek, vloºíme do elektronového

mikroskopu a zahájíme proces p°ípravy. Komora je evakuována a je vytvo°en za-

m¥°ovací scan. Po vybrání poºadované oblasti následuje skenování v reálném £ase,

dle pot°eby.

2.4 Zpracování snímk· z elektronového mikroskopu

Spo£tu pr·m¥rnou velikost £ástic z po°ízených snímk·. V po£íta£ového programu

pro zpracování obrazových dat kalibruji m¥°ítko pro jeden pixel. Pouºitím nástroje

úse£ka ozna£íme pr·m¥r £ástice. Abych standardizovali m¥°ení, m¥°ím nejv¥t²í

pr·m¥r £ástice ve vodorovném sm¥ru (pod úhlem 0◦). Ze získaných výsledk· vy-

po£tu pr·m¥r.
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3 Výsledky

3.1 Roztok £. 1

Obr. 3.1: Roztok £. 1 s koncentrací zlatých £ástic 1 · 10−4mol l−1 po redukci a
stabilizaci

Obr. 3.2: Graf závislosti absorbance na vlnové délce vzorku 1

Z grafu je patrné, ºe hodnota absorbance je nejvy²²í pro vlnovou délku λ = 534, 5 nm,

coº odpovídá vlnové délce zeleného sv¥tla. �ástice roztoku £ervené barvy absorbují

zelenou £ást spektra viditelného sv¥tla.
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(a) A sub�gure (b) B sub�gure

Obr. 3.3: Snímek roztoku £. 1

V Ústavu pro Fotoniku a Elektroniku byl vytvo°en snímek vzorku pomocí elek-

tronového mikroskopu. Na snímku nelze vid¥t £ástice zlata, jelikoº je p°ítomno p°íli²

mnoho stabilizátoru a ten zastí¬uje zkoumané £ástice.

3.2 Roztok £. 2

Roztok o koncentraci 5 · 10−4mol l−1 a objemu 50ml jsme p°ipravili odm¥°ením 5ml

zásobního roztoku a dolili na 50ml.

Obr. 3.4: Roztok 2 s koncentrací zlatých £ástic 5 · 10−4mol l−1 po redukci a stabi-
lizaci
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Obr. 3.5: Graf závislosti absorbance na vlnové délce vzorku 2

Z grafu m·ºeme vy£íst, ºe hodnota absorbance je nejvy²²í pro vlnovou délku

λ = 523 nm, coº je krat²í vlnová délka neº u vzorku 1.

(a) A sub�gure (b) B sub�gure

Obr. 3.6: Snímek roztoku £. 2

3.3 Roztok £. 4

Naváºením 1,47 g citrátu a dolitím destilovanou vodou do 50 ml jsme získali re-

duk£ní roztok o koncentraci 1 · 10−1mol l−1. Roztok o koncentraci 1 · 10−4mol l−1

jsme p°ipravili tak, ºe jsme ze standardního roztoku zlata odebrali automatickou

pipetou 490µl do odm¥rné ba¬ky a doplnili na 25ml, viz Obr. 3.7. Roztok jsme po

promíchání p°evedli do kádinky, p°idali magnetické míchadlo a zapnuli míchání na

600 rpm. Pasteurovou pipetou jsme po 1 kapce p°idávali p°ipravený citrát. P°edem
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vypo£ítaný pot°ebný objem pro redukci je 25µl. P°i tomto mnoºství citrátu v roz-

toku nenastala ºádná zm¥na, proto jsem opakovan¥ p°idal bolus citrátu o celkovém

objemu p°ibliºn¥ 20µl.

Obr. 3.7: Roztok zlata o koncentraci 1 · 10−4mol l−1

3.4 Roztok £. 5

Tento roztok jsem p°ipravoval dle popisu na stran¥ 2 £lánku Optimized bio-nano

interface using peptide modi�ed colloidal gold nanoparticles (viz [2]). Roztok zlata

jsem p°ipravil odm¥°ením 3ml HAuCL4 a dolitím destilovanou vodou do 30ml.

