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Abstrakt

V ramci této diplomové prace byl syntetizovan 6”-sulfanyl-6”-deoxy-B-CD,
jenz slouzil Kin situ funkcionalizaci zlatych nanocastic diky afinité siry ke zlatu.
Dale byla provedena piiprava zlatych nanocastic fotochemickou syntézou pomoci
pulzniho laseru. Castice byly charakterizovany transmisni elektronovou mikroskopii
a testovany na odezvu biologicky aktivni latky propamidinu

2-hydroxyethansulfonatu.

Literarni reSerSe je rozdélena do Ctyf hlavnich kapitol. Prvni z nich se zabyva
nanotechnologiemi. Dalsi kapitola je cilena konkrétné na zlaté nanocastice. Tieti ¢ast
se zamé&fuje na moznosti piipravy nanoc¢astic pomoci laseru a zavér literarni resSerSe

je vénovan zdkladnim informacim o cyklodextrinech.

Kli¢ova slova: cyklodextriny, funkcionalizace, laser, zlaté nanocastice



Abstract

In this diploma thesis, 6”-sulfanyl-6”-deoxy-B-CD was synthesized and served
for in situ functionalization of gold nanoparticles due to the affinity of sulfur to gold.
Further, the preparation of gold nanoparticles by photochemical synthesis using
a pulsing laser was performed. The particles were characterized by transmission
electron microscopy and tested for the response of the biologically active substance

propamidine 2-hydroxyethansulfonate.

The literary research is divided into four main chapters. The first chapter deals
with nanotechnology. The next chapter is aimed specifically at gold nanoparticles.
The third part is focused on the possibilities of a preparation of nanoparticles using
the laser and the conclusion of the literary research is devoted to basic information
about cyclodextrins.

Keywords: cyclodextrins, functionalization, laser, gold nanoparticles
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Seznam zKkratek

(M%) atom kovu v oxida¢nim ¢&isle 0
Ac acetyl

AUNPs zlaté nanocéstice

CD cyklodextrin(y)

DEE diethylether

DLS dynamicky rozptyl svétla

DMF dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

EDC N-ethyl-N"-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
EG ethylenglykol

Et ethyl

GOD glukézooxidaza

LAL laserova ablace v kapaling

LDso smrtelna davka pro 50 % jedinct
Me methyl

MS hmotnostni spekrometrie

MUA kyselina 11-merkaptoundekanova
NHS N-hydroxysukcinimid

NPs nanocastice

ot. otacky

Pr propyl

r.t. laboratorni teplota

RVO rotacni vakuova odparka

SEM rastrovaci elektronova mikroskopie
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SERS povrchem zesilena Ramanova spektroskopie

TEM transmisni elektronova mikroskopie
TLC tenkovrstva chromatografie
Ts tosyl
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1 Uvod

Historii nanotechnologii jako védniho oboru lze datovat od konce 50. let
minulého stoleti. Za jednoho z prvnich prikopniki této védni discipliny se povazuje
nositel Nobelovy ceny americky fyzik Richard Phillips Feynman. Tento védec se
mimo jiné zabyval pfirodnimi déji a zaméfoval se pfedevSim na fungovani téchto
procest na trovni atomt a molekul. Svoji zakladni myslenku piedstavil v prednasce
»lam dole je spousta mista“ (z anglického There's Plenty of Room at the Bottom),
kterou pfednesl roku 1959 na vyro¢ni schizi Americké spole¢nosti fyziki, ktera se

konala na Kalifornském technologickém institutu (Feynman 1960).

Od vysloveni Feynmanovi mySlenky bylo v pribéhu let vyrobeno velké
mnozstvi novych materiald, jejichz velikost se pohybuje v fadu nanometrt. Tyto
materialy se dostaly rychle do poptfedi zajmu piedevsim diky unikdtnim fyzikalné-
chemickym vlastnostem. Z tohoto divodu je v dnesni dobé kladen veliky diraz na
optimalizovani jiz znamych procest a vyvoj novych metod piipravy nanomaterialti.
V poslednich letech se dostavaji ke slovu metody, které k vyrobé nanocastic
pouzivaji ruzné typy laseri (Zhang et al. 2017; Sakamoto et al. 2009). Lze takto
vyrobit nanoc¢astice pozadovanych velikosti S dobrou reprodukovatelnosti, pfi¢emz
vyhodou je Setrnost vétSiny laserovych procest K Zivotnimu prostiedi. Dalsi vyzvou
je ptiprava funkcionalizovanych nanocastic, které lze vyuzit naptiklad K transportu

1éciv (Ghosh et al. 2008) ¢i jako senzorové systémy (Yue et al. 2016) atd.

V teoretické c¢asti této diplomové prace jsou popsany vlastnosti zlatych
nanocastic, moznosti vyuziti laseru pii jejich vyrobé a posledni ¢ast je vénovana
cyklodextrinim, které 1ze pouzit k funkcionalizaci. V experimentalni ¢asti je cileno
na piipravu monosubstituovaného derivatu -CD, ktery slouzi K in situ funcionalizaci
zlatych nanocastic pfipravenych fotochemickou syntézou pomoci pulzniho laseru.
V zavéru prace je popsana charakterizace a testovani castic na odezvu biologicky

aktivni latky.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Nanotechnologie

Pojem nanotechnologie oznacuje jakykoli postup, ktery je implementovan na
irovni nanometrd (1 nanometr = 10° metru). Jedna se o kontrolovanou reorganizaci

hmoty na atomové a molekularni urovni v rozmezi velikosti pfiblizné 1 az 100 nm.

Nanotechnologie piedstavuji v dneSni dobé 21. stoleti velmi dynamicky se
rozvijejici obor, diky kterému je lidstvo schopno pfipravit materialy s jedineénymi
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi jako jsou: dobra smacivost, elektricka a tepelna
vodivost, katalyticka aktivita, absorpce ¢i rozptyl svétla aj. Tyto vlastnosti lze
vyuzivat nejen ve védeckych oborech, ale také v nejriznéjsich pramyslovych
odvétvich — napfiklad v biotechnologiich, informaénich technologiich, materialovém

inzenyrstvi a dalSich (Bhushan 2017; Jeevanandam et al. 2018).

Nanomaterialy lze obecné piipravit dvéma zakladnimi metodami:
tzv.,,bottom-up“ a ,,top-down*. Prvni zminénd metoda je zaloZena na reakcich, pfi
nichZ z jednotlivych atomti nebo molekul vznikaji vétsi struktury. Ptikladem jsou
procesy zahrnujici spontanni sestavovani molekulovych klastri (angl. self-assembly),
sestavovani biomolekul napf. DNA. Dalsim piikladem metody ,,bottom-up* je
laserova fotochemicka syntéza (viz kapitola 2.3.2), ktera je zalozena na agregaci
jednotlivych atomu kovu, fotochemicky vyredukovanych z jeho prekurzoru. Metoda
,top-down®, takzvan¢ shora dolti, vyuziva litografickych i dalsich technologii vyroby
a tento pristup se vyuziva kuptikladu pti vyrobé mikroprocesorovych komponenti.
Velikost struktur se pohybuje od desitek nanometri az po jednotky mikrometrti
(Bhushan 2016).

Jak jiz bylo zminéno, nanotechnologie se rozviji velmi rychle a z tohoto
divodu prochazi vyvojem i klasifikace vyrobenych nanomaterialti. V roce 2007
veédci V. V. Pokropivny a V. V. Skorokhod (2007) publikovali odborny védecky
¢lanek, ve kterém rozdélili nanomaterialy z pohledu prostorového uspotadani do Ctyt
skupin. V prvni skupiné¢ hovoifime 0 0D nanomaterialech, ty se vyznacuji tim, Ze
maji v nula dimenzich makroskopicky rozmér. Piikladem jsou nanocastice palladia,

které 1ze vidét na obrazku la, kvantové tecky ¢i fulereny. Tyto materialy maji ve
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vsech tfech rozmérech velikost v fadu nanometrii. Druhou kategorii jsou 1D utvary,
do nichz jsou fazena nanovlakna, napt. polyethylenglykolova (obrazek 1b) nebo
sttibrné ty€inky (obrazek 1c). Dalsi skupinou jsou 2D struktury, coz jsou nejcastéji
nanopovrchy, tenké filmy nebo planarni Utvary, jako je napiiklad grafen
(obrazek 1d). Posledni tfidou jsou 3D utvary, mezi které mizeme fadit polykrystaly,
jejichz jednotlivé ¢asti jsou v fadu nanometrt, ale dohromady tvoii mikrometrové
utvary napt. WO3 (obrazek 1e). Dalsim ptikladem muze byt jezovita struktura ZnO
(obrazek 1f) (Jeevanandam et al. 2018).

] (‘W')\m(.m

()

Obrazek 1 — Priklady nanomaterial v prostorovém uspoiadani 0D (obrazek a),
1D (b, c), 2D (d) a 3D (e, f). PFevzato z (Jeevanandam et al. 2018) a upraveno.
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2.2 Zlaté nanocastice

Zlato je znamé jiz tisice let a bylo pfedmétem jednoho z nejstarSich témat védy.
Mohlo by se zdat, Zze v této oblasti jsou jiz vSechna fakta a zajimavosti dokonale
prozkoumané a popsané, ale neni tomu tak. V poslednich letech se zlato dostava do
popfedi védeckého zajmu, a to piedevSsim Vv souvislosti Srychlym rozvojem
nanotechnologii, coz dokazuje exponencialné rostouci pocet védeckych publikaci.
Prehled Vv nasledujicich kapitolach bude omezen zejména na zlaté nanocastice
(AuNPs), tedy OD utvary a koloidni zlato, coz je disperzni soustava, ktera je tvoiena
Casticemi zlata o velikosti 1 nm az 100 nm rozptylenych v kapalném médiu nejcastéji

ve vodé (Daniel a Astruc 2004).

