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Uvod

Stidium nanostruktir sa zacalo v 50. rokoch minulé-
ho storocia a od tej doby nanotechnoldgie predstavuji
priemyselnu revoluciu. Objavenych bolo mnozstvo nano-
materidlov s vyuZitim v priemysle, zivotnom prostredi
i medicine a tieto skutocnosti viedli k rychlemu rozvoju
syntézy nanocastic roznych velkosti a tvarov.

Z hradiska medicinskeho vyuzitia maji nanostruktiry
velky potencial pri prenose lieciv, l'ahkych alebo inych
substancii k Specifickym bunkdm v T'udskom tele; mozu
byt vyuzité k detekcii a / alebo lieCbe pri¢in ochoreni, ¢i
ochoreni samotnych tym, Ze minimalizuji degradaciu
zdravych buniek'”. Integracia nanotechnologii s biologiou
vedie k dalSiemu vyvoju diagnostickych zariadeni, kon-
trastnych &inidiel, analytickych prostriedkov’ >, terapeutic-
kych aplikacii®? a distribuénych prostriedkov lie¢iv®.

Pokroky v molekularnej medicine so sebou prindSaji
potrebu optimalnej detekcie individualnych biomolekul,
bunkovych komponentov, ako i d’alSich biologickych entit.
V centre pozornosti si v poslednej dobe fluorescencné
polovodicové (II-VI skupina) nanocastice, ktoré sa oproti
klasickym organickym fluoroforom vyznacuji Uzkymi
a symetrickymi emisnymi spektrami, ktoré zavisia od vel-
kosti castic; vysokym kvantovym vytazkom a vybornou
fotostabilitou'’. Polovodi¢ové nanolastice s obsahom Cd
(CdS, CdSe, CdTe) vykazuju zna¢nu eko- a cyto-
toxicitu'!, preto neustile narastd zdujem o nanocastice,
ktoré sa vyzna€ujii nizkou toxicitou, ako i vysokou bio-
kompatibilitou.
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Podmienku netoxicity a biokompatibility spifia oxid
zinoCnaty, polovodi¢ s priamym optickym prechodom
a Sirkou zakézaného pasma Eg=3,37 eV a vysokou vi-
zobnou energiou (60 meV). Na zaklade jeho unikatnych
vlastnosti (antibakteridlne, katalytické, fotokatalytickeé,
fyzikalne, chemické, elektrické a optické) je ZnO vybor-
nym kandiditom pre bio-zobrazovanie'> ', ale i dalsie
aplikacie v medicine, ako napr. tkanivové inZinierstvo'’, &i
transport liegiv'®".

Fluorescencny signal ZnO nanocastic v biologickych
vzorkach znacne narastd po inkorporécii do biosystému.
Bio-aplikacie nanocastic si vSak vyzaduju funkcionalizaciu
ich povrchu, ktorda mdze zvysit stabilitu a kontrolovany
rast nanocastic, ako i vylepsit’ ich dblezitymi rozpoznava-
cimi, transportnymi, ¢i katalytickymi vlastnost’ami, hydro-
filnost'ou alebo hydrofébnost'ou. Pomocou vhodnej funk-
¢nej skupiny modifikdtora moézu nanocastice interagovat’
s roznymi druhmi biomolekal — vitaminmi, peptidmi, sa-
charidmi, ¢i va¢8imi molekulami, akymi su prirodné poly-
méry zahriiujuce proteiny, enzymy, DNA a RNA".

Napriek obrovskému potencidlu nanoZnO v oblasti
bio-aplikacii, jeho vyskum znacne zaostava za ostatnymi
existujicimi nanocasticami, ¢o je spdsobené predovsetkym
malo preskimanymi moZnostami syntézy, ako i nedosta-
tocne pochopenymi mechanizmami povrchovej modifika-
cie. V predkladanej praci popisujeme pripravu nanocastic
oxidu zinocnatého, ktorych povrch bol modifikovany pro-
strednictvom kyseliny tioglykolovej, ktora sa kovalentne
naviazala na povrch nanocastic cez S-mostik, ¢im zaviedla
do nanosystému karboxylova funkéntl skupinu, ktorou sa
nanocastice mézu viazat’' na biomolekuly.