Citrát jsem p°ipravil do odm¥rné ba¬ky o objemu 25ml odebráním 9,6ml roztoku

citrátu o koncentraci 1 · 10−1mol l−1 a dolitím destilovanou vodou. Roztok zlata

jsem p°evedl do kádinky, umístil na magnetickou mícha£ku a za stálého míchání a

oh°ívání jsem roztok p°ivedl k varu. Po dosaºení varu jsem p°idal 600ml citrátu a

p°i otá£kách míchadla 500 rpm a teplot¥ 200 ◦C va°il roztok 5min. Dle návodu m¥lo

dojít k barevné zm¥n¥ z £iré p°es tmav¥ modrou do £ervené, ov²em v mém roztoku

k této zm¥n¥ nedo²lo ani po vychladnutí na pokojovou teplotu.

3.5 Roztok £. 6

Pro tento roztok jsem pouºil p°edem p°ipravených roztok· citrátu a zlata vyrobené

pro roztok £. 5 dvakrát. Pouºil jsem 25µl roztoku citrátu o koncentraci 1 · 10−1mol l−1

a doplnil jej do 25ml destilovanou vodou. Citrát jsem za stálého míchání p°ilil do

p°edp°ipraveného roztoku zlata o koncentraci 1 · 10−4mol l−1 a objemu 25ml. Jelikoº

nedo²lo k barevné zm¥n¥, p°idal jsem siln¥j²í £inidlo NaBH4. Po kaºdém p°idaném

krystalku se uvolní vodík a ten zp·sobí velmi výbu²né, ale krátkodobé ²um¥ní roz-

toku. Nejprve jsem p°idal 9,16µg, coº zp·sobilo temn¥ ²edomodré zbarvení, které

bledlo. Jelikoº se mi nepoda°ilo získat roztok £ervené barvy, p°idal jsem po ustálení
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barvy mnoºství 3,06µg. Nastala op¥t prudká barevná zm¥na s ustálením na ²edo-

modrém odstínu. P°idal jsem 8,09µg a po ustálení byla barva roztoku ²edá. Roztok

jsem prom¥°il spektrometrem, viz Obr. 3.8.

Obr. 3.8: Absorb£ní spektrum roztoku £.6

3.6 Roztok £. 7

Roztok o koncentraci zlata 1 · 10−3mol l−1 jsem p°ipravil odm¥°ením 10ml stan-

dardního roztoku a dopln¥ním do 50ml destilovanou vodou. Naváºil jsem 14,95 g

krystalického citrátu a rozpustil jej ve zhruba 4ml. Roztok zlata jsem uvedl do

varu a po kapkách p°idával Pasteurovou pipetou citrát. Po p°idání ve²kerého cit-

rátu jsem nechal roztok 10min va°it. Protoºe nedocházelo ke zm¥n¥ barvy, za£al

jsem p°idávat krystalky NaBH4, p°i£emº jsem vºdy vy£kal na ustálení barvy. Ze

za£átku se zbarvení prudce zm¥nilo na hn¥dou barvu, ale následn¥ se zm¥nilo zp¥t

do sv¥tle ºluté. Postupn¥ se bou°livé zbarvení po p°idání £inidla zabarvení zm¥nilo

z hn¥dé na £ervené a po následném blednutí se mén¥ vracelo ke ºluté barv¥ roztoku

viz Obr. 3.9 a Obr. 3.10.
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Obr. 3.9: Roztok £. 7 po p°idání 10 zrn NaBH4 vlevo a po p°idání 15 zrn vpravo

Obr. 3.10: Roztok £. 7 po p°idání 20 zrn NaBH4 vlevo a po p°idání 25 zrn vpravo

Poté co se p°estala m¥nit barva roztoku jsem vypnul oh°ívání a nechal roztok

míchat. Po vychladnutí m¥l roztok sv¥tle r·ºovou barvu. Tento roztok nano£ástic

zlata nebyl stabilní, b¥hem jednoho týdne se nano£ástice rozpadly.
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Obr. 3.11: Roztok £. 7 po p°idání 25 zrn NaBH4 avychladnutí

Obr. 3.12: Absorb£ní spektrum roztoku £.7

3.7 Roztok £. 8

4ml standardu jsem dolil destilovanou vodou do 20ml. Roztok jsem uvedl do varu.