2.2.1 Historie

Vznik nejstarS§ich doposud objevenych zlatych artefakti se zatazuje do
historického obdobi piiblizné 5. tisic let pied nasim letopoctem. Prvni zlaté vyrobky
byly nalezeny v oblasti dne$niho Bulharska, ptesnéji v blizkosti jezera Varna,
u kterého v dnesni dob¢ lezi stejnojmenné mésto. Dal§im dulezitym dikazem toho,
ze Cloveék se zlatem pracuje jiz nékolik tisic let, je nadhernd zlata maska kryjici
mumii jedenactého faraona osmnacté dynastie Nebcheperura Tutanchamona, ktera
byla vyrobena v Egypté okolo roku 1300 az 1200 pied Kristem. Zabyvame-li se v§ak
historii nanocastic zlata, respektive zlatych koloidd, jinak nazyvanych také jako
»~rozpustné zlato, musime zavitat do doby okolo 5. az 4. stoleti pfed naSim

letopoétem do oblasti Egypta a Ciny.

Ve starovéku byly zlaté koloidy pouzivany jak z estetického hlediska, tak pro
1écebné ucely. Koloidni zlato bylo pouzivano k vyrobé rubinového skla ¢i barveni
keramiky a nékteré z téchto metod pretrvaly az dodnes (Daniel a Astruc 2004).
Nejznaméjsim piikladem historického artefaktu je Lykurgtv pohar (obrazek 2), na
kterém je vyobrazen thracky kral svadéjici boj s Ambrosii, chivou feckého boha
Dionysa (Buxton 2004). Tento pohar vykazuje silny dichroismus, ktery se projevuje
podle umisténi zdroje svétla. Jestlize je zdroj svétla umistény vné poharu, odrazené
paprsky zbarvuji pohar do zelené barvy, jestlize je vSak pohar osvétlovan z vnitiku,
transmitované paprsky jevi pohar jako rubinové Cerveny. Za tento fenomén jsou
zodpovédné pfitomné nanocéstice zlata, stiibra a médi v pfiblizném poméru 26:12:1,

které jsou ve skle dispergovany (Freestone et al. 2007; Barber a Freestone 1990).
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Obrazek 2 — Lykurgiv pohar v odraZeném svétle (vlevo) a v transmitovaném

svétle (vpravo). Prevzato z (Kaushik 2016).

Lidé se rovné€z domnivali, Ze zlato ma blahodarné 1é¢ebné ucinky na srdecni
onemocnéni, rizné typy Uplavice, epilepsii, Ze s nim lze detekovat syfilis ¢i jina
venericka onemocnéni. To vSe je detailné popisovano Vv knize, kterou publikoval
F. Antonii v roce 1618. Tato kniha je uznavana jako prvni kniha popisujici koloidni

zlato (Antonii 1618). Vyse uvedené domnénky se vSak nezakladaji na pravde.

Nasledoval pozvolny rozvoj vyuziti a zkoumani zlatych koloida, o které se
zaslouzil naptiklad anglicky fyzik a chemik M. Faraday. Tento znamy védec roku
1857 dokazal popsat pfipravu koloidniho roztoku zlata pomoci redukce vodného
roztoku kyseliny tetrachlorozlatité za pouziti fosforu v sirouhliku. Zabyval se také
optickymi vlastnostmi tenkych vrstev, které byly pfipravené z vysusenych koloidnich
roztokd a popsal reverzibilni zmény barvy téchto tenkych filma pii mechanickém
stlacovani (Faraday 1857). Vroce 1861 byl zaveden termin ,koloid“ védcem
T. Grahamem (1861), ktery podrobnéji zkoumal vlastnosti a chovani koloidnich
roztokd. Nasledujici 20. stoleti pfineslo rozkvét v této védni oblasti a vznikala fada
vyznamnych objevii, naptiklad Turkevitchova metoda ptipravy zlatych nanocastic

a tento vyzkum AuNPs se nezastavil dodnes (Turkevich et al. 1951).
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2.2.2 Chemicka priprava zlatych nanocastic

Nejcastéji pouzivanym postupem pro piipravu zlatych nanocastic je jiz
zminénd metoda objevena roku 1951 J. Turkevitchem, ktera byla vroce 1973
zdokonalena G. Frensem (Turkevich et al. 1951; Frens 1973).

Tato metoda vyuziva redukci trojmocného zlatého kationtu, ktery je ptitomny
V kyselin¢ tetrachlorozlatité¢, ¢i v jeji soli, pomoci citronanu sodného ve vodé
(obrazek 3). Vodny roztok kyseliny tetrachlorozlatité je nejprve zahian na bod varu
aza stalého michani je k nému ptfidan piedehfaty roztok citronanu sodného.
Po definovaném case, obvykle viadu minut, je vysledny produkt ochlazen na
pokojovou teplotu. Koncentrace citronanu ma zasadni vliv na finalni velikost
AuNPs. Citronan sodny zastava v reakci dvé funkce, roli reduk¢éniho a zaroven

stabiliza¢niho ¢inidla (Kimling et al. 2006).

O OH O 3 N2

o o
K[AuCl,]  + [¢) 5 (e}
o~ O
kyselina
tetrachlorozlatita citronan sodny AuNPs

Obrazek 3 — Schéma vzniku zlatych nanoéastic redukei citronanem.

Vyse popsany postup lze modifikovat pouzitim kyseliny askorbové ¢i
askorbatu sodného misto citronanu a reakci provést pii pokojové teploté (Kimling et
al. 2006). Dalsi vyuzivanou metodou pro piipravu AuNPs je Brust-Schiffrinova
syntéza, ktera vyuziva dvoufazovy systém toluen-voda (Brust et al. 1994).
V posledni dobé se zalinaji prosazovat metody, jenz vyuzivaji k redukci zlata

laserové techniky, kterym bude vénovana samostatna kapitola.

2.2.3 Vlastnosti zlatych nanodastic
Povrchové vlastnosti

Nanocastice o rozmérech od jednoho az do nékolika set nanometrii vykazuji
fadu vlastnosti kvantitativné 1 kvalitativné odliSnych od makroskopickych materiala.
Jednim ze zékladnich diivodu odliSnosti je vzristajici podil povrchovych atomu se
zmenSujicimi se rozméry objektu. Povrchové atomy maji niz§i pocet sousedl, to
znamena, ze vytvareji mensi pocCet vazeb nez atomy v objemu materialu. Tento jev
ma vliv na vazebné energie atomu, prostorové uspotradani ¢i liSici se meziatomové

vzdalenosti. Velikost ¢astic ovliviiuje napiiklad hustotu nebo teploty fazovych
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pfemén materialu (Reznitkova et al. 2014; Siegel et al. 2014). Jednim ze speciélnich
pfipadl jsou nanocastice mensi nez 2 nm, které se ¢asto oznacuji jako klastry. Jedna
se o soubor az n€kolika tisic molekul. Piikladem lze uvést Schmidovy klastry
Auss[P(CsHs)3]12Cle.  Tyto malé cCastice piedstavuji  pomysinou hranici mezi

klasickym a kvantovym chovanim nanocastic (Sapsford et al. 2013).
Optické vlastnosti

Jiz M. Faraday zaznamenal, Zze zlat¢ nanocastice maji specifické¢ optické
vlastnosti. Zlaté nanoc¢astice absorbuji a rozptyluji svétlo s dobrou Géinnosti. Jejich
silnd interakce se svétlem nastava z diitvodu excitace elektronti na kovovém povrchu,
které prochazeji kolektivni oscilaci, zndmou také jako povrchova plazmonova
rezonance. Ta zpusobuje, ze nanoCastice zlata vykazuji vyssi intenzitu absorpce
a rozptyl, nez je tomu u podobné velkych nanoéastic jinych kovt. Absorpce a rozptyl
svétla je zavisly na velikosti, tvaru ¢astic i indexu lomu prostiedi v blizkosti povrchu
Castice.

U monodisperznich koloidnich roztokii zlata 1ze pozorovat barevnou odlisnost
podle velikosti AuNPs. Zlaté nanoc¢astice S pramérem okolo 20 nm se jevi jako
rizoveé ¢i svétle Cervené, zatimco vétsi nanocastice piiblizn€ 100 a vice nanometrl se
jevi jako fialové. Tento jev je zplsoben odlisnou absorpci a rozptylem jednotlivych
vlnovych délek viditelného svétla, které zacinaji na 390 nm u fialové barvy a kon¢i
vlnovou délkou 800 nm, jenz se jevi jako barva Cervena. VInové délky v oblasti
rozhrani barev modré a zelené, coz je okolo 500 nm, jsou absorbovany koloidnimi
systémy raznych velikosti, na rozdil od barvy ¢ervené s vinovou délkou, ktera zacina
na 650 nm. V této vinové oblasti malé nanocastice, cca 20 nm a mensi, absorbuji jen
minimalné a vétSina téchto vinovy délek je odrazena, ¢i propusténa a koloidni roztok
se jevi jako Cerveny. U vétsich AuNPs ¢i agregovanych castic je tato vinova oblast

siln€ absorbovana a koloidni roztok ma fialovou barvu (Sapsford et al. 2013).
Katalytické vlastnosti

V 70. letech 20. stoleti skupina védct v cele s G. Parravanovem vyuzivala
aktivitu zlata pfi transferovych reakcich kysliku a vodiku, ale tyto studie se
neprosadily do povédomi $ir$i vefejnosti (Cha a Parravano 1970; Parravano 1970).
Z tohoto duvodu bylo velikym pifekvapenim, kdyz se v roce 1987 publikovalo pouziti

AUNPs spolu s Coz04, Fex03 a TiO2 jako vysoce aktivniho katalyzatoru k oxidaci
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CO na CO2. Mechanismus oxidace nebyl tehdy jest¢ dokonale popsan, avsak
vysledky reakce nesporné potvrdily katalytickou aktivitu, kterd je podminéna
vyraznym podilem povrchovych atomi, coz je splnéno pouze u malych AuNPS
(Haruta et al. 1987). Namakroskopickych ¢asticich zlata ¢ vétSich

AUNPs katalyticka aktivita neni pozorovana.

