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ABSTRAKT

Cilem dizertacni prace bylo vyvinout a charakterizovat funkcionalizovany
vysoce magneticky polymerni nosi¢ mikrometrové velikosti s uzkou distribuci
velikosti, ktery bude vhodny pro nasledné bioaplikace. Pfitom byl sledovan vztah
mezi strukturou a vlastnostmi produktu. Vychozi monodisperzni poly(styren-co-
divinylbenzenové) [P(St-DVB)] mikroc¢astice s riznym obsahem divinylbenzenu
(DVB) byly pfipraveny disperzni polymerizaci. Sledovan byl vliv typu rozpoustédla,
iniciatoru, koncentrace a zpusob davkovani DVB na morfologii, velikost a distribuci
velikosti ¢astic. Aby byly Castice porézni s velikosti port v fadu desitek nanometrt,
byly nizce zesiténé P(St-DVB) mikroc¢astice hypersitovany za ptitomnosti chloridu
¢ini¢itého jako katalyzatoru. Dosazeno bylo vysokych hodnot specifického povrchu
astic (> 1000 m*g) a vysokého obsahu mikropori (~ 0.6 ml/g). Samotnému
hypersitovani piedchazela chlormethylace mikrocastic. Studovan byl vliv ti
riaznych chlormethylac¢nich ¢inidel na porézni vlastnosti produktu. Mikrocastice
byly nasledné funkcionalizovany sulfonovymi nebo aminovymi skupinami, které
usnadnily zachyceni magnetického oxidu zeleza vysraZzeného uvnitf porézni
struktury. Na funkcionalizované vysoce magnetické mikrocastice byl posléze
imobilizovan  anti-ovalbumin, ovalbumin a nakonec  anti-ovalbumin
znaeny kfenovou peroxidazou. Pfidanim peroxidu vodiku k suspenzi takovychto
mikrocastic doSlo ke zméné elektrického proudu, coZ umoznilo kvalitativni detekci
ovalbuminu imobilizovaného na funkcionalizovanych magnetickych mikro¢asticich.

KLICOVA SLOVA
Disperzni polymerizace, Styren, divinylbenzen, mikroc¢astice, hypersitovani,
magneticky, ovalbumin, biosenzor.



ABSTRACT

With the aim to develop and characterize a functionalized highly magnetic
polymer carrier of micrometer size and of narrow particle size distribution that will
be suitable for biological applications, hypercrosslinked microspheres were
prepared. Simultaneously, the relation between structure and properties of product
was observed. Condition of dispersion polymerization were optimized to obtain
starting monodisperse poly(styrene-co-divinylbenzene) [P(St-DVB)] microspheres.
The P(St-DVB) microspheres of different degree of crosslinking were prepared and
effect of some polymerization parameters, such as type of solvent, initiator,
concentration and mode of DVB addition on morphology, size and particle size
distribution were investigated. The starting microspheres were hypercrosslinked to
obtain microporous inner structure. Hyperosslinked particles had very large specific
surface area (> 1000 m?/g) and high content of of micropores (~ 0.6 ml/g). First,
P(St-DVB) microspheres were chloromethylated wusing three different
chloromethylation agents to regulate their porous properties. Hypercrosslinking was
achieved by the addition of stannic chloride as a catalyst and by increasing a
temperature. The hypercrosslinked microspheres were then functionalized with
sulfo- or aminogroups. The functional groups captured precipitated iron oxide inside
porous structure of the microspheres and also served as a reactive site for intended
Immobilization of the protein. So, the solution of ferrous and ferric chloride was
Imbibed under vacuum into the porous structure and iron oxide was precipitated by
an agueous ammonia solution. Finally, the functionalized magnetic hypercrosslinked
micropsheres were integrated into a biosensor for qualitative detection of
ovalbumin.

KEY WORDS
Dispersion polymerization, styrene, divinylbenzene, microsphere,
hypercrosslinking, magnetic, ovalbumin, biosenzor.



1 UVOD

Polymerni nosice nalézaji stale $irSi uplatnéni jak v syntézach na pevné fazi, tak
1 pfi separacich nejriznéjSich latek [1]. Prikladem jsou detekce, izolace,
charakterizace a primyslové syntézy biologicky aktivnich latek. Nové staciondrni
faze, nejen polymerni, ale i anorganické, ptispély k rozvoji gelové permeacni [2],
kapalinové [3,4] a plynové chromatografie [5], ¢i elektroforetickych technik [6].
Polymerni nosi¢e mohou byt jak pfirodniho (agardza, celuldza, dextran), tak 1
syntetick¢ho ptivodu [polystyren, polyakrylamid, poly(2-hydroxyethyl-methakrylat)]
[7].

Zamétime-li se na separace biologickych latek z redlnych vzorkl (potraviny,
krev, moc¢, puda, atd.), je nutné¢ si uvédomit, ze jde o smési velice komplexni.
Izolace jediné komponenty nebo skupiny chemickych latek (proteiny, enzymy,
nukleové kyseliny) z takovychto smési je pak naro¢nd. Ve vétSiné piipadii nesmi byt
pro dalsi aplikace izolovany material jakkoliv znecistény. Témto poZzadavkim plné
vyhovuji separace pomoci funkcionalizovanych magnetickych polymernich castic.
Magnetické polymerni nosice se osveédcCily pro izolaci nukleovych kyselin [8], sorpci
proteint [9,10], imobilizaci enzymu [11], detekci bilkovin v immunosenzorech [12],
nebo se magnetické nanocastice pouzivaji jako kontrasni ¢inidla pro zobrazovani
tkani pomoci magnetické rezonance [13].

Na magnetické polymerni nosi¢e je kladena cela fada pozadavki. Castice musi
byt stabilni v roztocich (neagregovat), biokompatibilni, obsahovat funk¢ni skupiny,
minimaln¢ adsorbovat nespecifické¢ latky, nepodléhat nezddoucim chemickym
pfeménam a sou€asn¢ mit vysoky obsah magnetického plniva, aby byly separace
v magnetickém poli dostatecné rychlé. Dilezity je pravidelny sféricky tvar ¢astic a
jejich velikost. Optimalni velikost polymernich Castic je od 2 do 10 um. Takovéto
mikro¢astice maji dostate¢né vysoky povrch pro mozné interakce s izolovanou
latkou, coz zlepSuje ulinnost separace. Pifi pouZziti Castic < 2 um, naptiklad
v chromatografickych aplikacich, mlize dojit k ucpani kolony. V neposledni fadé¢,
musi byt zminén poZadavek na Uzkou distribuci velikosti Castic, kterd byva v
chromatografii rozhodujici. Monodisperzni mikrocastice totiz vykazuji jednotné
fyzikalni, chemické a biologické vlastnosti.



2 CILPRACE

Cilem této dizertacni prace bylo piipravit a charakterizovat funkcionalizovany
magneticky polymerni nosi¢ na bazi poly(styren-co-divinylbenzenovych) [P(St-
DVB)] mikrocastic ziskanych disperzni polymerizaci. Vyhodou této polymerizace,
je-li vedena za vhodnych podminek, je vznik ¢&astic o velikosti v
jednotkach mikrometrii s tizkou distribuci velikosti. Dalsim tkolem bylo do Castic
zavést hypersitovanim mikro- a mezopory, které by umoznily nasledné vysrazeni
oxidl zZeleza uvnitt porézni struktury, ¢imz by se nosi¢ stal magnetickym. Soucasné
bylo zapotiebi po hypersitovani mikroc¢astice vhodné¢ funkcionalizovat, aby byly
posléze vyuzitetiné v biologické aplikaci, jmenovit¢ ke stanoveni ovalbuminu
v biologickych vzorcich. V neposledni fad¢ jsme se snazili nalézt vztah mezi
strukturou a vlastnostmi ¢astic a popsat vliv fady reak¢nich parametri
na charakteristiky vyslednych mikrocastic zahrnujicich morfologii, velikost,
polydisperzitu, porozitu, magnetické charakteristiky a pfitomnost reaktivnich
skupin.



3 TEORETICKA CAST
3.1 POLYMERIZACNI TECHNIKY PRO PRIPRAVU MIKROCASTIC

Polymerni cCastice se nejCastéji piipravuji heterogennimi polymerizaénimi
technikami. Bud’ se jedna o dvoufazovy systém vytvofeny jiz na zacatku
polymerizace (monomer je nerozpustny v polymerizatnim mediu, ve kterém je
dispergovan do malych kapek), nebo dochazi k rozdéleni fazi az v pribchu
polymerizace, kdy se polymer od jist¢é molekulové hmotnosti stava v prostiedi
nerozpustnym. Jako vhodné se jevi vyuziti zejména radikdlovych polymerizaci,
vcetné v soucasné dobé oblibenych pseudozivych technik (radikélova polymerizace
s pfenosem atomu - ATRP, polymerizace v piitomnosti nitroxidu, ¢i radikalovy
adi¢n¢ fragmentaéni pfenos fetézce - RAFT), které vSak nejsou predmétem této
prace. Jelikoz v ramci dizertacni prace byla pro pfipravu mikrocastic vyuzivana
technika disperzni polymerizace, vénujeme ji v dal§im textu nejvétsi pozornost.

V zavislosti na vlastnostech reakéniho média, monomeru a vznikajiciho polymeru
se pritom vyuzivaji nejriiznéjsi inicidtory, stabilizatory, popf. jiné pomocné latky.
Nejcasteji pouzivanym zpusobem iniciace je termicky rozklad iniciatoru, ktery miize
byt ze skupiny organickych ¢i anorganickych peroxidd, napt. dibenzoylperoxid
(BPO) a peroxodisiran draselny ¢i azosloucenin, napt. 2,2"-azobis(2-
methylpropionitril) (AIBN). Obvyklé typy stabilizatord jsou diskutovany
Vv jednotlivych podkapitoléach.

3.1.1 Suspenzni polymerizace

I kdyz metoda suspenzni polymerizace byla patentovana jiz v roce 1912, stale
casto je vyuzivanou technikou pro ptfipravu Castic v rozmezi od desitek mikrometrii
az do jednotek milimetrd s Sirokou distribuci velikosti [14].