P°ipravil jsem roztok C citrátu naváºením 0,050 g a rozpu²t¥ním v 5ml. 2ml roztoku

citrátu jsem za varu najednou p°idal do roztoku zlata, nechal 12min va°it a poté

nechal zchladnout.
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Obr. 3.13: Výchozí roztok £. 8

Poté jsem dolil destilovanou vodou ztráty vzniklé odpa°ováním a op¥t p°ivedl k

varu. Jelikoº nedocházelo k ºádným barevným zm¥nám, z°edil jsem roztok zhruba

40ml destilované vody a roztok rozd¥lil do dvou kádinek.

Do první kádinky jsem p°idal citrát C o objemu zhruba 1,5ml, poté jsem p°idal

0,02 g citrátu rozpu²t¥ného v 6ml destilované vody. Nechal jsem roztok vychladnout

a p°idat za studena NaBH4. Po bou°livé reakci se z £erné barvy usadil roztok na

²edé barv¥ a vznikly usazeniny.

Obr. 3.14: Roztok £. 8 po úprav¥

Roztok ve druhé kádince jsem nechal zchladnout. Za studena jsem p°idával

NaBH4 po 1 zrnu, kdy roztok okamºit¥ zm¥nil barvu na tmav¥ modrou. Postupn¥
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roztok po p°idávání NaBH4 blednul, aº se zabarvení usadilo na modrém odstínu a

vytvo°ila se sraºenina.

Obr. 3.15: Roztok £. 8 po úprav¥

3.8 Roztok £. 9

P°ipravil jsem si roztok o koncentraci zlata 1 · 10−3mol l−1 odm¥°ením 5ml stan-

dardu a dopln¥ním na 50ml. Roztok citrátu jsem si p°ipravil naváºením 0,0577 g

krystalického citrátu a rozpu²t¥ním v 5ml.

Obr. 3.16: Roztok £. 9 p°ed úpravou

Roztok zlata jsem uvedl do varu a p°i otá£kách 900 rpm jsem najednou p°idal
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p°ipravený citrát. Nenastala ºádná barevná zm¥na. Roztok jsem nechal 14min va°it

a poté odstavil.

Obr. 3.17: Roztok £. 9 po p°idání citrátu a varu

Po ochlazení roztoku jsem jej op¥t uvedl do varu. Ztráty zp·sobené výparem

jsem dolil destilovanou vodou. P°idal jsem p°ibliºn¥ 1,5ml citrátu C (viz p°íprava

roztoku £. 8) a po chvíli op¥t 1,5ml.

Obr. 3.18: Roztok £. 9 s citrátem po vychladnutí

Protoºe nenastala zm¥na, uvedl jsem roztok do varu a p°idal 2 zrna NaBH4.

Roztok zm¥nil barvu na £ernou a poté na hn¥dou a zp¥t na ºlutou. Roztok jsem

odstavil a nechal chladnout. Dolil jsem p°ibliºn¥ 15ml destilované vody na pokrytí

ztrát výparem a p°idal 1 zrno NaBH4. Získal jsem roztok r·ºové barvy, který bledne.
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Obr. 3.19: Roztok £. 9 p°ed úpravou

Op¥t jsem p°idal 1 zrno NaBH4, vzniknul �alový roztok, který stále blednul.

P°idal jsem dal²í 4 zrna NaBH4 a roztok se ustálil na ²edomodré barv¥.