V poslednich letech se S rostoucim zdjmem o katalyzatory na bazi zlata
rozsitila i aplika¢ni oblast. Zlaté katalyzatory uz se vyuzivaji v oblastech chemie, ve
vyvoji palivovych ¢lankt ¢i v boji proti znec€isténi ptirody. Kromé schopnosti snizeni
aktivaéni energie u chemickych reakci jsou u katalyzatord dal§i dulezité
aspekty: zivotnost, tepelna stabilita a schopnost regenerace. Schopnost degradovat
zlaty katalyzator maji vétSinou pouze slouceniny siry a fosforu, coz bude vysvétleno

Vv nasledujicim textu (Veith et al. 2009; Hussain 2010).
Interakce zlata a siry

Kovalentni vazba mezi zlatem a sirou vede k silné interakci, ktera ma
mimofadny vyznam pro stabilizaci i vyuziti AUNPs. Kovalentni interakce,
zprostfedkované obvykle pomoci organosirnych sloucenin jako jsou alkylthioly,
dialkyl sulfidy, dialkyl disulfidy a dalsi, se pouzivaji ve velmi Sirokém spektru
obord: molekularni biologii, anorganické i organické chemii, povrchovych C¢i
materialovych védach aj. (Hakkinen 2012). Vazba mezi atomem siry a zlatem neni
vzdy Zadouci. V nékterych ptipadech je sira oznaCovana za katalyticky jed, protoZe

inhibuje katalytickou aktivitu AuNPs (Pensa et al. 2012).

V soucasné dobé¢ je vSeobecné uznévano, ze kovalentni interakce na rozhrani
siry a zlata vyzaduje tvorbu vazby zlato-sira. Znamena to, ze thiolova skupina
(-SH skupina) je deprotonovana, ¢imz se formaln¢ vytvofi thiolovy radikal. Sila
vazby RS-Au byla stanovena experimenty na 40 az 50 kcal/mol, takze lze pomoci ni
pfipojit na povrch AuNPs dals§i funkéni skupiny a tim zlaté nanocéstice
funkcionalizovat. Skupina SH miZe interagovat se zlatem pouze slabSimi
koordina¢nimi vazbami prostfednictvim volnych elektront siry (Hakkinen 2012;

Pensa et al. 2012).

Alesponi struény popis vétSiny vlastnosti zlatych nanocéstic by vydal na
samostatnou diplomovou praci, na coz v tomto pripadé¢ neni cileno. Pro zajemce,

ktefi se chtéji o zlatych nanocésticich dozvédét vice informaci, mohu doporucit
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rozsahly ptehled, kde se Ctendf mize dozvédet informace o vlastnostech AuNPs

Vv kapitolach o fluorescenci, elektrochemii aj. (Daniel a Astruc 2004).

2.2.4 Funkcionalizace AuNPs

Rozmanita funkcionalizace AuNPs pomoci vazby mezi sirou a zlatem
umoziuje mnoho rtznych aplikaci pfedevSim V oborech zahrnujici biosenzory.
Jednim takovym biosenzorem je i monovrstva glukézooxidazy (GOD) kovalentné
imobilizovana na povrchu zlaté nanocastice. Pfiprava tohoto biokonjugatu, ktera

probihd ve vodném prostiedi, je schematicky zndzornéna na obrazku 4.

Citronanem stabilizované AuNPs byly nejprve modifikovany kyselinou
11-merkaptoundekanovou (MUA). Kyselina obsahuje ve své struktuie siru, pies
kterou byla kovalentné¢ navazana na zlatou castici. V druhém kroku byly periferni
karboxylové skupiny MUA aktivovany pomoci N-ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)
karbodiimidu (EDC) a N-hydroxysukcinimidu (NHS). V poslednim kroku probéhla
reakce aktivovaného esteru s aminoskupinami na povrchu proteinu GOD a doslo ke
kovalentnimu navazani GOD na AuNPs (Li et al. 2007).

0] o) (0]
s _CHae I, s _ChHe
@ MUA @ EDC/NHS @
o)

NH,—(GoBD
(6]
@s\/mz)g\)LN/
I
H

Obrazek 4 — Schéma vzniku biokonjugati GOD/AuNPs.

Imobilizovany enzym glukézooxidaza na povrchu AuNPs si stale udrzuje
enzymatickou aktivitu a ma vyssi termostabilitu ve srovnani s volnym enzymem.
V budoucnu by takto imobilizované enzymy mohly byt Siroce vyuzivany k vyrobé
chemickych biosenzorii nejen v oblasti mediciny, ale také v potravinaiském

a environmentalnim odvétvi (Liang et al. 2000).
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2.3 Priprava nanocastic pomoci laserovych technik

Konvencni metody chemické syntézy nanocastic a koloidli jsou zaloZzeny na
reakcich s prekurzory nebo na vymeéné ligandli, coz nevyhnutelné¢ vede ke
kontaminaci ptipravenych NPs jinymi chemickymi latkami. Kontaminace mize mit
za nasledek agregaci (Levy et al. 2004; Ojea-Jimenez a Puntes 2009) ¢i deaktivaci
katalytickych vlastnosti nanocastic (Lopez-Sanchez et al. 2011). V biomedicinskych
i katalytickych aplikacich vyzaduje chemicka ptiprava stabilnich a istych
nanocastic, mysleno bez povrchové aktivnich latek, vzdy dalsi cistici postupy
K odstranéni zbytkovych reakénich slozek nebo nechténych povrchové aktivnich
latek. Stale Castéji je kladen diraz na nové zplsoby ptipravy NPs, diky kterym lze
ziskat nemodifikované elektrostaticky stabilizované nanocastice, ¢i takové, jenz
obsahuji presn¢ stanovené povrchové latky, jejichz zéasluhou jsou Castice
stabilizovany a zaroven modifikovany k dalSimu pouziti. Velky diraz je kladen také

na Skalovatelnost a reprodukovatelnost vzniku NPs.

Po nékolika desetiletich vyvoje se laserova syntéza a zpracovani koloidil jevi
jako vhodna, reprodukovatelna a Skalovatelnd metoda pro pfipravu nanomateriali.
Hlavnim dGvodem rychlého rozvoje laserovych technik v poslednich letech je
neustale rostouci vystupni vykon pulznich laserovych systému, které umoziuji zvysit
produkci ptipravovanych nanomateriald. Zaroven vyrazné klesaji investi¢ni naklady
na potizeni laseru. V soucasnosti je kladen diraz rovnéz na vyvoj udrZitelnych
vyrobnich procesi, vV tomto ohledu je velikou vyhodou, Ze vétSina laserovych technik
je vsouladu s 12 principy Kk pfirodé Setrnych chemickych procesu (Zhang et al.
2017).

Téchto dvanact principi bylo pifedstaveno v roce 1998 P. T. Anastasem
aJ. C. Warnerem (1998). Tyto principy jsou uréujicim ramcem pro navrhovani
novych chemickych produkti a procest, vztahuji se na vSechny aspekty Zivotniho
prostfedi. Zkracen¢ tyto principy pojednavaji o nasledujicich ideach: 1) Je lepsi
zabranit vzniku nového odpadu, nez fesit jeho naslednou recyklaci. 2) Nové metody
by mély byt navrzeny tak, aby maximalizovaly za¢lenéni vSech materiala pouzitych
Vv procesu do kone¢ného produktu. 3) Metody syntézy by mély byt navrzeny tak, aby
pouzivaly a vytvarely latky, které piedstavuji malé nebo nulové nebezpeci pro lidské
zdravi a Zivotni prostfedi. 4) Chemické produkty by mély byt navrzeny tak, aby

zachovavaly ucinnost funkce pfi soucasném sniZeni toxicity. 5) Pomocné chemikalie
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napf. rozpoustédla, separacni ¢inidla apod., by méla byt pouzivana jen tehdy, je-li to
nezbytné¢ nutné. 6) Chemické procesy by mély byt Setrné z hlediska jejich
environmentalnich a ekonomickych dopadt. Pokud je to mozné, veskeré postupy by
se mély provadét pii okolni teploté a tlaku. 7) Chemikalie a vybaveni by mélo byt
z obnovitelnych zdroji. 8) Méla by byt minimalizovana derivatizace, pouziti
chranicich skupin ¢i docasnd tUprava fyzikalnich a chemickych parametri.
9) Katalyticka ¢inidla by méla byt nadfazena stechiometrickym ¢inidlim.
10) Chemické produkty by mély byt navrzeny tak, aby se na konci své zivotnosti
rozpadly na neSkodné produkty. 11) Analyza produktu by méla probihat v redlném
Case, aby se zabranilo vzniku nebezpecnych latek. 12) Latky pouzivané v chemickém
procesu by mély byt zvoleny tak, aby se minimalizovala moznost vzniku chemickych
havérii, vybuchti a pozart.