Princip klasické suspenzni polymerizace spociva v tom, Ze monomer a v ném
rozpustény iniciator je v kontinualni vodné fazi, kterd zprostfedkovava prenos tepla,
suspendovan michanim do kapek a ty jsou nasledné polymerizovany. Suspenze
kapek neni dostateCné stabilni, a tak dochazi k tomu, ze kapicky koaleskuji do
vétsich kapek, ale diky michani jsou opét rozdéleny na mensi. Kazda kapka se da
povazovat jako samostatné polymeriza¢ni misto. Koalescenci se da do urcité miry
ucinn¢ zabranit pouzitim stabilizatoru, jehoz molekuly jsou Vtenké vrstveé
adsorbovéany na povrchu dispergovanych kapek. Tim je vytvofena stéricka zabrana
omezujici koalescenci kapek [15]. Nejcastéji pouzivanymi polymernimi stabilizatory
jsou polyvinylalkohol, polyvinylpyrrolidon, polyakrylovd kyselina, hydroxyalkyl
celul6za; mozné jsou 1 anorganické koloidy. Rovnovdha mezi koalescenci kapek a
jejich rozdélovanim rozhoduje o vysledné velikosti budoucich polymernich Castic.
V neposledni fad¢ se na jejich velikosti podili také zplisob a rychlost michani, stejné
tak 1 velikost a tvar polymeriza¢ni nadoby a také pomér mezi kontinudlni (obvykle
vodnou) a organickou fazi a koncentrace stabilizatoru.

Suspenzni technika naSla uplatnéni pro vyrobu polystyrenu, polyakrylatd,
polyvinylacetatu, atd. Suspenzni polymerizace je aplikovatelnd 1 na ve vodé



rozpustné monomery, jako jsou akrylamidy a jejich derivaty; kontinualni fazi pak
tvoii organicka kapalina (rizné mineralni oleje, toluen, atd.).

3.1.2 Emulzni polymerizace

vvvvvv

polymerizace je monomer V kontinualni fazi pfitomen ve form¢ vétSich kapek o
velikosti v rozmezi od 1 do 10 um. Kapky jsou rezervoary monomeru pro rust
polymernich ¢astic. Malad ¢ast monomeru se nachazi ve vodné fazi, kde zacina
iniciace polymerizace. Monomer je navic dispergovan ve vodné fazi do micel
pomoci emulgéatoru obsahujiciho obvykle ve své struktufe jak hydrofilni, tak i
hydrofobni ¢ast. Emulgator (tenzid) snizuje povrchové napéti mezi dvéma vzajemné
nemisitelnymi kapalinami, monomerem a vodou. Zatimco hydrofilni ¢asti molekul
emulgatoru jsou nasmérovany do vodné faze, hydrofobni ¢asti utvafeji monomerni
micely. Po smiseni monomeru s vodou se michanim monomer disperguje do malych
kapicek, jejichz povrch okupuji molekuly emulgatoru. Zahtatim se ve vodné fazi
generuji radikaly, které pronikaji do monomernich micel, kde je zahajena
polymerizace. Po vy¢erpani monomeru z kapek i rozpusténého ve vodé uz nemiize
dochazet ke generaci novych castic, a tudiz dal§i polymerizace probiha pouze
Vv samotnych polymer-monomernich casticich. Produkt emulzni polymerizace je
oznacovan jako latex, kterym se vétSinou rozumi vodna disperze ¢astic o velikosti v
rozsahu desitek az stovek nanometri. Vyhodou emulzni polymerizace je vysoka
reak¢ni rychlost, vysokd primérnd molarni hmotnost produktu a také snadny odvod
reak¢niho tepla.

Tento model emulzni polymerizace, ktery vypracoval Harkins [16-18], byva
oznacovan jako micelarni. Jeho kinetické vztahy a kvalitativni popis pak odvodili
Smith a Ewart [19,20]. Micelarni model emulzni polymerizace neni jedinym. Dalsi
modely vychézeji z polymerizace na fazovém rozhrani ¢i pfedpokladaji homogenni
nukleaci ¢astic [21], o které bude pojednano v kapitole o disperzni polymerizaci
(viz. kap. 3.1.3).

Bezemulgatorova emulzni polymerizace

Mezi klasickou emulzni polymerizaci a bezemulgatorovou polymerizaci existuji
podobnosti [22], avSak na rozdil od klasické emulzni polymerizace nedochazi
k nukleaci a rlstu ¢astic v micelach. Nepiitomnost emulgatoru v polymerizacnim
systému se da povazovat za prednost této metody. I pfes nepfitomnost emulgatoru si
systém uchovava koloidni stabilitu diky nabojim pochézejicim z ionizovatelného
iniciatoru, coZ je dal$i rozdilem oproti klasické emulzni polymerizaci.

Mnohé védecké skupiny se zamétily na studium pribéhu bezemulgatorové
emulzni polymerizace, bohuzel absolutné platny mechanizmus nebyl prozatim
nikym predloZzen. Nicméné, do soucasné doby bylo navrzeno jiz nékolik
mechanizmid polymerizace, které se navzajem doplnuji. Zatimco bezemulgatorova
emulzni polymerizace methyl-methakrylatu a vinyl-acetitu probihd dle Fitche



mechanismem homogenni nukleace [21] polymerizace ve vod¢ nerozpustnych
monomerd, jako je styren, probiha mechanizmem micelarnim [23]. Dalsi
mechanizmus je zalozen na modelu, kdy rostouci volné radikaly terminuji a jejich
naslednou koagulaci vznikaji ¢astice [23].

Vysledné polymerni Castice maji vétsi velikost, nez maji typické latexy, obvykle
0.5-1 um a také niz8i polydisperzitu [24].

Mikroemulzni polymerizace

Mikroemulzi se rozumi termodynamicky stabilni, izotropni a opticky
transparentni disperze dvou nemisitelnych kapalin (olej a voda) v ptitomnosti
povrchove aktivni latky, kterou je jeden tenzid, smés tenzidd, ¢i smés hlavniho a
pomocného tenzidu (kosurfaktantu).

Pro systém olej ve vodé je vodna faze oznaCovéna jako kontinudlni a disperzni
faze se v ni nachazi ve formé mikroemulze skladajici se z malych monomernich
mikrokapek o priméru mensim nez 10 nm. Povrch mikrokapek je obklopen
molekulami povrchové aktivni latky. Tvorba mikroemulzni je procesem spontannim
a pro jejich tvorbu neni zapotiebi pouziti Zddné energie, na rozdil od klasickych
emulzi. Na druhou stranu je pro tvorbu mikroemulze a pro zachovani jeji
termodynamické stability zapotiebi znacného mnozstvi povrchové aktivni latky
Vv polymeriza¢ni nasadé¢ (az 20 hm.%). Jako kostabilizator se pouzivaji amfifilni
alkoholy s kratkym fetézcem (od butanolu po hexanol). Jeho molekuly se nachazeji
uvnitf mezifazové monovrstvy povrchove aktivni latky [25].

Mnozstvi ziskanych ¢astic o primémné velikosti od 20 do 60 nm se obvykle
pohybuje Vv rozmezi 5-10 hm.% polymerizacni nasady. Pripravené polymery se
vyznacuji vysokou molekulovou hmotnosti a jsou vV porovnani s klasickou emulzni
polymerizaci polydisperzni [26]. Uvedené nedostatky cCini mikroemulzni
polymerizaci mén¢ atraktivni pro primyslové aplikace [27].

Miniemulzni polymerizace

Miniemulzni polymerizace je specialnim pfipadem emulzni polymerizace, kdy se
pomoci stabilizatoru a kostabilizatoru zabranuje koalescenci kapek a agregaci ¢astic
vV pribéhu procesu. Na zacatku je miniemulze vytvofena smichanim kontinudlni
vodné a disperzni faze, kterd je emulgovdna v homogenizacnim zatizeni do
nanocastic 0 velikosti 50-500 nm. Vytvofeni miniemulze s dostate¢né malymi
casticemi je velmi Zadouci pro zajiSténi nukleace probihajici v kapkéach a potlaceni
micelarni a homogenni nukleace. K homogenizaci mlize byt vyuZito mechanické a
magnetické michani nebo ultrazvuk [28,29].

Po smichani v§ech komponent reak¢ni nasady dochazi k emulgaci monomeru do
kapek nanometrové velikosti (vytvofeni systému olej ve vodg&). Samotna
polymerizace je zahdjena vstoupenim radikalu do kapky monomeru, kde dochazi
k nukleaci na rozdil od klasické emulzni polymerizaci [30,31]. Kapky jsou nasledné
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polymerizovany idedln¢ bez zmény jejich velikosti. Stabilizitorem je obecné
povrchové aktivni latka rozpustnd v kontinudlni f4zi.

Miniemulzni polymerizaci lze pfipravit polystyren, polyvinylchlorid, polyethylen,
polyurethan, polyamid, atd [32].

Zaménime-li charakter fazi a kontinualnim prostfedim je nepolarni rozpoustédlo a
disperzni fazi polarni monomer, systém se oznacuje jako inverzni miniemulzni
polymerizace. Timto zplisobem se polymerizuji hydrofilni monomery, napf.
methakrylova kyselina [32].

3.1.3 Disperzni polymerizace

Disperzni  polymerizace v nepoldrnich  rozpoustédlech byla  vyvinuta
v sedmdesatych letech minulého stoleti britskou firmou ICI pro vyrobu disperznich
barev [33]. Jeji mechanizmus (homogenni nukleace) byl v§ak popsan Fitchem az po
vice nez dvaceti letech [21]. Velikost polymernich castic v téchto natérovych
hmotach byla typicky ve stovkach nanometri, teprve pfechodem od nepolarnich
K polarnim rozpoustédlim se podafilo ziskat ¢astice az mikrometrové velikosti [34].
Vyhodou disperzni polymerizace je moznost produkovat monodisperzni ¢astice v
jednom reakénim kroku. Disperzni polymerizace mize probihat jak radikélovym,
tak 1 iontovym mechanizmem. Monomery mohou byt ve vodé nerozpustné (styren,
divinylbenzen, methyl-methakrylat) [35], ¢i ve vodé rozpustné (derivaty akrylamidu,
N-vinylpyrrolidon) [36,37]. Samoziejm¢ je mozné monomery vzajemné
kopolymerizovat [38].