Obr. 3.20: Absorb£ní spektrum roztoku £.9

3.9 Roztok £. 10

Byl p°ipraven roztok zlata o koncentraci 7 · 10−3mol l−1. Prekurzorem byl siln¥

hygroskopický krystalický HAuCl4·nH2O o naváºce 120mg. Toto mnoºství bylo

rozpu²t¥no v 50ml destilované vody.
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Obr. 3.21: Roztok £ástic zlata o koncentraci 7 · 10−3mol l−1

3.10 Roztok £. 11

Roztok o koncentraci 4 · 10−3mol l−1 a objemu 25ml jsem p°ipravil odebráním 14ml

roztoku £. 10 a dolitím do 25ml. P°idáním velmi malého zrnka NaBH4 vznikl roztok

£ervené barvy.

Obr. 3.22: Vlevo je roztok zlatých nano£ástic o koncentraci 4 · 10−3mol l−1 a vpravo
je roztok prosvícen

Poda°ilo se nám vytvo°it nano£ástice zlata. Roztok jsme m¥°ili pomocí spektro-
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fotometru.

Obr. 3.23: Graf absorbance v závislosti na vlnové délce vzorku £. 11

3.11 Roztok £. 12

Roztok o koncentraci 2 · 10−3mol l−1 a objemu 15ml jsem p°ipravil z roztoku £. 11

odm¥°ením 7,5ml a dolitím na 15ml.

Obr. 3.24: Vlevo je roztok zlatých nano£ástic o koncentraci 2 · 10−3mol l−1 a vpravo
je roztok prosvícen

Byla zm¥°ena absorban£ní k°ivka spektrofotometrem.
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Obr. 3.25: Graf absorbance v závislosti na vlnové délce vzorku £. 12

Obr. 3.26: Graf absorbance v závislosti na vlnové délce vzorku £. 11 (horní k°ivka)
a £. 12 (dolní k°ivka)

Na obrázku Obr. 3.26 vidíme závislost amplitudy absorbance na koncentraci

téhoº roztoku.
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3.12 Analýza snímk· z elektronového mikroskopu

Obr. 3.27: Snímek po°ízen elektronovým mikroskopem

Obr. 3.28: Histogram velikosti £ástic

Tabulka 3.1: Hodnoty histogramu Obr. 3.28

Po£átek binu (nm) 4,466 5,955 7,443 8,932 10,421 11,909 13,398
�etnost () 22 41 28 18 5 5 1

�í°ka binu je 1,489 nm.
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Tabulka 3.2: Rozloºení £ástic snímku

Pr·m¥rná velikost (nm) 7,7
Sm¥rodatná odchylka (nm) 2,0

Modus (nm) 6,0
Po£et £ástic () 120

Obr. 3.29: Snímek po°ízen elektronovým mikroskopem

Obr. 3.30: Histogram velikosti £ástic
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Tabulka 3.3: Hodnoty histogramu Obr. 3.30

Po£átek binu (nm) 3,573 5,359 7,146 8,932 10,718 12,505 14,291 16,078
�etnost () 6 53 37 33 15 7 2 3

�í°ka binu je 1,786 nm.

Tabulka 3.4: Rozloºení £ástic snímku

Pr·m¥rná velikost (nm) 8,6
Sm¥rodatná odchylka (nm) 2,6

Modus (nm) 5,4
Po£et £ástic () 156

Obr. 3.31: Snímek po°ízen elektronovým mikroskopem
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Obr. 3.32: Histogram velikosti £ástic

Tabulka 3.5: Hodnoty histogramu Obr. 3.32

Po£átek binu (nm) 4,466 5,905 7,344 8,783 10,222 11,661
�etnost () 5 21 26 15 4 3

�í°ka binu je 1,439 nm.

