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Abstrakt

Teoreticka ¢ast disertacni prace shrnuje biosyntetickou pfipravu nanomateriali a jejich
aplikaci jako katalyzatory pfi degradaci organickych latek. Hlavnim cilem této prace byla
pfiprava nanoCastic zlata biosyntézou za pouziti odpadni kiemeliny z filtrace piva
a rostlinného vyluhu z lipového kvétu Tilia sp. S ohledem na pouzité biomasy byly
piipraveny dva typy nanomateriald, a to nanokompozit obsahujici nanocastice zlata ukotvené
na povrchu kiemeliny a koloid nanocastic zlata fytosyntetizovanych rostlinnym vyluhem.
V zavislosti na dosazenych vysledcich byly dale optimalizovany parametry biosyntézy,
sledovana stabilita biosyntetizovaného nanomaterialu v ¢ase a ovéfena opakovatelnost
biosyntézy nanocastic. V zavéru prace je experimentalné¢ potvrzen podil nanocéstic
zlata na degradaci 4-nitrofenolu, farmaceutické latky ibuprofenu a nervové paralytického jedu
somanu. Z vysledkli vyplyva, ze biosyntéza nanocastic kovii mlze byt za optimalizovanych
podminek opakovatelnou metodou pfipravy stabilnich bionanomateriald v Case
za optimalizovanych podminek. Na zdkladné provedenych experimentli bylo potvrzeno, ze je
mozné environmentalné¢ pfijatelnou metodou pfipravit nanocastice kovl s aplika¢nim

potencidlem v katalyze.

Klicova slova: bionanotechnologie, biosyntéza, nanocastice zlata, nanokompozit, katalyza,

4-nitrofenol, soman, ibuprofen



Abstract

The theoretical part of this dissertation thesis summarizes biosynthetic preparation of
nanoparticles and their application as catalysts in the degradation of organic compounds. The
aim of this work was to biosynthesize gold nanoparticles using the waste diatomite earth from
bier filtration and plant extract from linden flower 7ilia sp. With respect to used biomass, two
types of nanomaterials were prepared, namely nanocomposite containing nanogold embedded
on the silica surface and colloidal solution of gold nanoparticles. Depending on the obtained
results, the task was to optimize biosynthesis conditions, study biosynthesized nanomaterials
stability during the time and verify repeatability of nanogold biosynthesis. Finally,
biosynthesized nanoparticles functionality was experimentally confirmed in catalysis, namely
in degradation of 4-nitrophenol, pharmaceutical compounds ibuprofen and nervous paralytic
poison soman. The results show that biosynthesis of nanometals can be repeatable method for
stable nanoparticles preparation under optimized conditions. On the basis of performed
experiments it was approved that applying an environmentally acceptable method metal

nanoparticles with potential in catalysis could be prepared.

Keywords: bionanotechnology, biosynthesis, gold nanoparticles, nanocomposite, catalysis,

4-nitrophenol, soman, ibuprofene
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Seznam pouzitych zkratek

BET — Brunauer-Emmett-Teller analyza

BSTFA — N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid

CR — kongo cerven (Congo Red)

DAD - detektor s diodovym polem

DB 24 — direct blue 24

DDT — dichlorodifenyltrichlorethan

DESI — desorpéni elektrosprejova ionizace

EDS — energiové disperzni spektrometr

EDX — energiov¢ disperzni rentgenova mikroanalyza

FIA — pritokova vstiikovaci analyza

FTIR — infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci
GD — soman

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie

IBU — ibuprofen

ICP - AES — atomova emisni spektroskopie s indukéné vazanym plazmatem
LSPR - lokalizovana kolektivni oscilace volnych plasmont
MB — methylenova modi (Methylene Blue)

MR — methyl¢erven (Methyl Red)

MO — methyloranz (Methyl Orange)

NC — nanodastice

OK — odpadni kiemelina

PBT — perzistentni, bioakumulativni a toxické chemikalie
RhB — Rhodamin B

RTG — rentgenova praskova difrakce



SAED - elektronova difrakce

SEM - skenovaci elektronova mikroskopie

SPE — extrakce tuhou fazi

SPME — mikroextrakce tuhou fazi

SPR — kolektivni oscilace volnych plasmont

SUJCHBO - statni tistav jaderné, chemické a biologické obrany
TCE — trichlorethen

TEM — transmisni elektronova mikroskopie

UPLC — ultrati¢inna kapalinova chromatografie

UV-VIS - spektroskopie ve viditelné a ultrafialové oblasti svétla

XRFS — rentgenova fluorescencni spektroskopie
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UVOD

Nanotechnologie je oblast védy zabyvajici se mimo jiné piipravou materiald
o rozmérech v rozmezi 1 az 100 nm [1]. Do soucasnosti bylo pro pfipravu nanomateriala
vyvinuto a pouzito mnoho riznych metod. Patii mezi n¢ napiiklad laserova ablace, sol-gel
metoda, kulové mleti a biosyntéza. Podle principu mohou byt tyto metody dé¢leny
na fyzikalni, chemické, mechanické a biologické. Vyssi pozornost vénovana nanomaterialtim
je déana jejich unikatnimi chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi. Materidly stejného
chemického slozeni vykazuji v nanorozmérech odliSné vlastnosti ve srovnani s jejich
objemovou formou. Nanocastice maji napiiklad o mnoho vétsi reakéni specificky povrch,
a tim 1 lepSi specifické katalytické vlastnosti, které se obecné zlepSuji se zmenSujici se

velikosti nanocastic.

V poslednich letech se v syntéze nanomateriald uplatituje tzv. zelend chemie (green
chemistry). Do této oblasti patii biosyntéza nanocastic, kterd zahrnuje ptipravu anorganickych
nanocCastic plsobenim biomolekul organismi. Pro biosyntézu nanocastic byly jiz
experimentalné vyuzity bakterie, kvasinky, fasy, ale i rostliny a jejich extrakty, izolované
biomolekuly, potravinové a vyzivové doplitkky a v posledni dobé byly pouzity také odpadni
biomasy — druhotné suroviny ze zpracovani zeméd€lskych plodin a z potravinafstvi.
Vzhledem k Sirokému vybéru biomas, mohou byt pfipravovany nanomateridly nejen
v koloidni formé¢ z rostlinnych extraktt, ale i v podobé nanokompozit. V tomto piipad¢ jsou
nanocastice nejen syntetizovany a stabilizovany biomasou v jednom kroku, ale také soucasné
kotveny na jejim povrchu. Ve své podstaté lze biosyntézu nanocéstic zaradit také mezi
metody chemické, ale biologicka slozka (tzv. biofaze) hraje v procesu biosyntézy a soucasné
stabilizace nanocastic vyznamnou roli. Tyto bionanotechnologické postupy se staly
rovnocennym partnerem klasickych metod pouzivanych pro pfipravu nanocéstic piedevSim

proto, Ze mohou byt energeticky, ekonomicky a ekologicky méné naro¢né.

Nanomaterialy pfipravované chemickou, fyzikéalni, mechanickou, ale i biologickou
cestou, nachdzeji uplatnéni napiiklad v katalyze, Iékatfskych, elektrochemickych nebo
optickych aplikacich. Biosyntetizované nanocastice jsou testovany jako efektivni katalyzatory
pii degradaci nebezpecnych organickych latek vyskytujicich se dlouhodobé v Zivotnim
prostfedi. Mezi tyto latky se naptiklad fadi organickd barviva, nitroaromatické slouceniny,
chlorované aromatické slouceniny atd. Existuje jiz mnoho védeckych praci, které popisuji
ptipravu efektivnich nanokatalyzatorti. Pro jejich redlnou aplikaci je rozhodujici stabilita,
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zivotnost  katalyticky aktivniho materidlu a ekonomickd 1 ekologickd naro¢nost

technologického procesu jeho vyroby.

Tato prace se zabyva moznostmi biotechnologickych syntéz, které ptedstavuji
alternativni cestu, po nichz lze také dospét k funkénim nanomaterialim s aplikaénim
potencidlem v heterogenni katalyze. Pfedmétem praktické ¢asti prace je optimalizace ptipravy
nanocastic zlata biosyntetizovanych i) odpadni kifemelinou pouzitou pro filtraci piva a ii)
vodnym vyluhem z lipy Tilia sp. Byly tak pfipraveny nanomateridly ve form¢ nanokompozitu
a ve form¢ koloidu. Zvolené biomasy byly vybrany pro snadnou dostupnost. V piipade
piipravy nanokompozitu byla vyuzita pro biosyntézu nanocCastic zlata a jejich nasledné

kotveni na kiemelinu druhotna surovina z potravinarského pramyslu.

Vzhledem k tomu, Ze se pro biosyntézu nanocastic vyuzivaji biologické materidly,
které jsou druhové specifické, nelze obecné definovat opakovatelnost biotechnologického
postupu, stabilitu nanomateridlu a mechanismus biosyntézy. Proto se prace dale zabyva
1) studiem pravdépodobného mechanismu bioredukce zlatitych iontl z prekurzoru
za pfitomnosti vybranych biomas, ii) ovéfenim opakovatelnosti pfipravy nanomateridlu
a ii1) studiem stability biosyntetizovaného nanomaterialu v Case. Katalyticky uc¢inek nanozlata
ukotveného na odpadni kiemeliné byl testovan pti degradaci 4-nitrofenolu, farmaceutické
latky ibuprofenu a nervove paralytického jedu somanu. Nanocastice zlata fytosyntetizované
rostlinnym vyluhem byly testovany pfi degradaci ibuprofenu a somanu. Na zaklad¢ diskuze
a porovnani vysledki méfeni byl stanoven nanomaterial, ktery vykazoval lepsi stabilitu, byla
u n¢j potvrzena opakovatelnost metody jeho ptipravy a vykazoval vyssi katalytickou aktivitu

pii odbouravani organickych latek.
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1))

2)

3)
4)
5)
6)
7)

8)

Cile disertac¢ni prace:

provedeni reSerSe z dostupné literatury a vypracovani piehledové studie
o biosyntézach nanomaterial na bazi kovi,

na zaklad¢ reSerSe vyhodnoceni aplika¢niho potencidlu nanomaterialii na bazi kovi
pfi degradaci problematickych organickych latek,

biosyntéza nanocastic zlata,

charakterizace biosyntetizovanych nanocastic,

optimalizace parametrll biosyntézy,

oveéfeni opakovatelnosti metody a sledovani stability pfipraveného nanomaterialu,
navrzeni mozného mechanismu biosyntézy nanocastic zlata odpadni kiemelinou
a vyluhem z lipy Tilia sp.,

experimentalni ovéfeni funkcénosti nanocastic v modelovych reakcich degradace

organickych latek.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Biosyntéza kovovych nanocastic

V soucasné dobé se mnoho védeckych disciplin inspiruje biochemickymi
a biomineralizaénimi procesy, biomateridly a designem vyskytujicimi se v p¥irodé. Siroka
skala ,,bio* materiald, struktur a procesii predstavuje védecky piinos nejen pro bionano-
a nanobiotechnologické obory. Zivé organismy jsou schopny vytvaiet nejriizn&jsi funkéni
materialy a struktury z organickych biomolekul a anorganickych latek dostupnych v jejich
okolnim prostiedi. Proces, pifi kterém dochdzi k samoorganizaci anorganickych
a bioorganickych latek do specifické formy, se nazyva biomineralizace [2]. Ptikladem
biomineralizovanych struktur mohou byt kiemicité schranky hnédych fas, vapenaté schranky

korald nebo mikroskopické krystalky kfemene zpevilujici rostlinné tkané, tzv. fytolity [3—5].

Jednim ze sméri, kterym se bionanotechnologie zabyvaji, je vyuziti interakci mezi
buiikou a kovovymi ionty pro pifipravu novych metalickych materidlit v nanorozmeérech. Jiz
bylo uvedeno, Ze organismy cilené vyuzivaji urcit¢ disociované slozky ze svého okoli
pro konstrukci zivotn¢ dilezitych struktur a organel se specifickymi funkcemi (napf.
magnetosomti nebo kifemicitych schranek) [3, 6]. Pokud se ale v jejich okoli nachazi
potencidlné toxické kovy ve formé kationtli, dochazi k nastartovani obrannych mechanismd,
které maji za cil kationty zredukovat do nulamocné formy, pfipadné je vyvazat do méné
rozpustnych sloucenin, které jiz neptfedstavuji pro organismus vyznamné riziko [7]. Pravé

procesu biokrystalizace se cilen¢ vyuziva pii biosyntéze nanocastic.

Termin biosyntéza predstavuje vznik a stabilizaci anorganickych nanocéstic
plisobenim molekul biologického systému. Takto 1ze syntetizovat nanocastice kovil (Au, Pd,
Pt, Ag, piip. Au/Ag), oxidi kovil (ZnO, Mn304, ZrO,, Fe,Oy) 1 dalSich sloucenin, napt. CdS,
ZnS, PbS, MnS, AgCl [8-10]. Zdrojem biomolekul mohou byt bakterie, houby, fasy, viry,

¢asti rostlin, jejich extrakty nebo 1 biologické odpadni materidly [9].

Zatimco fyzikdlni, chemické a mechanické metody (Obrazek 1) vyuzivané
pro pifipravu nanomateriald mohou byt spojené s pouzitim toxickych slou€enin, vysokou
energetickou spotfebou a jistou ekonomickou ndro¢nosti, mikroorganismy, rostlinné extrakty
nebo bioodpady mohou byt snadno dostupné a mohou piisobit jako ekoinicidtory nukleace

a stabilizace nanocastic v laboratornich podminkach.

17



D o
- e
=
o
S
3} )
W <

= om

a» g
0

Obrazek 1: Déleni metod pfipravy nanocastic na mechanické, chemické, fyzikalni

a biosyntézu

Mize se tedy jednat o jednodussi, levnéjSi a z environmentalniho hlediska
pfijatelnéj$i metodu pifipravy nanomaterialt [11, 12]. Na druhou stranu v pfipadé biosyntézy
je nutné zohlednit n€kolik faktord. JelikoZ je biosyntéza nanocastic kovii druhové specifickd,
vybér 1 odbér biomasy, jeji stav a zpracovani muze vyznamné ovlivnit findlni vlastnosti
nanomateridlu. Biologicky materidl mize reagovat na vnéjsi podminky, jako jsou naptiklad
pH prostredi, teplota, vzdusnd vlhkost, ozafeni, atd. Tyto okolnosti mohou ovliviiovat
vysledné slozeni obsahovych latek v biomase a jeji kvalitu. Je tedy diilezité oSetiit nejen
reakéni podminky biosyntézy, ale také zajistit stejné podminky kultivace/riistu biomasy ¢i jeji
odbér. Vzhledem k témto vliviim je nutné zajistit opakovatelnost biosyntézy nanocastic tak,
aby pifi definovaném pouziti za stejnych podminek pfipravy nanocastic se stejnym
experimentalnim zafizenim byl ziskdn produkt se shodnymi vlastnostmi [13]. Rozdily mezi

biosyntetickymi a ostatnimi metodami pfipravy nanoéastic (NC) jsou shrnuty v Tabulce 1
[14].
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Tabulka 1: Rozdily mezi nebiosyntetickou a biosyntetickou metodou piipravy NC
Nebiosyntetické metody p¥ipravy NC Biosyntetické metody piipravy NC

Definovany postup — definované velikost | Pilotni testy — optimalizace — definované NC
a tvar NC

Definovana homogenita NC NC mohou mit vétsi velikostni rozptyl —
optimalizace metody piipravy

Dodatec¢na stabilizace Redukce, stabilizace a ukotveni v jednom kroku

Znamé slozeni reaktanti a produktt Nutnost charakterizace biomolekul v systému

pted a po biosyntéze — porovnani vysledki—
navrh mechanismu

Toxické chemikalie, narocné ,,Eko* metoda, mirné laboratorni podminky,
experimentalni podminky a zafizeni nenaro¢né provedeni
Neni moznost zpracovavat druhotné Moznost vyuziti odpadnich biomas

suroviny, nebo jen omezené

Prostfednictvim biosyntézy lze pfipravit kovové nanocastice riizného chemického
slozeni, velikosti, tvaru a koncentrace. Tyto vlastnosti lze optimalizovat zménou reakcnich
podminek, jako jsou pH, teplota, koncentrace prekurzoru, mnozstvi biomasy, michani, ozareni
atd. Na obrazku 2 je uvedeno schéma biosyntézy nanocastic zlata a zavislost vysledného tvaru

nanocastic na teploteé, pH a reak¢nim case [15].
@
o
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“ Nukleacni proces
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Jadro
Reakéni podminky
Doba reakce: 24 h Dobareakce: 72 h || Dobareakce:72 h ' Dobareakce:72 h
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Obrazek 2: Zavislost vysledného tvaru nanocastic zlata na reakénich podminkach biosyntézy

[15]
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Pro biosyntézu nanocéstic byla jiz vyuzita Sirokda Skala biologickych materiali.
Tabulka 2 uvadi nékteré ptiklady mikroorganismil, rostlinnych extraktl a odpadnich

biomateriall, které byly experimentalné testovany pro biosyntézu riznych nanocastic kovi.

Tabulka 2: Ptiklady biomasy pouzité pro biosyntézu nanoc¢astic kovi

Organismus Nanocastice Velikost [nm] Tvar Ref.
Bakterie
Desulfovibrio desulfuricans Pd 9-12 kulovity | [16]
Escherichia coli Au 50 kulovity | [17]
Bacillus marisflavi Au 14 kulovity | [18]
Corynebacterium sp. Ag 15 kulovity | [19]
Rasy
Sargasum wightii Au 8-12 kulovity | [20]
Diadesmis gallica Au 20 kulovity | [21]
Mallomonas kalinae Au 10 kulovity | [22]
Spirulina platensis Ag 12 kulovity | [23]
Houby
Cylindrocladium floridanum Au 25 kulovity | [24]
Yarrowia lipolytica Au 15 kulovity | [25]
Saccharomyces cerevisiae Ag 2-20 kulovity | [26]
Rostliny a extrakty
Anogeissus latifolia Pd 5 kulovity | [27]
Phoenix dactylifera Au 32 kulovity | [28]
Polygonum hydropiper Ag 60 kulovity | [29]
Momordica charantia Au/Ag/AgCl 20-25 kulovity | [30]
Odpadni materialy
Melounové slupky Pd 96 kulovity | [31]
Slupky manga Au 6-18 kulovity | [32]
Cukrovarské tizky Au 20 kulovity | [33]

160 trojuhelnik

Vhodny vybér biomasy a zajisténi optimalnich reakénich podminek jsou dalezitymi
parametry pro piipravu biosyntetizovanych nanoc¢éstic kovi. Pro produkci bionanocastic
v pramyslovém meéfitku je také nutné posoudit vhodnost zvolené biomasy, rychlost
bioredukce a budouci aplikaci nanomateridlu. V soucasné dobé se do popiedi zajmu dostavaji
i) fytosyntéza s extrakty a vyluhy z rostlin a ii) biosyntéza kovi odpadnimi materialy [34].

V téchto piipadech biosyntézy neni potfebna napt. dlouhodoba kultivace mikroorganismil
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a mohou byt snadnéji zajistény veétsi vytézky procesu. Nanocastice 1ze syntetizovat jako volné

v koloidu nebo je kotvit na pouzitou biomasu za vzniku nanokompozitu (Obrazek 3).

Biosyntéza nanocastic kovu

A
koo RN Nanckompozit

Fytosyntéza Au NC Biosyntéza Au NC hnédymi
vyluhem z preslicky fasami Diadesmis gallica

Obrizek 3: Biosyntetizované nanoéastice zlata (Au NC) v koloidu nebo ukotvené na povrchu

kiemicité schranky Diadesmis gallica [35, 36]

1.2 Mechanismus biosyntézy nanocastic kovi

Biosyntéza je ve své podstaté povazovana za chemicky proces probihajici v tésné
blizkosti zvolené biomasy. Principidlné probihd tak, ze ke zvolené biomase je pfidan
prekurzor obsahujici ionty kovil (napt. HAuCls, AgNOs, Na,PdCly, atd.) [37, 38], jehoz
nanocastice jsou pripravovany. Kazdy biologicky systém je unikatni a specificky svym

komplexnim sloZenim, a proto je obtizné mechanismus biosyntézy nanocéstic kovi definovat.