Na zacatku polymerizace jsou vSechny reakéni komponenty (monomer, iniciator,
stabilizator) rozpustné V polymerizacni prosttedi (rozpoustédle) a tvoti kontinualni
fazi. Termickym rozkladem nizkomolekularniho iniciatoru se generuji radikaly a
posléze rostouci oligomerni radikaly, které jsou stale rozpustné v kontinualni fazi.
S nartstajici délkou fetézcii oligomernich radikalti se pro n¢ stava kontinualni faze
termodynamicky Spatnym prostiedim, coZ ma za nésledek vysraZeni nestabilnich
primarnich nuklei ve formé& disperzni faze. Kritickd délka oligomernich tetézcu, pti
které¢ dochazi k vysraZeni primarnich nuklei, je urCena polaritou a rozpustnosti
polymeru v kontinualni fazi. Obecné je piijimano, ze velikost primarnich nuklei je
okolo 20 nm [39]. V prubéhu polymerizace se na vysrazena nuklea soucasné
adsorbuji fetézce stabilizdtoru a nuklea se spojuji do energeticky vhodného
uspofadani — tedy do tvaru koule [40]. Dale bylo zjisténo, Ze pii disperzni
polymerizaci se fetézce stabilizatoru soucasné roubuji na vznikajici polymer a
vznikly roubovany kopolymer zlepSuje stabilizaci systému. V okamziku vysrazeni
primarnich nuklei je nukleacni faze povazovana za ukonenou a nastupuje faze
rastova. Zatimco nukleace je povazovana za nestabilni, ristova faze je stabilni [41].
Nukleaci lze povazovat za ukonéenou po piiblizné 1 % konverzi monomeru [42].
Rist castic mize probihat dvéma zpusoby. (1) Uvnitf nuklei zbotnalych
monomerem, kterd zachytavaji oligomerni radikéaly z kontinualni faze a soucasné
solvatované molekuly iniciatoru. Propagacni reakce probiha uvniti Castic a je
doprovazena gel-efektem, ktery zvySuje polymeriza¢ni rychlost. Tak vznikaji
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vysokomolekularni polymerni ¢astice o mensSi velikosti. Tento zplsob je
uptfednostnén pii polymerizaci nepolarnich monomerti v poldrnim prostiedi. (2) Jiz
existujici ¢astice rostou diky adsorpci polymernich fetézct z kontinudlni faze. Takto
rostou zejména castice, kdy je vznikajici polymer dobfe rozpustny v kontinudlni
fazi. Vtomto ptipadé se zvySuje kritickd délka tetézch a prodluzuje se doba
nukleacni faze. Vzniklé Castice maji tak vEtsi velikost, ale niz§i molekulovou
hmotnost. [43,44]. Proto je pro disperzni polymerizaci typicky nepiimy vztah mezi
velikosti Castic a molekulovou hmotnosti polymeru [15]. Je-li vznik primarnich
nuklei dostate¢né rychly a vSechny castice rostou stejnou rychlosti, vysledné
polymerni mikrocastice maji jednotnou velikost [43].

Morfologie vyslednych castic je také ovlivnéna kopolymerizaci s bifunénim
monomerem, ¢imz lze napfiklad zlepSit mechanické vlastnosti [45] a pripravit
Zesiténé a nerozpustné polymery. Pritomnost komonomeru vSak muZze narusit
mechanizmus tvorby monodisperznich ¢astic, které jsou pak polydisperzni nebo
maji dokonce nepravidelny tvar [46]. Je tedy zfejmé, Ze vznik monodisperznich
¢astic je dan souhrou nékolika parametri ovlivitujicich mechanizmus disperzni
polymerizace.

Polymery piipravené disperzni polymerizaci nachazeji Siroké uplatnéni v oblasti
natérovych hmot, lepidel, tonert a jako napln€ kolon pro separac¢ni tcely.

3.1.4 Srazeci polymerizace

Vzhledem k podobnosti s disperzni polymerizaci se casto obé techniky
nerozliSuji. Jedinym rozdilem oproti disperzni polymerizaci je, Ze se nepouZziva
stabilizator k zabranéni agregace castic. To lze povaZovat za vyhodu, protoze
vysledny produkt neni stabilizatorem zneciStén. Nevyhodou je nutnost pouZzivat
podstatné nizsi koncentraci monomeru v rozpoustédle, aby nedochazelo k agregaci
vznikajicich polymernich ¢astic.

Jako priklad lze uveést sraZzeci polymerizaci DVB, kterd probiha ve smési
acetonitrilu s toluenem; vysledné monodisperzni ¢astice maji velikost okolo 4 pum
[47].

3.1.5 Metoda vicestupiiového botnani a polymerizace

Tato technika je elegantnim zplisobem piipravy ¢astic jednotné velikosti. Princip
jejiho provedeni byl popsan v roce 1980 [48]. Metoda poskytuje Castice o velikosti
od 3 um az do 100 um [49].

Nejprve musi byt pfipravena vychozi seminka (jadra), ktera se b&zné predbotnaji
aktivujici slouceninou. Na seminka je kladen pozadavek striktni monodisperzity.
Jedin¢ tak mohou byt vysledné Castic monodisperzni. Monodisperzni seminka se
posléze botnaji emulzi nizkomolekularni aktivujici kapaliny (kapalina A), kterd je
nerozpustna ve vod¢. Dale je také doporucovano pro usnadnéni jejiho transportu
vodnou fazi a zvySeni ucinnosti botnani ptidat emulzi dalsi kapaliny (kapalina B),
jenZ muze byt CasteCné misitelnd s vodou, ale musi rozpoustét kapalinu A.
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Samotnému procesu polymerizace piedchazi dalsi aktivace piedbotnalé¢ vodné
disperze Castic emulzi kapaliny C, kterou je monomer.

Polymerizace muiZze byt pak provedena jak disperzné [50], tak i suspenzné [51].
Monodisperzni seminka jsou piipravovana disperzni polymerizaci [52], nebo

bezemulgatorovou emulzni polymerizaci, ktera poskytuje seminka mensi nez 1 um
[53].

3.1.6 Mikrofluidni zpiisob

Proces spocivd v kontinudlni tvorbé emulze monodisperznich kapek ve
specialnim mikrofluidnim zafizeni, které jsou nasledné polymerizovany do cCastic
jednotné velikosti. Metodou Ize pripravovat ¢astice od 20 do 1000 um [54]. Systém
se skladd ze tfi kandll: v prostfednim znich proudi monomer, nebo roztok
oligomerti (disperzni faze) a ve dvou sousednich kanalech proudi kontinualni faze.
Vsechny ti1 kanaly usti do jednoho otvoru, ze kterého vychazeji uniformni kapky
tekouci v kontinualni fazi. Vytvofené kapky jsou nasledné vytvrzeny
fotoiniciovanou polymerizaci, ¢i polykondenzaci [55].

Alternativou mikrofluidniho zplsoby piipravy ¢astic je proces enkapsulace, kdy
dochazi k vytvrzeni kontinualni faze v pevnou slupku obalujici bublinu plynu [56].

3.2 POREZNI CASTICE

Porozitou se rozumi volny prostor v pevném materialu. Je definovana jako pomér
objemu port (V) ke zdanlivému objemu ¢astice ¢i porézniho materialu (V).
Dle své velikosti byly pory rozdéleny do tfi skupin Mezinarodni spolecnosti pro
Cistou a uzitou chemii (IUPAC) [57]:
1. mikropory <2 nm,
2. mezopodry 2-50 nm,
3. makropory > 50 nm.

Pii kopolymerizaci monovinylickych monomerd (napt. St) s multivinylickymi
monomery (napt. DVB), které systém situji, se Casto do polymerizacni smési
pridava jesté dalsi organicka latka, kterd plisobi jako porogen. Oba monomery musi
byt v této organické latce rozpustné, ale naopak vznikajici polymer nerozpustny.
V pribéhu polymerizace pak dochdzi k fazové separaci mezi polymerem a
porogenem. Obecné Ize pfipravit polymery neprorézni, gelového, nebo
makroporézniho typu. Gelové polymery jsou porézni pouze ve zbotnalém stavu.
Naproti tomu makroporézni polymery maji stalou porozitu nejen ve zbotnalém, ale |
V suchém stavu.

Jako porogen lze pouzit nejen kapalné nizkomolekularni rozpoustédlo, ale i
inertni polymer, ktery je rozpustny v monomerech, nebo jejich kombinaci. V ptipadé
pouziti rospoustédla lze volit takové, které bud dobfe, nebo Spatné solvatuje
vznikajici polymer.

13



3.2.1 Hypersitovani

Vyvojem vysoce porézniho, tzv. hypersitovaného materidlu vychazejiciho z
P(St-DVB) ¢astic pripravenych suspenzni polymerizaci se zabyval Davankov od 70.
let minulého stoleti. [58]. Charakteristickymi rysy hypersitovanych ¢astic jsou:

e trvala porozita,

e vysoky objem mikropora (~ 0.6 ml/g), jejichz velikost je mensi nez 2 nm,

e velmi vysoké hodnoty specifické povrchu (> 1000 m?/g).

Hypersitovanim se rozumi vytvofeni velkého poctu mustkii mezi benzenovymi
jadry silné€ zbotnalych polystyrenovych fetézcti prebytkem termodynamicky dobrého
rozpoustédla, napt. 1,2-dichlorethanu [58]. Pro dosazeni hypersitované struktury je
nutno vytvofit na benzenovych jadrech mezi sousednimi fetézci minimalné tii
vazby [59]. Je nutno ptipomenout, Ze obvykle vznika pouze jeden uzel sité.

Pted vlastnim hypersitovdnim je zapotiebi zavést do polymerni struktury
reaktivni prekurzory pro nasledné vytvofeni mistkii mezi fetézci. Proto je
benzenovy kruh chloralkylovan Friedel-Craftsovou alkylaci. Pouzivat 1ze nckolik
chloralkyla¢nich cinidel, napt. 4,4’-(chlormethyl)bifenyl, formaldehyddimethyl
acetal a chlormethylmethyl ether. Cim je zavedeny mustek mezi polymernimi
fetézci kratSi a jejich pocet vysSi, tim je hustSi sit’ a vySSi specificky povrch
materidlu. Hypersitovaci reakce si vyzaduje pfitomnost katalyzatoru, napf.
Lewisovu kyselinu. Samotna reakce pak probiha nékolik hodin za zvySené teploty.