Experimentalna cast’
Chemikalie

Chlorid zino¢naty (ZnCl,, >98%) bol zakipeny od
firmy Centralchem (Slovensko), hydroxid sodny (NaOH,
>98%) a kyselina tioglykolovda TGA (HSCH,COOH,
>99%) od firmy Sigma-Aldrich (USA). Pocas vsetkych
experimentov bola pouZivana ultracistd voda pripravena na
zariadeni Millipore Synergy systém (Merck, Nemecko).

Priprava nanocastic

Nanocastice oxidu zino¢natého boli pripravené zraza-
cou metodou podra cit.>* s malymi modifikaciami, kde ako
vychodiskové latky bol pouzity chlorid zinocnaty
a hydroxid sodny. Povrch pripravenych nanocastic sme
funkcionalizovali pocas procesu ich zretia prostrednictvom
kyseliny tioglykolove;j.

0,06885 g chloridu zino¢natého (0,2 M, 2,5 ml) bolo
rozpustenych v ultracistej vode (Merck Millipore), nésled-
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ne 0,1 g hydroxidu sodného (ekvimolarne mnozstvo;
0,2M, 12,5ml) bol postupne pridany k roztoku ZnCl,
a kontinualne mieSany pocas 3 hodin pri izbovej teplote
(2541 °C), vysledkom ¢oho bol mlie¢no-biely roztok. Prie-
beh reakcie popisuje rovnica:

2 NaOH + ZnCl, — 2 NaCl + ZnO + H,O

Pri povrchovo modifikovanych nanocasticiach bol
postup obdobny, iba s tym rozdielom, ze do roztoku hyd-
roxidu sodného bolo postupne pridanych 30 ml 0,1 M roz-
toku kyseliny tioglykolovej a az po hodinovom nepretrzi-
tom mieSani bol pridany k roztoku chloridu zino¢natého.

Ziskana zrazenina bola niekol'kokrat centrifugovana
(Eppendorf 5804R centrifuga, 6 min, 15 000 rpm, 25 °C)
a premyta ultraistou vodou a nasledne volne ponechana
pri izbovej teplote k odpareniu prebytocnej vody a ziska-
niu nanocastic v bielej praskovej forme.

Charakterizicia nanocastic

Atomova silova mikroskopia (AFM)

Vzorky pre AFM analyzu boli nanesené na povrch
Cerstvo ocistenej sl'udy a ponechané pocas 5 min k adsorp-
cii. Vysledné obrazky ZnO-TGA nanocastic boli ziskane
pouzitim systému Innova AFM (Veeco Instruments)
v tapping mode. AFM tip pouzity k meraniam bol komerc-
ny antiménom-dopovany kremicity kantilever (NCHV,
Veeco Instruments) s nominalnym polomerom tipu 10 nm
a rezonan¢nou frekvenciou 301-331 kHz. Ziskané data
boli analyzované programom NanoScope Analysis (1.20)
kurceniu velkosti a morfologie skimanych ZnO-TGA
nanocastic.

Meranie zeta potencidalu a distribucie podla velkosti castic

Malvern Zetasizer Nano ZS (4 mW, 633 nm laser)
s MPT-2 autotitratorom bol pouzity k meraniu velkosti
Castic a zeta potencialu.

Priemerna vel'kost’ Castic bola uréend meranim distri-
bucie velkosti Castic pri 25 °C a pH 7,01, pricom koncen-
tracia meranych roztokov bola 0,1 mg ml™.

K urceniu zeta potencialu v zavislosti od pH boli pou-
zité 0,01M HCI, 0,01M NaOH a 0,1M NaOH ako titracné
¢inidla. Vzorka bola pripravend rozdispergovanim 0,1 mg
nanocastic v 1 ml ultracistej vody a naslednom ultrazvuko-
vani poc¢as 1 min.

ATR infracervena spektroskopia s Fourierovou
transformaciou (ATR-FTIR)

Infracervené ATR spektrd ZnO nanocastic modifiko-
vané tioglykolovou kyselinou boli merané Nicolet 8700
Fourier transform infrared spektrometrom (Thermo Scien-
tific) vybavenym Smart OMNI-Sampler (diamantovy krys-
tal), deuterovanym triglycerid sulfaitovym (DTGS) detek-
torom a KBr delicom luca. Vsetky spektra boli merané pri
64 skenoch, 4 cm™ rozliSeni, 150 cm™ apertare, v rozsahu
od 4000 do 400 cm'. Vysledné spektra boli ziskané odgi-
tanim pozadia, t.j. referenéného spektra vzduchu namera-
ného pred nanesenim nanocastic na krystal.
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UV-vis a fluorescencnd spektroskopia

UV-vis spektra ZnO-TGA boli merané v rozsahu
vlnovych dizok od 250 do 500 nm pomocou Shimadzu
UV-3600 UV-vis-NIR fotospektrometrom so spektralnym
rozliSenim 2 nm. Roztoky pre UV-vis merania boli pripra-
vené rozdispergovanim 0,0015 g vzorky v 2 ml ultradistej
vody a nasledne ultrazvukované do rozpustenia.