V zobecnéném, nikoli konecném modelu, jsou kovové ionty zachyceny
elektrostatickymi interakcemi, které se vyskytuji mezi kladné nabitymi ionty kovli a negativné
nabitymi ionty na povrchu nebo uvnitf buniky, kde se nasledné redukuji [39]. Podle toho, kde
bioredukce probihd, ji 1ze rozdélit na extra— a intracelularni (Obrazek 4). Jestlize je redukce
kovovych iontl zplisobena funk¢énimi skupinami (naptf. karboxylovou, aminovou,
hydroxylovou, atd.) na povrchu buiiky, probihd extracelularni biosyntéza nanocastic kov.
Nésledné mohou byt nanocastice kotvené na povrchu bunky anebo jsou uvolnény pfimo
do roztoku. Jedna-li se o intracelularni biosyntézu, ionty kovi difunduji dovnitf buniky, kde
jsou redukovany plsobenim biomolekul, napt. enzymy (NADPH reduktdza) [40].

V nékterych ptipadech mlze dochazet k extraceluldrni a intracelularni biosyntéze soucasné.
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Intracelularni biosyntéza : Extracelularni biosyntéza

(Au(in)

Au(ill)

Obrazek 4: Extracelularni a intraceluldrni biosyntéza nanocastic zlata [34]

Existuje jiz nékolik studii, které se zamétfuji na biosyntézu nanocastic kovil
izolovanym bioreduk¢énim c¢inidlem ze zvolené biomasy nebo na biosyntézu nanocastic
za pritomnosti komeréné dostupnych biomolekularnich latek [41, 42]. 1-6-p-D-glukan
izolovany z houby Pleurotus florida byl pouzit jako redukujici sacharid pro biosyntézu
nanocastic stiibra a zlata. Biosyntetizované nanocastice stfibra byly dale testovany jako
antibakterialni ¢inidlo. Nanocéstice zlata byly pouzity jako katalyzator v modelové reakci
degradace 4-nitrofenolu [43, 44]. Jind prace byla zamétena na izolaci proteinu ze zelené fasy
Chlorella vulgaris, ktery byl pojmenovan jako ,,gold shape-directing protein“ a vyuzit

pro biosyntézu nanocéstic zlata [45].

Pro biosyntézu nanocastic zlata byl pouzit komeréné dostupny enzym serapeptaza.
Vyslednym produktem reakce byl nanokompozit sloZzeny zenzymu a nanozlata [46].
Nanocastice zlata o velikosti kolem 10 nm byly biosyntetizovany enzymem NADH-
reduktazou (dodavatel MP Biomedicals) [47]. Jina prace se zabyvala biosyntézou nanocastic
stfibra za pfitomnosti disacharidii sachar6zy a maltdzy a studiem morfologie a krystalografie
biosyntetizovanych nanocastic [48]. Prace Choi a kol. byla zaméfena na zelenou syntézu

nanocastic zlata za ptitomnosti katechinu, ktery slouzil také jako stabiliza¢ni ¢inidlo [49].

V posledni dobé se velice popularni stava takzvana fytosyntéza nanocastic kovi neboli
biosyntéza nanocastic za ucasti fytochemikalii v rostlinnych vyluzich a extraktech.

Na bioredukci kovovych iontli v extraktu se podileji funkéni skupiny (napt. -OH, -NH,, -CO)
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nachdzejici se napf. v sacharidech, terpenoidech, flavonoidech nebo fenolickych kyselindch
[15]. Flavonoidy patii mezi velikou skupinu polyfenolickych latek, které mohou redukovat
kovové ionty. Pfi tautomerizaci flavanoidii z enol do keto formy mize dochédzet k uvolnéni
atomu vodiku, ktery se podili na redukci kovovych iontd [50]. Jinym piikladem a vysvétlenim
pfiblizujicim mechanismus fytosyntézy nanocéstic kovli mize byt redukce stiibrnych ionth
a soucasn¢ oxidace karbonylovych skupin sekundarnich metaboliti v rostlinném vyluhu.
Pti redukci kovovych iontd na nanocCéstice mize také dochazet k oxidaci aldehydickych
skupin monosacharidi (napi. glukézy, fruktoézy) [S1]. Na obrazku 5 je uveden néavrh
mechanismu biosyntézy nanocastic Pd za pfitomnosti kyseliny gallové, protokatechové,
3-hydroxy benzoové a katechinu nachazejicich se v rostlinném extraktu Delonix regia.
Fenolické slouceniny maji schopnost uvoliiovat elektrony a oxidovat se do chinonové formy.
V pribéhu reakce dochazi k redukei iontd Pd na jeho nulamocnou formu diky pfitomnosti

volnych elektroni a uvolnujicich se vodiki [52].

O._.OH

Pget + 2 28+2°C _28+2°C(3h) _
HO OH
OH

+ 2Pd" + 4H*

kyselina gallova

Oy, -OH
. 2 _2842%C(3h) + 2Pd0 + 4H*
Pd2*
OH
OH

kyselina protokatechova
HO.__O

OH 0
g2t + 2 _ 28+2°C(3h) + Pdh o+ 2H

kyselina 3-hydroxybenzoova

HO

_ 28+2°C(3h) _ + 2Pd0 + 4H*

katechin

Obrazek 5: Pravdépodobny mechanismus fytosyntézy Pd nanoc¢astic za ptitomnosti kyseliny

gallové, protokatechové, 3-hydroxybenzoové a katechinu [52]
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Hojné vyuZivanou metodou pro ndstin principu biosyntézy nanocastic kovi je
infracervend spektroskopie. Ta nam umoziuje charakterizovat funkéni skupiny vyskytujici se
v biomase (fasy, bakterie nebo rostlinné¢ extrakty) a vreakéni smési po biosyntéze.
Vysledkem je infraCervené spektrum biomasy, které je dale porovnavano se spektrem
biomasy po expozici kovového prekurzoru. Pro blizsi charakterizaci rostlinnych vyluhti je
pouzivana kapalinovd chromatografie s hmotnostni nebo UV-VIS detekei, kterd dokaze
identifikovat jednotlivé fytochemikélie v extraktu [51, 53, 54] a tim vice odhalit dany

mechanismus.

1.3 Stabilita biosyntetizovanych nano¢astic kovi

vvvvvv

v médiu. Koloidni soustavy jsou zajimavé diky svym specifickym fyzikaln¢ chemickym
vlastnostem, napt. zavislosti absorpce svétla na velikosti Castic. Z pohledu stability jsou
koloidni soustavy v tzv. metastabilnim stavu — existuji ve stavu se zvySenou energii danou
existenci nadbytku povrchové energie. Na fazovém rozhrani mezi disperznim podilem
a disperznim prostfedim vznika elektrickd dvojvrstva jako disledek schopnosti elektricky
nabitého povrchu nanocéstice pfitahovat opacné nabité ionty z disperzniho prostiedi. Vrstva
iontli obklopujici nanoc¢astici se déli na vnitini (Sternovu) vrstvu, kde jsou ionty silné vazané
a tvori hydrataéni obal a vné&jsi difuzni vrstvu [55]. Zde jsou ionty slabé vazané a tvofi
pohyblivou ¢ast hydratatniho obalu. Rozhrani odd€lujici pohyblivou a nepohyblivou cast
elektrické dvojvrstvy se nazyvd pohybové rozhrani. A pravé potencidl, existujici
ve vzdalenosti od povrchu ¢astice k pohybovému rozhrani je zodpovédny za jeji interakci
s vnéjSim elektrickym polem. Tento potencial je nazyvan zeta-potencidlem. O jeho velikosti
rozhoduji adsorbované ionty a iontova sila roztoku [55]. Tabulka 3 specifikuje hodnoty zeta-

potencialu k jednotlivym stupiitim stability [56].
Tabulka 3: Stupné¢ stability koloidii nanoc¢astic v zavislosti na velikosti zeta-potencialu [56]

Zeta-potencial | Stupen stability

+0-10 mV Vysoce nestabilni systém
+10-20 mV Relativné stabilni systém
+20-30 mV Stfedn¢ stabilni systém
+30 mV Vysoce stabilni systém
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Nanomaterialy pfipravené chemickymi nebo fyzikélnimi metodami se stabilizuji
¢inidly, jako jsou napi. polyvinylalkohol, polyvinylpyrrolidon nebo citratovy anion [57].
Biosyntetizované nanocastice jsou nejprve syntetizovany a nasledné stabilizovany v jednom
kroku organickymi latkami pochédzejicimi pouze z biomasy (napf. enzymy, flavonoidy). Dalsi
povrchové aktivni latky pro stabilizaci jiz neni nutné pouzit [39, 51]. Piikladem mohou byt
nanocastice  stfibra pfipravené vyluhem ze Stoviku Rumex hymenosepalus, které byly
syntetizovany a stabilizovany polyfenoly katechinem a stilbenem [58]. V jiné praci bylo
nanostiibro stabilizovano proteinem z plisné Rhizopus stolonifer [59]. Na obrazku 6 je uveden
navrh mechanismu biosyntézy i stabilizace nanocastic Pd za pfitomnosti kyseliny gallové

nachazejici se v rostlinném extraktu Delonix regia [52].
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Obrazek 6: Pravdépodobny mechanismus a) biosyntézy a b) stabilizace Pd nanocastic

kyselinou gallovou [52]

I kdyz jsou nanocastice kovii ve vétSiné piipadi stabilizovany biomolekulami
vyskytujici se v biomase, existuji studie, které jsou zaméfeny na dodatecnou stabilizaci
biosyntetizovaného nanomateridlu, napiiklad arabskou gumou, iontovou kapalinou nebo

ferofluidem [60-62].

Pro studium stability koloidnich systémli nanoc¢éstic kovu je vyuzivano nékolik
analytickych metod. Jednou z nich je UV-VIS spektroskopie. U kovovych nanocastic, napf.
Au, Ag, Cu, se na jejich povrchu projevuje kolektivni oscilace vodivostnich elektront.
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Kolektivni oscilace vodivostnich elektroni neboli povrchova oscilace plasmonii (SPR —
surface plasmon resonance) na rozhrani mezi kovem a dielektrikem je vybuzena vné&jSim
elektromagnetickym zafenim. Pfi vybuzeni povrchového plasmonu elektromagnetickym
zatenim dochazi k vyrazné absorpci svétla o specifické vlnové délce [63]. Naptiklad
maximalni absorp¢ni vinova délka u sférickych nanocastic sttibra se pohybuje kolem 450 nm,
u kulovitych nanocastic zlata je to kolem 560 nm a u nanocéstic oxidu médi je to 650 nm
[64]. UV-VIS spektroskopie umoziuje sledovat posuvy maximalni absorpéni vinové délky
nanomateridlll v Case a rovnéz zmény Sitky a vysky pozorovaného piku ve spektru v zavislosti

na velikosti, tvaru a koncentraci nanocastic v koloidu.

Dal$im parametrem, ktery urCuje stabilitu koloidd, je jiz zminovany zeta-potencial.
Mezi povrchovou vrstvou nanocastice a okolnim prosttedim je sledovdana zména
elektrokinetického potencidlu. Jestlize je zeta-potencial vétsi nez +30 mV a mensi nez -30
mV, miizeme hovofit o stabilnim koloidnim systému (Tabulka 3). Pravé nizsi zeta potencial,
nez je -30 mV, byl naméfen u suspenze nanocastic CdS biosyntetizovanych bakteriemi
Escherichia coli. Zeta-potencidl suspenze nanocastic Cinil -34,21 mV [65]. V pfipadé
nanocastic stibra, které byly biosyntetizované houbou Aspergillus oryzae, byl zeta-potencial
-14,3 mV, coz znamend, Ze se jedna o relativné stabilni systém (Tabulka 3) [66]. Hodnota
-25,3 mV byla namétena u koloidu fytosyntetizovanych nanocastic stfibra extraktem z plodi

dubu Quercus sp. [67].

Dalsi metoda pouzivana pro sledovani stability nanocCéstic kovl je transmisni
elektronova mikroskopie (TEM). Ta urcuje realny tvar a velikost metalickych nanocastic
pozorovanych v rtiznych ¢asovych intervalech. Navic lze na snimcich v transmisnim rezimu
pozorovat morfologii obalu kolem nanocastic a jeho ptipadné zmény v Case a také 1ze pomoci
metody SAED (difrakce z vybrané oblasti vzorku) ovéfit krystalicky charakter nanocastic.
Ze snimktt TEM mohou byt ddle pomoci obrazové analyzy vypocteny velikostni distribuce

nanocastic, které podavaji informaci o disperzit€ ve vztahu k velikosti a tvaru nanocastic.

1.4 Pouzité biomasy pro biosyntézu nanocastic zlata

Pro naplnéni cili experimentalni casti disertatni prace byly pro biosyntézu
nanocastic zlata vybrany biomateridly - odpadni kiemelina z filtrace piva a vodny vyluh
z listentl a kvétenstvi suSené lipy Tilia sp. Jedna se o ekonomicky nenarocné a ve velkych
objemech snadno dostupné biomaterialy.
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1.4.1 Odpadni kiremelina z filtrace piva

Odpadni kiemelina z filtrace piva obsahuje piedev§im bunécné zbytky pivnich
kvasinek (Saccharomyces cerevisiae), biomolekularni latky z extraktu chmele a z kvasného
procesu (a- a B-glukany) a SiO, [68]. Cista filtraéni kiemelina je tvofena kiemiitymi
schrankami hnédych fas - rozsivek. Dale muze kiemelina obsahovat Al,O; (2 — 10 hmot. %)
a také mala mnozstvi oxidl K, Fe, Ca, P, Na a Mg. Filtra¢ni kiemelina se ziskava tézbou
sedimentu odumfelych rozsivek na dné mofti (popiipad¢ jezer a rybnikil), poté je upravovana
drcenim, susenim nebo kalcinovanim pfi teplot€¢ 1000-1200 °C s nebo bez ptidavku tavidla
(napt. Na,COs) [69]. Pii procesu kalcinace za pritomnosti tavidla miize dochazet ke spékani
schranek do vétsich shlukt. Pti tepelné upraveé kiemeliny dochézi k tvorbé krystalického SiO,
- kristobalitu [70]. Na obrazku 7 jsou snimky odpadni kiemeliny, které¢ dokumentuji tvarovou

a velikostni riznorodost kiemicitych schranek rozsivek.

Obrazek 7: Filtracni kiemelina pro filtraci piva

Jednou z hlavnich aplikaci upravené kiemeliny je jeji uz diive zminované vyuziti
v nejruznéjSich stupnich filtrace, napt. v kvasném primyslu (zejména vinném a pivnim)
za ucelem upravy jakosti a cirosti alkoholickych népoji [71]. Jednou z nevyhod filtra¢ni
kfemeliny je jeji jednordazové pouziti, kdy pro filtraci 1 1 piva je zapotiebi 1-2 g filtra¢ni
kfemeliny. Proto je zde snaha nalézt zptisob jeji recyklace, napt. kalcinaci, kterd je ovSem
stale energeticky nevyhodnd. DalSim feSenim se jevi zaoravani a zleh¢ovani pidy kifemelinou

[71].

Pii filtraci piva dochdzi k mechanickému odstranéni pivnich kvasinek, které se

zachytavaji na filtraéni kfemeliné. Bunécna suSina stény kvasinek, kterd predstavuje
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podstatnou ¢ast hmotnosti buiiky kvasinky (asi 25 %), je tvofena z 80 % polysacharidy,
6-10 % bilkovinami a malym mnozstvim lipidii a fosfolipidd (3-10 %). Hlavni sloZkou
polysacharidii v bunécné stén¢ kvasinek jsou glukany. Stavebnimi jednotkami glukanii jsou
glukosa a mannany. Také mohou obsahovat malé mnozstvi glukosaminu a chitinu

(polysacharid obsahujici N-acetylglukosamin) [72].

Slozky obsazené v pivnich kvasinkach a obecné v odpadni kiemeling z filtrace piva
ptispivaji v bioredukci zlatitych iontli. Kromé toho chemicky stabilni a porézni povrch
kfemeliny miize byt vhodny pro ukotveni nanocastic zlata a nasledné katalytické aplikace
[73]. Obrazek 8 uvadi schéma vzniku a vyuziti odpadni kiemeliny z filtrace piva pro pfipravu

nanokompozitniho materialu.

, S - ¢

Filtrace piva Baleni

Produkce odpadniho

v biomaterialu
™

Au NC ukotvené na povrchu odpadni
Pivo pred filtraci ~ Odpadni kiemelina z filtrace piva kfemeliny z filtrace piva

Obrazek 8: Schéma produkce odpadni kiemeliny z filtrace piva a jeho vyuziti

pro biosyntézu nanocastic zlata ukotvenych na povrchu kifemicité schranky [34]

1.4.2  Lipa malolista (Tilia cordata)

Lipa malolista, také srd¢ita (Tilia cordata), je strom z fiSe Plantae (rostlin), oddéleni
Magnoliophyta (krytosemenné), tfidy Rosopsida (vyssi dvoudélozné rostliny), fadu Malvales
(slezotvare), ¢eledi Malvaceae (slezovitych) a rodu Tilia (lipa). Lipa malolista (Obrazek 9) se
vyskytuje na celém tizemi Ceské republiky. Ma listy nesoumérné okrouhle srdéité. Z tizlabi

listd vyrtstaji dlouze stopkata kvétenstvi (vijany) s velkym jazykovitym listenem [74]. Roste
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hojné v listnatych a smiSenych lesich. Jeji vyskyt je limitovan jen nadmoiskou vyskou okolo

900 m n. m., kde se jiz nenachazi [75].

Obrazek 9: Stopkata kvétenstvi (vijany) s jazykovitym listenem

Listy a hlavn& kvéty lipy malolisté slouzi pro piipravu vodnych vyluhti. Uginné latky
sedativum, anxiolytikum, proti kiecim, bolestem, nebo snizuji krevni tlak [76]. Neékteré
obsahové latky vyskytujici se v lipovém vyluhu jsou uvedeny v tabulce 4. Jedna se
o flavonoidy, fenoly nebo organické kyseliny. Lipovy kvét obsahuje predev§im sacharidy
[77-79]. VSechny tyto latky v lipovém extraktu obsahuji ve své struktufe hydroxylové
funkéni skupiny, které mohou byt zodpovédné za bioredukei zlatitych iontl na nanocastice

a jejich naslednou stabilizaci.

Tabulka 4: Obsahov¢ latky lipového vyluhu [73]

Flavonoidy Fenoly Sacharidy Organické kyseliny
kempferol eugenol galaktosa | jantarova kyselina

rutin kamferol | rhamnosa | jable¢na kyselina
astragalin tokoferol | manosa protokatechova kyselina
hyperosid glukosa ferulova kyselina
hesperidin gallova kyselina

1.5 Katalyza a katalyzatory

Rychlost chemickych procesit lze ovlivnit pfitomnosti nékterych latek, a to
1 v nepatrném mnozstvi. Takto plsobici latky jsou nazyvany katalyzatory a obecné proces,

ve kterém je katalyzator vyuzivan, je oznacovan jako katalyza. Je vhodné zminit, Ze chemické
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reakce v zivych organismech urychluji a fidi tzv. biokatalyzatory (napf. enzymy). Jsou

dilezité predevsim pii metabolickych procesech v télech organismii [80].

Katalyzatory vychdzeji z chemické reakce nezménény. Mizeme je délit na negativni,
chemickou reakci zpomalujici, nebo na pozitivni, které reakci urychluji. Podle prostfedi se
katalytické pochody d€li na katalyzu homogenni (reagujici latky a katalyzator jsou ve stejné
fazi) a heterogenni (katalyzator je v odlisné fazi nez latky reagujici). Vlivem pozitivniho
katalyzatoru vychozi latky interaguji nejdiive s katalyzatorem za vzniku komplext (pii
homogenni katalyze) nebo komplexii adsorbovanych na povrchu tuhého katalyzatoru (pii
heterogenni katalyze). V dalSim kroku se komplexy rozkladaji na produkty reakce
a katalyzator se uvoliluje ve svém ptvodnim slozeni a form¢. Reakce v piitomnosti
katalyzatorii probihaji v n¢kolika dil¢ich pochodech a reakéni mechanismus je odliSny nez
u reakce nekatalyzované. Pozitivni katalyzatory snizuji aktivacni energii vSech dil¢ich

pochodt reakce [81].