Hypersitovani polymert gelového typu vede vyhradné k mikroporéznim
materidlim. Z makroporéznich polymerii se hypersitovanim ziskaji polymery
obsahujici pory ze vSech tii oblasti velikostniho spektra. Hypersitované polymery
nachazeji uplatnéni jako stacionarni faze v kolonach kapalinovych chromatografii,
meénice iontt [60], specifické sorbenty [61], jako nahrada destila¢nich technik [62],
pii uchovavani vodiku jako alternativniho zdroje energie [63], atd.

3.3 MAGNETICKE POLYMERNIi CASTICE

Pro piipravu magnetickych polymernich castic sestavajicich typicky z
anorganického plniva a organické matrice byla navrzena fada metod. Kazda z nich
ma sva omezeni, zejména co do mnozstvi magnetického plniva enkapsulované¢ho v
polymeru, velikosti a polydisperzity Castic. Pfipraveny byly jak polymerni astice,
kter¢ mély enkapsulovano jediné magnetické jadro, tak i vice magnetickych jader,
nebo Castice mély magneticky material na svém povrchu. Popsany byly 1 magnetické
Castice, na jejichz povrchu byly naroubovany polymerni €tézce (,,brushes’) [64].

Magnetické mikro€éstice musi byt chemicky stabilni pfi rtiznych hodnotach pH
neagregovaly, byly biokompatibilni jsou-li uréeny pro lékaiské cely, dale Castice
nespecificky interagovat s nezadoucimi latkami, které mohou byt piitomny
Vv redlnych vzorcich. Také by mély obsahovat vysoky obsah magnetického plniva,
ktery vykazuje vysoké magnetické vlastnosti, je superparamagneticky a neni
toxicky. Tyto pozadavky dobie splnuji oxidy Zeleza, jako je magnetit (Fe3Oy;
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FeO.Fe,03) a maghemit (y-Fe,O3), ktery vznikd oxidaci magnetitu peroxidem
vodiku [65], chlornanem sodnym [66], dusicnanem Zelezitym [67] nebo samotnym
vzdu$nym kyslikem [68].

Samotna ptiprava ¢astic magnetickych oxidil byla posana jiz v Sedesatych letech
minulého stoleti, kdy byly hroudy magnetitu mlety v pfitomnosti povrchové aktivni
latky - kyseliny olejové [69]. Tento zdlouhavy postup byl ale vhodny pouze pro
Castice dispergované¢ v organickych rozpoustédlech. V soucasné dobé se oxidy
zeleza srazeji ze soli v alkalickém prostiedi, ¢asto hydroxidem amonnym [70].

Obaleni magnetickych ,jader” polymerni matrici milZze byt provedeno
heterogennimi polymerizacemi uvedenymi v kapitole 3.1 [71]. Piesto kazdy systém
monomer-magnetické jadro vyzaduje nalezeni optimalnich podminek syntézy.

3.3.1 Magnetické nosi¢e pripravované z poréznich ¢astic

DalSim moznym zpiisobem ptipravy magnetickych nosici je vyuziti poréznich
polymernich ¢astic, jejichz struktura poskytuje prostor pro vysrazeni oxidu Zeleza.

Pfima inkorporace magnetického oxidu do porG polymernich Castic je obtiZna.
Veskery oxid Casto ziistavd na povrchu, a Cini tak z diive kulovitych castic nosice
nepravidelného tvaru. Navic oxid Zeleza pii Separaci nespecificky interaguje
s cilovou biologicky aktivni latkou. Proto se jako vhodné jevi do porézni struktury
nejprve nasat roztok ¢i roztoky soli Zeleza, ptipadné roztokl soli dalSich kovi a
posléze uvniti port vysrazet zvysenim pH oxid zeleza [72].

Nektere polymerni Castice si ale ve své porézni struktufe nedokdzou vysrazeny
oxid Zeleza udrzet a ten je posléze uvoliiovan do okolniho prostfedi. Vyznamnou
roli pro udrZzeni oxidii kovll uvnitt port hraje pritomnost nékterych funkénich
skupin, které oxid Zeleza ukotvuji iontovou vazbou. Tato schopnost je pfipisovana
karboxylovym, oxiranovym, aminovym ¢i sulfonovym skupinam [72].

Magnetické polymerni &astice pod oznatenim Dynabeads® jsou vyrabény
primyslové metodou vicestupnového botnani a polymerizaci firmou Invitrogen.

3.4 BIOSENZOR

Prvni zminka o biosenzorech pochazi zroku 1962, kdy byl prezentovan
experiment s gluk6zaoxidazou zachycenou na povrchu kyslikové elektrody pomoci
dialyza¢ni membrany. Biosenzorem se oznacuje zafizeni obsahujici citlivy
biologicky prvek (biorekogni¢ni Cast), ktery miize byt bud’ soucasti, nebo v t€sném
kontaktu s fyzikalné-chemickym pievodnikem poskytujicim signal k dalSimu
zpracovani. Elektricky signél je pfimo umérny koncentraci jedné nebo nékolika
analyzovanych chemickych latek ve vzorku. Biosenzory jsou v piimém kontaktu se
vzorkem (voda, krev, mo¢, potraviny, atd.), nebo je méfici roztok v uzaviené nadobé
a vzorek se pridava po ustaveni pozadi signalu v pfitomnosti pracovniho roztoku,
popi. méteni probiha v priutoéném systému [73].

Biorekognicni ¢ast senzoru lze rozdélit do dvou skupin:
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1. biokatalytické — analyt je pfeménén v pribéhu chemické reakce a je Casto
substratem enzymové reakce (enzymu, organely, buiiky, atd.),

2. bioafinitni — analyt je specificky vazan v afinitnim komplexu s protilatkou,
nukleovou kyselinou, atd.

Biologické latky slouzici jako biorekogni¢ni ¢ast musi byt v ¢istém stavu.

Fyzikélné-chemické ptevodniky lze rozd€lit na:

1. elektrochemické (potenciometrické, amperometrické¢, konduktometrickeé,
voltametrické),

2. optické (fotometrické, fluorimetrické, luminiscencni, nelinearné opticke),

3. piezoelektrické a akustické,

4. kalorimetrické.

3.4.1 Kombinace biosenzoru a protilatky

Imunochemické afinitni biosenzory vyuzivaji jako biorekognicni prvek
protilatky, coZ jsou o bilkoviny schopné specificky rozpoznat jiné molekuly, napf.
imunoglobulin G (IgG) o molekulové hmotnosti 160 kDa. Ten je tvofen dvéma
lehkymi a dvéma tézkymi fetézci. Retézce jsou navzajem spojeny disulfidickymi
mustky za vzniku struktury ve tvaru pismene Y. Spodni ,,noha* je oznacovéna jako
fragment F., ktery umoznuje vazbu protilatky na membranu a ve své struktuie nese
volné karboxylové skupiny. Obé bo¢ni ramena jsou oznaCovana fragmenty Fgp;
obsahuji mista pro vazbu antigenu. Ve své struktufe nesou volné aminové skupiny a
obsahuji variabilni a konstantni oblasti. Variabilni Casti jsou dilezité pro vznik
riznych vazebnych mist k rozpoznani Casti antigenu. Konstantni oblasti vytvare;ji
vlastni vazebné misto pro antigen.

Kompetitivni usporadani biosenzoru spociva v imobilizaci analytu, napf. na
funkcionalizovany povrch magnetickych castic, jejich inkubaci s protilatkou a
nasledném ptidani k biosenzoru. Zachycena protildtka se detekuje piidavkem
oznaCen¢ sekundarni protilatky. Tento zpasob stanoveni je vhodny pro
nizkomolekuladrni analyty. Pro molekuly s vy$si molekulovou hmotnosti, které
mohou ve své struktufe nést vice vazebnych mist pro protilatku, je vhodné
sendviCové uspofadani. Na citlivém povrchu je imobilizovana protilatka
majici afinitu k analytu, ktery se na ni pfi inkubaci navaze. Nasledn¢ je piidana dalsi
vhodné znacena protilatka (napf. nesouci enzym pro konverzi substratu). MnoZstvi
navazané znacené sekundarni protilatky je pfimo Umérné koncentraci analytu ve
vzorku [73].

Vyuziti biosenzord je velmi rozmanité, naptiklad byl elektrochemicky biosenzor
pouzit ke stanoveni peroxidu vodiku pfidavaného do potravin [74], zjisténi
piitomnosti stanoveni bakterii poukazujicich na fekalni znecisténi [75] nebo k
detekci protirakovinnych latek [76].
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4 CHARAKTERIZACE POLYMERNICH MIKROCASTIC
4.1 MORFOLOGIE

Mikrocastice byly pozorovany svételnym mikroskopem Opton III a fotografovany
kamerou Canon EOS 400D. Velikost mikrocastic v suchém stavu byla stanovena ze
snimkl z rastrovaciho (SEM) a transmisniho elektronového mikroskopu (TEM)

potizenych JEOL JSM 6400 a Tecnai Spirit G2.
Pro vypocty jsou pouZzivany nasledujici rovnice:

Dn = Zni Di/Zni (1)’
D, = 2n; D;i*/2n; D (2),
PDI = D,,/D, 3),

kde n; a D; jsou pocet Castic a primér velikosti i-té ¢astice (pfip. poéru), D, je
pocetni stied priméru castic, D,, je hmotnostni stied priméru castic a PDI je index
polydisperzity. Minimalni poc€et analyzovanych castic je 500.

4.2 SPECIFICKY POVRCH

BET izoterma umoziiuje stanoveni mnozstvi adsorbatu potiebného
K monovrstvému pokryti externiho povrchu a dostupného vnitiniho povrchu pora
adsorbentu. Je hojné uzivanou technikou pro stanoveni hodnoty specifického
povrchu Sger na zakladé fyzisorpce.
BET izoterma je obecn¢ udavana v linearizované form¢ (4):

p/[n*.(p° — p)] = [L/(n°y.C)] + [(C — 1)/(n"m.C)].(p/p°) (4),

kde C je konstanta typicka pro BET, ktera je exponencialn¢ zavisla na rozdilu
skupenského tepla adsorbatu a jeho adsorpénim teplem, n® je adsorbované mnozstvi
plynu pii hodnoté relativniho tlaku p/p° a n’, je adsorpéni kapacita adsorbentu pii
zaplnéni jednou vrstvou molekul plynu.