Tabulka 3.6: Rozloºení £ástic snímku

Pr·m¥rná velikost (nm) 8,1
Sm¥rodatná odchylka (nm) 1,7

Modus (nm) 7,3
Po£et £ástic () 74
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Obr. 3.33: Snímek po°ízen elektronovým mikroskopem

Obr. 3.34: Histogram velikosti £ástic

Tabulka 3.7: Hodnoty histogramu Obr. 3.34

Po£átek binu (nm) 5,158 6,749 8,341 9,93 11,525 13,117 14,709 16,301 17,892
�etnost () 12 39 67 25 19 10 5 1 2

�í°ka binu je 1,592 nm.
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Tabulka 3.8: Rozloºení £ástic snímku

Pr·m¥rná velikost (nm) 9,703
Sm¥rodatná odchylka (nm) 2,488

Modus (nm) 8,341
Po£et £ástic () 180

Obr. 3.35: Snímek po°ízen elektronovým mikroskopem

Obr. 3.36: Histogram velikosti £ástic
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Tabulka 3.9: Hodnoty histogramu Obr. 3.36

Po£átek binu (nm) 5,582 7,760 9,937 12,114
�etnost () 14 18 3 5

�í°ka binu je 1,489 nm.

Tabulka 3.10: Rozloºení £ástic snímku

Pr·m¥rná velikost (nm) 8,8
Sm¥rodatná odchylka (nm) 2,3

Modus (nm) 7,8
Po£et £ástic () 40

Obr. 3.37: Snímek po°ízen elektronovým mikroskopem
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Obr. 3.38: Histogram velikosti £ástic

Tabulka 3.11: Hodnoty histogramu Obr. 3.38

Po£átek binu (nm) 4,948 7,680 10,412 13,144 15,876 18,608
�etnost () 2 24 22 7 7 2

�í°ka binu je 2,732 nm.

Tabulka 3.12: Rozloºení £ástic snímku

Pr·m¥rná velikost (nm) 11,782
Sm¥rodatná odchylka (nm) 3,128

Modus (nm) 7,680
Po£et £ástic () 64
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Obr. 3.39: Snímek po°ízen elektronovým mikroskopem

Obr. 3.40: Histogram velikosti £ástic

Tabulka 3.13: Hodnoty histogramu Obr. 3.40

Po£átek binu (nm) 4,168 5,855 7,543
�etnost () 8 18 6

�í°ka binu je 1,687 nm.
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Tabulka 3.14: Rozloºení £ástic snímku

Pr·m¥rná velikost (nm) 6,5
Sm¥rodatná odchylka (nm) 1,367

Modus (nm) 5,9
Po£et £ástic () 32

Obr. 3.41: Snímek po°ízen elektronovým mikroskopem

Obr. 3.42: Histogram velikosti £ástic
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Tabulka 3.15: Hodnoty histogramu Obr. 3.42

Po£átek binu (nm) 4,168 5,806 7,443 9,081
�etnost () 10 16 11 4

�í°ka binu je 1,638 nm.

Tabulka 3.16: Rozloºení £ástic snímku

Pr·m¥rná velikost (nm) 7,1
Sm¥rodatná odchylka (nm) 1,6

Modus (nm) 5,8
Po£et £ástic () 41
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4 Diskuse

Hlavním zji²t¥ním práce je, ºe pr·m¥rná velikost zlatých nano£ástic v roztoku je

6,5 nm - 11,8 nm, ale modus se pohybuje v rozmezí 5,4 nm - 8,3 nm. Z toho vyplývá,

ºe v¥t²ina £ástic je velmi blízko hranici pro biologické uºití. Vy²²í hodnota pr·m¥ru

indikuje v¥t²inový výskyt malých £ástic a okrajový výskyt velmi velkých £ástic. Pro

dal²í zpracování navrhuji prozkoumat vyuºití laboratorní centrifugy pro odstran¥ní

výrazn¥ v¥t²ích £ástic a tedy zvý²ení monodisperzity roztoku.