Rychlosti chemickych reakci a faktory, kterymi lze tuto rychlost ovlivnit, se zabyva
chemicka kinetika. Cilem reakéni kinetiky je kvantitativni popis rychlosti pribéhu a zjisténi
mechanisml chemickych reakei. Rychlost chemické reakce zavisi nejen na piidavku

katalyzatoru, ale také na koncentraci reagujicich latek, teploté atd. [81]

Z divodu odlisnych chemickych a fyzikalnich vlastnosti nanostrukturovanych
materialti, jako jsou extrémné vysoka reakcni plocha, kterou nanomateridly disponuji,
krystalinita nebo exponované hranice zrn, maji nanocastice veliky aplika¢ni potencial
v katalyze [82]. Bylo prokézéano, ze nanomateridly, jejichz objemova, tzv. ,,bulk® forma, neni
katalyticky aktivni (napf. elementarni zlato), ziskdvaji v nanorozmérech vyjimecné
katalytické vlastnosti [83, 84]. Krom¢ toho mohou latky, které ve své ,,bulk® form¢ bézné
slouzi jako dobry katalyzator (napt. elementarni palladium nebo platina), v nanoformé
katalyzovat s jesté vysSi ucinnosti [85]. Obecné zavisi katalytické vlastnosti nanocastic

na jejich velikosti, tvaru, koncentraci, matrici atd. [86].

1.5.1 Princip katalytického ucinku nanocastic zlata

V souvislosti s katalytickou aktivitou nanocastic zlata je publikovano nékolik studii,
které se zamétuji na osvétleni principii katalytické ucinnosti nanozlata. Pro ovéteni

katalytické aktivity nanocastic jsou prace Casto zaméieny na oxidacné-redukéni reakce.
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Piikladem muiZe byt degradace 4-nitrofenolu na 4-aminofenol za piitomnosti redukéniho
¢inidla NaBHy a katalyzatoru. Tato katalytickd reakce probihd za nadbytku NaBH,, jelikoz
znac¢na ¢ast adsorbovaného hydridového iontu pochazejiciho z NaBH4 z povrchu nanozlata
unika jako plynny vodik. Na obrazku 10 je zndzornéna degradace 4-nitrofenolu. V prabchu
reakce je 4-nitrofenol pfeveden na 4-nitrofenolatovy aniont a je adsorbovdn na povrchu
nanozlata. Spolu s nim jsou adsorbovany i hydridové ionty. Na povrchu nanocastice pak
dochazi k prenosu elektroni a k redukci nitroskupiny na aminoskupinu. Vyslednym
produktem je 4-aminofenol, ktery je nasledné z povrchu nanoc¢éstice uvolnén [87].

Na podobném principu mohou pracovat i katalyzatory nanocastic stiibra, platiny nebo paladia

[88].
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Obrazek 10: Navrh mechanismu katalytického u¢inku nanocastic zlata pti redukci 4-

nitrofenolu za pfitomnosti redukéniho ¢inidla NaBH4 [87]

DalSim moZnym principem katalytického efektu nanocastic zlata, stfibra nebo médi je
jejich fotodegradacni ucinek. Obecné plati, Zze plasmony v nanomateridlech (diive
diskutovany v podkapitole 1.3) se nesiti do okoli, ale jsou vazany na omezeny prostor, ktery
jim nanomateridl poskytuje, jednd se o plasmony lokalizované (LSPR — located surface
plasmon resonance). Pokud jsou elektrony v lokalizovaném plasmonu vybuzeny (v zavislosti
na typu materialu a velikosti nanomaterialu) zafenim o frekvenci viditelného svétla, projevi se
LSPR zménou zbarveni materialu. V ptipad¢ sférickych nanocastic zlata je frekvence zareni

piislusna energetické hladin¢ plasmonu o vinové délce cca 520-580 nm (v zavislosti
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na velikosti nanocéstic). Absorpce se projevuje u nanocastic o velikostech v rozmezi kolem

2—-100 nm. Z tohoto diivodu maji koloidy sférickych nanocastic zlata fialovou barvu [63, 89].

Pfi ozéafeni nanocCastic zlata UV-VIS svétlem jsou elektrony ze zakladniho
energetického pasu vybuzeny a prechazi do pasu energeticky vyssiho. V ptipad¢ osvétleni UV
zétenim dochazi k prechodu elektroni z hladiny 5d do hladiny 6s. Pti ozéafeni nanozlata
zafenim ve viditelné oblasti svétla dochazi k ptechodu elektront z hladiny 6s do Fermiho
hladiny Ep (Obrazek 11). V elektronové konfiguraci nanocastic zlata nastane pierozdéleni
zépornych elektronit (e-) a kladnych dér (h+). Podobné pierozdéleni nastava
1u polovodicovych nanomateriala s tim rozdilem, ze polovodi¢e maji vodivostni a valencni
pasmo odd¢lené zakdzanym padsmem. Valencni pas polovodict je pln€ obsazen elektrony.
Vodivostni pas s vyssi energii byva zpravidla neobsazeny. Mezi témito pasy je oblast
zakézané energie Eg, ve které se nenachazi zadné elektronové vinové stavy. Absorpci fotonu
s energii ekvivalentni nebo vétSi nez je zakazané pasmo polovodi¢e dochazi k excitaci
elektront z valen¢niho pasma do vodivostniho. Nasledkem tohoto procesu vznikd par
excitovany elektron-pozitivni dira (Obrazek 11). Po ozafeni se mohou polovodicové nebo

kovové (Au, Ag) castice katalyzatoru k okolnim molekulam chovat bud’ jako elektronové

donory nebo akceptory [63].
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Obrazek 11: Schéma mechanismu fotokatalytické degradace za pfitomnosti zlatych

o]
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V neposledni fadé jsou nanocastice zlata vyuzivany jako katalyzator pii konverzi
anorganickych latek, napt. pti oxidaci CO nebo NOx. Pro tyto reakce se nanozlato ukotvuje
na oxidickou matrici (SiO;, FeOy, atd.). V piipadé konverze molekuly CO na CO, dochazi
k sorpci plynu na nanocastici zlata (Obrazek 12) a po reakci s dostupnym atomem kysliku
Au/matrice (2). Molekula kysliku z okolniho prostfedi se navaze na vzniklou vakanci (3)
a interaguje s CO adsorbovanym na povrchu zlaté nanocastice (4) za vzniku molekuly CO,

(5), tim se katalyticky cyklus uzavira [90].

o ®
w

0 vakance

Obrazek 12: Schematické znazornéni katalytického cyklu adsorpce molekul, CO a O,

a desorpce CO; na zlaté nanocéstici kotvené na oxidické matrici [90]

1.6 Literarni prehled - degradace organickych latek bionanocasticemi

kovu

Mnozstvi aktudlnich piikladd demonstruje znaény aplikacni potencidl kovovych
bionanocastic Au, Ag, Pt nebo Pd v heterogenni katalyze; jmenovité pii degradaci
aromatickych nitroslouc¢enin, organickych barviv nebo dehalogenaci chlorovanych
aromatickych latek [88]. Organické biomolekuly pivodem z pouzité biomasy jednak
nanocastice stabilizuji a jednak mohou také ptispivat ke zvySeni vysledné katalytické
ucinnosti. V mnoha piipadech neni potieba oddélovat nanocastice od biomasy nebo bunék
pouzitych na bioredukci. Nanocastice ukotvené na biomase tvofi tzv. bionanokompozit, ktery

muze byt ptfimo pouzit v katalyze [91, 92].

Podkapitoly niZze jsou dale vénovany vyuZiti biosyntetizovanych nanocastic kovi
v katalyze pti odbourdvani vybranych problematickych organickych latek, které se v disledku

lidské ¢innosti dlouhodobé kumuluji v Zivotnim prostiedi.
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1.6.1 Degradace nitroaromatickych sloucenin

Nitroaromatické slouceniny tvoifi skupinu latek, které nachdzeji své uplatnéni
pii ptipravé pesticidll (napf. parathionu a methylparathionu), vybusnin nebo farmaceutickych
latek (paracetamolu). Nitroaromatické latky se dostavaji do pidy, podzemnich a povrchovych
vod z antropogennich zdroji a naruSuji tak pfirozenou rovnovdhu v ekosystému.
Mononitrofenoly (napf. 4-nitrofenol) spolu s 2.4-dinitrofenolem jsou fazeny na listiné
prioritnich polutanti evidovanych agenturou pro ochranu zivotniho prostiedi USA (US-EPA)

[24, 88].

Princip katalyzované degradace 4-nitrofenolu nanocasticemi kovii byl popsan
v podkapitole 1.5.1. 4-nitrofenol je pfeveden na 4-nitrofenolatovy aniont (Obrazek 13), ktery
je detekovan UV-VIS spektroskopii pii vinové délce 400 nm. Po ptidavku katalyzatoru se
snizuje aktivacni energie reakce a detekuje se snizujici se intenzita absorpéniho maxima 4-
nitrofenolatového iontu. Za piitomnosti nanokatalyzatoru dochédzi k urychleni piijmu
elektronu do akceptoru (4-nitrofenolatovy ion) z donoru (v tomto ptipad¢ je donorem anion
BHy"). Degrada¢nim produktem reakce je 4-aminofenol, ktery je pozorovan pii vinové délce

300 nm [93, 94].

NO, NO, NH,

NaBH, katalyzator
—_— —_—

OH O OH
Obrazek 13: Redukce 4-nitrofenolu za ptitomnosti NaBHy a katalyzatoru

Kora a Rastogi pfipravili nanocastice Pd o velikosti 5 nm pomoci rostliny Anogeissus
latifolia. Katalyticky uc¢inek nanocastic palladia byl dale testovan pii degradaci 4-nitrofenolu
ve vodném prostfedi za pfitomnosti alkalického ¢inidla NaBH4. Testy potvrdily katalytickou
aktivitu bionanocastic Pd. Rychlostni konstanta redukce nitroaromatické slouceniny cinila
0,11 min™ [27]. V jiné studii byla publikovana bioredukce Pt ionti pomoci vyluhu z kiry
Punica granatum. Sférické nanocastice Pt o velikostnim rozsahu 13 aZ 16 nm byly pouZity pfi
dekontaminaci 3-nitrofenolu. Rychlostni konstanta degradace 3-nitrofenolu byla 0,192 min .
Bylo pozorovano, Ze rychlostni konstanta reakce se zvySovala s rostoucim mnozstvim
katalyzatoru [95]. Dalsim piikladem je biosyntéza a stabilizace nanocastic Pd sférického tvaru

o prumérné velikosti 7 nm pfipravenych pomoci pryskyfice ze stromu Boswellia serrata.
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Katalytickd aktivita nano€astic byla pozorovana pii konverzi 4-nitrofenolu za pfitomnosti
NaBHyj. Po pfidavku nanokatalyzatoru byla nitroaromatické slou¢enina redukovéana v prub¢hu
2 minut [96]. V jiné praci Zayed a Eisa publikovali fytosyntézu nanocastic Au o velikosti
32 nm extraktem z listii Phoenix dactylifera. Rychlostni konstanta konverze 4-nitrofenolu
&inila 0,186 min™. Byly také testovany nano&astice Au o velikosti 36 nm, které byly
pfipraveny smichdnim prekurzoru zlata s rostlinnym extraktem v poméru 1:1. V ptipadé
fytosyntézy nanozlata o velikosti 32 nm byl pomér mezi prekurzorem a extraktem 1:2. Testy
prokézaly, Ze katalytickd aktivita klesd s rostouci velikosti nanocastic. Rychlostni konstanta
reakce byla za pritomnosti vé&tsich nano&astic 0,09 min™ [28]. V publikaci Narayanan a kol.
popsali extracelularni tzv. mykosyntézu nanocastic Ag pomoci houby Cylindrocladium
Sfloridanum. Koloid obsahujici sférické nanocastice stiibra o velikosti kolem 25 nm byl pouzit
pfi dekontaminaci 4-nitrofenolu. Rychlostni konstanta reakce za pfitomnosti Ag nanocastic

dosahovala 6,7 x 10 min™ [94].

1.6.2 Odbouravani azobarviv

Azobarviva jsou nejvetsi skupinou vysoce ucinnych syntetickych barviv pouZivanych
pro barveni riznych spotfebnich vyrobkd, jako jsou potraviny, kosmetika, odévy, kiize atd.
Mezi organickd azobarviva patfi napf. methylenovd modi (MB — methylene blue),
methyloranz (MO — methyl orange), methylcerven (MR — methyl red), Eosin Y, atd. [53, 97,
98]. Bylo odhadnuto, Zze azobarviva pfedstavuji nejvetsi skupinu barviv primyslové
pouzivanych v textilnich aplikacich (60 az 70 %). Asi 10 az 15 % azobarviv ziistdva
v odpadnich vodach, ve kterych maji negativni vliv na vodni ekosystémy [99]. Z téchto
divodt jsou vyvijeny metody a materialy pro odstranéni téchto organickych latek z Zivotniho
prostiedi. I zde mohou nachazet své uplatnéni biosyntetizované nanocastice, jak je popsano

v nasledujicich ptipadovych studiich.

Pro bioredukci zlatitych iontl byl pouzit protein separovany ze skotfdpek vajec druhu
Anas platyrhynchos. Biosyntézou byly pfipraveny nanocastice Au a testovany jako
katalyzator pfi fotodegradaci Eosinu Y. Konverze organického barviva €inila 96 % v priib&hu
60 minut [100]. Jina studie se zamé&fila na pfipravu bionanokompozitniho materialu, ktery byl
tvofen z fytosyntetizovanych nanocCastic médi a oxidu zeleza ukotvenych na povrchu
skofapek vajec. Findlni nanokompozit s magnetickymi vlastnostmi byl testovan

pro odbouravani barviv kongo ¢ervené (CR — congo red), rhodaminu B (RhB), methyloranze
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(MO) a methylenové modie (MB) za pfitomnosti redukéniho c¢inidla NaBH4. Redukéni
¢inidlo slouzi jako donor elektronti, podobné jako je tomu u redukce 4-nitrofenolu (viz
kapitola 1.6.1.). Pro kontrolni experimenty byly pfipraveny 2 nanokompozity. Prvni
nanokompozit byl tvofen pouze nanocasticemi Cu. Druhy nanomateridl obsahoval pouze
nanocastice Fe3;O4. Nejlepsi katalytickd aktivita pii degradaci barviv byla pozorovana
u kompozitu pouze s nanoc¢asticemi Cu asociovanymi na povrchu skofapek. CR, RhB a MO
byly odbourany v pribéhu 1 az 2 minut. MB byla degradovdna béhem 10 sekund. Schéma

degradace organickych barviv a jeji produkty jsou uvedeny na obrazku 14 [101].
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Obrazek 14: Schéma katalytické degradace organickych barviv za piitomnosti NaBH4

a nanokatalyzatoru [101]

Dalsi bio-anorganicky nanokatalyzator zlata byl ziskan biosyntézou pomoci vyluhu
z ofechil Areca pii pokojové teploté, teplote¢ 100 °C a mikrovinném ozatfovani. Z TEM
analyzy vyplynulo, ze nejmensi, sférické, homogenné distribuované nanocastice byly
pfipraveny pii mikrovlnném ozafovani. Byly tak biosyntetizovany nanocastice zlata
o velikosti 13,7 nm, které byly dale pouzity pti degradaci organickych barviv — MB, MO
a Eosin Y. Barviva byla odbourana v priitbéhu 10 az 12 minut. V publikaci je uveden pouze
degradacni produkt MO. Pii redukci MO dochdzi ke vzniku aminoslouceniny, kterd je

pozorovana UV-VIS spektroskopii pti vinové délce 247 nm [97].
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Vyuzitim fytochemikalii z rostlinného vyluhu Stericulia acuminata bylo ptipraveno
nanozlato sférického tvaru o velikosti nanoc¢astic v rozmezi 10 az 40 nm. Katalyticka aktivita
koloidu nanocastic zlata byla pozorovana pii dekontaminaci MB, MO a DB 24 (direct blue
24). 100% konverze v ptipadé MB a MO probéhla v pribé¢hu 12 minut. Degradacnim
produktem MB byla leuko-MB. DB 24 byla degradovana béhem 8 minut [53]. Nanocastice
stiibra byly pouZity pti degradaci MO za ptfitomnosti redukéniho ¢inidla NaBHy4. Nanostiibro
bylo ptipraveno smichanim AgNO; s vyluhem z rostliny Polygonum hydropiper. Katalyticka
aktivita nanocastic stiibra byla porovnavana s kontrolnim experimentem bez piidavku
nanokatalyzatoru. Degradace MO se v pfitomnosti pouze redukcéniho ¢inidla neprojevila.
Po ptidavku bionanocastic stfibra k odbourani barviva doslo v prabéhu 13 minut. Leuko-MB

byla detekovéna jako degrada¢ni produkt reakce [29].

Nanocéstice Pd, které byl diskutovany v predchozi kapitole 1.6.1., nebyly vyuzity jen
pii katalyze 4-nitrofenolu, ale také pii degradaci smési MO a MB. Organicka barviva
ve smesi s redukénim ¢inidlem (NaBH4) a nanokatalyzatorem Pd byla odbourana v pribéhu 2

minut [27].

1.6.3 Dehalogenace chlorovanych organickych sloucenin

Chlorované organické slouceniny dominuji na seznamu bioakumulativnich
a toxickych znecistujicich latek (PBT — persistent, bioaccumulative and toxic chemicals).
Podle definice jsou PBT slouceniny, které se ptirozené v prostfedi nerozkladaji. Mezi tyto
organické slouceniny patii pesticidy jako dichlorodifenyltrichlorethan (DDT),
hexachlorbenzen, dale polychlorované bifenyly atd. Také jsou zde fazeny polychlorované
dibenzodioxiny, které se primyslové nevyrabi a vznikaji jako vedlej$i produkt pii syntéze
jinych chlorovanych aromatickych latek nebo pifi spalovacich procesech. Chlorované
aromatické slouceniny jsou jiz ve velmi nizkych koncentracich neptiznivé pro zivé organismy

[88].

Baxter-Plant a kolektiv vyvinuli konjugovany katalyzator znanocéstic palladia
ukotvenych na povrchu 3 riznych druhl bakterii - Desulfovibrio desulfuricans, Desulfovibrio
vulgaris a Desulfovibrio sp. Nanocastice byly na povrchu bunck bakterii vylouceny pii jejich
kontaktu s prekurzorem (Na,PdCls). Experimentdln¢ pak byl ovéfen katalyticky ucinek
téchto tii konjugati pii dehalogenaci chlorofenolu a polychlorovanych bifenyld, pficemz Cisté

bakterie nevykazovaly v kontrolnich testech vyznamné katalytické schopnosti [102].
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Za ptitomnosti dal§ich redukénich ¢inidel (napf. H,, mravencan, laktat, pyruvat
a ethanol) se pro pfipravu ,bioPd“ katalyzatorli Casto vyuziva také bakterie Shewanella
oneidensis. Ziskany biokonjugat s nanoc¢asticemi palladia ukotvenymi na bunikach bakterii byl
pouzit pro dechloraci polychlorovanych bifenylii obsaZzenych v odpadnich kalech.
Koncentrace 2,3,4-trichlorbifenylu klesla o 90 % v pribéhu 5 hodin pfi teploté 28 °C [103].
Jina studie ukazala rozdily mezi katalytickou aktivitou nanokrystali Fe a bimetalickych
nanocastic Fe/Pd. Nanocastice byly fytosyntetizovany vyluhem ze zeleného caje
a imobilizovany kyselinou polyakrylovou na membrané z polyvinylidenfluoridu. Katalyticka
aktivita asociovanych nanocastic byla testovana pii degradaci trichlorethenu (TCE). Bylo
zjisténo, ze rychlost degradace TCE linedrné¢ vzrista s vy$$im mnozstvim Fe ukotveného
na membrané. Pfidanim druhého katalyticky aktivniho kovu Pd za vzniku bimetalickych
castic Fe/Pd, rychlostni konstanta degradace TCE opét vzrostla. Katalytickd ucinnost

u fytosyntetizovanych nanoc¢éstic v membrané byla zachovéana i po 3 mésicich [104].