V nasledujicim textu jsou popisovany pouze laserové techniky, které pfi vzniku
nanocastic vyuzivaji kapalné prostfedi, ve kterém jsou vznikajici NPs zachyceny
a splnuji tak vyse vypsané principy. Pti laserové syntéze v bezvodém prostiedi hrozi
vyrazna zdravotni rizika pro pracovniky tim, ze miize dochdzet ke kontaminaci
pracovisté nanocasticemi. Od prvnich prikopnickych ¢lankt P. P. Patila, jeho
spoluautortt (1987) a A. Hengleina (1993) bylo prokazano, ze laserové techniky
umoziuji presnou kontrolu velikosti syntetizovanych koloidnich NPs v Sirokém
rozmezi od nékolika mikrometrti (Zhang et al. 2015) az do 1 nm (Castro et al. 2016).
V budoucnu je ocekdvany vznik knithovny pro tvorbu rizné velikych NPs
z odliSnych materiadla, ve které by byly popsdny parametry piipravy: objem,
chemikalie, teplota, tlak systému i nastaveni laseru: vinova délka, doba i energie
pulzu, frekvence a pocet laserovych pulzi (Amendola a Meneghetti 2013).
Laserovou syntézu NPs a zpracovani koloidl Ize rozd€lit do ctyf metodik: laserova
ablace v kapalinach (LAL), laserova fragmentace v kapalinach, taveni laserem
Vv kapalindch a laserova fotochemicka syntéza. Obecné se jedna o interdisciplinarni

procesy zahrnujici chemii, fyziku a jejich subdiscipliny.
2.3.1 Laserova ablace v kapalinach

Laserova ablace v kapalin¢ je metodou ,,top-down®, diky které lze pfipravit
z makroskopického materidlu napt. zlaté desticky zlaté nanocastice ve formeé

koloidu. Na rozdil od laserového obrabéni, ve kterém je cileno na opracovani
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makroskopického produktu, je vtomto piipadé kyzenym vysledkem vznik

nanocastic, které¢ jsou zachyceny v kapalném médiu (obrazek 5).

Au desticka

Obriazek 5 — Schéma laserové ablace v kapaliné.

Vinové délky laserového paprsku potfebné pro LAL se pohybuji od
ultrafialového (Yan et al. 2010) pfes viditelné (Giusti et al. 2007) az po blizké
infraCervené zafeni (Vaccaro et al. 2014). Dal$im pozadavkem pro tuto metodu je
vystupni vykon laseru 0,1-100 J/cm? a doba trvani pulzu v fadu femtosekund
(Menendez-Manjon et al. 2010) az milisekund (Tian et al. 2013). Z tohoto pohledu

1ze tedy vyuzit Sirsi spektrum pulznich lasert.

V ramci procesu laserové ablace v kapalin€ probihé fada velice slozitych déjt.
Tyto udalosti 1ze rozdélit do tfi zakladnich fazi (obrazek 6a): plazmaticka faze,
plynna faze neboli kavitace bublin a faze, ve které jsou Castice materialu rozptyleny
areaguji s molekulami kapaliny po kolapsu bubliny. Kdyz laserovy pulz interaguje
s makroskopickym materidlem ponofenym do kapaliny (obrazek 6b), za¢ne na
povrchu materialu vznikat plazma (obrazek 6c¢). Doba trvani plazmatu je obvykle
v rozmezi desitek nanosekund (Kim et al. 2015) az mikrosekund (Lam et al. 2014)
pro kazdy laserovy pulz a zavisi na druhu kapaliny a parametrech laseru. Béhem
rozpadu plazmatu se energie prenasi na kapalinu, ¢imZ se vytvofi vrstva pary, ktera
ma pfiblizné stejny objem jako plazma. S expanzi materidlu je generovana prvni
radidlni razova vlna (obrazek 6d), ktera je pfiblizn¢ po 1 ps doprovazena druhou

planarni akustickou vlnou (obrazek 6e). Tato akusticka vina se obvykle §iii rychlosti
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piiblizné 1500 m/s ve vod¢ (Tanabe et al. 2015), 1200 m/s v acetonu (O’Malley et al.
2014) a prochazi anizotropni expanzi ve smérech rovnobéznych a kolmych na cilovy
povrch. Nasledné vznika kavita¢ni bublina (obrazek 6f) tvofena parou v oblasti, ktera
byla pavodné pokryta kapalnou latkou. V tomto misté dochazi k ablaci
makroskopického materialu a nasledné krystalizaci, ktera vede ke vzniku atomovych
klastri (Shih et al. 2017). Kavita¢ni bublina prochazi vyvojem expanze a zmenSenim
(obrazek 69, h), coz vyvola dalsi hemisférickou razovou vinu a vznik druhé kavita¢ni
bubliny. Druha kavita¢ni bublina neni béhem celé jeji evoluce hemisfericka ani
symetricka (obrazek 6i, j), po jejim zmensSeni dochazi k definitivnimu kolapsu
a zaniku (obrazek 6k-m). S novym laserovym pulzem dochazi k opakovani celého
popsaného procesu (Zhang et al. 2017).

(a) vznik

plazma@u kavitaéni

bublina

laserovy
pulz

(b)

(©)

laserovy vznik radialni planarni vznik maximalni
pulz plazmatu vina vina 1. bubliny expanze

zmen$eni maximaini zmen3en( kolaps zanik kavitacni bubliny
1. bubliny expanze 2. bubliny 2. bubliny
2. bubliny

Obrazek 6 —Schéma laserové ablace v kapaliné. Pfevzato z (Zhang et al. 2017)

a upraveno.
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2.3.2 Laserova fotochemicka syntéza

Laserova fotochemicka syntéza je dal$i metoda, kterou lze pouzit K piipravé
NPs. Jedna se o tzv. ,,bottom-up“ metodu, ktera vyuziva agregaci jednotlivych atomi
kovu (MP) za vzniku nano¢astic. Podstatou fotochemického piistupu je vyredukovani
atomu kovu z molekularnich nebo iontovych prekurzord, napiiklad soli ¢i komplext
kovu, za pouziti laserového ozafovani (obrazek 7). Velka vSestrannost fotochemické
syntézy umoziuje vyrobit NPs v riznych médiich napt.: emulzi, buné¢ném mediu,

polymernich filmech atd. (Sakamoto et al. 2009).

hv

redukce agregace
prekurzor — ——

Obrazek 7 — Schéma laserové fotochemické syntézy NPs.

Jiz roku 1983 skupina védct v ¢ele s K. Kuriharou publikovala ¢lanek, ve
kterém zkoumali ptipravu zlatych koloidli pomoci laserové fotochemické syntézy.
Jako prekurzor zlata slouzila Kyselina tetrachlorozlatitd, jejiz vodny roztok byl
ozafovan laserem s nasledujicimi parametry: vinova délka 353 nm, frekvence 10 Hz,
délka pulzu 5 ns acelkovy vystupni vykon 60 mlJ. Také byl navrzen reakcni
mechanizmus (I) redukce zlata za vzniku AuNPs. V prvnim kroku je kyselina
tetrachlorozlatita excitovana pomoci energie laserového pulzu (1.1). Po excitaci
dochazi k redukci zlatitého kationtu za vzniku dvojmocného zlata (1.2). Nasledné
dochazi k disociaci (1.3) adisproporcionaci (1.4) kationtd zlata. V ptedposlednim
kroku dochazi k fotoredukci jednomocného zlata (1.5) a nasledné nenabité atomy
zlata agreguji a tvoii AuNPs (1.6) (Kurihara et al. 1983).

(HAUP*Cla) 5 (HAUSCla)* excitace (1.1)
(HAUW*Cly)* - (HAUZ*Cls---Cl) redukee (1.2)
(HAuU?*Cl3---Cl) >HAU?*Cl; + CI disociace (1.3)
HAU?*Cl; » HAU**Cls + HAU'Cl, disproporcionace (1.4)
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HAuU'Cl, fi’ AU° + HCI +ClI fotoredukce (1.5)
nAu’ - (Au), vznik AuNPs (1.6)

V roce 2005 S. Eustis se spoluautory publikovali ¢lanek, ve kterém se zabyvali
fotochemickou redukci zlatitych kationtd S pfidanim stanoveného mnozstvi
ethylenglykolu (EG). K fotoredukci neni vtomto pfipadé pouzivan laser, ale
xenonova lampa s pasovym filtrem pro vinové délky 250-400 nm. Mechanizmus
redukce je citlivy na koncentraci EG nasledkem jeho redukénich vlastnosti a viskozni
povahy. Autoii ptedpokladaji, Ze redukéni vlastnosti EG jsou s velkou
pravdépodobnosti vyuzivany také u redukce dvoumocného a jednomocného kationtu

zlata (Eustis et al. 2005).

Z pozorovanych vysledkii a diive navrhovanych mechanismi autofi navrhli
nasledujici reakéni mechanismus (lI). Pocate¢ni krok je stejny jako uvedli
K. Kurihara a kolegové (1983) — zlatity kationt piijme energii ve form¢ fotonu
a dochazi k jeho excitaci (I1.1). Excitovany stav je redukovan na dvoumocny kationt
zlata. Excitované stavy lze redukovat pomoci EG za pokojové teploty, jak je
znazornéno V krocich (I1.2, 6), na rozdil od neexcitovanych stavii, ktery EG redukuje
pouze za zvySené teploty. Dvoumocny kationt zlata je nestabilni, a proto dochazi
K prvni disproporcionaci (I1.3), ktera vede k dal§im dvéma dismutacim (11.4, 5).
V ptedposlednim kroku dochazi k redukci (11.6) fotoaktivovanych kationtd zlata
pomoci EG a nasledné agregaci vyredukovanych atomu zlata za vzniku NPs (11.7)
(Eustis et al. 2005).