Dal²ím poznatkem je velká náchylnost roztok· na ne£istoty a p°ím¥si zvlá²t¥

s ohledem na analýzu snímk· po°ízených elektronovým mikroskopem. Na tento

problém jsem narazil u prvních dvou roztok·, p°i pouºití organického stabilizátoru

ºelatiny vznikly roztoky nano£ástic stabilní n¥kolik m¥síc·, ale nebyly vhodné k

rozboru velikosti £ástic. P°i elektronové mikroskopii vzork· jsem zjistil, ºe stabilizá-

tor vykrystalizoval p°i vysou²ení vzork· ve vakuové komo°e a vzniklé útvary zakryly

zlaté nano£ástice. Výskyt p°ím¥sí je neºádoucí nejen z hlediska analýzy, ale také

modi�kace povrchu a adsorbce aktivních skupin na povrch nano£ástic.

Vlnová délka absorbovaného zá°ení záleºí na band gapu atomu a vlnové délce

elektronu. [3]Zárove¬ se zmen²ováním dochází k zuºování band gapu. Pokud do-

jde ke zm¥n¥ band gapu, je nucen elektron p°ejít do vy²²í energetické hladiny a to

se navenek projeví zm¥nou barvy roztoku. �ástice vykazují zm¥nu barvy v závis-

losti na mnoha faktorech, jako nap°íklad prekurzor pouºitý pro p°ípravu nano£ástic,

reduk£ní £inidla a stabilizátory a také látky pouºívané za ú£elem zm¥ny zabar-

vení. Nejedná se pouze o velikost samotnou, která ovliv¬uje zbarvení roztoku,

ale ovlivn¥ním Debyeho vzdálenosti [12] lze zm¥nit barvu. P°i zmen²ení Debyeho

vzdálenosti dochází k interakci povrchových plasmonových pásem a zm¥n¥ barvy.

[13]

Protoºe nebylo dosaºeno stejných výsledk· p°i pouºití obdobných postup· jako

u roztok· £. 1 a £. 2, byl p°idán NaBH4, coº je velice silné reduk£ní £inidlo.

Jedná se o látku zdraví ²kodlivou, proto je nutné dbát zvý²ené opatrnosti p°i ma-

nipulaci. Úsp¥chu bylo dosaºeno pouze u n¥kterých roztok·. S postupem £asu se

jevilo obtíºn¥j²ím p°ipravit zlaté nano£ástice, coº p°isuzuji stárnutí zásobního roz-

toku zejména po jeho otev°ení. Datumu exspirace (31.3.2010) a poru²ení balení

otev°ením p°isuzuji ztrátu schopnosti vytvo°it nano£ástice i p°i pouºívání siln¥j²ích

reduk£ních £inidel neº na po£átku práce. Vliv stá°í roztoku na rozpad jeho sloºek

roztoku £i zm¥nu pH by bylo vhodné dále zkoumat. Vyuºitím alternativního postupu

pouºitím NaBH4 a absencí citrátu jsem vytvo°il roztok nano£ástic £ervené barvy.

Tento postup ale není vhodný pro biologické pouºití. Elektronovou mikroskopii

jsme provedli ve spolupráci s Technickou Univerzitou Liberec. Laborato° analyt-

ických metod Odd¥lení tvorby a hodnocení nanostruktur disponuje elektronovým
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mikroskopem Carl Zeiss ULTRA Plus s mikroanalytickým systémem OXFORD In-

struments. Je moºno m¥°it aº 9 vzork· najednou. Tento systém poskytuje významné

urychlení, které spo£ívá v absenci p°ípravy skenovací komory pro kaºdé m¥°ení

jednotliv¥. P°ed kaºdým m¥°ením je komora evakuována a systém je chlazen pro

zlep²ení kvality snímk· redukcí ²umu. Na standardní plo²ku pro naná²ení vzorku,

umíst¥nou do drºáku, byla na základ¥ zku²eností se zpracováním nano£ástic p°idána

desti£ka z k°emíku.