1.6.4 Odbouravani léciv

V soucasné dobé jsou léCiva dal§i velkou zaté€zi pro Zivotni prostfedi, zejména
v oblasti vod. Farmaceutické produkty jsou vyuzivany v humdnnim lékafstvi a veterindistvi
a metabolity a rezidua téchto 1é¢iv se dostavaji do prostfedi a znecistuji tak povrchové
a podzemni vody. I pfes nizké koncentrace maji negativni vliv na zivé organismy [105]. Mezi
diskutovanymi farmaceutickymi slou¢eninami jsou naptiklad estrogeny, ibuprofen, kyselina
klofibrova, sulfamethoxazol a ciprofloxacin [30, 106, 107]. Mnoh¢ studie prokazaly, ze tyto
latky nejsou zcela degradovany béhem obvyklého postupu cisténi odpadnich vod a mohou
pronikat az do povrchovych ¢i podzemnich vod nebo se kumulovat ve vrchnich vrstvach ptdy

[105].

Fytosyntézou z extraktu Momordica charantia byly ptipraveny nanocastice slozené
ze dvou uslechtilych kovii. Jadro nanocéastice tvotilo zlato. Povrch nanocastice kryla dvojita
vrstva: vnitini povlak tvofilo stfibro a vnéjsi povrch chlorid stiibrny. Katalytickou aktivitu
nanocastice potvrdily nejen v ptipadé redukce 2,4,6-trinitrofenolu, ale také pti odbouravani
farmaceutickych slou€enin jako jsou ibuprofen a kyselina klofibrova. Byla detekovana 97%
konverze ibuprofenu a 98% konverze kyseliny klofibrové v pribéhu 60 minut za pfitomnosti
pfipraveného bionanokatalyzatoru. Reaktivni slozky, jako jsou naptiklad 0% a CI°, obsazené

v reakéni smési, prispivaji pravdépodobné k fotodegradaci ibuprofenu a kyseliny klofibrové
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[30]. Vjiné publikaci se Martins a kolektiv zaméfili na degradaci sulfamethoxazolu,
ciprofloxacinu, 178-estradiolu a ibuprofenu pomoci bionanocastic Pd a Pt. BioPd-nanocastice
prokézaly katalytickou aktivitu v piipadé degradace sulfamethoxazolu v pfitomnosti H;
v pribéhu 25 hodin. Katalytickda aktivita pro dalsi 1é¢iva nebyla pozorovana. V ptipadé
nanocastic platiny byla katalytickd aktivita pozorovana pro sulfamethoxazol, ciprofloxacin,
17B-estradiol opét za ptitomnosti H, po dobu 25 hodin [106]. Jin4 prace byla zaméiena na
fytosyntézu nanocastic zeleza z vyluhu grepu, ¢erného ¢aje a vinnych listd. Biosyntetizované
nanocastice pak byly pouzity pro degradaci ibuprofenu ve vodném prostiedi. Pfi testech byla

pozorovana 50 - 65% konverze ibuprofenu v prubéhu 8 dnti [107].

Z literarniho ptehledu vyplynulo, ze v heterogenni katalyze byla jiz pouzita Siroka
Skala biosyntetizovanych nanomateridli. AvSak vzhledem k rozmanitym reakénim
podminkam pouzitym v katalytickych reakcich v uvedenych publikacich je obtizné porovnat

a vyhodnotit efektivitu jednotlivych nanokatalyzatori.

1.7 Charakteristika vybranych organickych latek

Podkapitoly nize jsou vénovany charakteristice organickych latek, které byly
degradovany nanocasticemi zlata biosyntetizovanymi odpadni kiemelinou z filtrace piva
a rostlinnym vyluhem Tilia sp. Vzhledem k provedené literarni reSer$i byly vybrany tyto
organické latky — farmaceuticka 1¢éciva latka ibuprofen (IBU) a nervove paralyticky jed soman
(GD). Znac¢na cast publikaci se zaméfuje na katalyzu oxidacné-redukcnich reakci, jako je
degradace 4-nitrofenolu nebo azobarviv za ptitomnosti NaBH4. Minoritni podil publikaci se
vénuje studiu degradaci 1€Civ biosyntetizovanymi kovovymi nanocasticemi. Testovani
degradace = somanu za  pfitomnosti  biosyntetizovaného  materidlu  navazuje

na pfedchozi prace uvedené v HoliSova a kol., 2017 [108].

1.7.1 Nervove paralyticky jed soman

Chemicky vzorec somanu je O-pinakolylmethylfosfonofluoridat (Obrazek 15). Je to
extrémn¢ toxicka latka tadici se mezi organofosfaty a nervové paralytické jedy. Je to bezbarva
az mirn¢ nahnédld kapalina se slabym zépachem. Je omezené rozpustny ve vod¢ a dobie

rozpustny v organickych rozpoustédlech.
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Obrazek 15: Strukturni vzorek somanu (O-pinakolylmethylfosfonofluoridat)

Hydrolyza somanu je nejjednodussi dekontaminacni metodou, nemusi vSak patfit mezi
nejucinngjsi. Hydrolyzu somanu lze urychlit zvySenim pH. Rozklada se pii teploté 140 °C a je
jedovatéjsi a perzistentnéj$i nez jiné nervové paralytické jedy jako sarin, ¢i tabun, ovSem
méné nez cyklosarin. Soman patfi mezi zbrané hromadného niceni a jeho vyroba je ptisné
regulovana a hromadéni je zakazano [109]. Jiz bylo testovano Siroké spektrum nanomateriali
pro degradaci somanu, napiiklad metalické nanocastice a oxidy, uhlikaté nanotrubicky,
fotokatalytické nanomaterialy nebo jily dopované nanocasticemi [109-111]. VSechny tyto
materidly byly pfipraveny standardni chemickou cestou, kterda mize byt spojovana s vys$§imi
ekonomickymi a energetickymi naroky. Metody tzv. zelené chemie, které jsou svou
degradace somanu pomoci nanocastic zlata biosyntetizovanych hnédymi fasami Mallomonas

kalinae nebyly v porovnani s jinymi materialy dostate¢n¢ ucinné [108].

1.7.2  Lecivo ibuprofen

Ibuprofen je derivatem kyseliny propionové, konkrétné (RS)-2-(4-isobutylfenyl)
propionova kyselina (Obrazek 16). Je to bila krystalickd latka, ptipadné bezbarva. Jedna se
o latku ve vod¢é malo rozpustnou [112, 113]. Rozpousti se v acetonu, etheru, methanolu
a dichlormethanu. Ibuprofen je fazen do skupiny NSAIDs (Non Steroidal Anti Inflammatory
Drugs). Je volné prodejnym lécivem. Je obsazen v lécich s obchodnim nidzvem Brufen,

Ibalgin, Ibuprofen, Modafen, Nurofen a Panafen [114].
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Obrazek 16: Strukturni vzorek ibuprofenu (RS)-2-(4-isobutylfenyl) propionova kyselina

Lécivo Ibuprofen se vyskytuje v odpadnich vodach v koncentracich fadové od ng/l az
po ng/l. Vzhledem jeho k nizkym koncentracim v prostiedi je vyloucena jeho akutni toxicita.
Problémem je chronicka toxicita, jelikoz fauna a flora ve vodé jsou nepfetrzité vystaveny
piitomnosti ibuprofenu. Proto se stale vyviji nové metody pro jeho odbouravani. Ibuprofen
muze byt odbourdvdn oxida¢nimi procesy zahrnujici fotolyzu, sonolyzu, sonokatalyzu,
Fentonovou a foto-Fentonovou oxidaci atd. [115]. Rovnéz biosyntetizované nanocastice

mohou najit uplatnéni jako katalyzatory pii degradaci 1éCiv (kapitola 1.6.4).
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2 EXPERIMENTALNI CAST

Experimenty navazuji na praci, ve které byla studovéna biosyntéza nanocastic zlata
a stfibra hnédymi fasami — Diadesmis gallica a Mallomonas kalinae [22, 116, 36]. Jedna se
o vodni mikroorganismy, jejichz bunécny obsah je pokryt amorfnim oxidem kiemicitym.
Bylo experimentalné ovéteno, ze biosyntetizované nanocastice zlata a stfibra jsou asociovany
na povrchu kiemicitych schranek tas [21, 22]. Kultivace kifemicitych tas je v laboratornich
podminkach bez moznosti vyuziti kontinualniho kultivaéniho zatfizeni pomérné zdlouhava
a vytéznost statické kultivace je nizka. Proto byla pro experimenty biosyntézy vytipovana
alternativni biomasa — odpadni kiemelina, ktera by v principu méla umoznit biosyntézu
vétstho mnozstvi podobného materidlu tvofeného oxidem kiemicitym (rozsivkovou

kiemelinou) a biosyntetizovanymi nanocasticemi zlata.

Z literarni reSerSe (viz kapitola 1.6) vyplynulo, ze fytosyntéza nanocastic kovi je
jednim z dalSich jednoduchych, levnych a efektivnich biotechnologickych postupti ptipravy
nanocastic. Pfipravené nanocastice se vyskytuji pfevazné v koloidni formé. Z tohoto divodu
byl vodny vyluh z rostliny Tilia cordata zvolen jako dal$i bioreduk¢ni a stabilizacni Cinidlo

pro fytosyntézu nanocastic zlata.

Ptipravené biosyntetizované nanocastice zlata byly charakterizovany dostupnymi
analytickymi metodami. Byl navrzen pravdépodobny mechanismus biosyntézy nanocastic
zlata za pfitomnosti vybranych biomas, byla ovéfena opakovatelnost ptipravy nanocastic zlata
a studovana stabilita biosyntetizovanych nanocastic v Case. Nanokompozit tvofeny
nanocasticemi zlata ukotvenymi na povrchu odpadni kfemeliny byl testovan jako katalyzator
pfi odbouravani organickych latek 4-nitrofenolu, ibuprofenu a somanu. Fytosyntetizované
nanocastice zlata v koloidni formé byly testovany pii odbourdvéani ibuprofenu a somanu.
Degradace 4-nitrofenolu katalyzovdna nanokompozitem byla realizovana jako vstupni
modelova reakce. Testovani degradace nervove paralytického jedu somanu navazuje na praci
uvedenou v publikaci HoliSova a kol. 2017 [108]. Ta se zabyva hydrolyzou somanu
za pritomnosti biosyntetizovanych nanocéstic zlata pfipravenymi s vyuzitim tas Mallomonas
kalinae. Jako dal$i modelové organicka latka byl zvolen ibuprofen na zékladé jeho vyskytu

v odpadnich vodach a negativniho vlivu na zivotni prostiedi.
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2.1 Pouzité chemikalie a biomasy
Kyselina tetrachlorozlatita (99,9 %, Sigma Aldrich)
4-nitrofenol (99 %, TCI America)
Tetrahydridoboritan sodny (>95%, TCI America)
Methanol (¢istota HPLC, Sigma Aldrich)

Kyselina mravenci (Cistota HPLC, Sigma Aldrich)
Acetonitril (Cistota HPLC, Sigma Aldrich)

Smés Cisté kiemeliny FW14 a FP3 EP Minerals (Radegast a.s.), slozeni kfemeliny je uvedeno

v bezpec¢nostnim listu v Ptiloze 1

Smés odpadni kiemeliny FW 14 a FP3 z filtrace piva (Radegast a.s.)

Susené kvétenstvi lipy Tilia cordata (oblast sbéru Nova Ves u Frydlantu nad Ostravici)
Ultracistd voda Merck Millipore (0,9 uS/cm)

Zasobni standard ibuprofenu v methanolu o koncentraci 4,052 mg/l, pivodni material

Ibuprofen (> 97%, Sigma Aldrich), methanol (¢istota HPLC, Sigma Aldrich)

Soman o koncentraci 341 pg/ml, piipraven v laboratoti SUICHBO v.v.i.

2.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy (Kern, ABT 220-4M)

Michadlo (NeoTec, IKA C-MAG HS7)

Odstredivka (Centrifuge 5702, Eppendorf)

Laboratorni inkubator (Mini incubator, Labnet)
Generator dusiku (NM32LA Peak Scientific Instruments)

Ultra u¢inny kapalinovy chromatograf s detektorem diodového pole (UPLC Waters Acquity

I-class)
Infrac¢erveny spektrometr (Nicolet 6700 FTIR)

Rentgenovy difraktometr (Bruker D8 Advance, Bruker AXS, Billerica)
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Rentgenovy fluorescencni spektrometr (SPECTRO XEPOS new)
TOC analyzator (Multiphase Carbon analyzer, RC612, LECO)

Plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem (Agilent GC systém 7890A a MS detektor
5975C)

Skenovaci elektronovy mikroskop (Quanta FEG 450, FEI) s EDS analyzatorem
Transmisni elektronovy mikroskop (1200 EX, JEOL)

Skenovaci transmisni elektronovy mikroskop (STEM HD2700, Hitachi)
Porosimetr (Thermo Scientific Surfer)

Atomovy emisni spektrometr s indukéné véazanym plazmatem (SPECTRO Analytical

Instruments Inc., Kleve)

UV-VIS spektrometr (LAMBDA 11)

Analyzator Zeta-potencialu (Horiba LA950)

HRMS Orbitrap Elite s DESI imaging (ThermoFisher Scientific)

pH metr (EUTECH ph 5+)

2.3 Nanokompozit na bazi odpadni kifemeliny a nanozlata

2.3.1 Biosyntéza nanocastic zlata odpadni kremelinou z filtrace piva

Pro ptipravu nanocéstic zlata byla pouzita odpadni kiemelina, kterd byla dodana
firmou Radegast a.s., Ceska republika a poté byla uchovavana v lednici pfi teploté 5 °C.
Pti vstupnich experimentech byla odpadni kiemelina pouze zahuSténa tak, ze piebytecny
roztok nad sedlinou byl odlit a pro vlastni postup byla pouzita hustd suspenze. Vzorek
s obsahem nanocastic zlata byl pfipraven smichanim 10 ml suspenze kiemeliny, 190 ml
demineralizované vody a 200 ml kyseliny tetrachlorozlatit¢ o koncentraci 1 mM. Suspenze
odpadni kfemeliny s prekurzorem zlata byla uchovavana pii laboratorni teplot¢ po dobu 24
hodin za obfasné¢ho promichani. Poté byla odlita pfebytecnd kapalina nad sedimentem
a odpadni kiemelina s nanocasticemi zlata byla suSena pii teploté 36 °C po dobu 24 hodin.

Oznaceni vzorku je dale v textu uvedeno jako Au/OK.
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Pii biosyntéze nanocastic zlata nebylo mozné definovat piesné mnozstvi odpadni
kfemeliny, vzhledem k proménlivému poméru vody a kiemeliny pii kazdém odbéru. Proto
byla odpadni kiemelina pfed provedenim vlastnich experimentii vysuSena pfii teploté 36 °C
po dobu 24 hodin do konstantni hmotnosti. Dale se jiz pracovalo pouze se susSinou odpadni

kiemeliny.

Pro optimalizaci metody pfipravy nanocastic s vyuzitim odpadni kiemeliny byly
studovany 3 metody pfipravy. Pro pfipravu nanokompozitu byly pouzity 2 zplsoby
biosyntézy, a to bioredukce zlatitych iontd ve statickém rezimu pifi dvou raznych teplotach
(laboratorni, tzn. 24 a 5 °C) a za kontinudlniho michani (dynamicky). Vzorek s obsahem
nanocastic zlata byl pfipraven smichanim 2,5 g suSiny odpadni kiemeliny a 400 ml kyseliny
tetrachlorozlatité¢ o koncentraci 0,5 mM. Suspenze odpadni kiemeliny s prekurzorem zlata
byla ponechéna pfi laboratorni teploté po dobu 24 hodin. Poté byla odlita ptfebytecna kapalina
nad sedimentem a odpadni kifemelina s nanocCasticemi zlata byla suSena pfii teploté 36 °C
po dobu 24 hodin. Oznaceni vzorku je v textu dale jako statAu/OK. Dalsi vzorek byl
pfipraven stejnym zpusobem s tim rozdilem, Ze byl ponechan v lednici pii teploté¢ 5 °C
po dobu 24 hodin. V textu dale je pojmenovan jako statAu/OKS.

Tteti postup byl proveden podobnym zptisobem, jak je popsano vyse, s tim rozdilem,
ze bioredukce Au(IIl) ionth probihala za kontinualniho michani (450 rpm) po dobu 24 hodin

pii laboratorni teploté. Oznaceni vzorki dale v textu je dynAu/OK. Obrazek 17 shrnuje razné

podminky pfipravy nanocastic zlata odpadni kiemelinou.
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Odpadni

kiemelinaz
filtrace piva
Odpadni Vysusena
kiemelinas odpadni
obsahem vody kiemelina

Staticka

biosyntéza pii Dynamicka
laboratorni Statickd biosyntéza pri
teploté biosyntéza laboratorni
teploté
Staticka
Staticka biosyntéza pfi
biosynéza pii 5 °C laboratorni
teploté

Obrazek 17: Schéma procesu vyuZiti odpadni kiemeliny z filtrace piva pro pfipravu

nanocastic zlata za riznych podminek

Za ucelem studia opakovatelnosti metody pfipravy nanocastic a stability pfipravené¢ho
nanokompozitu byla vybrdna na zdklad¢ zjisténych vysledkii dynamickd metoda ptipravy
nanocastic zlata. VysSe popsanou dynamickou metodou bylo pfipraveno 5 vzorki. Po 30
dnech uskladnéni odpadni kiemeliny za laboratornich podminek byl experiment opakovan
a opét bylo ptipraveno 5 vzorka. Kontrolnim vzorkem byla vysuSend odpadni kiemelina
bez ptidavku prekurzoru. Tabulka 5 uvadi shrnuti oznaceni vsech ptipravenych vzorkd. Vyse
popsané vzorky byly po celou dobu uskladnény za laboratornich podminek. Ptipravené

vzorky byly dale charakterizovany metodami uvedenymi v kapitole 2.3.4.
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Tabulka 5: Shrnuti oznaceni pfipravenych vzorkl

Oznaceni vzorku Popis vzorku

Au/OK Odpadni kfemelina s nanocasticemi zlata pfipravena
suspenzi odpadni kifemeliny za statickych podminek

statAu/OK Odpadni kfemelina s nanocasticemi zlata piipravend
vysuSenou odpadni kiemelinou za statickych
podminek

statAu/OKS Odpadni vysuSena kremelina s Au prekurzorem

za statickych podminek p¥i 5 °C

dynAu/OK Odpadni kfemelina s nanocéasticemi zlata pfipravend
vysuSenou odpadni kremelinou za dynamickych
podminek

1dynAu/OK 1-5dynAu/OK 1 | Odpadni kiemelina s nanocasticemi zlata pfipravena
dynamickou biosyntézou na pocatku meésice — 1. série
vzorkd 1 az 5

1dynAu/OK 2-5dynAu/OK 2 | Odpadni kiemelina s nanocasticemi zlata pfipravena
dynamickou biosyntézou na konci mésice — 2. série
vzorkl 1-5

2.3.2  Studium stability ukotveni nanocastic zlata na povrchu odpadni kiemeliny

V pribéhu optimalizace metody pfipravy nanokompozitu bylo také testovano
uvoliiovani nanocéstic zlata z povrchu odpadni kfemeliny. Z obou vzorkli pfipravenych
statickou (statAu/OK) a dynamickou (dynAu/OK) metodou (viz kapitola 2.3.1) byly odebrany
2 g, které byly smichany s 400 ml demineralizované vody. Suspenze byly kontinualné
michany (450 rpm) po dobu 60 minut za laboratornich podminek. Prebytecny roztok
nad sedlinami byl odlit a vzorky byly suSeny pii teplot¢ 36 °C po dobu 24 hodin.
U vysuSenych vzorki byl stanoven obsah zlata metodou ICP-AES.