APCl S (AU*Cly )* excitace (11.1)
(AU**Clg)* = Au**Clz + ClI redukce (11.2)

2 Au**Cl3 —» Au*Cly + Au**Cly rychla disproporcionace (11.3)

4 Au*Cly —» 2 Au**Cls + 2 Au’ + 2 CI- pomala disproporcionace (11.4)
3AUCl; —» Au¥*Cls +2 Au®+ 2 CI- disproporcionace (11.5)
AU™ 25 AL (+m: 43, +2, +1) redukce (11.6)
nAu’ - (Au%), vznik AuNPs (11.7)
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2.4 Cyklodextriny

2.4.1 Struktura a vlastnosti

Cyklodextriny (CD) diive nazyvané téz jako cykloamylosy nebo
cyklomaltodextriny, jsou cyklické oligosacharidy slozené z a-D-glukopyranosovych
jednotek v zidlickové konformaci *Ci dohromady propojenych pomoci o(1-—>4)
glykosidické vazby. Na zékladé poctu spojenych glukopyranoSovych jednotek
v cyklu délime CD na tfi nejcastéji pouzivané typy (obrazek 8): a-CD (6 jednotek),
B-CD (7 jednotek) a y-CD (8 jednotek). Mimo téchto tii prevladajicich typa byly
ptipraveny CD i sjinymi pocty jednotek, napiiklad spéti, deviti a deseti
glukopyranosovymi jednotkami, tyto oligosacharidy jsou oznacovany po fad¢é jako

pre-a.-, 0- a €-CD.

OH glukopyranosova

jednotka C
glukopyranosova HO O o (0]
jednotka B OH“HOo
HO
HO 0

1.0 HO OH glukopyranosova
o gH n=1,a-CD jednotka D
3 |n=2p-CD 0
glulfopyranosové HO g CoH n=3,y-CD HO
jednotka A 4 o HO
OH

o) OHqpHO & ©OH glukopyranosova
jednotka E

glukopyranosové | HO
jednotky F-H n

Obrazek 8 — Struktura cyklodextrini (Rezanka 2016).

Cyklodextriny maji tvar dutého komolého kuZzele (obrazek 9). Sekundarni okraj
je Sirsi a nachéazeji se na ném sekundarni hydroxylové skupiny (-OH skupiny), které
jsou kovalentné¢ vazané na atomech uhliku v poloze 2 a 3 na glukopyranosové
jednotce. Na primarnim okraji, ktery je uzsi, se nachazeji primarni -OH skupiny
navazané na uhliku v poloze 6. Do dutiny, jinak nazyvané kavita, jsou orientovany
C-H vazby a atomy kysliku glykosidickych vazeb. Diky témto nepolarnim vazbam
ma kavita lipofilni charakter. Hydroxylové skupiny jsou nasmérovany ven z CD, coz
zapricinuje rozpustnost CD ve vodé i dalSich polarnich rozpoustédlech. Z tabulky 1
je patrné, ze rozpustnost B-CD ve vodé je tadové niz$i nez u zbylych dvou
uvedenych typt CD. To je pravdépodobné dané vznikem vodikovych vazeb — ty

v ptipadé B-CD tvoii cely pas, ktery napomaha rigidité celé struktury na rozdil od a-,
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v-CD. Tvorba vodikové vazby nastava prostfednictvim OH skupiny na C-2 jedné
glukopyranosové jednotky s OH skupinou na C-3 sousedni glukopyranosové
jednotky (Szejtli 1998).

primarni okraj 6

Obrazek 9 — Tvar cyklodextrinu.

Cyklodextriny jsou za standartnich podminek bilé krystalické latky a zakladni
tfi typy uvedené v tabulce 1 jsou bézné¢ komeréné dostupné. Cyklodextriny jsou
povazovany za nejedovaté. LDsg pii peroralnim podani u mysi, krys a psti nabyva po
fad¢ hodnot 12,5, 18,8 a 5 g na jeden kg télesné vahy (lrie a Uekama 1997).
Vyhodou CD je jejich biodegradabilita. Nehrozi tedy riziko hromadéni a tim
zpusobeni znecisténi Zivotniho prostredi. Toxikologické studie, které se zabyvaly
nezavadnosti derivata cyklodextrint (viz kapitola 2.4.4) ukazaly, Ze nékteré derivaty,

wvrwe

nezadouci toxické Gi€¢inky na biologické membrany a ledviny (Stella a He 2008).

Tabulka 1: Rozméry a zakladni vlastnosti a-, - a y-CD (Jambhekar a Breen
2016; Szejtli 1998).

o-CD B-CD v-CD
Pocet glukosovych jednotek 6 7 8
Molarni hmotnost [g.mol?] 973 1135 1297
Rozpustnost ve vodeé pii 25 °C [g/100 ml] 14,5 1,85 23,2

Pramér kavity (primarni/sekundarni okraj) [nm]  0,47/0,52  0,60/0,64  0,75/0,83

Vyska kavity [nm] 0,79 0,79 0,79
Piiblizny objem kavit v 1 g CD [ml] 0,10 0,14 0,20
Krystalova voda [hmotnostni %] 10,2 13,2-14,5 8,1-17,7
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24.2 Vyroba

Cyklodextriny se nejcastéji ziskavaji pomoci enzymatické degradace Skrobu.
V prvnim kroku pti vyrobé CD je rozpustén Skrob za zvySené teploty, tim dojde ke
snizeni viskozity roztoku a zaroven hydrolyze Skrobu. Hydrolyzovany Skrob by
nemél obsahovat glukézu nebo nizkomolekularni oligosacharidy, a to z divodu
snizeni vytézku vytvorenych CD. Po ochlazeni se k roztoku Skrobu pifida enzym
cyklomaltodextrin glukanotransferaza (EC 2.4.1.19) (Qi a Zimmermann 2005), ktery
je produkovan tadou mikroorganismii: Bacillus macerans, B. stearothermophilus,
Klebsiella pneumonie, K. oxytoca, Micrococcus leuteus a dalsi (Tonkova 1998).
Tento enzym stépi a(1—4) glykosidické vazby ve Skrobu. Vysledkem enzymatické
degradace je smés ruznych CD, ve které z termodynamické pticiny pievlada B-CD.
Vzniklé cyklodextriny je nasledn¢ nutné separovat ze smeési. Pro zlepSeni
selektivnosti 1ze do reakce ptidat komplexaéni cinidlo: pro separaci a-CD je
pouzivan dekan-1-ol, je-li cileno na B-CD toluen a pro oddéleni y-CD se osvédéil
cyklohexadekanol. Cistota pramyslové vyrabénych cyklodextrinti je 97 % a vice
(Szejtli 1998).

2.4.3 Tvorba inkluznich komplext

Hlavni vyhodou cyklodextrinti je jejich schopnost tvofit inkluzni komplexy
(hostitel-host z anglického host-guest) se Sirokym spektrem latek rizného
skupenstvi. Hosté musi mit vhodnou velikost a vlastnosti, které jim umoznuji obsadit
lipofilni dutinu cyklodextrinu, nebo alespon interagovat s jejimi vnéjSimi okraji.
Pii tvorbé komplexu (obrazek 10) dochédzi pouze k nevazebnym interakcim, proces
vzniku je reverzibilni a ma dynamicky charakter, kdy dochazi k nepietrzitému
vzniku a zaniku nekovalentnich vazeb mezi hostitelem a hostem. Sila nevazebné
interakce zavisi na sterické shodé mezi hostem a vnititkem dutiny, interakcich mezi
atomy CD a hosta. Dlouhou dobu se pifedpokladalo, Zze ve vodnych roztocich je
nepolarni dutina CD naplnéna polarnimi molekulami vody, pro které je tato poloha
energeticky nevyhodna. Vstup nepolarniho hosta vhodné velikosti a tvaru do dutiny
CD by pak snizil celkovou energii systému (Szejtli 1998). L. Liu a Q.-X. Guo (2002)
vSak uvade¢ji, ze hnaci silou komplexa¢niho procesu nejsou pouze hydrofobni
interakce, jak bylo predpokladané, ale také Van der Wallsovi i elektrostatické

interakce, indukcni a disperzni sily a také vodikova vazba.
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Prikladem vhodnych hosti pro komplexaci v cyklodextrinové kavité je Siroké
spektrum organickych latek lipofilniho charakteru napftiklad: linearni ¢i vétvené
uhlovodikové fetézce, aldehydy, ketony a dalsi. Stechiometrie komplexii hostitel-
host nabyva nejcastéji poméru 1:1. Byl v8ak pozorovan vznik komplext i Vv poméru
1:2, 2:1 ¢i jinych (Rekharsky a Inoue 1998). Na principu inkluznich komplext
mohou vznikat velmi komplikované supramolekularni utvary jako katenany,

rotaxany, polyrotaxany a pseudorotaxany (Harada et al. 2009).

Obrazek 10 — Vznik inkluzniho komplexu host-hostitel v poméru 1:1.

2.4.4 Derivaty

K modifikaci cyklodextrind je pfistupovano z nékolika divodd. Lze takto
ménit rozpustnost, komplexacni vlastnosti ¢i spravné modifikovanou skupinou CD
ukotvit na jiném materidlu atd. Zakladni tifi typy CD obsahuji velky pocet
hydroxylovych skupin 18 (a-CD), 21 (B-CD) a 24 (y-CD), které lze libovolné
modifikovat a ziskavat tak nepfeberné mnozstvi derivatd s riznymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi. Do souc¢asné doby bylo pfipraveno tisice derivati CD,
z nichz vétsina vSak zatim nenasla své praktické uplatnéni, a to predevsim z divodu
slozitych nékolikakrokovych syntéz, které s sebou nesou nizké vytézky a vysoké
vyrobni néklady. Kazdy nové pfipraveny derivat pro biologické pouziti musi projit
toxikologickou studii, aby byla potvrzena jeho =zdravotni nezavadnost.
Od pramyslové vyrabénych a prodavanych derivati CD se ocekava nekomplikovana
vyroba, V idealnim piipade jednokrokovou syntézou, coz by se mélo piizniveé projevit
na cené derivatl. Dal§im kritériem je zachovani komplexacnich vlastnosti a vyrazné
zvyhodnéni  vyuziti derivati ke specifickym  aplikacim  oproti  béznym

cyklodextrintm.