Obr. 4.1: Nosi£ bez alterace vlevo a nosi£ s k°emíkovým plátem vpravo

Le²t¥ný k°emík vykazuje výrazn¥ lep²í vlastnosti pro mikroskopii kovových nano£ás-

tic, zejména proto, ºe £ástice nejsou zapadlé do mikroskopických prohlubní v povrchu,

ale jsou na povrchu k°emíkové desti£ky, která má mnohem hlad²í povrch neº stan-

dardní SEM nosi£ vzorku. Pasteurovou pipetou byla aplikována kapka na desti£ku

a po sedimentaci £ástic na dno roztoku byla p°ebyte£ná tekutina odsáta buni£inou.

Obr. 4.2: Nanesený vzorek nevhodné velikosti vlevo a po odsátí p°ipravený vzorek
vpravo

Bylo ov²em nezbytné postupovat tak, aby nedo²lo ke kontaktu s k°emíkovou des-

ti£kou. Takto p°ipravený nosi£ vzorku lze vloºit do mikroskopu a zahájit p°ípravu

komory. �asov¥ nejnáro£n¥j²í je evakuace komory, je pot°eba vytvo°it tlak men²í neº

100 nPa. B¥hem tohoto kroku je vzorek dehydratován a na nosi£i z·stanou pouze

pevné £ástice. Vakuum omezuje rozptylování elektronového paprsku, které zp·-

sobuje men²í kontrast a men²í rozli²ení m¥°ení. Po dosáhnutí pot°ebného podtlaku v
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komo°e je po°ízen snímek v nízkém rozli²ení pro ú£ely zam¥°ení oblasti zájmu. Mezi

ovlivnitelné parametry pat°í nap¥tí elektronového d¥la nebo p°iblíºení. Pokud na

buzení elektron· pouºijeme vy²²í nap¥tí, elektrony jsou schopny penetrovat hloub¥ji,

lze tedy do jisté míry ur£it ohnisko zaost°ení. Na na²em vzorku se vyskytují organ-

ické struktury, které tvo°í povlak, který sniºuje kvalitu snímk·. Vada snímku se

projevuje jako vlo£ka (viz Obr. 4.3) rozm¥rov¥ n¥kolikanásobn¥ v¥t²í neº nano£ás-

tice.

Obr. 4.3: Povlak kapky organického p·vodu zp·sobující rozost°ení snímku

P°i m¥°ení velikosti £ástic bylo nutné zanedbat elipsoidní tvar £ástic a uvaºovat

kulový tvar, u kterého lze zm¥°it pr·m¥r. Vzhledem ke kvalit¥ snímk· není moºné

s jistotou ur£it, zda velké £ástice jsou shluky nebo jednotlivé £ástice. P°i pouºití

stabilizátor· je moºné vytvo°it roztoky stabilní více neº jeden rok, ale tyto roztoky

nejsou vhodné pro pouºití v biomedicín¥, protoºe obsahují p°íli² p°ím¥sí. Takové

roztoky není moºno analyzovat elektronovým mikroskopem. Poda°ilo se vytvo°it

roztoky nano£ástic zlata, které mají v¥t²inové zastoupení £ástic o rozm¥rech 5 nm -

7 nm.

Prostor pro zlep²ení vidím v nahrazení £inidla NaBH4 nap°íklad p°írodními

£inidly. Dále je pot°eba vytvo°it postup výroby, který zajistí monodisperzitu ve-

likostí £ástic. Je pot°eba identi�kovat p·vod organických ne£istot v roztoku, které

znemoº¬ují p°esné m¥°ení velikosti pomocí elektronového mikroskopu a omezit jejich

výskyt.
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5 Záv¥r

Pomocí spektrofotometrie jsme ov¥°il, ºe se jedná o zlaté nano£ástice, které mají

p°edpoklad pro spln¥ní poºadavk· práce. Pomocí elektronové mikroskopie jsem

ov¥°il, ºe byly p°ipraveny roztoky s v¥t²inovým podílem £ástic o rozm¥rech 5,4 nm

- 8,3 nm, coº je vhodná velikost pro biomedicínské aplikace. Pro odstran¥ní nad-

m¥rných £ástic je pot°eba vypracovat metodiku.
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