Na zékladé planovaného experimentu odbouravani ibuprofenu za pfitomnosti
nanokompozitu (podkapitola 2.7) po dobu 24 hodin, byl ¢as michani pfi testovani stability
prodlouzen na 24 hodin. 1 g odpadni kiemeliny s nanoc¢ésticemi zlata byl smichan s 200 ml
demineralizované vody a michén pii 450 rpm po dobu 24 hodin za laboratornich podminek.
Po 24 hodinach byla smés centrifugovana pii 3500 rpm po dobu 3 minut. Piebytecny roztok
nad sedlinou byl odlit a nanokompozit byl susen pfi teploté 36 °C po dobu 24 hodin. Tento
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postup byl proveden pro kazdy vzorek z 1. série experimentu (1dynAw/OK 1 az
5dynAu/OK 1).

2.3.3 Testovani pivnich kvasinek a cisté filtracni kremeliny jako redukcnich cinidel pro

biosyntézu nanocastic zlata

Pro potvrzeni reduk¢nich vlastnosti pivnich kvasinek a vylouceni téchto vlastnosti
u Cisté kiemeliny byly pfipraveny nasledujici experimenty. Pro potvrzeni bioredukce ionti
A(III) byly pouzity kvasinky Saccharomyces cerevisiae odebrané pfi filtraci piva. 20 ml
suspenze kvasinek bylo smichano s 20 ml 1 mM prekurzoru zlata a suspenze byla ponechana
pii laboratorni teploté¢ po dobu 24 hodin. Vznik nanocastic zlata byl potvrzen zménou barvy

suspenze a analyzou TEM.

V dal$im experimentu byla pro syntézu nanocastic zlata pouzita Cista filtracni
kfemelina vyuzivana pro filtraci piva, kterd se sklada z 65 % hrubé kiemeliny (FW4, zrnitost
>20 um) a 35 % sttedni kiemeliny (FP3, zrnitost 7-20 um). 2,5 g filtrani kiemeliny bylo
smichano s 400 ml prekurzoru zlata (0,5 mM). Smés byla michana 24 hodin. Pro analyzu
obsahu Au ve filtracni kfemeliné metodou ICP-AES byl pfebytecny roztok nad kiemelinou
odlit a suspenze byla suSena opét pii 36 °C po dobu 24 hodin. Vzorek byl dale
charakterizovan pomoci metod TEM, SEM a XRFS.

2.3.4  Pouzité analytické metody pro charakterizaci nanokompozitu

Analyza skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM) byla provedena pomoci Quanta
FEG 450 (FEI) s EDS analyzatorem (EDAX). U&elem analyzy bylo studium morfologie
nanokompozitu a ovéfeni prvkového slozeni ve vybranych pozicich na kompozitu.
Transmisni elektronova mikroskopie (TEM, JEOL, 1200 EX, urychlovaci napéti 80 kV)
a skenovaci transmisni elektronovd mikroskopie (STEM, Hitachi, HD2700, urychlovaci
napéti 200 kV) jsou dalsi zobrazovaci techniky, které byly pouzity pro hodnoceni tvaru
a velikosti nanocastic zlata a jejich disperze na povrchu kfemeliny. Velikostni distribuce
nanocastic byla vyhodnocena pomoci softwaru JMicroVision (www.jmicrovision.com)
ze souboru 150 nanocastic zlata zobrazenych pomoci TEM. Hodnoty specifického povrchu
vzorkli byly stanoveny Brunauer-Emmett-Teller (BET) metodou na pfistroji Thermo

Scientific Surfer.
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Pro studium chemickych zmén pfed a po biosyntéze nanoCastic zlata byla
na spektrometru NICOLET G700 FT-IR zméfena spektra pfipravenych vzorkidl v oblasti
4000-400 cm™ s rozlisenim 0,4 cm™. Analyzou rentgenové praskové difrakce (RTG) byla
charakterizovana krystalickd struktura vzorkii. Méfeni probihalo na RTG difraktometru
Bruker D8 Advance (Bruker AXS, Billerica, USA) v rozsahu 30-80° 20 s databazi EVA
software. Jako zdroj rentgenového zafeni slouZila kobaltova lampa CoKo (A = 1,7889 A).
Celkovy obsah zlata ve vzorcich byl stanoven pomoci atomové emisni spektroskopie
s indukéné vazanym plazmatem (ICP-AES) Ciros Vision (SPECTRO Analytical Instruments
Inc., Kleve). Energiové disperzni RTG fluorescencni spektrometr SPECTRO XEPOS new
(XRFS) byl pouzit pro celkové kvalitativni a kvantitativni stanoveni prvkii ve vzorcich
na bazi kiemeliny. Organicky uhlik ve vzorcich byl stanoven na pfistroji Multiphase Carbon
analyzer (RC612, LECO), pro zjisténi mnozstvi organickych latek vyjadfenych jako
organicky uhlik. Vesker¢ grafy byly vytvoiené prostiednictvim softwaru MATLAB.

Obsah vody ve vzorcich byl stanoven gravimetricky, dusikaté latky pomoci
Kjeldahlovy metody a beta-glukany metodou FIA. Analyzy byly provedeny
na pracovisti Vyzkumného ustavu pivovarského a sladatského a.s. Podle Bradfordova testu
byla analyzovéna ptitomnost proteinu ve vzorcich Cisté kiemeliny a odpadni kifemeliny. Tento
test byl proveden na pracovisti Tohoku university ustavu Biomolekuldrniho inzenyrstvi.
Uvedené analyzy byly pouzity po ndvrh mechanismu biosyntézy nanocastic zlata odpadni

kifemelinou z filtrace piva.
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2.4 Fytosyntéza nanocastic zlata vodnym vyluhem z lipy

2.4.1 Priprava vyluhu z lipy Tilia cordata

Pro fytosyntézu nanocastic zlata byly pouzity dva typy vyluhl ze smési vysuSenych
listend a kvétenstvi lipy Tilia cordata (V1, V2). VysuSené listeny a kvétenstvi lipy
o hmotnosti 1 g byly louhovany v 50 ml demineralizované vody o teploté¢ 80 °C po dobu
5 minut. Druhy typ vodného vyluhu byl pfipraven znavazky 2 g a louhovani
v demineralizované vodé (50 ml) pfi teploté¢ 80 °C trvalo 15 minut. Nésledn¢ byly vyluhy
filtrovany pies mikrofiltr o priméru pora 0,22 um.

Pro optimalizaci metody a navrh mechanismu fytosytézy byly pfipraveny dalsi dva
vyluhy (V3, V4). Pro jeden z nich byly pouzity 2 g suSenych kvéti a druhy byl piipraven
z 2 g suSenych listend. Ob¢ navazky byly louhovany v 50 ml demineralizované vody o teploté

80 °C po dobu 15 minut a filtrovany ptes mikrofiltr o priméru pora 0,22 pm.

V tabulce 6 je uveden piehled piipravenych rostlinnych vyluhli. Tyto vyluhy byly

nasledné pouzity pro fytosyntézu nanocastic zlata.

Tabulka 6: Piehled rostlinnych vyluhii

Oznaceni vyluhu Biomasa Navazka Doba louhovani
Vi Kvétenstvi a listen lg 5 min
V2 Kvétenstvi a listen 2g 15 min
V3 Kvétenstvi 2g 15 min
V4 Listen 2g 15 min

2.4.2 Fytosyntéza nanocastic zlata

Fytosyntézou byly pfipraveny 2 koloidy o niZ§i a vyS$i koncentraci nanocastic zlata.
Koloid AulV1 byl pfipraven smichdnim vyluhu V1 a roztoku prekurzoru zlata o koncentraci
1 mM v poméru 1:1 (v/v). Pti ptipravé koloidu Au5V2 byl k vyluhu V2 ptfidan 5 mM roztok
prekurzoru zlata v poméru 1:1 (v/v). Dalsi dva koloidy nanocastic zlata (Au5V3, Au5V4)
byly fytosyntetizované vyluhem zkvétenstvi V3 a vyluhem zlisteni V4 za stejnych

podminek.
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Pro studium stability nanocastic v ¢ase a opakovatelnosti metody bylo paralelné
pfipraveno 5 koloidli nanocéstic zlata fytosyntetizovanych pouze vyluhem V2 (oznaceni
koloidli Au5V2 1-Au5V2 5) a série 5 koloidi nanocastic zlata fytosyntetizovanych pouze
vyluhem z listeni V4 (oznaceni koloidi Au5V4 1-Au5V4 5). Tabulka 7 uvadi piehled
ptipravenych vzorkil fytosyntetizovanych nanocastic zlata. VSechny vzorky byly uchovavany

v lednici pii teploté 5 °C.

Tabulka 7: Piehled pfipravenych fytosyntetizovanych nanocéstic zlata

Oznaceni vzorku Vstupni Typ vyluhu Vysledna
koncentrace koncentrace
Au Au
AulV1 1 mM Vi 0,5 mM
Aus5VvV2 5SmM V2 2,5 mM
Au5V3 5 mM V3 2,5 mM
Au5V4 5SmM \Z 2,5 mM
Au5V2_1-Au5V2 5 5mM V2 2,5 mM
Au5V4_1-Au5V4 5 5 mM V4 2,5 mM

2.4.3  Charakterizace fytosyntetizovanych nanocastic

Pro naméfeni spekter absorbance pfipravenych koloidnich roztokti nanozlata byl
pouzit UV-VIS spektrometr LAMBDA 11. Vzorky byly pfed kazdym méfenim fedény
destilovanou vodou v poméru 1:5 a protiepany. 0,5 ml nafedéného roztoku bylo pipetovano
do sklenéné kyvety. Morfologie a velikost nanoc¢éstic zlata byly dokumentovany transmisni
elektronovou mikroskopii JEOL 1011 pfi urychlovacim napéti 80 kV. Pro méfeni zeta
potencialu koloidniho systému nanocastic zlata byl pouzit analyzator Horiba LA950.
Absorp¢ni spektra a hodnoty zeta potencidlii koloidl zlata byly pravidelné méteny jednou
tydné po dobu 5 tydnt za tcelem sledovani jejich stability. Pomoci pH metru EUTECH Ph 5+
s teplotni sondou a kalibra¢niho roztoku Hamilton Duracal Butter 7,00 + 0,01 byly méfeny
hodnoty pH jak vyluhii, tak i koloidi zlatych nanocéstic. Infracervena spektra vyluha
suSen¢ho kvétu a listenu byla méfena spektrometrem NICOLET G700 FT-IR. Fytochemikalie
obsazené v suSeném listenu a kvétu lipy byly analyzovany HRMS Orbitrap Elite s DESI
imaging (ThermoFisher Scientific) na pracovisti ustavu Chemie a biochemie Mendelovy

univerzity v Brné¢.
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2.5 Detekce odbouravani 4-nitrofenolu za pritomnosti nanocastic zlata

Katalytické vlastnosti pfipravenych vzorkid byly testovany pii redukci 4-nitrofenolu
v ptitomnosti redukéniho ¢inidla NaBH4. Testovani probihalo nasledovné: demineralizovana
voda, 4-nitrofenol (TCI America — vysledna koncentrace 0,1 mM) a NaBH,4 (TCI America —
vysledna koncentrace 100 mM) byly smichany do objemu 15 ml ve 25 ml sklenéné vialce.
Do takto pfipravené smési bylo piidano 5 mg vzorku Au/OK. Ze vzniklé suspenze byla kazdé
2 minuty ¢ast odebirdna a analyzovédna ve ¢tvercovych kyvetach UV-VIS spektrometrem
(Hitachi U-3900). V pribéhu méfeni byly sledovany zmény v absorpénim spektru
4-nitrofenolu. Kontrolni pokusy byly provedeny za stejnych podminek s cistou odpadni

kfemelinou.

2.6 Degradace somanu za pritomnosti nanocastic zlata

2.6.1 Postup testovani katalytické aktivity vzorkii pri degradaci somanu

Do 20 ml vialek s uzaviratelnym vickem se septem byly namichany vzorky. Kazdy
vzorek obsahoval 15 ml nanokompozitu nebo koloidu s obsahem nanocastic zlata a roztok

somanu o koncentraci 341 pg/ml. Jednotlivé vzorky jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8: Vzorky sobsahem somanu o koncentraci 341 upg/ml a definovaného

nanokompozitu, koloidu nebo kontroly v objemu 15 ml

Material Koncentrace Au
0,6 g OK -
0,6 g 2,5 mM
3dynAu/OK 1

Vi -

V2 -

V4 -
AulVl1 0,5 mM
Au5V2 2,5 mM

Aus5V4 1 2,5 mM
HAuCly 2,5 mM
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Roztoky byly pfed pipetovanim ruéné¢ homogenizovany/roztiepany. Piiprava vzorki
probihala v ochrannych podminkach v laboratotich Ustavu statni jaderné, chemické
a biologické obrany (SUJCHBO v.v.i.) v Kamenné u Pfibrami. Byla pfipravena sada vzorkd,
které¢ byly pravidelné odebirany a davkovany v hodinovych intervalech po dobu 24 hodin

s cilem sledovat priibéh degradace somanu.

2.6.2 Plynova chromatografie

Rozklad somanu byl sledovan plynovou chromatografii na pracovisti SUJICHBO v.v.i.
Analyzy byly provedeny pomoci metody SPME (CTC PAL Thermo Scientific) ve spojeni
s plynovou chromatografii a hmotnostnim  detektorem (Agilent Technologies,
7890A/5975C). Pro mikroextrakci na tuhou fazi bylo pouzito vldkno 65 um PDMS/DVB
(polydimethylsiloxan/divinylbenzen) Stableflex Supelco, jako nosny plyn bylo pouzito

hélium.

Plynovy chromatograf byl vybaven kolonou HP-SMS (5% fenyl 95%
dimethylpolysiloxan), 0,25 mm x 0,25 pum x 30 m. Analyza probihala pfi teplotnim programu
45 °C (1 min.) --- 15°C/min --- 80 °C (1 min.) --- 25 °C/min --- 280 °C (5 min.). Nastiik
vzorku byl proveden metodou ,headspace® s vyuztim CTC sampleru (agitatoru). Teplota
v agitatoru byla nastavena na 30 °C. Vzorek byl umistén autosamplerem do agitatoru, kde byl
ttepan po dobu 300 s pfi 500 ot/min. Po ustaveni rovnovahy ve vialce bylo propichnuto
teflonové septum v uzavéru jehlou nastiikové stiikacky a doslo k sorpci somanu na vlakno
umisténé v jehle stiikacky po dobu 300 s. Nasledné byla celéd jehla vsunuta do nasttikového
prostoru chromatografu, kde doslo k desorpci somanu z vlakna po dobu 300 s pii teploté
250 °C. Vstupni koncentrace somanu byla 341pug/ml (5pl somanu v 15 ml demineralizované

vody).

2.6.3 Analyza degradacnich produktii

Do doby extrakce byly vSechny vzorky uloZeny v lednici pfi teploté cca 5 °C. Vzorky
(vodny roztok) byly po realizaci dvaceti¢tythodinového experimentu (sledovani ubytku
somanu s vyuzitim techniky SPME) extrahovany do 2 x 3ml CH,Cl,/MeOH (9:1). Odebrana
organicka faze byla nasledné vysuSena pridavkem Na,SO,4. Z vysusené organické faze byl
odebran alikvot 1 ml a provedena derivatizace ptfidavkem 25 pl derivatiza¢niho Cinidla

BSTFA (N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid). Reak¢éni smés byla rucné protiepana,
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nasledna derivatizace probihala cca 2 hodiny pii teploté 40-50 "C. Po provedeni derivatizace

byl z kazdé reakéni smési odebran 1pl pro GC/MS analyzu.
2.7 Sledovani odbouravani ibuprofenu za pritomnosti nanocastic zlata

2.7.1 Testovani katalytické aktivity vzorku pro odbourani ibuprofenu

Pii prvnim experimentu byly pfipraveny vzorky do 25 ml vialek s uzaviratelnym
vickem. Kazdy vzorek se sklddal z 10 ml ibuprofenu o koncentraci 10 mg/l a definované¢ho
mnozstvi nanokompozitu a odpadni kifemeliny. Tabulka 9 uvadi jednotlivé vzorky a jejich
mnozstvi. Experiment probihal za obcasného promichani vzorku po dobu 24 hodin

za laboratornich podminek.

Tabulka 9: Vzorky s obsahem nanokompozitu nebo odpadni kiemeliny a 10 ml ibuprofenu

o koncentraci 10 mg/1

Material MnoZzstvi MnoZstvi Au
dynAu/OK 0,08 g 1 mg
dynAu/OK 04¢g 5mg
dynAu/OK 0,8¢g 10 mg

OK 0,08 g -

OK 0,4¢g -

OK 0,8¢g -

Vzhledem k ziskanym vysledkiim byl obsah ibuprofenu optimalizovan. 0,09 g
nanokompozitu (3dynAu/OK 1) s 1 mg obsahem nanocéstic zlata byl smichan
s methanolickym roztokem ibuprofenu o koncentraci 100 pg/l a objemu 10 ml. Pro kontrolni
experimenty byly pfipraveny vzorky, které obsahovaly 0,09 g odpadni kiemeliny a 10 ml
roztoku ibuprofenu o stejné koncentraci. Vzorky byly protiepavany 24 hodin za laboratorni
teploty. Pro studium fotodegradac¢niho uc¢inku byla piipravena stejna sada vzorkd, ktera byla
ponechana za podobnych podminek jako ptfedchozi vzorky s tim rozdilem, Ze cely proces

probihal za nepfitomnosti svétla. Vzorky byly analyzovéany v 1., 2., 3., 4. a 24. hoding¢.

Podobné testovani probehlo u vzorkdl s obsahem ibuprofenu o koncentraci

100 pg/l a koloidniho roztoku fytosyntetizovanych nanocastic (Au5V4 2) s obsahem 1 mg
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zlata v objemu 10 ml. Jako kontrolni experimenty byly pfipraveny vzorky, které obsahovaly
roztok ibuprofenu a vodného vyluhu zlistenu lipy V4. I u téchto vzorkii byl testovan
fotodegradacni u¢inek nanocastic zlata a stejné sady vzorka byly testovany za nepiitomnosti

svétla. Tabulka 10 uvadi jednotlivé typy vzorki pro degradaci ibuprofenu.

Tabulka 10: Prehled jednotlivych vzorki pro degradaci ibuprofenu

Material MnoZstvi Koncentrace Au
Za dne
4dynAu/OK 1 0,09 gv 10 ml 1 mg
OK 0,09 gv 10 ml -
AuSV4_ 2 10 ml 1 mg
V4 10ml -
Za tmy
4dynAu/OK 1 0,09 gv 10 ml I mg
OK 0,09 gv 10 ml -
Au5V4 2 10 ml 1 mg
V4 10ml -

Pred chromatografickou analyzou byly pouzity SPE kolonky (Oasis HLB 3cc)
pro extrakci a zakoncentrovani ibuprofenu pro analyzu pomoci ultrati¢inné kapalinové
chromatografie (UPLC). Pfed extrakci byly kolonky aktivovany 5 ml methanolu a 5 ml
demineralizované vody o pH 2. Po takto provedené aktivaci bylo prosato celé mnoZzstvi
vzorku, nasledné byly SPE kolonky promyty 5 ml demineralizované vody o pH 7. Dal§im
krokem bylo vysuSeni SPE kolonek v proudu inertniho plynu dusiku. Po vysuSeni byla
provedena eluce sledovanych latek z kolonek 10 ml methanolu. Vzorky byly nasledné
odpareny do sucha inertnim plynem. Do takto ptipravenych vzorkl byly nadavkovany 1 nebo
2 ml mobilni fdze (2 ml bylo nutné pouzit u vzorki, kde sedimentace centrifugaci byla
nedostatecnd a hrozilo riziko ucpani kolony) a roztoky byly homogenizovéany v ultrazvukové
lazni. Pfipravené extrakty byly déale analyzovany kapalinovou chromatografii UPLC

a vyhodnoceny metodou kalibra¢ni kiivky.
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2.7.2  Ultraucinna kapalinova chromatografie

Pfipravené nanokompozity a koloidni roztoky nanocastic zlata byly pouzity
pro degradaci ibuprofenu. Vzorky uvedené v tabulce 10 byly analyzovéany ultraa¢innou
kapalinovou chromatografii UPLC s detektorem diodového pole. K separaci byla pouzita
kolona BEH Shield RP18 1,7 um. Mobilni faze byla pfipravena piidanim 10 pl kyseliny
mravenci ke smési vody a acetonitrilu (600 ml vody a 400 ml acetonitrilu). Analyza probihala
v isokratickém rezimu. Pratok kolonou ¢inil 0,4 ml/min. Nastiik vzorku byl 5 ul a celkova
analyza trvala 6 min (doba analyzy byla urcena pilotnimi testy). Teplota kolony byla
udrzovana na 30 °C. Ibuprofen byl detekovan pti vinové délce 210-350 nm. Pro kvantifikaci
ibuprofenu byla pouzita vinova délka 222 nm. VSechny vzorky byly pfed nasttikem filtrovany
stiikackovym filtrem o velikosti péri 0,22 pm. Analyza byla provedena dle validované

metody Centra nanotechnologii VSB-TUO.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Nanokompozit na bazi kifemeliny a nanod¢astic zlata

3.1.1 Charakterizace nanocdastic zlata biosyntetizovanych odpadni kiremelinou

V prvotnich experimentech byla pfi biosyntéze nanocéstic zlata pouzita suspenze
odpadni kiemeliny z filtrace piva (vzorek Au/OK). Tento postup se ukazal jako nevhodny,
jelikoZ nebylo mozné urcit presné mnozstvi odpadni kiemeliny vyuzitelné pro biosyntézu
nanocastic zlata. Vzhledem k opakovatelnosti celého postupu, ktery zahrnuje i odbér odpadni
kfemeliny kvalifikovanym persondlem dodavatele, bylo stanoveno, ze v dalSich
experimentech se bude pracovat s vysusenou odpadni kiemelinou do konstantni hmotnosti
(vzorky statAu/OK a dynAu/OK). Dal§imi vyhodami tohoto postupu je lepsi manipulace,
uskladnéni a stabilita biomateridlu v case. V zavislosti na obsahu vody a jejim nasledném
odstranéni ze suspenze byla stanovena pfiblizna navdzka vysuSené odpadni kiemeliny

pro optimalizovanou biosyntézu nanocastic zlata.