Pripravené derivaty mohou byt klasifikovany podle jejich polarity, velikosti
nebo poctu a polohy substituenti (obrazek 11) apod. Pro monosubstituovany derivat
je mozny vznik téi odlisnych izomerd, pii¢emz zalezi, zdali bude modifikovana
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OH skupina na uhliku v pozici 2, 3 nebo 6. Pro disubstituované derivaty existuje
moznost vzniku desitek izomert a pro trisubstituované derivaty toto Cislo dale
narusta. Pokud pfi reakci vznikaji ruzné izomery, jSOU po piipraveni ¢asto
separovany, pii¢emz tento proces je vétSinou velice naro¢ny a drahy. Z tohoto
pohledu se jevi jako vhodné predevsim persubstituované derivaty, u kterych jsou
nahrazeny vSechny OH skupiny jinou chemickou skupinou a odpada tak problém se

vznikem izomert (Szejtli 1998; Rezanka 2018).
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selektivné substituovany monosubstituovany
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n =6, derivat a-CD
n =7, derivat B-CD
n = 8, derivat y-CD

Obrazek 11 — Jednotlivé typy derivati CD podle navazanych substituenti
(Rezanka 2018).
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3 Experimentalni Cast

Pouzité chemikdlie a rozpoustédla byly zakoupeny od béznych komer¢nich
dodavatelti Sigma-Aldrich, s.r.o., Ing. Petr Svec — Penta, s.r.o. a Lach-Ner, s.r.o.
Lécivo propamidin 2-hydroxyethansulfonat bylo poskytnuto doc. RNDr. Ing. Pavlem
Rezankou, Ph.D. z Vysoké §koly chemicko-technologické v Praze.

Pribéh reakei byl sledovan pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC), ke které
slouzila hlinikova desti¢ka s nanesenym silikagelem 60 F254 (Merck, Némecko).
Vzorek byl na TLC nanaSen sklenénou kapilarou a jako mobilni faze byl pouzit
roztok n-PrOH:H20:EtOAC:NH3 v poméru 6:3:1:1. Po vyvinuti TLC v mobilni fazi
byla desticka smocena v 50% kyselin¢ sirové a karbonizovdna horkovzdusnou
pistoli. Pfi filtracich byla pouzita frita S4 s velikosti pért 5-15 pm a membranova
vyvéva.

K méteni hmotnostnich spekter byl pouzit hmotnostni spektrometr AB Sciex
3200 QTRAP a kapalinovy chromatograf Dionex Ultimate 3000, pficemz bylo 5 ul
vzorku manualné nastiikovano davkovaci smyckou do proudu mobilni faze. Tento
roztok byl slozen z 0,1% kyseliny mravenéi v 90% methanolu ve vodé. Pritok
mobilni faze €inil 0,2 ml/min. Byl pouzit ESI iontovy zdroj v pozitivnim rezimu Se
sprejovacim napétim +5500 V a teplota iontového zdroje byla nastavena na 300 °C.

Spektra byla méfena v rozmezi m/z 500-1500 Da.

Pii ozafovani vzorkli byl pouzit pulzni Nd:YAG laser Evergreen od firmy
Quantel, pficemz parametry laseru byly nasledujici: vlnova délka 532 nm, doba
pulzu 10 ns, frekvence 20 Hz a vystupni energie 40 mJ. Vystupni energie byla
méfena pomoci piistroje VEGA od vyrobce Ophir. Optické ¢ocky, zrcadla a dalsi

optické vybaveni bylo vyrobeno firmou Thorlabs a Standa.

3.1 Piiprava 6*-O-tosyl-B-CD

Syntéza 6”-O-tosyl-B-CD byla provedena dle dfive uvedeného postupu (Zhong
et al. 1998). Jako prvni byly B-CD (11,3 g, 10 mmol) a Ts.O (5,0 g, 15 mmol)
suspendovany v 250 ml destilované H2O a tato suspenze byla michéna pfi r.t.
2 hodiny. Nasledné byl do suspenze pfidan roztok NaOH (50 ml) o koncentraci
2,5 mol/dm?® areakéni smés byla dalsich 10 minut michana. Dale byla tato smés

filtrovéna a filtrat neutralizovan pomoci 35% HCI na pH 8. Bil4 srazenina byla
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odfiltrovana a susena na RVO. Surovy produkt (3,5 g) byl charakterizovan pomoci
TLC a bylo pfistoupeno k jeho ¢isténi. Prvni rekrystalizace produktu probéhla
v roztoku MeOH (15 ml) a H20 (15 ml). Po zahtati na bod varu a vychladnuti na r.t.
byla srazenina odfiltrovana a suSena na RVO. Rekrystalizace probéhla jesté dvakrat,
vzdy obdobnym postupem jako V prvnim piipadé. Mnozstvi roztoku bylo voleno
v poméru 10 ml 50% MeOH na 1 g produktu. Po tieti rekrystalizaci a usuSeni na
RVO byl ziskan vysledny bily krystalicky produkt (1,4 g, vytézek 11 %).

3.2 Priprava 6*-sulfanyl-6”-deoxy-B-CD

Ptiprava 6”-sulfanyl-6”-deoxy-B-CD byla provedena postupem uvedenym
v literatuie (Martinelli et al. 2014). Do batiky byl odvézen vychozi 64-O-tosyl-B-CD
(761 mg, 0,6 mmol) a rozpustétn v DMF (27,4 ml). Nasledné byla piidana
thiomocovina (449 mg, 5,9 mmol) a reakéni smés byla michana 2 dny pii teploté
75 °C. Po vychladnuti na r.t. byla tato smés nalita do 125 ml DEE a michana po dobu
10 minut. Srazenina byla odsata na frit¢ a proplachnuta vychlazenym DEE, nasledné
byla srazenina suspendovana do 40 ml acetonu a refluxovadna 2 hodiny pfii teploté
75 °C. Potom byla suspenze ochlazena na r.t., srazenina zfiltrovana a ususSena na
RVO. Dale byl bily prasek ptidan do roztoku Na2S20s (30 mg, 0,16 mmol) v 25 ml
NaOH s koncentraci 1 mol/dm? a reakéni smés byla michana 30 minut za r.t. Roztok
byl okyselen pomoci 35% HCl na pH 3 anasledné¢ bylo pfidano 1,4 ml
trichlorethylenu. Reakéni smés byla sonifikovana po dobu 10 minut za r.t.,
zfiltrovana na frit¢ a proplachnuta trichlorethylenem. Nasledovalo suSeni na RVO
a surovy produkt (352 mg) byl charakterizovan dle TLC. Produkt byl ¢istén pomoci
rekrystalizace v 3 ml H20 a proplachnut na frit¢ vychlazenym acetonem. Filtrat byl
odpafen na RVO a vyslednym produktem se stal bily krystalicky prasek (204 mg,
vytézek 30 %). Spektralni data byla shodna s publikovanymi (Nelles et al. 1996).

3.3 Priklad pripravy zlatych nanocastic v dimethylformamidu

Nejprve byl pfipraven zasobni roztok 3 mg KAuCls v 1 ml DMF. Do vialky
bylo odvazeno 5,8 mg per-6-sulfanyl-per-6-deoxy-B-CD, ktery byl rozpustén
v 2,9 ml DMF. Nasledné bylo do vialky piidano 0,1 ml zasobniho roztoku zlatité

sole. Poté byl vzorek MH89 za stalého michani ozafovan laserem po dobu 10 minut.
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Charakterizace probéhla pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS), rastrovaci

a transmisni elektronové mikroskopie.

3.4 Priklad pripravy zlatych nanocastic funkcionalizovanych

6”-sulfanyl-6”-deoxy-B-CD ve vodé

Jako prvni byl ptipraven zasobni roztok 3 mg KAuCls v 1 ml H20. Nasledné
bylo do vialky navazeno 0,45 mg 6”-sulfanyl-6”-deoxy-B-CD a rozpusténo v 2,9 ml
H20. Dale bylo ptidano do vialky 0,1 ml zasobniho roztoku. Vzorek MH101 byl
ozafovan laserem za stalého michani po dobu 20 minut. Béhem této doby doslo
K barevné zméné z jemné nazloutlé po svétle Cervenou. Vzorek byl centrifugovan
(15 min., 25 000 ot./min.), promyt v 3 ml H2O a rozdispergovan pomoci ultrazvuku.
Velikost ¢astic a jejich stabilita byla charakterizovana pomoci dynamického rozptylu

svétla, rastrovaci a transmisni elektronovou mikroskopii.

3.5 Testovani odezvy zlatych nanocastic funkcionalizovanych

6”-sulfanyl-6”-deoxy-B-CD na biologicky aktivni latku

Byly ptipraveny ¢tyfi roztoky lé¢iva propamidinu 2-hydroxyethansulfonatu ve
vodé 0 koncentraci 0,2 mmol/dm®, 0,02 mmol/dm3, 2 umol/dm® a 0,2 pmol/dm?3.
Z téchto roztoku bylo odebrano vzdy 25 ul a ptidano k 250 ul koloidniho roztoku
zlatych nanocastic. Kazdy vzorek byl homogenizovan protfepdnim a ponechan

24 hodin pfi laboratorni teploté.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Syntéza monosubstituovaného -CD