BET izoterma je platna pouze v rozmezi relativnich tlaka 0.05 < p/p° < 0.3,
kdy je linearni. U mikroporéznich materidlii BET izoterma v uvedeném intervalu
linearni prubéh obvykle nevykazuje a po extrapolaci protind osu y V negativnich
hodnotach; hodnota konstanty C tak nabyva zapornych hodnot. Proto by u
mikroporéznich materiali neméla BET izoterma platit. Tento problém byl vyfesen
zavedenim né¢kolika kritérii popsanych v ISO normé pro Stanoveni specifického
povrchu dle BET izotermy [77].

Adsorpéni izoterma byla stanovena z adsorpce dusiku pii 77 K pfistrojem
Gemini VII 2390 Analyzer v rozmezi relativnich tlakd od 0.010 do 0.995. Rozmezi
relativnich tlaka pro stanoveni Brunauer-Emmett-Teller (BET) izotermy bylo 0.05-
0.30 a jeji vyhodnoceni spliovalo pozadavky ISO 9277 z roku 2010 [77].
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4.3 RTUTOVA POROZIMETRIE

Metoda rtutfové porozimetrie pracuje na principu vtlacovani rtuti do port
méfen¢ho materialu za zvySujiciho se tlaku. Zména tlaku mezi tlakem rtuti a tlakem
plynné faze (Ap) mize byt vyjadien povrchovym napétim rtuti a sttedni hodnotou
poloméru zakiiveni menisku kapaliny. Tento vztah je znam jako Young-Placeova
rovnice. Za predpokladu, Ze tvar périt je cylindricky a o jistém poloméru r a
kontaktni uhel rtuti s pevnym povrchem je roven ¢ nabyva rovnice tvaru znamého
jako Washburnova rovnice (5) [78]:

Ap = Z—rycow ®),

kde povrchové napéti y je rovno 480 mN/m? a ¢ je roven 140° [79].

Kumulativni objem poéri a distribuce velikosti portt suchych mikrocastic byla
stanovena rtutovymi porozimetry Pascal 140 a 440 ve dvou tlakovych intervalech,
0-400 kPa and 1-400 MPa, dovolujicich vyhodnotit oblast mezo a makropord.
Vzhledem k velikosti ptipravenych mikrocastic nebyly makropory vyhodnocovany.
Objem poru a primérna velikost mezoporu byly stanoveny z ktivky pro kumulativni
objem rtuti dle Washburnovy rovnice piedpokladajici cylindricky tvar pord [80].
Mezoporozita byla spoc¢tena dle rovnice (6):

Mezoporozita (%) = (Vug * 100)/[Vigeekovy + (1/0)] (6),

kdeVyg je kumulativni objem Hg v mezopoérech, Vygcakowy je celkovy
kumulativni objem zahrnujici mezo- a makropory a p je hustota mikrocastic
(p=1.09 grem ™).

44 ATRFTIR SPEKTROSKOPIE

K méfeni byl pouzit Thermo Nicolet NEXUS 870 FTIR spektrometr (Madison,
WI 537 11, USA) vsystému profukovaném suchym vzduchem za pouZiti
deuterovaného triglycinsulfatového detektoru v rozmezi vino¢ta od 400 do
4000 cm™. Pro stanoveni ATR FTIR spekter praskovych vzorka byl pouzit
jednoodrazovy systém zavisly na plném odrazu s diamantovym krystalem Golden
Gate™ Heated Diamond ATR Top-Plate (Specac Ltd., Orprington, Kent BR5 4HE,
Great Britain). Typické podminky métfeni byly: 256 snimani vzorku (sample scans),
rozliSeni (resolution) 4 cm™, Happ-Genzel apodizace, KBr déli¢ paprska.

45 MAGNETICKE VLASTNOSTI

Magnetiza¢ni kiivky byly méfeny pii pokojové teploté na EV9 vibraénim
magnetometru s maximalni hodnotou magnetického pole 2 T. Teplotni zavislost
magnetické susceptibility, x, byla méfena v rozmezi teplot 77-1000 K na KLY-
4S/CS-3 k-mustku. Rychlost ohievu byla 8.5 K/min.
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4.6 PRVKOVA ANALYZA

Mikrocastice byly analyzovany CHNS/O prvkovym analyzatorem Perkin Elmer
série 2400 a obsah Zeleza byl stanoven atomovym absorpénim spektrometrem. Pred
stanoveni byly magnetické mikrocastice louhovany v konc. HCI pii 80 °C a obsah
zeleza byl stanoven v eluatu. Pro termogravimetrickou analyzu byl pouZit ptistroj
Perkin Elmer TGA 7, kdy teplota byla zvySovana od teploty okoli az do 860 °C
rychlosti 10 °C/min v prostiedi vzduchu.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 DISPERZNI POLYMERIZACE St A DVB STABILIZOVANA HPC
5.1.1 P(St-DVB) mikrocastice sittované 0.3 hm.% DVB

Monodisperzni malo zesiténé P(St-DVB) mikroc¢astice (0.3 hm.% DVB) byly
pfipraveny V EtOH, iniciatorem polymerizace byl BPO a stabilizdtorem HPC.
V pribé¢hu experimenti byl sledovan vliv koncentrace HPC na morfologii, velikost a
Sitku distribuce velikosti mikrocastic. Koncentrace HPC v EtOH byla ménéna
vrozmezi 1-6.5 hm.%. lJelikoz situjici monomer (DVB) ovliviiuje tvorbu
monodisperznich c¢astic v pribéhu nukleacni faze, coz mulze zpusobit agregaci
Castic, byl jeho pridavek oddalen na jednu hodinu po zacatku polymerizace.

Byla-1i koncentrace stabilizatoru nizkd, a v dasledku nezadouci agregace mély
pfipravené castice nepravidelny tvar, ktery je oznacovan jako kvétakovity
(,,cauliflower<) (Obrazek 1 a). Pii vysSich koncentracich HPC m¢ély c¢astice
pravidelny kulovity tvar. Pfi polymerizaci s koncentraci HPC 3.6 hm.% se podafilo
ptipravit 1.2 um monodisperzni P(St-DVB) castice (Obrazek 1 b). Z toho se da
soudit, Ze V tomto piipadé HPC uc¢inné stabilizoval polymerizaci a nukleacni faze
probihala dostatecné rychle. Pii vysoké koncentraci HPC (6.5 hm.%) vznikaly
polydisperzni Castice sestavajici ze dvou velikostnich rodin.

Obrazek 1. SEM mlkrofotografle P(St- DVB) m1krocast1c (03 hm% DVB)
pfipravenych disperzni polymerizaci v EtOH. Stabilizatorem byl HPC o
koncentracich 1 (a) a 3.6 hm.% (b) v rozpoustédle

5.1.2 P(St-DVB) mikrocastice sitované 1 hm.% DVB

Monodisperzni P(St-DVB) mikroc¢astice obsahujici 1 hm.% DVB byly ziskany
disperzni polymerizaci ve smési rozpoustédel MetCel/EtOH a smési EtOH/EtCel.
Iniciatorem byl BPO a stabilizatorem HPC. V prubéhu polymerizace byl sledovan
vliv objemovych pomérii rozpoustédel a zptisob dadvkovani DVB na morfologii,
velikost a sitku distribuce velikosti mikroc¢astic.

Smés MetCel/EtOH byla zvolena sumyslem zvysit velikost pfipravenych
mikroc¢astic ve srovnani s polymerizaci v ¢istém EtOH (kapitola 5.1.1). EtOH je
totiz termodynamicky hor§im rozpoustédlem pro PSt nez MetCel a EtCel. Polarita
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EtOH v porovnani s MetCel je jen o malo vyssi, ale zato podstatné vétsi nez polarita
EtCel. Jelikoz pro ucinné chromatografické separace je vhodna velikost castic
v rozmezi 2-10 um [60], snazili jsme se regulovat velikost ¢astic v tomto rozsahu a
pro biologické experimenty ziskat Castice o pruméru 4 um.

Ve snaze optimalizovat systém jsme ménili pomér rozpoustédel (MetCel/EtOH)
od 0.5 do 1.5 (w/w). Veskeré mnozstvi DVB (1 hm.% vztazeno na monomer) bylo
pfidano jednu hodinu po zacatku polymerizace. S rostoucim obsahem MetCel ve
smési s EtOH se zvySovala rospustnost polymernich fetézcli a soucasné vzriistala
hodnota ciselného stiedu priméru castic D, ze 4.6 um na 7.2 um. Distribuce
velikosti ¢astic byla vsak velmi Siroka, coz dokumentovaly hodnoty PDI v rozmezi
1.25-1.37. Jelikoz nebyly mezi vlastnostmi piipravenych ¢astic zasadni rozdily, byl
pro dalsi praci zvolen pomér MetCel/EtOH = 0.5 (w/w).

V dalSich experimentech byl sledovan vliv zplsobu davkovani situjiciho
monomeru na kvalitu P(St-DVB) mikrocastic a zuzeni distribuce jejich velikosti.
Byl porovnavan rezim davkovani DVB v jednom kroku s kontinuadlnim davkovanim
zahijenym jednu hodinu po zacatku polymerizace. Zvolené davkovaci rychlosti
byly: 2 ul/0.5 min., 2 pl/1 min., 2 pl/2 min. a 2 pl/3 min. Velikost mikroc¢astic D,
klesala s pomalejsi rychlosti davkovani DVB z hodnoty 4.7 um na 3.6 um a
soucasné se distribuce velikosti ¢astic rozsifovala. PDI vzrostla z hodnoty 1.31 na
1.49. kontrolovanym davkovanim DVB se podatilo pfipravit pravidelné kulovité
mikrocastice s pozadovanou velikosti (3.9 um), i kdyz s Sirsi distribuci velikosti
(PDI = 1.49). Jako vhodna se jevila rychlost davkovani DVB v intervalu od
2 ul/0.5 min do 2 pl/1 min.