Prvni indikaci dokazujici piitomnost zlatych nanocéstic ve vzorcich Au/OK,
statAu/OK a dynAu/OK po biosyntéze je barevna zmeéna suspenze po expozi¢ni dobg.

Obrazek 18 ilustruje barevné zmény vysusenych vzorkti pfed a po biosyntéze nanocastic zlata.

Obrazek 18: VysuSené vzorky A) odpadni kiemeliny, B) Au/OK, C) statAu/OK a D)
dynAu/OK

Zména barvy odpadni kiemeliny z béZové na cihlovou v pfipadé Au/OK a na barvu
fialovou v ptipadé vzorka statAu/OK a dynAu/OK je zplisobena ptitomnosti nanoc¢astic zlata
a kolektivni oscilaci volnych elektronii na jejich povrchu [117]. Biosyntéza nanozlata pii 5 °C

pravdépodobné neprobéhla, jelikoz nebyla pozorovana barevna zmeéna vzorku statAu/OKS.
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Tato hypotéza byla déale potvrzena obrazovou analyzou skenovacim elektronovym
mikroskopem (Obrazek 19D). Nanokompozity Au/OK a statAu/OK, které byly ptipraveny
za statickych podminek, maji svétlejsi barvu nez vzorek pripraveny dynamickou metodou. To
muze byt zplisobeno niz§i koncentraci nanocéstic zlata ve vzorcich, jelikoz v prabéhu
biosyntézy byla smés suspenze a prekurzoru zlata ponechana za statickych podminek a mohlo

dochazet k niz§imu poctu sraZek mezi ionty Au a redukénimi €inidly odpadni kfemeliny [81].

Morfologie vsech vzorkli (Au/OK, statAu/OK, statAu/OK5 a dynAu/OK) byla
studovana pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu. Snimky SEM samotné odpadni
kiemeliny byly diskutovany v podkapitole 1.4.1. Na obrazku 19 jsou dokumentovany vzorky
Au/OK, statAu/OK, dynAu/OK a statAu/OKS. Na zakladé fazového kontrastu na snimku 19A
lze pozorovat nerovnomérné distribuované nanocéstice zlata ukotvené na povrchu kiemeliny.
Na obrazku 19B a 19C jsou nanocastice na povrchu vzorkil statAu/OK a dynAu/OK
distribuovany jiz rovnomérnéji. Na snimku 19D fazovy kontrast mezi nanocasticemi zlata

a kfemelinou neni pozorovan, tudiz lze predpokladat, ze k biosyntéze nanocastic nedoslo.

Obrazek 19: SEM analyza vzorki A) Au/OK, B) statAu/OK, C) dynAu/OK
a D) statAu/OKS5

Nanocastice zlata byly dale charakterizovany metodou TEM a STEM, které vice
priblizuji redlny tvar a velikost nanocastic ve vzorcich. Ukazalo se, ze povrch schranek
u vzorkl Au/OK, statAu/OK a dynAu/OK je pokryt sférickymi, pseudosférickymi
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a trojuhelnikovitymi nanoc¢asticemi (Obrazek 20 a 21). Na zéklad¢ snimku z TEM (Obrazek
20) byla stanovena velikostni distribuce nanocastic zlata vzorku Au/OK. Primérnd hodnota
velikosti nanocastic zlata ¢inila 30 nm. Velikosti nanocastic se pohybuji v rozmezi 20 az 60
nm. Elektronovy difraktogram (SAED — Obrazek 20 vytez) potvrzuje krystalicky charakter

nanocastic zlata, ktery byl dale uptfesnén metodou praskové rtg-difrakce.

Hustota pravdépo&abnostj A

0.02-
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Obrazek 20: TEM a STEM snimky Au/OK s difrakéni analyzou potvrzujici krystalicky

charakter nanozlata a histogram velikostni distribuce nanocastic zlata

Pomoci TEM analyzy byla studovana také velikostni distribuce nanocastic
pfipravenych za statickych a dynamickych podminek (Obrazek 21). Primérna velikost
nanocastic zlata u vzorku statAu/OK se pohybuje okolo 34 nm. Vyskytuji se zde nanocastice
o velikosti 20 az 70 nm. Primérnd velikost nanocastic u vzorku dynAu/OK je 32 nm.
Velikosti nanocastic se zde pohybuji od 10 do 60 nm. Histogramy jsou proloZzeny
asymetrickou distribuéni funkci popisujici polydisperzitu velikosti nanocastic. V obou

ptipadech je velikost nanocastic rozdélena do 11 velikostnich tiid (Obrazek 21B a 21D).
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Obrazek 21: TEM analyza (métitko 500 nm) A) statAu/OK a B) histogram velikostni
distribuce nanocastic vzorku statAu/OK a C) dynAu/OK a D) histogram velikostni distribuce
nanocastic dynAu/OK

Rentgenovou strukturni analyzou byla potvrzena pfitomnost zlata v kubické krystalové
soustavé u vzorku Auw/OK (Obrazek 22). Vzhledem k povaze vSech vzorki bylo
ptedpokladéano, ze RTG difraktogramy statAu/OK a dynAu/OK budou podobné, proto jsou
dale uvedena pouze data vzorku Au/OK. Krystalickd struktura Au nanocastic se projevila
pii Ghlu 45° 20 pro difraktujici krystalografickou rovinu (1 1 1), 52° 20 pro rovinu (2 0 0)
a 77° 20 pro rovinu (2 2 0) (Obrazek 22). Nizké difrakéni pasy zlata mohou byt zplsobeny
jeho nizkou koncentraci ve vzorcich. Difrakéni pik projevujici se pii tthlu nad 40° 26 nalezi

krystalické fazi SiO, [69].
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Obrazek 22: RTG difraktogram nanocastic zlata (Cervend kiivka) a odpadni kifemeliny

z filtrace piva (modra kiivka)

Na obrazku 23 je uveden RTG difraktogram pouze odpadni kiemeliny. Difrakéni piky
projevujici se pii uhlech 25°, 37° a 42° 20 nalezi krystalické fazi kristobalitu. Pfitomnost
kristobalitu je zpisobena procesem kalcinace, které je nutnd pro Upravu kiemeliny pro filtraci
v potravinatském primyslu [69]. Existuji studie, které se zaméfuji na ptipravu kristobalitu
pfimo z rozsivkové kifemeliny. Ta miize byt dal pouzita jako adsorbent, napt. pro 4-
formaminoantipyrin nebo methylovou modf. Kristobalit je vyrabén pro jeho odolnost viici
tepelnému Soku, nizkému koeficientu roztaznosti, nizké hustoté¢ a chemické odolnosti [118—
120]. Ve spojeni s kovovym nanokatalyzatorem se miize jednat o zajimavy material

aplikovatelny v katalyzovanych reakcich.
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Obrazek 23: RTG difraktogram odpadni kiemeliny z filtrace piva

Na zdklad¢ teoretického vypoctu bylo zjisténo, Ze maximalni mozny obsah nanocastic
zlata ve vzorcich pfi pouzitych mnozstvich prekursoru odpovida hodnoté 1,55 hm. %.
V surové odpadni kiemeliné¢ obsah zlata metodou ICP-AES nebyl detekovan. Tabulka 11
uvadi obsah zlata ve vzorku Au/OK a ve vzorcich nanokompozitu pfipravenych statickou a
dynamickou cestou pred a po jejich promyti. Uginnost piipravy nanozlata dosahla 52 %
v piipadé¢ vzorku Au/OK, 59 % v ptipadé vzorku ptipraveného za statickych podminek.
Nejvyssi ucinnosti 85 % bylo dosazeno u vzorku dynAu/OK. Po promyti vzorkil se obsah Au
vyznamné neméni. Z vysledkl vyplyva, ze zptisob piipravy ma vliv na obsah Au ve vzorcich.
Nésledné promyti kifemeliny demineralizovanou vodou nemd na obsah Au ve vzorcich jiz

vyznamny vliv.

Tabulka 11: Obsah Au pted a po promyti nanokompozitii

Vzorek Au [hm. %] Au [hm. %]
pred promytim po promyti
Au/OK 0,81+0,08 -
statAu/OK 0,92+0,09 0,92:+0,09
dynAu/OK 1,32+0,13 1,26+0,13
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Uchyceni nanocéstic zlata na podkladu z oxidu kfemicitétho mlze byt realizovano
pomoci nekovalentnich vazeb. Imobilizované ptechodné kovy mohou byt na povrchu
kifemeliny vazany vodikovymi vazbami a iontovymi interakcemi. Diky poréznimu povrchu
oxidu kifemicit¢tho mize dochazet k omezeni a zastaveni ristu nanocastic. Existuje nékolik
publikaci, které se zabyvaji pfipravou nanokompozitu tvofeného nanocasticemi zlata
ukotvenymi na oxidu kifemicitém. Piikladem muize byt pradce Wanga a kol., ktefi vyuzili tento
nanokompozit pro etherefikaci silanti [121]. Dalsi prace byla zaméfena na ukotveni nanozlata
na povrchu kulovité mikrocastice oxidu kiemicitého. Potencialni aplikace tohoto materialu
muze byt nalezena v chemo-radioaktivni terapii [122]. V publikaci Kaliese a kol. je uvedena
modifikace mikrocastice oxidu kiemicitého nanocasticemi zlata pro terapeutické aplikace
[123]. V neposledni fad¢ jsou imobilizované nanocastice zlata na oxidu kifemicitém

vyuzivané jako katalyzator pti oxidaci CO [36].

3.1.2  Vliv teploty na biosyntézu nanocastic zlata odpadni kiremelinou z filtrace piva

Pti biosyntéze nanocastic zlata byl sledovan vliv teploty na velikosti nanocastic zlata.
Byly pfipraveny dv€ suspenze suSené odpadni kiemeliny a prekurzoru zlata o stejnych
koncentracich, které byly ponechdny pii dvou rozdilnych teplotach (viz podkapitola 2.3.1).
V ptipadé biosyntézy pii 5 °C reakce pravdépodobné neprobéhla, jelikoz suspenze po 24
hodindch nezménila barvu. Na rozdil od suspenze, ktera byla ponechana pii laboratorni
teploté a jeji barevnd zména probéhla do 24 hodin. Rozdil vysledkd reakce lze vysvétlit
snizenou enzymatickou aktivitou bunécnych zbytki kvasinek v roztoku pii nizsi teploté,
jelikoz po vytazeni suspenze z lednice a zahtati roztoku na laboratorni teplotu probéhla
barevna zména vzorku statAu/OKS do 24 hodin. Na obrazku 24 jsou SEM snimky vzorku
statAu/OKS pied (24A) a po (24B) zahtati na laboratorni teplotu. Na snimku 24 A nanocéstice
zlata na povrchu kiemeliny nejsou viditelné na rozdil od obrazku 24B, kde jsou nanocastice

zlata ukotveny na SiO; matrici (velmi malé svétlé body).

Obecné je proces kvaseni teplotné zavisly. Nizké teploty proces kvaSeni
a enzymatickou aktivitu zpomaluji, az zastavuji, naopak pii vysSich teplotach ji mohou
urychlovat [124]. Rychlost biosyntézy muze byt v ptipad¢ odpadni kiemeliny z filtrace piva
teplotné zavisla a za nizkych teplot k bioredukci nanocastic z prekurzoru nemusi dochazet.
V tomto piipad€é se mohou na bioredukci iontd Au podilet enzymy nachéazejici se v pivnich

kvasinkach.
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Obrazek 24: A) OK po expozici prekurzoru zlata pii 5 °C B) OK s Au nanoc¢asticemi

po vytazeni z lednice a temperovani na laboratorni teplotu po 24 hodinach

3.1.3 Navrh mechanismu biosyntézy nanocastic zlata

Pomoci Bradfordovy metody byla provedena analyza na pfitomnost proteinli
ve vzorcich odpadni a Cisté filtracni kfemeliny. Principem této metody je adsorp¢ni vazba
barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 na molekulu proteinu. Samotné ¢inidlo je hnédé,
po reakci s proteinem intenzivné modra v zavislosti na koncentraci proteinti ve vzorku. Modfe
zbarvené vzorky lze pozorovat pouze v piipadé odpadni kiemeliny z filtrace piva (Obrazek
25). U disté (kontrolni) kifemeliny zména barvy neprobéhla. Lze predpokladat, Zze vyssi obsah
proteini (enzymt), které se mohou podilet na biosyntéze nanocastic zlata, se nachdzi
v odpadni kiemelin€. V praci Shabaniho a kol. je uvedena enzymatickd biosyntéza nanocastic
zlata sulfid reduktazou extrahovanou z E. coli [125]. Pravdépodobny mechanismus

bioredukce Au iontil za pfitomnosti enzym je popsan v kapitole 1.2.
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Obrazek 25: Bradfordiv test na obsah bilkovin ve vzorcich Cisté filtratni kiemeliny

a odpadni kiemeliny

Obsah vody ve vzorcich byl stanoven gravimetricky, dusikaté latky pomoci

Kjeldahlovy metody a beta-glukany metodou FIA. Tabulka 12 uvadi obsahy analyt

ve filtraéni kifemelin¢ pied a po pouziti k filtraci piva. Z ni vyplyva, ze odpadni kiemelina

obsahuje vétsi mnozstvi rozpustného dusiku, dusikatych latek a organického uhliku, nez je

tomu v pripad¢ cCisté filtracni kiemeliny pted pouzitim k filtraci. Dusik obsazeny v odpadni

kfemeliné mize byt soucasti aminokyselin, které jsou stavebni slozkou enzymt [126]. Dale

1ze vyloucit podil beta-glukanu na syntéze nanocastic, jelikoz ve vzorcich nebyl detekovan

(Tabulka 12).

Tabulka 12: Obsah latek ve filtracni a odpadni kifemeling

Filtra¢ni kiemelina Odpadni kiemelina
Obsah vody 0,2 % +5,6 % 1,5% +5,6 %
Dusikaté latky v susiné <0,5 % 9,75%+8 %
Rozpustny dusik <5,0 mg/100 ml 97,7 mg/100 ml +6%
Beta-glukany <5,0 % <5,0%
Organicky uhlik <5,0 % 6-6,5 hm. %

Ve FTIR spektru odpadni kfemeliny je mnoZstvi organické slozky pod detekénim

limitem metody (Obréazek 26).
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Obrazek 26: FTIR spektra odpadni kiemeliny pied (¢ernd kiivka) a po biosyntéze nanocastic

zlata (Cervena kiivka)

Primarné nejintenzivn&j$i pasy na pozicich 1070, 792, 615 a 463 cm™ odpovidaji
pfitomnosti kiemicitych schranek rozsivek (Obrazek 26) [127]. Objevuji se zde také pasy na
pozicich 1518, 1453 a 1408 cm™, kdy pravd&podobné pasy 1453 cm™ a 1408 cm™ odpovidaji
pritomnosti uhliGitand [128]. Pas 1518 cm™ miZe odpovidat organickym latkam obsahujici

C-N (napft. bilkoviny) [129]. Identifikace past ve spektrech jsou uvedeny v tabulce 13.

Tabulka 13: Identifikace pasu ve spektrech odpadni kfemeliny

Pozice [em™] Vazby
3271 O-H valen¢ni
1636 O-H deformacni
1518 C-N
1453 -CO,”
1408 -CO,”™
1070 Si-O-Si
792 Si-O
615 Si-O-Al

463 Si-O
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3.1.4 Biosyntéza nanocastic zlata kvasinkami a filtracni kiemelinou

Pro ovéfeni, ktera slozka odpadni kfemeliny mulze byt zodpovédnd za biosyntézu
nanocastic zlata byla provedena biosyntéza s pivnimi kvasinkami a ¢istou filtra¢ni kiemelinou
jakozto dvéma majoritnimi slozkami tvofici odpadni kifemelinu. Obrazek 27A ilustruje
suspenzi pivnich kvasinek pied a po expozici prekurzoru zlata. Zména zabarveni suspenze
pivnich kvasinek je opét zpiisobena ptitomnosti nanoc¢astic zlata. Nanocastice zlata byly dale
charakterizovany transmisni elektronovou mikroskopii (Obrazek 27B). Schopnost pivnich
kvasinek a obecné kvasinek redukovat kovové ionty (Au, Ag, Cu, atd.) do nanoformy je jiz

experimentalné oveéfena v nékolika publikacich [26, 130-132].

A B *

200 nm

Obrazek 27: A) Suspenze kvasinek z filtrace pted (vlevo) a po (vpravo) ptidavku prekurzoru

zlata a B) TEM snimek nanocastic zlata syntetizovanych pivovarskymi kvasinkami

V piipadé syntézy nanocastic zlata Cistou filtracni kiemelinou po 24 hodinach nedoslo
k barevné zméné suspenze, tudiz neptfedpokladdme obsah nanocastic zlata (Obrazek 28).
Navic roztok nad kiemelinou zustal nazloutly, coz indikuje vysoky obsah Au(IIl) ionti
v roztoku. Suspenze odpadni kiemeliny po biosyntéze zfialovéla a roztok nad odpadni

kfemelinou zistal ¢iry (Obrazek 28).
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Obrazek 28: Porovnani odpadni kiemeliny s nanocasticemi zlata (vlevo) a filtra¢ni kiemeliny

s Au prekurzorem (vpravo) po 24 hodinach

Na obrazku 29 je uveden SEM snimek cisté kiemeliny po pfidavku prekurzoru zlata
(analyzovano bez napraSeni vzorku zlatem). Na povrchu disté kiemeliny je pozorovéano
nekolik sviticich oblasti, které byly dale analyzovany bodovou EDS analyzou (Obrazek 30).
Krystalické zlato je v Cisté kiemeliné po expozici prekurzoru pfitomné, ovSem ve velice

malém mnozstvi. MiiZe se je jednat o zlatité soli.

Obrazek 29: SEM snimek filtra¢ni kfemeliny po expozici zlatitého prekurzoru
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Obrazek 30: Bodova analyza filtra¢ni kiemeliny po ptidavku HAuCly

Analyza ICP-AES potvrdila nizky obsah zlata ve vysuSeném vzorku cisté kiemeliny
po piidavku kyseliny tetrachlorozlatité¢, ktery ¢inil 0,018 hm. %, na rozdil od vzorku

dynAu/OK, ktery obsahoval pfiblizn€ 1,2 hm. % Au.