Fluorescencné spektra ZnO-TGA nanocastic boli
merané Fluoromax 4 HORIBA Jobin Yvon spektrofluoro-
metrom pri izbovej teplote v lcm kremennej kyvete. Pre
merania emisnych spektier bola pouzita excitacna vinova
dizka pri 360 nm, pri¢om velkost’ §trbiny bola 5 nm. Vzor-
ky boli pripravené rozdispergovanim 1 mg nanocastic
v 7 ml ultracistej vody a naslednom ultrazvukovani pocas
1 min.

Vysledky a diskusia

Atomovou silovou mikroskopiou sme Studovali tvar
a velkost’ pripravenych nanocastic. Ako vidiet' na obr. 1,
nanocastice oxidu zino¢natého pokryté tioglykolovou ky-
selinou su sférické, v 40-50 nm rozsahu.

Velkost' nanocastic ZnO-TGA bola potvrdenad pro-
strednictvom merania malouhlovym rozptylom, pricom
priemerna vel'kost’ nanocastic bola okolo 45 nm v uzkom
rozsahu (obr. 1, detail), ¢o naznaCuje absenciu zagregova-
nych castic, ako i dobru stabilitu materialu.

Stadium zeta potencialu bolo vykonané k uréeniu
rozlozenia naboja na povrchu nanocastic pri réznych hod-
notach pH (obr. 2). Hodnota zeta potencidlu modifikova-
nych ZnO nanocastic prostrednictvom kyseliny tioglykolo-
vej pri pH2,02 je okolo 1521 mV a pre pH 11,98 —
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Obr. 1. Atémovy silovy mikrograf ZnO-TGA nanocastic. De-
tail zobrazuje distribuciu velkosti modifikovanych nanocastic
(0,1 mg mlI™") pri pH 7,01 a teplote 25 °C
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Obr. 2. pH zavislost’ zeta potencidlu ZnO nanocastic a ZnO
nanocastic  modifikovanych  tioglykolovou  kyselinou
(0,1 mg mI™)

41 mV, priCom oproti nemodifikovanym ZnO nanocasti-
ciam je posunuty ku kladnej$im hodnotam. pH izoelektric-
kého bodu pre ZnO-TGA nanocastice je okolo 3,80, t.j.
zmena oproti nemodifikovanym ¢astiam je o 0,42 jedno-
tiek.

FT-IR merania boli prevedené na dokaz uspeSnej
adsorpcie tioglykolovej kyseliny na povrch nanocastic
oxidu zino¢natého. Spektrum nanocastic modifikovanych
TGA (obr. 3) obsahuje pasy pri 3397, 2916, 2846, 1623,
1290, 1170 a 405 cm . Siroky pas pri 3397 cm ™' prislucha
-OH skupine; pasy pri 2916 a 2846 cm ™' koresponduju so
symetrickymi a asymetrickymi vibraciami alkdnovych
skupin. Pomerne intenzivny signél pri 1623 cm ™' odpoveda
karboxylovej skupine C=0O a slabSie pasy pri 1290
a 1170 cm ' stvisia s pritomnymi C-O vibraciami naviaza-
nej kyseliny. Signél pri 405 cm ' kore$ponduje s vizobnou
vibraciou Zn—O skupiny.

Nepritomnost’ signalu pri 2360 cm ', ktory obsahuje
spektrum samotnej tioglykolovej kyseliny a odpoveda S-H
skupine, suvisi so vznikom ZnO-TGA komplexu interak-
ciou medzi tiolovou skupinou -S™ a Zn*".