Ve snaze zuzit distribuci velikosti mikroCastic ptipravenych disperzni
polymerizaci St jsme se rozhodli zahajit davkovani DVB 5 min. po zacatku
polymerizace. Zvolené rychlosti davkovani vychazely z poznati dikutovanych
v piedchozim odstavci a byly 2 ul/30s, 2 ul/45 s, 2 ul/60 s a 2 ul/75 s. S pomalejsi
rychlosti davkovani DVB hodnota D, vzrustala z 2.5 na 4.9 pum a index
polydisperzity mél klesajici trend (z PDI = 1.28 na PDI = 1.16). Upravou davkovaci
rychlosti se podafilo pfipravit P(St-DVB) mikrocastice s pozadovanou velikosti
(3.7 um)as PDI =1.16.

Jako dalsi rozpoustédlo pridavané k EtOH byl vybran EtCel, ktery je v porovnani
s MetCel termodynamicky lep§im rozpoustédlem pro PSt, protoze je méné polarni.
Nejprve byl opét hledan vhodny pomér EtCel/EtOH s cilem pfipravit P(St-DVB)
mikroc¢astice 0 pozadované velikosti. DVB (1 hm.%) byl ptidavan jednu hodinu po
zacatku polymerizace. Se snizujicim se obsahem EtCel ve smési s EtOH klesala
sttedni velikost €astic z 60 na 2.4 um. RovnéZz hodnoty PDI vykazovaly klesajici
trend: zPDI ~ 2 na PDI = 1.24. Jako vhodny se jevil pomér EtCel/EtOH =
0.67 (wiw).

V dalsi fazi prace byl opét regulovan zpiisob davkovani DVB. DVB byl ptidavan
1 hod. po zacatku polymerizace V jednom kroku a kontinualné davkovacimi
rychlostmi 2 pl/0.5 min., 2 pl/1 min., 2 pul/2 min. a 2 pl/3 min. S klesajici okamzitou
koncentraci DVB v polymeriza¢ni smési, tedy s pomalejSim ddvkovanim DVB, se
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zvySovala primérnad velikost ¢astic D, z 2.4 na 5.4 um. Index polydisperzity bylo
mozné povazovat za velmi uspokojivy (PDI < 1.05). Pti davkovaci rychlosti DVB
2 ul/3 min se podafilo pfipravit 5.4 pm mikrocastice s hodnotou PDI = 1.03. Pro
dalsi praci byla zvolena rychlost davkovani DVB kolem rychlosti 2 pl/1 min.

Nakonec jsme davkovali DVB bylo zahajeno jiz 5 min. po zacatku polymerizace
St s rychlosti, 2 ul/30's, 2 ul/45 s, 2 ul/60 s a 2 pl/75 s, popt. byl cely objem DVB
ptidan v jednom kroku. Ze ziskanych udaju je patrné, ze davkovani DVB 5 min. po
zacatku polymerizace nemélo ptiznivy vliv na kvalitu pfipravenych mikrocastic.
Distribuce velikosti ¢astic byly relativné Siroké (PDI = 1.06-1.26) a hodnota D,
kolisala mezi 4.1-6.1 pm.

5.2 DISPERZNI POLYMERIZACE St A DVB STABILIZOVANA PVP
5.2.1 P(St-DVB) mikrocastice sitované 1-5 hm.% DVB

Abychom omezili agregaci Castic v prib&éhu hypersitovani (kapitoly 5.3.1 a
5.3.2), v dalsi experimentalni praci jsme se snazili pfipravit monodisperzni P(St-
DVB) mikrocastice obsahujici az 5 hm.% bifunkéniho monomeru (DVB). Obecné je
ptijimano, ze disperzni kopolymerizace St s vy$§sim mnozstvim DVB by méla
probihat spiSe V polarnim prostfedi, kde nedochdzi k vyraznému naruSeni
morfologie vzniklych mikroc¢astic. Vznikaji pak vysokomolekularni mikroc¢astice
s mensi primérnou velikosti. ZvysSena polarita kontinudlni faze také snizuje pocet
roubovacich reakci, coz omezuje nezadouci vliv imobilizovaného roubovaného
kopolymeru na morfologii mikrocastic.

Polymerizace probihala ve smési H,O/EtOH (0.11 w/w) a iniciatorem byl AIBN,
ktery se v porovnani s BPO rozklada rychleji. Na rozdil od piedchozich experimenth
jsme zaménili HPC stabilizator za PVP, kterému je ve vodnych prostiedich
pfisuzovan lepsi stabiliza¢ni UCinek. Pii disperzni kopolymerizaci St s DVB ve
smési H,O/EtOH byl sledovan vliv koncentrace DVB na velikost a Sifku distribuce
velikosti pfipravenych mikrocastic. S rostouci koncentraci DVB hodnota D, klesala
z 1.7 na 1.48 um. Hodnoty PDI Ize povazovat za velmi uspokojivé a téméi konstatni
(PDI ~ 1.01), coz svéd¢i o monodisperzité mikrocastic.

5.3 HYPERSITOVANI P(ST-DVB) MIKROCASTIC

Hypersitované castice jsou v dal$im textu pojmenovany jako HPSX, kde H je
oznaceni pro hypersitovani, PS je zjednodusSeni zkratky P(St-DVB) a X znaci typ
chlormethyla¢niho ¢inidla; pro chlormethylaci s chlormethylmethyl etherem
(CMME; X = M), chlormethylethyl etherem (CMEE; X = E) a chlormethyloktyl
etherem (CMOE; X = O).

5.3.1 Mikrocastice obsahujici 0.3 hm.% DVB

Ze série P(St-DVB) mikroc¢astic obsahujicich 0.3 hm.% DVB a ptipravenych
disperzni polymerizaci v EtOH byly k dalsim experimentim vybrany Castice o
velikosti 2.3 um a 1.2 um. P(St-DVB) mikrocastice byly nejprve zbotnany v DCE,
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poté chlormethylovany pomoci CMME, CMEE, nebo CMOE, posléze byla
k suspenzi mikrocastic v DCE pridana Lewisova kyselina (SnCly) a za zvySené
teploty byly castice hypersitovany. Po dikladném promyti a vysuSeni byly HPSX
mikrocastice charakterizovany rtutovou porozimetrii a adsorp¢ni izotermou dusiku
pro stanoveni objemu (Vyy) a velikosti mezopori (Dyng) a specifického povrchu
(Sger) (Tabulka 1). Nicméné, po hypersitovani rizné chlormethylovanych P(St-
DVB) mikrocastic doslo k jejich agregaci do objektd rtznych tvart a velikosti.
Kagreaci mohlo napomahat nedostate¢né zesiténi vychozich P(St-DVB)
mikrocastic.

Tabulka 1. Porézni vlastnosti HPSX mikroc¢astic stanovené rtutovou porozimetrii a
BET izotermou.

HPSM HPSE HPSO
Dna1 SBZETb VHgC DHgd SI32ET VHg DHg SE>’2ET VHg DHg
(um) | (m/g) | (ml/g) | (nm) | (m7/g) | (ml/g) | (nm) | (m7/g) | (ml/g) | (nm)
1.2 | 347 027 | 9.2 345 027 | 9.8 19 0.14 9.6
23 | 707 020 | 94 87 0.13 | 9.2 81 0.28 9.8

D, — &iselny primér velikosti ¢astic, °Sper — specificky povrch, CVHg — kumulativni
objem mezopért ze rtutové porozimetrie, O'DHg — pramérna velikost mezoport ze
rtutové porozimetrie.

5.3.2 Mikroéastice obsahujici 1 hm.% DVB

Jak vyplynulo z ptedchozi kapitoly, P(St-DVB) ¢astice s velmi nizkym obsahem
DVB (0.3hm.%) piipravené disperzni polymerizaci nebyly vhodné pro
hypersitovaci reakci. Z toho diivodu byly hypersitovany Castice s vy$§Sim obsahem
DVB (1 hm.%).

Pred samotnym hypersitovanim byly siln¢ zbotnalé P(St-DVB) mikroc¢astice opét
chlormethylovany tfemi rtznymi chlormethyla¢nimi ¢inidly (CMME, CMEE a
CMOE). Nicméné, po hypersitovanim doslo k jistému poskozeni povrchu
mikrocastic, které také castecné zagregovaly. Chlormethylaci ¢astic pomoci CMME
a naslednym hypersitovanim se podafilo ptipravit HPSM mikrocastice, jejichz
hodnota Sger = 1212 m/g. HPSE &astice mély Sger nizsi (929 m?/g). HPSO
mikroéastice (chlormethylace CMOE) mély Sger nejnizsi (367 m?/g). V. HPSM
mikrocasticich byly nejhongji zastoupeny poéry v oblasti praimért od 8 do 24 nm,
kumulativni objem mezoporu ¢inil 0.4 ml/g a mezoporozita byla vypoc¢tena na 29 %.
Mezoporézni vlastnosti HPSO mikroc¢astic byly podobné HPSM mikroc¢ésticim a
nejvice zastoupené mezopory mély prumér od 6 do 20 nm. Kumulativni objem ¢inil
0.3 ml/g, ¢emuz odpovidala mezoporozita 23 %. Mezoporozita HPSE mikrocastic
byla ze vSech studovanych mikrocastic nejvyssi a ¢inila 34 %. Nejcastéji zastoupené
mezopory mély pramér 7-25 nm a jejich kumulativni objem byl 0.43 ml/g.
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5.3.3 Hypersit'ovani P(St-1-5%DVB) mikrocastic

P(St-DVB) mikrocastice sriznym obsahem DVB pfipravené disperzni
polymerizaci stabilizovanou PVP a iniciovanou AIBN byly chlormethylovany
pomoci CMME, ktery v pfedchazejicich experimentech poskytoval vysoce porézni
materialy (kapitola 5.3.1 a 5.3.2), a posléze hypersitovany. Po dikladném promyti a
vysuseni byly HPSX mikrocastice charakterizovany rtutovou porozimetrii a
adsorpcni izotermou dusiku pro stanoveni objemu (Vi) a velikosti mezoport (Dyyg)
a specifického povrchu (Sger) (Tabulka 2). Vyssi koncetrace DVB ve vychozich
casticich méla pozitivni vliv na zabranéni agregace.