Kiemelina pro filtraci piva je sloZena ze dvou frakci kiemeliny a to hrubé a stfedni.
FTIR spektrum smési kiemeliny (Obrazek 31) odpovida spektru hrubé kiemeliny. Spektrum
sttedni kfemeliny je vice amorfniho charakteru (hlavni pas Si-O-Si je S§irsi) a chybi pas
615 cm” (Si-O-Al). Ve spektru &isté kiemeliny s obsahem Au se nachazi jen pasy
odpovidajici pfitomnosti vazeb Si-O. Po piidavku prekurzoru Au nenastava ve spektrech

zmeéna.
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Obrazek 31: FTIR spektra filtraéni kiemeliny, hrubé, stfedni smési a smési po pridavku

Au prekurzoru

3.1.5 Ovéreni opakovatelnosti dynamické biosyntézy nanocastic zlata

Na zakladé¢ predchozich vysledkli byla pro pfipravu nanokompozitu vybrana
dynamicka metoda ptipravy (postup podle kapitoly 2.3.1.). Dynamickou biosyntézou bylo
dosazeno vyssiho obsahu Au ve vzorku, navic s nejmensi primérnou velikosti nanoc¢astic
zlata. Na obrazku 32 jsou fotografie nanokompoziti pfipravenych v prvni a druhé sérii

experimentl. VSechny vzorky po vysuseni tvofi homogenni vrstvu tmavé fialového zbarveni.

Obrazek 32: A) Vysusend odpadni kiemelina s obsahem zlatych nanocastic v prvni a B)

druhé sérii vzorku
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Na obrazku 33 je uvedena FTIR analyza ¢isté odpadni kiemeliny odebrana z 5

riznych mist vzorku. Spektra se mezi sebou vyrazné nelisi. Identifikované pésy jsou uvedeny

v ptedchozi kapitole 3.1.2.
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Obrazek 33: FTIR analyza odpadni kiemeliny z péti riznych mist vzorku

Na obrazku 34 jsou uvedeny FTIR spektra odpadni kiemeliny s nano¢ésticemi zlata

v 1. a v 2. sérii experimentll. Ze srovnani vyskytujicich se past vSech vzorkil je vidét, ze

nedochdzi k vyznamnym odlisSnostem ve spektrech. Nachdzi se zde stejné absorpéni pasy

diskutované v kapitole 3.1.2.
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Obrazek 34: FTIR analyza odpadni kiemeliny s Au nanocéasticemi v A) prvni sérii

a B) druhé¢ sérii vzorkt
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XRFS analyzou bylo ovéfeno a potvrzeno sloZeni chemickych latek obsazenych
v odpadni kfemeliné z 5 rGznych mist vzorku (Tabulka 14). Po biosyntéze nanoc¢éstic zlata
byla ovéfena a potvrzena podobnost vSech 5 vzorkl v prvni sérii a druhé sérii experimenti
(Tabulka 14). Ve vSech vzorcich se nachdzi v minoritnim mnoZzstvi Al,Os, P,Os, SOs, K0,
Ca0, TiO,, MnO a Fe;Os Jsou to anorganické latky nachazejici se v pfirozeném prostiedi

rozsivek potiebné pro stavbu jejich schranek v pribehu riistu. Majoritni podil tvoii Si0,.

Tabulka 14: XRFS analyza odpadni kiemeliny pfed a po biosyntéze nanocastic zlata
A1203 SiOz P205 S03 KzO CaO Ti02 MnO Fe203

Hm. %

OK 1 1,89 81,2 | 0,245 0,194 0,285 | 0,280 ' 0,125 0,008 | 0,932
OK 2 1,68 81,5 0,277 0,237 10,291 | 0,258 0,121 | 0,007 0,965
OK 3 1,84 80,9 | 0,267 0,198 0,274 | 0,262 | 0,121 | 0,008 | 0,918
OK 4 1,90 81,2 1 0,239 0,194 0,276 | 0,265 0,121 0,007 | 0,919
OK 5 1,84 81,2 | 0,244 0,204 | 0,282 0,268 0,123 | 0,008 0,935

10K/Au_1 | 241 81,8 | <0,001 |<0,005 0,096 0,162 0,078 | 0,004 | 0,545
20K/Au_1 247 81,5 | <0,001 |<0,005 0,098 | 0,162 0,078 0,004 0,567
30K/Au_1 | 2,37 81,9 | <0,001 | <0,005 | 0,088 ' 0,150 0,074 | 0,004 0,551
40K/Au_1 | 2,35 82,1 | <0,001 |<0,005 0,089 | 0,154 0,077 | 0,004 | 0,568
SOK/Au_1 | 2,36 81,9 | <0,001 |<0,005 | 0,091 0,150 0,076 | 0,004 @ 0,541
10K/Au_2 | 2,52 81,6 | <0,001 | <0,005 0,101 | 0,165 | 0,079 | 0,004 @ 0,564
20K/Au_2 | 236 81,7 | <0,001 | <0,005 0,092 | 0,149 0,074 0,004 @ 0,534
30K/Au_2 | 2,36 81,7 | <0,001 | <0,005 | 0,090 0,145 0,074 | 0,004 @ 0,498
40K/Au_2 | 2,49 81,5 | <0,001 | <0,005 0,89 0,145 0,073 0,004 0,517
SOK/Au_2 | 2,37 81,6 | <0,001 | <0,005 0,094 | 0,153 0,076 @ 0,004 @ 0,550

Vysledky testt AES-ICP (Tabulka 15) v 1. a 2. sérii vzorkt potvrdily pfiblizné shodny
obsah zlata ve vSech vzorcich odpadni kiemeliny s ukotvenymi nanocasticemi zlata. Vysledky
vypovidaji o opakovatelnosti metody biosyntézy Au nanocastic odpadni kiemelinou z filtrace
piva v1. a 2. sérii vzorki (Tabulka 15), a také potvrzuji stabilitu vysuSené odpadni
kfemeliny, ktera byla uchovana pfi laboratornich podminkach po dobu 30 dni. Vzorky z prvni
série testll byly promyvany destilovanou vodou po dobu 24 hodin. Nasledné prvkova analyza
potvrdila stabilitu ukotveni nanocastic, jelikoz obsah Au se ve vzorcich pied a po promyti

vyznamn¢ nezménil (Tabulka 15).
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Tabulka 15: ICP-AES analyza nanokompoziti s obsahem zlata

Vzorek  dynAu/OK 1 dynAu/OK 1 dynAu/OK 2
[hm. %] promyté [hm. %] [hm. %]
1. 1,22+0,12 1,11£0,11 1,09+0,10
2. 1,08+0,11 1,16+0,12 1,13+0,11
3. 1,17+£012 1,14+0,11 1,14+0,11
4. 1,17+0,12 1,09+0,10 1,15+0,12
5. 1,18+0,12 1,15+0,12 1,17+0,12

Pro ovéteni opakovatelnosti metody biosyntézy nanocastic zlata odpadni kiemelinou
z filtrace piva byla pouzita i metoda transmisni elektronové mikroskopie (Obrazek 35).
Ze snimkt (Ptiloha 2) byly vypocteny primérné velikosti nanocastic zlata ukotvenych
na povrchu oxidu kiemicitého (Tabulka 16). VSechny vzorky obsahovaly pfevazné sférické
nanocastice. Ve  vSech nanokompozitech se nachdzely minoritné nanocastice

1 trojuhelnikovitého a ty¢inkovitého tvaru.

Obrazek 35: TEM snimky odpadni kiemeliny s nanocasticemi zlata

Na obrazku 36 a 37 jsou uvedeny histogramy velikostni distribuce nanoc¢astic zlata
vSech vzorkl. Jsou vypocteny ze snimkl uvedenych v Pfiloze 2. VSechny histogramy jsou
proloZeny asymetrickou distribu¢ni funkci popisujici polydisperzitu velikosti nanocastic.

Primérna velikost nanocastic se pohybuje vrozmezi 29 az 32 nm. Primémé velikosti
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nanocastic vSech vzorkli jsou uvedeny v tabulce 16. Nejcastéji se vyskytujici velikost

nanozlata je v rozmezi 20-30 nm.

Tabulka 16: Primérn¢ hodnoty velikosti nanocastic zlata

Vzorek Primérna velikost [nm] Vzorek Primérna velikost [nm]
1dynAu/OK 1 30 1dynAu/OK 2 30
2dynAu/OK 1 31 2dynAu/OK 2 33
3dynAu/OK 1 29 3dynAu/OK 2 32
4dynAu/OK 1 32 4dynAu/OK_2 33
S5dynAu/OK 1 32 SdynAu/OK 2 27
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Obrazek 36: Velikostni distribu¢ni histogramy nanocastic zlata vzorki A) 1dynAu/OK 1,
B) 2dynAu/OK 1, C) 3dynAu/OK 1, D) 4dynAu/OK 1 a E) 5dynAu/OK 1
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Obrazek 37: Velikostni distribucni histogramy nanocastic zlata vzorki A) 1dynAu/OK 2,
B) 2dynAu/OK 2, C) 3dynAu/OK 2, D) 4dynAu/OK 2 a E) 5dynAu/OK 2
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Pro vSechny vzorky z prvni a druhé série byly naméteny RTG difraktogramy (Obrazek
38 a 39), které se od sebe li§i jen minimalné. Byla potvrzena piitomnost nanocastic zlata
pii uhlech 45° 20 pro difraktujici krystalogratickou rovinu (1 1 1), 52° 260 pro rovinu (2 0 0)
a 77° 20 pro rovinu (2 2 0). Difrakéni piky projevujici se pii tthlech 25°, 37° a 42° 20 naleZzi
krystalické f4zi kristobalitu.

10000 Sio2
1dynAu/OK1
9000 2dynAu/OK1
—— 3dynAu/OK1
8000 ;
5102 —— 4dynAu/OK1
7000 5dynAu/OK1

6000

5000 )

Intenzita

4000+ (S,
30001 |

2000~

1000 -

ol | . e
0 20 40 60 80 100
2Theta

Obrazek 38: RTG difraktogramy nanokompoziti s obsahem nanocastic zlata z prvni série

vzorka
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Obrazek 39: RTG difraktogramy nanokompozit s obsahem nanocastic zlata z druhé série

vzorku

Podle vySe provedenych analyz lze potvrdit opakovatelnost metody pfipravy
nanocastic zlata susenou odpadni kiemelinou z filtrace piva. Bylo pfipraveno 5 vzorki z prvni
série experimentli a 5 vzorkll z druhé série experimentid. Tyto vzorky se od sebe chemicky ani
fyzikalné vyrazné nelisi. Nelisi se vzorky pfipravené i po mésici skladovani vysusené odpadni

ktemeliny pfi laboratornich podminkéch.
3.2 Fytosyntetizovany koloidni roztok nanoé¢astic zlata

3.2.1 Charakterizace fytosyntetizovanych nanocastic zlata

Barevna zména po bioredukci zlatitych iontli indikovala pfitomnost nanocastic zlata
v koloidech AulV1 a Au5V2. UV-VIS spektroskopii byla potvrzena pfitomnost nanocastic
zlata o piiblizné stejné velikosti maxima absorbance. Maxima absorbance u obou vzorkl byla
detekovdna pii vilnové délce 560 nm (Obrazek 40). Vzhledem k vysoké koncentraci
nanocastic zlata v pfipad¢ vzorku Au5V2 byl roztok pro UV-VIS méteni 3x ziedén, proto je
intenzita piku niz$i, nez je tomu u vzorku AulV1. Dale byl u koloidnich systémti méfen zeta-

potencial, ktery u vzorku AulV1 ¢inil -17 mV a u Au5V2 byl -15,7 mV. Dle definice se
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v obou piipadech jednd o relativn¢ stabilni koloidni systémy. OvSem u koloidniho vzorku
o koncentraci 0,5 mM doSlo k mikrobidlni kontaminaci a znehodnoceni vzorku po 1 mésici.

V ptipadé 2,5 mM koloidu Au k znehodnoceni nedoslo ani po 3 mésicich.

Absorbance

450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
Vinova délka [nm]

Obrazek 40: Absorp¢ni spektra vzorkd AulV1 a Au5V2

Pomoci TEM analyzy byla provedena tvarova a velikostni charakterizace nanocastic
(Obrazek 41). V obou vzorcich se nachazi sférické nanocastice, polygony a trojihelniky
nanoCastic zlata. Elektronovou difrakci a zobrazenim v tmavém poli byla potvrzena
krystalicka struktura nanocastic zlata (Obrazek 41A-B). Primérnd velikost sférickych
nanocastic vzorku AulV1 byla kolem 96 nm a polygonit 70-134 nm. Primérnd velikost
nanocastic vzorku Au5V2 ¢inila 89 nm a velikost polygont se pohybovala od 50 do 117 nm
(Obrazek 41C-D). V koloidech se také nachéazi polygony ¢astic zlata o velikostech od 300
do 700 nm. V obou ptipadech se jedna o polydisperzni systémy.
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Obrazek 41: A) snimek TEM vzorku AulV1 a elektronova difrakce nanozlata,
B) zobrazeni vzorku AulV1 v tmavém poli, C) snimek sférickych nanocastic zlata vzorku

Au5V2, D) snimek polygonti nanozlata vzorku Au5V2

3.2.2  Fytosyntéza nanocastic zlata vodnym vyluhem z listenu a vijanii lipy

Pro ovéfeni opakovatelnosti pfipravy nanocastic zlata fytosyntézou byl experiment
opakovan 5x. Bylo pfipraveno 5 vzorkdi nanocCastic zlata Au5V2 1-AuSV2 5
fytosyntetizovanych vyluhem V2 (Obrazek 42). Vzorky Au5V2 1 a AuS5V2 5 byly zbarveny
do fialova na rozdil od vzorkli AuSV2 2 az Au5V2 4, které mély hnédé zabarveni. Z téchto
divodu byla provedena biosyntéza s vyluhem V3 (pouze z kvétit) a V4 (pouze z listentl). Bylo
pozorovano, Ze fytochemikalie z listent a z kvétlh maji odliSny vliv na fytosyntézu nanocastic
zlata. Koloid zlata fytosyntetizovany vyluhem z kvéti byl zabarven do hnéda, na rozdil
od koloidu fytosyntetizovaného vyluhem z listenti, ktery m¢l barvu vzdy fialovou (Obrazek

42 dole).

Na fytosyntéze nanocéastic u vzorki AuS5V2 2 az Au5V2 4 (Obrazek 42) se
pravdépodobné podilely predevsim fytochemikalie nachazejici se v lipovém kvétu. U vzork

Au5V2 1 a Au5V2 5 se na fytosyntéze podilely fytochemikalie pochézejici z lipového
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listenu. Podle experimentli uvedenych vySe pomér fytochemikalii z listenli a kvéti v extraktu
ma vliv na vysledny tvar a koncentraci fytosyntetizovanych nanocastic zlata, jak bylo déle

potvrzeno zobrazovaci metodou (TEM).

Au5V2_1 Au5V2_2 Au5V2_3 Au5V2_4 Au5V2_5

Obrazek 42: Snimek nahofte ilustruje 5 vzorkil fytosyntetizovanych nanocastic zlata z kvétl
a listenu lipy, snimek dole ilustruje Au koloid pfipraveny smichanim prekurzoru

s A) vyluhem z vijanii a B) vyluhem z listent

UV-VIS spektroskopie potvrdila i rozdilnost v absorp¢nich spektrech koloidu zlata
Au5V3 a Au5V4 (Obrazek 43). Maximum absorbance u vzorku Au5V4 byla naméfena
pii vinové délce 545 nm. Naopak vétsi vinova délka, 577 nm, byla zjisténa u koloidu
fytosyntetizovaném vyluhem =z kvétl. Z naméfenych spekter lze piedpokladat vétsi
nanocastice v koloidu Au5V3, ktery byl pfipraven zextraktu V3 a mensi nanocéstice
u vzorku syntetizované¢ho z vyluhu V4. Kromé vlnové délky se 1i8i i intenzity jednotlivych
pasi zelené a modré kiivky. Vyssi intenzita piku je pozorovana u vzorku Au5V4, ktery byl
ptipraven z vyluhu V4. To znamena, ze tento vzorek obsahuje vyssi koncentraci nanocastic.
Vyluh z listenti ma pravdépodobné vyssi redukéni potencidl pro fytosyntézu nanocastic zlata

neZ vyluh V3.
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Obrazek 43: UV-VIS spektra koloidii nanozlata fytosyntetizovanych vyluhem z kvéti V3
a listent V4 lipy Tilia sp.

Snimky z transmisni elektronové mikroskopie ukazuji tvarové a velikostni rozdily
mezi vzorky Au5V3 a Au5V4 (Obrazek 44). V obou piipadech jsou fytosyntetizovany
sférické nanocastice. Primérna velikost sférickych nanocastic u vzorku Au5V4 je 60 nm.
Ve vzorku se nachdzi i nanocastice hexagonalniho a trojuhelnikovitého tvaru. Na rozdil
od nanocastic fytosyntetizovanych vyluhem z kvéta, kde prevazuji sférické nanocastice zlata
o velikost cca 70 nm. Na snimcich 44A a C lze pozorovat organicky obal z fytochemikalii,
ktery stabilizuje nanocastice zlata. V ptipadé velikosti nanocastic vzorku Au5V3 se jedna
o orienta¢ni hodnotu, jelikoz se na sit’ce nachazel nizky pocet nanocastic. Obecné z obrazové
analyzy vyplynulo, ze niz§i koncentrace nanocastic je obsazena v koloidu nanozlata

piipraveného z vyluhu kvét nez u vzorku piipraveného z vyluhi z listend.
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Obrazek 44: Snimky TEM nanocastic zlata fytosyntetizovanych Tilia sp.

A-B vyluhem pouze z kvéti a C-D vyluhem pouze z listent

FTIR analyzou byly charakterizovany funkéni skupiny organickych latek
nachazejicich se ve vysuSeném listenu a v kvétenstvi lipy (Tabulka 17 a Obrazek 45). Pasy
v oblasti 3325 a 3286 cm ' nalezi OH- skuping. -CH, funkéni skupina dlouhych alifatickych
fetézcll byla analyzovana v oblasti pasi 2916 a 2848 cm ', dalsi CH, vazba byla detekovéna
v oblasti 1472 a 1463 cm . Siroké pasy v oblasti 1617 a 3336 cm ™' nalezi OH skuping.
Karbonylovou funkéni skupinu (C=0) miZeme pozorovat pii vlnodtu 1733 cm’’

a C-C(=0)-0 pti 1168 cm ™' [10].

83



Tabulka 17: FTIR analyza funk¢nich skupin suSeného kvétu a listenu lipy

Kvét [em™] Listen [cm™] Vazby

3325 3286 O-H

2917 2917 C-H

2849 2849 C-H

1735 1735 C=0 (amid I.)

1605 1601 N-H, C-N (amid II.)

1438 1431 C-H deformacni

1370 1370 C-H deformacni

1314 1315 C-H deformacni

1242 1244 C-C valenc¢ni vibraéni v sacharidové struktute
1149 1169 C-0 valen¢ni vibracni

1104 1094 C-O pas C-O-C vazby

1035 1026 C-0 valen¢ni vibra¢ni v C-OH

Rozdily ve spektrech suseného listenu a kvétenstvi lipy mizeme pozorovat v oblasti

1517 a 1149 cm™. Tyto pasy se nachazi v suseném kvétu. Pasy v oblasti 1508, 1462 a 1169

-1 - T
cm’ se nachazi pouze ve spektru suseného listenu.

(%]

Transmitance

4000

3000 1000

Vinocet [emTy

Obrazek 45: FTIR analyza suSenych kvéth (Cernd kiivka) a listent (Cervena kiivka) lipy Tilia

sp.
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3.2.3 Sledovani stability nanocastic zlata a ovéreni opakovatelnosti fytosyntézy

Pro ovéteni opakovatelnosti pfipravy nanocastic zlata byl pro fytosyntézu vybran
vyluh pouze z listenu lipy. U tohoto vzorku bylo pii vstupnich experimentech naméteno
maximum absorbance o vys$i intenzité pii nizs$i vinové délce, nez tomu bylo v ptipad¢ vzorku
fytosyntetizovaného z vyluhu kvétu. To predikuje pfitomnost vys$Siho poctu nanocéstic
o mens$i velikosti. Obrazek 46 ilustruje barevné zabarveni vSech fytosyntetizovanych koloidl
s oznatenim Au5V4 1-Au5V4 5. Nyni jiz nedoslo k viditelné barevné rozdilnosti u vSech

vzorku.