Pohodlnym spdsobom pre sledovanie formovania
Castic je urCenie optickych vlastnosti, ktoré uzko suvisia
s ich velkostou. Absorpéné maximum ZnO-TGA nanocas-
tic (obr. 4) oproti nefunkcionalizovanym nanocasticiam sa
mierne posunulo k niz§im vlnovym dizkam, tj. z 360 nm
na 357 nm. Ovel'a vac¢si vplyv vSak mala povrchova modi-
fikacia na zvySenu rozpustnost’ a z toho vyplyvajicu turbi-
ditu.

Fluorescencna spektroskopia je efektivnou metddou
k urCeniu optickych vlastnosti a odhaleniu defektov ZnO.
Spektra ZnO nanocastic obvykle obsahuju UV pés okolo
380 nm a emisny pas vo viditel'nej oblasti — pri 500 nm,
teda v zelenej oblasti, alebo okolo 600 nm, t.j. v Cervenej
viditel'nej oblasti, ktory je dosledkom pritomnych necistot
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Obr. 3. FT-IR spektra kyseliny tioglykolovej, ZnO nanocastic
a ZnO-TGA nanocastic
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Obr. 4. UV-vis spektrum ZnO a ZnO-TGA nano¢astic. Mera-
nia boli vykonané v 1 cm kyvete, pH 7,01 a teplote 25 °C

a Strukturdlnych defektov, akymi st kyslikové vakancie
alebo intersticialny kyslik v mriezke ZnO*"*.

K meraniu emisnych spektier bola na zaklade merani
UV-vis spektroskopie, ako i literarnej reSerSe vybrana
excitaéna vinova dizka pri 360 nm. Pozicia emisného pasu
pouzitim tioglykolovej kyseliny ako modifikatora bola
posunuta k niz§im vinovym dizkam, t.j. z hodnoty 567 nm
na 438 nm (obr. 5). Modry posun emisného maxima bol
pravdepodobne sposobeny redukénymi vlastnostami tiola,
teda vytesnenim kyslika sirou, ¢im doslo k znizeniu kon-
centracie kyslikovych vakancii na povrchu nanocastic. Na
posun emisného pasa mala rovnako vplyv aj niZSia prie-
merna velkost nanocastic v dosledku dizagregacného
ucinku tioglykolovej kyseliny.
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Obr. 5. Emisné spektra ZnO a ZnO-TGA nanocastic. Merania
boli vykonané pri A,,=360 nm, v lecm kyvete, pH 7,01 a teplote
25°C

Zaver

Bio-zobrazovanie je vel'mi ziadané pre aplikacie
v genetike, patologii, kriminologii, bezpecnosti potravin
amnohych inych odvetviach. Novl triedu materidlov
s vysokym potencialom pre bio-zobrazovanie v dosledku
svojej vysokej senzitivity a selektivity reprezentujii nano-
Castice oxidov kovov, ako napr. oxid zinocnaty (ZnO).
Podmienkou pre aplikdcie nanocastic v biosystémoch je
ich povrchova funkcionalizacia. Pripravili sme nanocastice
ZnO potiahnuté kyselinou tioglykolovou o velkosti 40 az
50 nm. Uspesnéa funkcionalizacia bola potvrdena priamo —
pomocou FT-IC spektroskopie a meranim zeta potencialu,
ako 1 nepriamo, t.j. prostrednictvom optickych technik.

Povrchovou modifikiciou boli syntetizované nano-
Castice, ktoré su stabilnejSie a menej nachylné agregacii
avdaka fluorescenénym vlastnostiam a zabudovanym
funkénym skupinam vyuzitel'né v detekcii biomolekul.
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M. Simiikova® and M. Antalik™ (“ Department of
Biochemistry, Faculty of Science, P. J. Safarik University,
Kosice, ” Department of Biophysics, Institute of Experi-
mental Physics, Slovak Academy of Sciences, Kosice):
Preparation of Surface-Modified ZnO Nanoparticles
for Potential Fluorescent Biodetection

ZnO nanoparticles show a big potential as a fluores-
cent probes in biological fields, such as bioimaging, bio-
labeling and biodetection because of their unique optical
properties. However, their surface modification is neces-
sary for application in biosystems. We prepared 40—50 nm
ZnO nanoparticles functionalized with thioglycolic acid
(TGA) for applications in biosystems. The capping with
the thiol acid was confirmed by zeta potential measure-
ments and FT-IR spectroscopy. UV-vis and photolumines-
cence spectroscopies confirmed the effect of modification
as well.