Ptiprava 6”-sulfanyl-6”-deoxy-B-CD byla provedena dvoukrokovou syntézou.
V prvnim kroku byl z vychoziho B-CD syntetizovan 6”-O-tosyl-B-CD (obrazek 12),
protoze je tato reakce vysoce selektivni. Tosylova skupina je Vv této reakci kovalentné
vazana pres kyslik vyhradné na uhlik v pozici 6 glukopyranosové jednotky. Prestoze
bylo postupovano dle popsané piipravy v ¢lanku (Zhong et al. 1998), vysledny
produkt nebyl ¢isty a obsahoval 1 vychozi B-CD a disubstituovany derivat, coz bylo
mozné uréit z TLC. Skutecnost, Ze tento postup nevede k ¢istému produktu, ale ke
smési vychoziho B-CD, findlniho 6*-O-tosyl-B-CD i vice substituovanych derivatt,
byla potvrzena v literatufe (Popr et al. 2014). V tomto védeckém ¢lanku byla také
navrzena metoda separace vysledného 6°-O-tosyl-B-CD pomoci rekrystalizace.
Separace produktu probéhla vySe zminénym procesem v roztoku MeOH a H2O
v poméru 1:1, ktery prob&hl celkem tiikrat, aby byla zajiSténa Cistota vysledného
produktu. Vytézek reakce 11 % se odchyluje od vytézku 61 % uvedeného v literatuie
(Zhong et al. 1998). Uvadény vytézek z tohoto Clanku vSak nelze povazovat za
objektivni, protoze vysledny produkt nebyl ¢isty. Divéryhodna data z ¢lanku (Popr
et al. 2014) uvadgji, ze vytézek Cistého 6”-O-tosyl-B-CD po tfech rekrystalizacich je
26 %. Odchylka vytézku 11 % od uvedeného 26 % Vv tomto ¢lanku mize byt
zpusobena nekolika faktory. Pfi neutralizaci filtratu na pH 8 pomoci 35% HCI byla
tato hodnota piekrocena az na pH 5, proto byl piidan NaCOs na korekci a dosahnuti
vysledného pH 8. Nepiesna neutralizace mohla vést k nedokonalému vysrazeni

Mrwe

rekrystalizaci byl produkt vzdy proplachnut, coz s sebou neslo ztratu vysledného

produktu.
HO o TsO o
®Ho o 00
HO|  4)1s,0 HO W, =Ts
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Obrazek 12 — Schéma p¥ipravy 6”-O-tosyl-B-CD.

36



V druhém kroku vstupoval do reakce jako reaktant pfipraveny
6”-O-tosyl-B-CD, tosylova skupina byla pii reakci substituovana thiolovou skupinou
za vzniku 6”-sulfanyl-6”-deoxy-B-CD (obrazek 13). Syntéza byla inspirovana
¢lankem (Martinelli et al. 2014). Vysledny produkt byl charakterizovan pomoci TLC
avyzadoval dal$i cisténi, tudiz bylo pfistoupeno k rekrystalizaci v HO. Prvni
rekrystalizace neprob¢hla dle ocekavani a produkt se viibec nevysrazel, divodem byl
ziejm¢ velky objem H2O (6 ml). Roztok byl odpafen na RVO a nasledovala druha
rekrystalizace vobjemu 3 ml H>O a proplachnuti vychlazenym acetonem.
Po odpafeni filtratu byl ziskan finalni 6*-sulfanyl-6*-deoxy-B-CD (204 mg, vytézek
30 %), ktery byl spektraln¢ charakterizovan. V literatute (Martinelli et al. 2014) se
udava vytézek reakce 94 %, spektralni data vSak nejsou uvedena. V ¢lanku je pouze
odkazano na shodnost vysledki s literaturou (Nelles et al. 1996). Z tohoto davodu lze
ptedpokladat, Ze finalni produkt nebyl ¢Cisty. V ¢lanku (Nelles et al. 1996) je uveden
vytézek vysledného produktu 27 %, ktery lze pokladdat za pravdivy, a S timto

¢lankem se shodovala potizena spektralni data.

TsO o HS o
®7Ho D JSL ®Ho
HO Ho,N™ “NH, HO
OH OH
OH 2) NaOH OH
o o)
OH |g OH g
6"-O-tosyl-B-CD 6”-sulfanyl-6"-deoxy-p-CD

30 %

Obrizek 13 — Schéma pFipravy 6”-sulfanyl-6~-deoxy-B-CD.
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4.2 Priprava zlatych nanocastic a in situ funkcionalizace

Ptiprava zlatych nanocCastic za pouziti pulzniho laseru a jejich in situ
funkcionalizace vyzadovala otestovani n¢kolika vzorkli stfadou proménnych.
Pfi pilotni studii (tabulka 2) byly pouzity dva typy zlatého prekurzoru, pti¢emz byl
ménén pouzity rozpoustédlovy systém a k funkcionalizaci byl pouzit -CD a jeho
dva derivaty (obrazek 14). Byly ménény koncentrace reaktantd, doba laserového

ozafovani, avSak objem vzorku ztstal ve vSech piipadech stejny (3 ml).

9 Ho 2 Ho 2 ®Ho 2
HO HO HO
OH OH OH
> OH S OH & > OH §
OH g SH Jg OH g
B-CD per-6-sulfanyl-per-6-deoxy-B-CD 6”-sulfanyl-6*-deoxy-p-CD

Obrizek 14 — Cinidla pouzité k funkcionalizaci.

Pti ozafovani vsech pfipravenych vzorkll bylo pouzito vzdy stejné nastaveni
Nd:YAG laseru (vlnova délka 532 nm, doba pulzu 10 ns, frekvence 20 Hz a vystupni
energie 40 mJ) iopticka cesta laserového paprsku zistala beze zmén. Laser byl
umistén pod optickym stolem, laserovy paprsek byl pomoci zrcadel a optickych
cocek fokusovan do vialky se vzorkem (obrazek 15). VSechny vzorky se béhem

ozafovani nepfetrzité¢ michaly pomoci magnetického michadla.

spojna
CocCka
zrcadlo zrcadlo
laserovy paprsek
rozptylna spojné
CocCka <>

Coéka

vzorek "

opticky stll

laser
zrcadlo

Obrazek 15 — Schéma fokusace laserového paprsku.
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Tabulka 2: Testované vzorky pro pripravu in situ fukcionalizovanych AulNPs.

oznateni | prekurzor hmotnost rozp0u§t’édlovy funkcioilalizace hmotnost éz!s
[mg] systém [ma] [min]
MH69 AuCls; 30 H20 B-CD 45 40
MH70 KAuCl,4 30 H.0 B-CD 45 40
MH75 KAuCl,4 3 H.0 - - 20
MH76 KAuUCls 3 H20 B-CD 4,5 20
MH77 KAuCl,4 3 H.O + NaOH B-CD-perSH 4,5 20
MH78 KAUCls 0,3 H.0 B-CD 4,5 20
MH79 KAuCl,4 0,3 H20 B-CD 0,45 20
MH84 KAUCls4 3 H.O + NaOH B-CD-perSH 4,5 20
MH85 KAUCls 0,3 H.O + NaOH B-CD-perSH 4,5 20
MH86 KAuCl,4 0,3 H.O + NaOH B-CD-perSH 0,45 20
MH89 KAUCls4 0,3 DMF B-CD-perSH 5,8 10
MH90 KAuCl,4 0,3 DMF B-CD-perSH 0,58 10
MH95 KAUCls4 0,3 DMSO B-CD-perSH 5,8 30
MH96 KAuCl,4 0,3 DMSO B-CD-perSH 0,58 10
MH100 | KAuCl,4 0,3 H20 B-CD-SH 4,5 10
MH101 | KAuUCls 0,3 H.0 B-CD-SH 0,45 20
MH109 | KAuCl, 0,3 H20 B-CD-SH 0,045 10
MH110 | KAuCls 0,3 H.0 B-CD-SH 0,0045 10

* B-CD-perSH: per-6-sulfanyl-per-6-per-deoxy-p-CD
B-CD-SH: 6”-sulfanyl-6”-deoxy-p-CD

V prvnich dvou pilotnich vzorcich MH69 a MH70 byl hleddan vhodny

prekurzor zlata, ze kterého Ize pomoci pulzniho laseru zlato vyredukovat. Dale byl

do téchto vzorki piidan B-CD. Tento krok byl inspirovan ¢lankem (Kabashin et al.

2003), kde jsou cyklodextriny vyuzity jako stabiliza¢ni cinidlo vznikajicich

nanocastic. Vysoké koncentrace obou zlatitych soli AuCls i KAuUCls v roztoku

s B-CD se ozatovaly po dobu 40 minut, barevna zména vSak nastala pouze u roztoku

KAUCIs (obrazek 16 MH70), a z tohoto diivodu se pouzival v dalich vzorcich jako

prekurzor pouze KAuUCls. Piedpoklad, ze B-CD neslouzi pii laserové fotochemické

syntéze pouze jako stabilizacni Cinidlo, ale také jako redukéni €inidlo, byl potvrzen

porovnanim vzorkit MH75 a MH76 (obrazek 16). Zatimco prvni vzorek (bez CD)
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béhem ozafovani viibec nereagoval, u druhého vzorku (s CD) doslo ke zméné barvy

ze svétle zIuté na svétle hnédou.

Po ovéteni, Zze 1ze AUNPS s dostupnym vybavenim fotochemicky pfipravit,
bylo cileno na fukcionalizaci ¢astic. Motivaci se stala in situ funkcionalizace
nanocastic, tedy jednokrokova ptiprava, béhem které dojde ke vzniku a zaroven
modifikaci povrchu nanocastic. Z tohoto pohledu se zdaly vhodné k fukcionalizaci
Castic predevsim derivaty B-CD, které obsahuji SH skupiny, diky kterym Ize CD ptes
atom siry kovalentn¢ navdzat na povrch AuNPs. Jako prvni byl pouzit
per-6-sulfanyl-per-6-deoxy-f-CD, ktery syntetizoval Bc. Jaroslav Grof v ramci jeho
bakalaiské prace (Grof 2018). Potvrdily se vSak obavy ohledné malé rozpustnosti
persubstituovaného derivatu ve vodé. Proto doslo ke zméné rozpoustédlového
systému, U vzorku MH77 byl pouzit roztok NaOH s koncentraci 6,6 mol/dm?
auvzorki MH84-86 roztok NaOH o koncentraci 24,4 mol/dm?®. V zasaditém
prostiedi nedoslo ke vzniku nanocastic, proto byla pouzita jina rozpoustédla DMF
a DMSO. Ptestoze u vzorku MH89 nedoslo béhem ozatovani k vyrazné zméné barvy

z DLS, bylo usouzeno, ze vzorek obsahuje nanocastice.