Tabulka 2. Porézni vlastnosti HPSM Ccastic stanovené rtutovou porozimetrii a BET
izotermou.

N DVB Sger” Vg’ Dug’
Castice | hoey | (mYg) | (milg) | (nm)
HPSM-1 1 725 | 040 | 19
HPSM-2 2 587 | 0.37 19
HPSM-3 3 631 | 026 | 16
HPSM-4 4 635 | 0.21 15
HPSM-5 5 675 | 035 | 17

*Sger — specificky povrch, bVHg — kumulativni objem mezopora ze rtutove
porozimetrie, “Dyg — priméma velikost mezopori ze rtutové porozimetrie.

5.4 FUNKCIONALIZACE HYPERSITOVANYCH CASTIC A SRAZENI
OXIDU ZELEZA V JEJICH PORECH

5.4.1 Hypersitované P(St-1%DVB) mikroc¢astice se sulfonovymi skupinami

Hypersitované mikro¢astice byly proto sulfonovany, coz je konven¢ni metoda pro
modifikaci P(St-DVB) kopolymerti. HPSX mikrocastice (1 hm.% DVB) byly
reagovany s koncentrovanou kyselinou sirovou za katalyzy (Ag),SO,. Podle analyzy
siry ¢inil obsah sulfonovych skupin v ¢asticich ~ 4 mmol -SO; /g. Piitomnost
sulfonovych skupin byla dale potvrzena ATR FTIR spektroskopii.

Pii srazeni oxidi Zeleza v pdérech mikrocastic jsme sledovali vliv poréznich
vlastnosti riznych HPSX-SO;~ mikro¢astic na vlastnosti produktu. Magnetické
mikroc¢astice byly pfipraveny z HPSM-SO3;7, HPSE-SO;~ a HPSO-SO;™ &astic a
sledovan byl vliv koncentrace FeCl,-4H,0 a FeClz:6H,0O na mnozstvi oxidu Zeleza
vysrazen¢ho uvnitt mikrocastic. I kdyz byla koncentrace chloridi ménéna v rozmezi
2-8.5 hm%, pomdr Fe**/[Fe” byl po vzdy wudrzovan konstantni
(Fe**/Fe** = 2/1 mol/mol). Nejprve byly do HPSX-SO; mikro¢astic nasaty vodné
roztoky chloridii Zeleza pomoci vakua. Po odstranéni vakua a ptidani vodného
roztoku amoniaku byl za zvySené teploty vysraZzen oxid Zeleza uvnitf
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p6rt mikrocastic. Na TEM mikrofotografii fezu magnetickou mikroc¢astici HPSM-
M5-SO; je patrna piitomnost nanocastic oxidu zeleza o velikosti ~ 9 nm v porézni
struktufe (Obrazek 2). Obsah zeleza byl stanoven atomovou absorpéni spektroskopii
(AAS), zménou obsahu uhliku (CA) po vysrazeni oxidu Zeleza a
termogravimetrickou analyzou (TGA). Srostouci koncentraci zeleznatych a
zelezitych soli vzrustal obsah zeleza uvnitt mikrocastic az na ~50 hm.%. Daéle byly
také charakterizovany magnetické vlastnosti mikrocastic.

Obrazek 2. TEM mikrofotografie fezu HPSM-M5-SO;  mikrogastici.

5.4.2 Hypersit'ované P(St-5%DVB) mikro¢astice s aminovymi skupinami

1.48 um HPSM mikrocastice s 5 hm.% DVB, pripravené disperzni polymerizaci
Vv pfitomnosti PVP stabilizatoru, byly pfed srdZzenim magnetického oxidu Zeleza
uvnitt jejich port struktury nejprve sulfonovany. Ani opakované se vSak nepodarilo
vysrazet oxid Zeleza do pora sulfonovanych HPSM mikrocastic. Veskery vysrazeny
oxid Zeleza se nachazel okolo mikroc¢astic nebo na jejich povrchu. Z tohoto divodu
byly zavedeny do HPSM mikrocastic aminové skupiny, kterym je piisuzovano, ze
napomahaji udrzet oxidy zeleza uvniti poért P(St-DVB) Castic.

Obsah aminovych skupin byl spocitan z elementarni analyzy dusiku a ¢inil
~3 mmol -NH/g. Usp&snost pritbéhu reakce byla rovnéz potvrzena ATR FTIR.
Zameéna sulfonovych za aminové skupiny skupin méla pozitivni vliv na vysrazeni
oxidu Zeleza v porech. V dalsich experimetech jsme se snazili pfipravit mikroc¢astice
s vysokym obsahem oxidl Zeleza uvnitf jejich pora. Proto byl postup srazeni oxidu
zelza uvnitt Castic opakovan tiikrat. Obsah vysraZen¢ho oxidu byl opét stanoven
AAS, CAaTGA avzrostl z ~ 20 az na ~ 40 hm.%.

55 APLIKACE MAGNETICKYCH MIKROCASTIC
V IMUNOSENZORU - ELEKTROCHEMICKA DETEKCE
BILKOVIN

V soucasné¢ dobé jsou funkcionalizované magnetické polymerni mikrocastice
Casto vyuZivany k elektrochemickému stanoveni biologicky aktivnich latek. Jejich
pouziti s sebou nese hned nékolik vyhod. Prvni spocivd v nahrazeni detekce
,koncového bodu* barevnych enzymatickych reakci zaloZenych na principu ELISA.
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Dale také nabizeji zjednoduSeni, zrychleni a miniaturizaci celého procesu a snadnou
separaci magnetem [80]. Z divodu adsorbce biologicky aktivnich latek na povrchu
elektrody imunosenzoru je jeho regenerace a opakované pouZiti omezené. Nicméng,
kombinace imunosenzoru s magnetickymi mikro¢asticemi cely problém resi [81,82].

Pro sestaveni imunosenzoru k elektrochemické detekci bilkovin (OVA) byly
pouzity sulfonované magnetické HPSM-M4-SO; mikrocastice s obsahem Zeleza
~50 hm.%. Mikrocastice s imobilizovanym anti-ovalbuminem (anti-OVA) byly
integrovany do elektrochemického imunosenzoru sendvi¢ového typu, kde umoznily
izolaci a detekci ovalbuminu (OVA) jako modelového proteinu (Obrazek 3).

2 H,0,

i K &2H20+Oz

ot
P
2 H,0

3 |

\, HPSM-M4-SO,” mikroCastice anti-OVA OVA

anti-OVA-HRp ~ ~ Al Tistény tiielektrodovy senzor

Obrazek 3. Princip elektrochemické detekce OVA pomoci sendvicového
imunosenzoru s integrovanymi HPSM-M4-SO;™ mikro¢ésticemi.
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6 ZAVER

Na zacatku prace byla pro piipravu vychozich P(St-DVB) mikroc¢astic zvolena
vsadkova disperzni kopolymerizace St s velmi malym mnozstvim DVB (0.3 hm.%)
v prostiedi ethanolu v pfitomnosti rizné koncentrace stérického stabilizatoru (HPC).
Bylo zji§téno, Ze timto zpiisobem je mozno pii koncentraci HPC 3.6 hm.% pfipravit
monodisperzni 1.2 pm P(St-DVB) mikrocastice (index polydisperzity 1.05).

Z tfady nizce zesiténych mikroc¢astic byly pro hypersitovani vybrany castice o
velikosti 1.2 um a 2.3 um. Pied zahdjenim hypesitovaci reakce bylo nutné do
mikrocastic zavést reaktivni chlormethylové skupiny, kterém nasledné slouzily jako
sitovaci mista uvnitt kazdé castice. P(St-DVB) mikrocastice byly chlormethylovany
ttemi ¢inidly: CMME, CMEE a CMOE. Bylo zjisténo, Ze volba chlormethyla¢nich
Cinidel méla zasadni vliv na porézni vlastnosti pfipravenych hypersitovanych
mikroc¢astic. S rostouci velikosti molekuly chlormethyla¢niho ¢inidla klesal objem
velmi malych porlt uvnitt mikrocastic, coz dokumentovaly hodnoty specifického
povrchu stanoveného dynamickou adsorpci dusiku a také hodnoty porozit stanovené
rtutovou porozimetrii. Nicméné, naméfené charakteristiky je nutné interpretovat
S jistou opatrnosti, protoze béhem hypersitovani nizce sesiténych P(St-0.3%DVB)
mikrocastic dochazelo Kk jejich kompletni agregaci do objektt riznych tvart a
velikosti, coz se nasledné mohlo promitnout do stanovenych hodnot specifického
povrchu, kumulativniho objemu poért a prumérné velikosti mezopora stanovenych
rtutovou porozimetrii. Lze soudit, Ze nizce zesiténé P(St-0.3%DVB) mikroc¢astice
pfipravené disperzni polymerizaci v EtOH vV pfitomnosti stérického stabilizatoru
HPC nejsou vhodné k hypersitovani.