Po nezdaru s per-6-sulfanyl-per-6-deoxy-p-CD bylo ptistoupeno K testovani
vzorkt s 6”-sulfanyl-6”-deoxy-pB-CD. Ten na rozdil od prvné uvedeného derivatu
obsahuje pouze jednu SH skupinu, ktera snizi rozpustnost ve vodé jen nepatrné.
Tento derivat se jevil jako vhodné fukncionaliza¢ni ¢inidlo a vzorek MH101 byl
pfislibem dobrého vysledku jiz béhem ozafovani, kdy byla pozorovana barevna

zména ze svétle Zluté na ¢ervenou barvu.

VSechny ozatované vzorky kromé vzorki MH69, 70, 75, 84-86 byly
podrobeny DLS a vzorky s nejlepsimi vysledky nasledné charakterizovany pomoci
SEM i TEM.
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Obrazek 16 — Vzorky po ozareni pulznim laserem.

4.3 Charakterizace zlatych nanocastic v dimethylformamidu

ZDLS byl detekovan vznik nanocastic, ackoli vzorek MH89 nevykazoval
viditelngjsi barevnou zménu. Nasledné doslo k charakterizaci pomoci SEM, bohuzel
nebylo mozné nanocastice dobfe zaosttit z divodu jejich velmi malych rozmérd,
a proto byly ¢astice zméfeny na TEM. Ze snimki 1ze ur€it velikost ¢astic od 10 do
30 nm (obrazek 17), pocet vzniklych nanocastic byl vSak velice maly. Stabilita
zlatého koloidu byla ur¢ena pomoci zeta potencialu, ktery ¢inil (27 + 5) mV, pfi¢emz
za hrani¢ni hodnotu stability je povazovano 30 mV. Proto je mozné, Ze Castice jeSté
dale agregovaly. Jelikoz dalsi pilotni test jevil lepsi vysledky, nebyl tento vzorek
testovan na odezvu s biologicky aktivni latkou a nelze tedy fici, zda jsou zlaté
nanocastice funkcionalizované ¢i nikoli. Jedna z nevyhod tohoto koloidniho vzorku
je rozpoustédlo DMF, které je hotlavé, toxické a miize zpusobovat respiracni
problémy. Vyhodu vodného prostiedi splioval vzorek MH101, kterému byla

veénovana vetsi pozornost.
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Obrazek 17 — SnimKy zlatych ¢astic (vzorek MH89) porizené pomoci TEM.

4.4 Charakterizace zlatych nanocastic funkcionalizovanych

6”-sulfanyl-6”-deoxy-B-CD ve vodé

JiZ barevna zména vzorku MH101 signalizovala vznik nanocéstic, coZ
potvrdilo i méfeni koloidniho roztoku pomoci DLS. Prvni charakterizace castic
probéhla na SEM. Velikost ¢astic byla opét prili§ mala a dobré zaostieni i pofizeni
snimki nebylo mozné. Proto i pro tento vzorek nasledovalo charakterizovani pomoci
TEM (obrazek 18 MH101). Velikost ¢astic urena ze snimku je v rozmezi 8 az
15 nm. Stabilita ¢astic byla zjisténa pomoci zeta potencialu, ktery byl (48 + 12) mV,
z tohoto pohledu bylo piedpokladano, Ze ¢astice budou stabilni. Tento piedpoklad se
potvrdil a koloidni roztok neménil barvu ani nesedimentoval po dobu delsi, nezli jsou

dva mésice.

Ovéfeni funkcionalizace pfipravenych AuNPs bylo provedeno pomoci metody
SERS. Z vysledki vSak nebylo dostatecné prokazatelné, Ze skutecné¢ doSlo
k navazani 3-CD pies atom siry na povrch AuNPs. Ing. Michal Kalat (2017) ve své
diplomové praci zkoumal chovani funkcionalizovanych AuNPs cyklodextriny na
biologicky aktivni latky a téchto poznatkd bylo vyuzito k dikazu, ze pfipravené
AUNPs jsou skute¢né fukcionalizované viz kapitola 4.5.

AC lze povazovat laserové techniky za dobie reprodukovatelné, je neustile
nutné pracovat piesné a peclivé. Pfi jednom z opakovani piipravy vzorku MH101

nejspiSe nebyla dodrzena spravna navazka reaktanti a michani vzorku pii ozafovani

bylo zapnuto pozd¢ji. Jiz béhem ozafovani se barva vzorku ménila z ¢ervené barvy
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na fialovou, coz znalilo agregaci zlatych Castic (obrazek 19). Agregace byla
potvrzena jak metodou DLS, tak snimkem pofizenym na TEM. Agregované

nanocastice tvotily i mikrometrové shluky (obrazek 18 MH117).

Obrazek 18 — Snimky AuNPs porizené pomoci TEM, vzorek MH101 neagregované NPs
a vzorek MH117 agregované NPs.

MH101 MH117
Obrazek 19 — Vzorky pripravené stejnym postupem MH101 neagregované AuNPs,
MH117 agregované AuNPs.
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45 Test odezvy zlatych nanocastic funkcionalizovanych
6”-sulfanyl-6”-deoxy-B-CD na biologicky aktivni latku

Ing. Michal Kalat testoval odezvu funkcionalizovanych AuNPs cyklodextriny
na reakci slécivy. Zatimco u nemodifikovanych AuNPs po piidani 1é¢iv nedoslo
k sedimentaci nanocastic, V nékterych pripadech po pridani 1é¢iva k modifikovanym
AUNPs doslo k vysrazeni a zméné barvy koloidniho roztoku. Nasledn¢ bylo ovéieno,
ze funkcionalizované nanocastice reagovaly pouze na léCiva, ktera maji vhodné
vlastnosti ke vzniku inkluzniho komplexu s -CD. Navrzeny mechanismus pii
komplexaci 1éciva s cyklodextriny piedpoklada propojeni jednotlivych nanocastic
a shluknuti, coz vede k sedimentaci ¢astic v koloidnim roztoku. Tato teorie byla také

studovana Vv praci Bc. Jaroslava Grofa (2018).

Pro testovani odezvy AuNPs vyrobenych pomoci pulzniho laseru na biologicky
aktivni latku bylo zvoleno 1é¢ivo propamidin 2-hydroxyethansulfonat, o kterém je
znamo, ze s B-CD tvofi inkluzni komplex. Teoreticky piedpoklad znél, ze pokud jsou

AuUNPs doopravdy funkcionalizované -CD, dojde ke vzniku inkluzniho komplexu

Mrwe

koloidniho roztoku.

N2

s
HO™~>""OH

O ‘§

propamidin 2-hydroxyethansulfonat
l O/\/\O &
propojeni fukcionalizovanych AuNPs s

Obrazek 20 — Schéma vzniku inkluzniho komplexu lé¢iva s B-CD a propojeni AuNPs.

\\ /7
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Pro ovéteni funkcionalizace byly pfipraveny ¢tyii razné koncentrované roztoky
propamidinu 2-hydroxyethansulfonatu S AuNPs ve vodé (tabulka 3). Po 24 hodinach
doslo k sedimentaci dvou vzorkt s nejvétsi koncentraci 1é¢iva (obrazek 21), coz
potvrdilo navazani 3-CD na povrch AuNPs. V tomto konkrétnim piipadu lze
povazovat in situ funkcionalizované AuNPs za senzorovy systém. Pomoci tohoto
systému je mozné rozpoznat pfitomnost propamidinu 2-hydroxyethansulfonatu ve

vodném roztoku do koncentrace 0,02 mmol/dm3.

Tabulka 3: Testovani odezvy funkcionalizovanych AuNPs na 1é¢ivo.

vzorek 1) 2) 3) 4) 5)
koncentrace propamidin 0,2 0,02 2 0,2 i
2-hydroxyethansulfonatu | mmol/dm?® | mmol/dm? | umol/dm? | umol/dm?
sedimentace (obrazek 21) ANO ANO NE NE NE

/ ‘ A X

—, S 4 |
I) 2) 3) 4) S)

Obrazek 21 — Testovani odezvy funkcionalizovanych AuNPs na propamidinu

2-hydroxyethansulfonatu.
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S5 Zavér

Cilem prace bylo pfipravit nanocastice zlata za pouziti pulzniho laseru a in situ
je funkcionalizovat. Laserova ptiprava funkcionalizovanych zlatych nanocastic
Vv jednom kroku se jevi jako vhodna, avSak dosud dostatecné neprobadand cCast
nanotechnologii, a proto véiim, ze diplomova prace posunula vyzkum v této oblasti

opét o maly kriicek vpred.

V ramci experimentdlni ¢4sti byl nejprve syntetizovan 6*-O-tosyl-B-CD, ktery
slouzil jako meziprodukt pii pfipravé monosubstituovaného thiolového derivatu
6”-sulfanyl-6”-deoxy-B-CD, jenz byl pouzit jako funkcionalizaéni ¢inidlo. Nasledné
bylo pfistoupeno k optimalizaci pfipravy nanocastic pomoci laserové fotochemické
syntézy. Tento proces zahrnoval provedeni pilotni studie, béhem které doslo
k vyzkouseni odlisnych prekurzori za rdznorodych podminek. Vysledkem je
popsand ptiprava zlatych nanoc¢astic v DMF a H20. Na nanocasticich pfipravenych
ve vodném prostiedi bylo provedeno testovani senzorové odezvy pomoci
propamidinu 2-hydroxyethansulfonatu. Pii koncentraci 1é¢iva 0,02 mmol/dm? a vyssi
byla pozorovana sedimentace a odbarveni roztoku, coz potvrdilo in situ

funkcionalzaci ptipravenych zlatych nanocastic.
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