Na zakladé¢ predeslych poznatki jsme se snazili pripravit P(St-DVB)
mikrocastice s vy$§im obsahem DVB (1 hm.%). Pro jejich syntézu byla opét zvolena
disperzni polymerizace. S cilem zvétsit primérnou velikost P(St-DVB) mikrocastic,
byla polymerizace vedena ve smési rozpoustédel MetCel/EtOH a EtCel/EtOH.
Stérickym stabilizdtorem byl opét HPC. Béhem polymerizace byl sledovan vliv
poméru rozpoustédel a zpusobu davkovani DVB na morfologii a velikost
ptipravenych P(St-DVB) mikroc¢astic. ZvySeni koncentrace DVB ma vzhledem k
rozdilné reaktivit¢ DVB a St zasadni vliv na pritbéh kopolymerizace. Nejprve byl
hledan vhodny pomér MetCel/EtOH, aby byly ziskany mikrocastice s velikosti
~4 um. DVB byl davkovan jednu hodinu po zacatku polymerizace v jednom kroku.
Jako vhodny pomér se jevil MetCel/EtOH = 0.5 (w/w), kdy vsak vznikaly velmi
polydisperzni P(St-DVB) mikrocastice (PDI = 2.31). Po nalezeni tohoto poméru
rozpoustédel byl regulovan zplsob davkovani DVB. Ten byl davkovan bud
v jednom kroku kratce po zacatku polymerizace, nebo kontinualnim zptisobem
riznymi rychlostmi (2 pl/0.5 min., 2 pl/1 min., 2 pl/2 min. a 2 pl/3 min.) jednu
hodinu po zacatku polymerizace. Kontinudlnim dévkovanim se podafilo snizit
hodnotu indexu polydisperzity, tj. zazit distribuci velikosti ¢astic. Bylo zjisténo, Ze
je vyhodné davkovat DVB kontinualni rychlosti ~ 2 ul/min. Z toho zjisténi jsme
vychazeli pti dalsi regulaci zpusobu davkovani DVB, které jsme zahajili jiz 5 minut
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po zacatku polymerizace; ptidavan byl cely objem DVB v jednom kroku, nebo
kontinudln¢ riznymi rychlostmi (2 pul/30's, 2 ul/45 s, 2 ul/60 s a 2 pl/75 s). Regulaci
zpusobu davkovani DVB se podafilo zlep$it kvalitu mikrocastic. Byl-li DVB
davkovan 5 min. po zacatku polymerizace rychlosti 2 ul/45 s, mély vysledné P(St-
DVB) mikrocastice velikost 3.7 um a index polydisperzity 1.16.

Disperzni polymerizace ve smési EtCel/EtOH byla provedena analogicky jako
Vv piipadé smési MetCel/EtOH. Jako vhodny pomér byl zjistén EtCel/EtOH = 0.67
(w/w). Mikrocastice mély velikost 2.4 um a PDI = 1.23. Posléze byl opét regulovan
zpasob davkovani DVB, kdy byl pfidavan cely jeho objem v jednom kroku nebo
kontinudln¢ riznymi rychlostmi (2 pl/0.5 min., 2 pl/1 min., 2 ul/2 min. a 2 pl/3
min.) jednu hodinu po zacatku polymerizace. Podatilo se pfipravit 4.2 pm P(St-
DVB) mikrocastice s velmi uzkou distribuci velikosti (PDI = 1.05). Dale jsme opét
davkovali DVB 5 min. po zacatku polymerizace v jednom kroku, nebo kontinualné
raznymi rychlostmi (2 ul/30s, 2 ul/45 s, 2 wl/60 s a 2 ul/75 s). Opét se podarilo
ptipravit mikrocastice pozadované velikosti, bohuzel ale doslo k mirnému rozsifeni
distribuce velikosti.

V dalsi casti prace byly P(St-1%DVB) mikrocastice o velikosti 3.7 pum
chlormethylovany tfemi riznymi ¢inidly a poté hypersitovany. Opét se potvrdilo, Ze
s rostouci velikosti molekuly chlormethyla¢niho ¢inidla se snizoval objem malych
port uvniti Castic. Porézni vlastnosti byly dokumentovany adsorpci dusiku a
rtutovou porozimetrii. Vyznamné bylo, ze se chlormethylaci CMME a
hypersitovanim podafilo pfipravit mikrocastice s velmi vysokym specifickym
povrchem (1212 m?/g) a soudasné se také se podafilo vyznamné zabranit agregaci
castic. Nicmeéng, Castice mély po hypersitovani naruseny povrch a ¢ast z nich mirné
agregovala.

Posléze byly vyvijeny P(St-DVB) mikrocastice s obsahem DVB 1 az 5 hm.%
pomoci disperzni kopolymerizace stabilizované PVP a iniciované AIBN. Sledovan
byl vliv rizné koncentrace DVB na morfologii a velikost pfipravenych P(St-DVB)
mikrocastic. S cilem najit postup pfipravy takto zesiténych monodisperznich
mikrocastic jsme navysili polaritu kontinudlni faze. Disperzni kopolymerizace St a
DVB byla proto vedena ve smési H,O/EtOH. Diky zvySené polarité
polymeriza¢niho prostiedi se podafilo pfipravit monodisperzni 1.48 pm
mikrocastice obsahujici 5 hm.% DVB. ZvySena polarita méla ale za nésledek snizeni
pramérné velikosti P(St-DVB) mikroc¢astic (1.5—1.7 um) v zavislosti na koncentraci
DVB. Byl stanoven stupen zesiténi P(St-5%DVB) mikrocastic, ktery odpovidal
piidanému mnozstvi DVB do kopolymeriza¢ni nasady.

P(St-1-5%DVB) mikroc¢astice byly nasledné hypersitovany. Samotnému
hypersitovani pfedchdzela chlormethylace CMME. Hypersitovanim rizné
zesiténych vychozich mikrocastic se podafilo pfipravit materidly s odliSnymi
poréznimi vlastnostmi. ZvySenim obsahu DVB se rovnéz zabranilo agregaci
mikrocastic béhem hypersitovani. Povrch ¢astic byl ale po reakci porusen.

Z obou typu ruzné syntetizovanych P(St-DVB) mikrocastic byly piipraveny
magnetické nosice. Mikrocastice obsahujici 1 hm.% DVB, pochazejici z disperzni
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polymerizace ve smesi MetCel/EtOH, které byly po chlormethylaci riznymi ¢inidly
hypersitovany a pred sraZzenim oxidu Zeleza uvnitt jejich pért funkcionalizovany
sulfonovymi skupinami. Poté byly do jejich porézni struktury nasaty za vakua
roztoky chloridu zeleznatého a Zelezitého a nasledné byl vysrazen magneticky oxid
zeleza. Béhem piipravy magnetickych P(St-DVB) mikrocastic jsme zjistili, ze se
vzrastajici koncentraci chloridl Zeleza v reakéni smési vzriistal obsah oxidi zeleza
uvnitt mikroc¢astic. Podafilo se piipravit magnetické mikrocastice s obsahem Zeleza
~ 50 hm.%.

Pii srdzeni oxidi zeleza v hypersitovanych P(St-DVB) mikrocasticich
ptripravenych V piitomnosti PVP stabilizatoru a funkcionalizovanych sulfonovymi
skupinami se nepodafilo zavést oxid Zeleza do pord. Proto byly hypersitované
mikrocastice funkcionalizovany aminovymi skupinami. V tomto piipadé se podafilo
vysrazet oxidy Zeleza uvniti péri ¢astic. V pribéhu prace jsme se snazili pfipravit
mikrocastice s vysokym obsahem Zeleza. Zvolili jsme proto opakované srazeni
oxidi zeleza zroztokl chloridi Zeleza nasavanych do pord. Bylo-li srazeni
opakovano trikrat, podafilo se navysit obsah Zeleza v Casticich az na ~ 40 hm.%.

V této dizertatni praci byly noveé pfipraveny sulfonované magnetické
hypersitované P(St-DVB) mikro¢astice, kter¢ byly integrovany do biosenzoru pro
kvalitativni elektrochemické stanoveni proteinti na principu ELISA. Jako modelova
bilkovina byl zvolen ovalbumin, ktery byl uspé$n¢ detekovan enzymatickou
pfeménou peroxidu vodiku katalyzovanou kienovou peroxiddzou imobilizovanou na
¢asticich pfitomnych v biosenzoru.
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8 SEZNAM ZKRATEK

am - povrch molekuly adsorbatu

As - celkovy povrch adsorbentu

AIBN - 2,2"-azobis(2-methylpropionitril)

AAS - atomova absorpcni spektroskopie

anti-OVA (IgG) - krali¢i anti-ovalbumin

anti-OVA-HRP - krali¢i anti-ovalbumin zna¢eny kienovou peroxidazou

ATR FTIR — infradervena spektroskopie s Fourierovou transformaci a uplnym
odrazem

BET - Brunauer-Emmett-Teller

BPO - dibenzoylperoxid

C - konstanta BET izotermy

CA - analyza uhliku

CMEE - chlormethylethyl ether

CMME - chlormethylmethyl ether

CMOE - chlormethyloktyl ether

D; - primér velikosti i-té astice

D, - pocCetni stied priméru ¢astic

D\, - hmotnostni stted priméru Castic

Dyg — prumérna velikost mezopora

DCE - 1,2-dichlorethan

DVB - divinylbenzen

EtCel - 2-ethoxyethanol

EtOH - ethanol

HPC - 2-hydroxypropyl celuléza

HPSX - hypersitované poly(styren-co-divinylbenzenové) mikroc¢astice

HPSM-NH, hypersitované chlormethylmethyl etherem reagované poly(styren-co-
divinylbenzenové) mikrocastice obsahujici aminové skupiny

HPSM-M-NH, — magnetické hypersitované chlormethylmethyl etherem reagované
poly(styren-co-divinylbenzenové) mikroc¢astice obsahujici aminové skupiny
HPSM-NO, — hypersitované chlormethylmethyl etherem reagované poly(styren-co-
divinylbenzenové) mikrocastice obsahujici nitroskupiny

HPSX-SO;~ — hypersitované poly(styren-co-divinylbenzenové) mikrocastice
obsahujici sulfonové skupiny
HPSX-M-SO;~ — magnetické hypersitované poly(styren-co-divinylbenzenové)

mikrocastice obsahujici sulfonové skupiny

IgG — imunoglobulin G

L - Avogadrova konstanta

m - hmotnost adsorbentu

MetCel - 2-methoxyethanol

n® - po&et molekul adsorbatu zachycenych na povrchu adsorbentu za jednotku ¢asu
Ny - adsorpéni kapacita adsorbentu pii zaplnéni jednou vrstvou molekul adsorbatu
n; - poCet Castic i-té frakce
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P - absolutni tlak

(%J - relativni tlak

PDI - index polydisperzity

P(St-DVB) - poly(styren-co-divinylbenzen)

PSt - polystyren

PVP — poly(N-vinylpyrrolidon)

I - polomér poru

Sget - specificky povrch

SEM - rastrovaci elektronova mikroskopie

St — styren

TEM - transmisni elektronova mikroskopie

V — objem ¢astic ¢i porézniho materialu

Vg celkovy — kumulativni objem mez0- a makropora
Vg — kumulativni objem mezop6rt

0 - plocha adsorbentu obsazena molekulami plynu
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