Au5V4_1 Au5V4 2 Au5V4_3 Au5V4 %7 AuSVA4 S

Obrazek 46: Fotograficky zaznam 5 koloidl nanocastic zlata pfipravenych vzdy

za stejnych podminek fytosyntézy

Pro vSechny koloidy byly naméteny UV-VIS spektra (Obrazek 47). Typické pasy
nanoCatic zlata se 1isi predev§im svou intenzitou, kterd se pohybovala od 1,59 do 1,86
u zmétenych vzorkd. Maximum absorbance je v rozmezi vinovych délek od 540 do 548 nm.
Pésy vSech vzorkt jsou Siroké, proto je zde predpoklad vzniku polydisperznich systémt. Tato
hypotéza byla potvrzena transmisni elektronovou mikroskopii. OdliSna absorbance spekter
vzorkli Au5V4 1-Au5V4 5 je zptisobena odlisnou koncentraci nanocastic zlata ve vzorcich.
Odlisnd vinova délka mize byt zplusobena rozdilnou distribuci velikosti nanocastic.
Pti vyluhovani 5 extraktl, i za dodrZeni stejnych experimentalnich podminek, nemuselo dojit
k rozpusténi stejného/podobného mnozstvi fytochemikalii obsazenych v listenu lipy. Tim by

byly vysvétleny i rozdilné vinové délky a intenzity jednotlivych spekter.
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Obrazek 47: UV-VIS spektra koloidii nanocastic zlata Au5V4 1 - Au5V4 5

Pro sledovani stability koloidi nanocéstic zlata byly v pribéhu 5 tydnl vzorky
pravidelné monitorovany méfenim UV-VIS spekter, pH a zeta potencialu. V ptipad€ vzorku
Au5V4 1 nedoslo v priubéhu 5 tydnti ke zméné v hodnoté maxima absorpéniho pasu 540 nm
(Obrazek 48). Intenzita se v priabéhu sledovani vyrazné neméni. Rovnéz nedoslo v pribéhu 5
tydnti k agregaci nanocastic. V ptipad¢ vzorku AuSV4 2 bylo maximum absorbance po dobu
5 tydnii detekovano pii 542 nm (Obrazek 49). To znamend, ze zde mohou pievazovat veétsi
nanocastice nez u vzorku Au5V4 1. K posunu vinovych délek nedochazi a rovnéz nebyla

pozorovana agregace nanocastic ve vzorku.
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Obrazek 48: Vyvoj zavislosti absorbance (A) na vinové délce (A) pro vzorek Au5V4 1
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Obrazek 49: Vyvoj zavislosti absorbance na vinové délce pro vzorek Au5V4 2

U vzorku Au5V4 3 byla pozorovana vyrazné€jsi zmeéna vinové délky i absorbance

v pritbéhu 5 tydnt (Obrazek 50). V 1. a 2. tydnu byla vinova délka 545 nm. V 3. a 4. se

vlnova délka snizila na 542 a 541 nm. Ve 4. tydnu se absorbance zvysila, to by mohlo
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znamenat rozpad aglomerati. OvSem v 5. tydnu doslo k navySeni vlnové délky na 545 nm

a poklesu absorbance. Opét mohlo dojit k aglomeraci nano¢astic zlata v koloidu.
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Obrazek 50: Vyvoj zavislosti absorbance na vinové délce pro vzorek Au5V4 3

V piipadé¢ vzorku Au5V4 4 (Obrazek 51) také doslo ke zménam absorbance

a vlnové délky. Jak u pfedchoziho vzorku, mize v pribc¢hu sledovani stability nanocastic

dochazet k rozpadu aglomerati nanocastic zlata a jejich opétného vzniku.

Tyden A Amax [nm]
1.9
1. 1,59 542
18—, 17 | 541
1.7
1.6
1.5
@
214
<
€13
o
8 1.2
<
1.1
1
0.9
0.8
0.7

450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

Vinova délka [nm]

Obrazek 51: Vyvoj zavislosti absorbance na vinové délce pro vzorek Au5V4 4
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Hodnota vlnové délky maxima absorbance vzorku Au5V4 5 byla v pritbéhu sledovani
konstantni 548 nm (Obrazek 52). Intenzita absorbance se méni vrozmezi 1,40 — 1,55.
Velikost nanocastic se neméni, ale mize dochdzet ke vzniku aglomerat a jejich rozpadu

v priab&hu méfeni.

| Tyden | A Amax [nm]
1.9 t
1 1,48 548
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Obrazek 52: Vyvoj zavislosti absorbance na vlnové délce pro vzorek Au5V4 5

Na obrazku 53 je zobrazeno porovnani intenzit vzork(i v pribé¢hu 5 tydnt.

Nejvyraznéjsi zmeény absorbance lze pozorovat u vzorku Au5V4 4.
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Obrazek 53: Zména intenzity absorbance vzorkii Au5V4 1- Au5V4 5 v pribéhu 5 tydnii

89



Pro vSechny vzorky byl pravidelné méfen zeta-potencial (Tabulka 18). U vzorku
Au5V4 1 a Au5V4 5 je pozorovan pozvolny pokles zeta-potencidlu po dobu 5-ti tydnd.
U vzorku Au5V4 2, Au5V4 4 a Au5V4 5 je sledovano stfidani hodnot zeta-potencialu.
Vzhledem k naméfenym hodnotam, spadaji koloidy do relativné az stfedné stabilnich
systémi. V pribéhu méfeni nejsou pozorovany viditelné shluky v koloidech nanocéstic zlata,
pouze aglomeraty usazené¢ na dné zkumavek, které se rozpadaji po protiepani koloidu.

Vzhledem k chybé méteni se zeta-potencidl u vSech vzorkl vyrazné nemeni.

Tabulka 18: Zeta-potencial [mV] koloidl nanocastic zlata v pribehu 5-ti tydna

1. tyden 2. tyden 3. tyden 4. tyden 5. tyden
Au5V4 1 -24,1+0,5 -21,9+1,7 -20,8+0,6 | -20,2+1,4 -19,9+1,4
Au5V4 2 -22,9+1,0 -20,2+2,1 -21,9+0,6 | -22,6+0,9 -19,6+1,4
Au5V4 3 -23,3+0,9 -22,2+0,9 -22,5+0,7 | -20,5+1,6 -18,7+1,8
Au5V4 4 -22.9+1,1 -20,5+0,9 -20,4+1,2 | -22,1+0,8 -18,6+2,1
Au5V4 5 -18,4+1,9 -23,3+0,7 -18,9+£1,3 | -22,9+1,1 -19,9+1,1

Hodnota pH ma vyznamny vliv na hodnotu zeta-potencidlu a proto bylo pH
pravideln¢ sledovano (Tabulka 19). Vyznamnéjsi zmeéna pH v pribéhu skladovani roztokt
nastala v 3. tydnu, kdy byl u vSech vzorkli pozorovan pokles pH. Tato zména neméla vliv
na hodnoty zeta potencialu. Pribézné byla sledovana i hodnota pH kontrolnich vzorkt ¢istého

vodného vyluhu z listenu pro kazdy vzorek.

Tabulka 19: pH koloidli nanozlata a jejich kontrolnich vzorkii v prabéhu 5-ti tydna
1. tyden  2.tyden @ 3.tyden @ 4.tyden 5. tyden

Au5V4 1 2,19 2,15 1,77 2,03 2,01
V4 1 5,10 5,13 4,82 5,14 5,16
AusSVv4 2 2,15 2,15 1,82 2,08 2,04
V4 2 5,12 5,14 4,97 5,14 5,10
Au5V4 3 2,18 2,19 1,91 2,07 2,07
V4 3 5,12 5,14 4,98 5,14 5,10
Au5V4 4 2,18 2,19 1,85 2,12 2,10
V4 4 5,10 5,09 4,93 5,10 -

Au5V4 5 2,19 2,14 1,98 2,12 2,04
V4 5 5,10 5,10 5,99 - -
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Transmisni elektronovou mikroskopii byly vzorky charakterizovany v prib¢hu
prvniho a v pritbéhu patého tydne skladovani (Pfiloha 3). Ve vSech vzorcich (Obrazek 54) se
nachazi nanocastice sférick¢ého tvaru a polygony (trojuheniky, hexagony, atd.). Sférické
nanocastice jsou vyrazné mensi v porovnani s nanoc¢asticemi tvaru polygonti, z tohoto diivodu
jsou zvlast vyhodnoceny priamérné velikosti sférickych nanocéstic a polygont. Velikosti
nanocastic se po péti tydnech u vzorkli vyrazné neméni (Tabulka 20). VSechny koloidy maji

polydisperni charakter.

A

Obrazek 54: TEM snimky nanocastic zlata fytosyntetizované vyluhem z listent lipy Tilia sp.
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Tabulka 20: Primérné velikost sférickych nanocatic a polygonnich ¢astic zlata ve vzorcich

Au5V4 1-Au5V4 Svl.as. tydnu

Vzorek | Prumérna velikost | Prumérna velikost | Pramérna velikost | Prumérna velikost

sférickych hexagont a sférickych hexagont a
nanocastic [nm] trojuhelnikl [nm] nanocastic [nm] trojuhelnikl [nm]
1. tyden 1. tyden
Au5V4 1 51 184 46 180
Au5V4_ 2 52 215 60 200
Au5V4 3 63 209 64 205
Au5V4 4 53 195 48 198
Au5V4 5 58 190 58 185

Z vysledkt méteni vyplyva, Ze opakovatelnost piipravy nanocastic fytosyntézou vykazuje
vice tuskali, nez je tomu v piipadé biosyntézy odpadni kiemelinou z filtrace piva. Fytosyntéza
nanocastic zavisi na typu extraktu, zda se jednd o extrakt z lipového kvétu nebo listenu.
Jestlize jsou nanocastice fytosyntetizovany pouze vyluhem z listenu, bioredukce a stabilizace
je zéavisla na poméru uvolnénych fytochemikalii v rozpoustédle, které¢ se mohou liSit.
Vzhledem k stanovenym intenzitdm ve spektrech se lze domnivat, ze ne ve vSech koloidech
doslo k bioredukci vSech iontd v roztoku. Metodu biosyntézy je v tomto piipad¢ potieba
optimalizovat, napf. sledovat vliv nizsi koncentrace prekurzoru
pro dostate¢né vyuziti bioredukéniho potencidlu vyluhu. Diulezitd je 1 homogenizace
vysusenych listenti, tzn. mleti vysuSenych listenti na praSek. Tim by bylo docileno
rovnomérnéj§iho uvoliiovani fytochemikalii do rozpoustédla pifi opakované piipraveé
nanocastic za stejnych podminek. Déle miZe byt ménéno pH nebo teplota biosyntézy, které
mohou mit vliv na velikost a vysledny tvar nanocastic. Pro ziskani nanocastic o mensi
velikosti a vice homogenni distribuci velikosti ¢astic mize byt do systému dodate¢né dodano

stabiliza¢ni ¢inidlo. Tyto optimalizaéni kroky byly jiZ diskutovany v kapitole 1.1.
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3.2.3.1 Navrh mechanismu fytosyntézy nanocastic zlata vyluhem listenu lipy

Dale byly stanoveny fytochemikalie v listenu a kvétu lipy 7ilia sp. (Tabulka 21), které

potvrzuji FTIR analyzu a pfitomnost nekterych funkénich skupin.

Tabulka 21: Fytochemikalie obsazené v listenu 7ilia sp.

Fytochemikalie listenu m/z
Kyselina jantarova 117,018
Kyselina jable¢na 133,014

Kyselina protokatechova | 153,018
Kyselina p-kumarova 163,041

Kyselina gallova 169,014
Eskuletin 177,035
Kyselina kavova 197,035
Kyselina citronova 101,010
Kyselina ferulova 193,061
Kyselina gluronova 193,034
Criodictyol 287,053
Katechin 289,070
Quercetin 301,02

Taxifolin 303,049
Gallocatechin 305,063
Esculin 339,071
Chlorogein 353,068
Hyperosid 463,087
Procyamidin A2 575,18

Diosmin 607,166

Bylo experimentdlné potvrzeno, Ze za ptitomnosti kyseliny protokatechové, ferulové
a kavové byly bioredukovany zlatité ionty na nanocastice [133]. V pfipad¢ kyseliny
protokatechové a kavové byly pfipraveny nanocéstice o velikosti 120 nm, ke kterym bylo

tteba dodat stabiliza¢ni cCinidlo, jelikoz dochazelo k jejich agregaci. Dale byl studovan vliv
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poméru fenolové kyseliny a prekurzoru zlata. Jestlize se pomér mezi fenolovou kyselinou
a prekurzorem zvySuje, dochazi k biosyntetizovani nanocastic zlata o vétsi velikosti [133].
Jind prace se zabyvala fytosyntézou nanocastic zlata extraktem z citronové S$tavy, ktera
obsahuje velké mnoZstvi kyseliny askorbové a citronové. Tyto kyseliny jsou povaZovany
za hlavni reduk¢ni cinidla zlatitych iontd [134]. Publikace Wang a kol. uvadi biosyntézu
nanocastic zlata za pfitomnosti kyseliny gallové. 1 zde byla potvrzena zavislost primérné
velikosti nanocastic a jejich tvaru na poméru mezi fenolovou kyselinou a kyselinou
tetrachlorozlatitou. Cim vy33i pomér byl, tim byly syntetizovany vét$i nano&astice. Viechny
koloidni systémy byly polydisperzni, proto byl proveden pokus, kdy bylo do smeési
pii biosyntéze ptidano stabiliza¢ni ¢inidlo polyvinylpyrrolidon [135]. Vysledkem stabilizace
byly mensi sférické nanocastice s homogenni velikostni distribuci. Jind prace se zabyvala
biosyntézou nanocastic zlata katechinem, ktery slouzi nejen jako redukéni Cinidlo ale také
jako stabilizator, ktery nanocastici obali a chrani pfed naslednou agregaci [49]. Mezi dalsi
rostlinné derivaty slouzici jako redukcni a stabilizacni Cinidlo patii kvercetin. Prace Dase
a kolektivu potvrdily redukéni potencial kvercetinu pfi biosyntéze nanoc¢éstic zlata. Nasledné
byla sledovdna 1 stabilita koloidu. Po 30 dnech skladovani roztoku v lednici nedoslo
k agregaci nanocastic [136]. Redukéni Uc¢inek kyseliny chlorogenové byl potvrzen ve studii
Hwanga a kol., ve které byly pfipraveny nanocastice zlata o velikosti 22 nm za pfitomnosti

této kyseliny [137].

Ve vodé rozpustné jsou tyto slozky: kyselina jantarova, jable¢na, protokatechova,
gallova, citronova a kdvova. Na zdkladé literatury se vSechny tyto slozky mohou podilet
na bioredukci zlatitych iontl ve vodném vyluhu listenu lipy. Katechin a kvercetin, které jsou
ve vod¢ c¢asteCné rozpustné, mohou mit na nanocastice zlata stabilizacni tUc¢inek [11].

Na obrazku 55 je uveden nadvrh mechanismu fytosyntézy nanocastic zlata kyselinou gallovou.

O~_-OH

O+ _OH
+ AU —— + Au® + 3 H*
HO 4 OH 0 0
0

Obrazek 55: Navrh mechanismu fytosyntézy nanocastic zlata kyselinou gallovou
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3.3 Odbouravani 4-nitrofenolu

V této experimentdlni c¢asti byla studovana katalyticka aktivita pfipravenych
nanocastic zlata ve vzorku Au/OK a ta byla déale porovnavédna s katalytickou aktivitou

kontrolniho vzorku bez obsahu nanod¢astic zlata OK.

Princip degradace 4-nitrofenolu za pritomnosti nanokatalyzatoru byl popsan v kapitole
1.5. Postup testovani katalytické aktivity ptipravenych vzorkli byl popsan v kapitole 2.5.
Koncentrace pouzitého redukéniho cinidla (NaBH4) vyrazné piesahuje koncentraci 4-
nitrofenolu. Proto lze piedpokladat, ze reakcni rychlost je nezavisld na koncentraci
reduk¢niho Cinidla. Vysledky z UV-VIS spektroskopie prokazaly katalyticky ucinek odpadni
kfemeliny s obsahem nanocastic zlata na degradaci 4-nitrofenolu. Na obrazku 56 jsou
znazornény absorp¢ni spektra 4-nitrofenolatového ionu za ptitomnosti Au/OK. Ke konverzi

4-nitrofenolu na 4-aminofenol doslo v priibéhu 10 minut za ptitomnosti Au/OK.

Pro vypocet rychlostni konstanty reakce byl pouzit linedrni vztah mezi In[A]
pti vlnové délce 400 nm (In[A] = In[A/A¢] = -k.t) 3 a Casem t [min]. Na obrazku 57 je
znazornéno prolozeni hodnot In[A] pfimkou. Rychlostni konstanta reakce katalyzovana

Au/OK byla vypoétena z rovnice této piimky. Rychlostni konstanta reakce byla 0,2571 min™.

3 A,— absorbance v &ase t, Ao — absorbance v &ase 0, k — rychlostni konstanta
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Obrazek 56: UV-VIS spektra degradace 4-nitrofenolu katalyzované Au/OK
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Obrazek 57: Konverze 4-nitrofenolu za ptitomnosti vzorkii Au/OK
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Kontrolni métfeni s OK jasné prokdzala, Ze kfemelina neni katalyticky aktivni.
Za katalytickou aktivitu ve vzorcich jsou pfedev§$im odpovédné zlaté nanocastice ukotvené
na povrchu kiemicitych schranek. V porovnani s jinymi bionanomateridly a jejich

katalytickou aktivitou (kapitola 1.6) mé tento nanokompozit fddové podobnou tG¢innost.

3.4 Hydrolyza somanu za pritomnosti nanocastic zlata

Pro sledovani pribéhu degradace somanu za piitomnosti materiali s obsahem
nanocastic zlata byla pouzita plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem a technikou

mikroextrakce na tuhou fazi. Rychlostni konstanty reakce byly vypocteny z rovnice

c=coXe Tk,

kde c a ¢, predstavuji koncentraci somanu (%) v Case ¢ a v pocatecnim ¢ase 0 a ¢ je reakéni
¢as (h). Hodnoty ptedstavujici tibytek somanu u katalyticky aktivnich vzorkii jsou prolozeny
kiivkou. Postup testovani katalytické aktivity ptfipravenych vzorkl byl popsan v kapitole 2.6.
Vysledky zjisténé plynovou chromatografii s hmotnostni detekci prokazaly degradacni ucinek
nanokompozitu s obsahem nanocastic zlata (vzorek 3dynAuw/OK 1). Na obrazku 58 je
znazornéna degradace somanu o vstupni koncentraci 341 pg/ml v priabé¢hu 24 hodin
a prolozeni téchto hodnot pifimkou. Po 24 hodinovém piisobeni 7 mg nanozlata ukotveného
na odpadni kifemelin¢ doSlo ke snizeni obsahu somanu ve vzorku pfiblizné na 47 %.
Rychlostni konstanta reakce ¢inila 0,0272 h™'. Na obrazku 58 je pro porovnani uveden priib&h
degradace somanu za pfitomnosti odpadni kiemeliny z filtrace piva, pii nichz doslo

ke snizeni koncentrace somanu piiblizné na 70 %.
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Obrazek 58: Degradace somanu za pfitomnosti odpadni kiemeliny s obsahem nanocastic

zlata (3dynAu/OK 1) a kontrolnim vzorkem OK

Vstupni testy prokazaly, ze rovnéz fytosyntetizované nanocastice v koloidu jsou
pfi hydrolyze somanu katalyticky aktivni. Na obrazku 59 je znazornén prib¢h degradace
somanu o vstupni koncentraci 341 pg/ml. Po 19 hodinovém ptlisobeni 0,5 mM nanozlata
obsazeném ve vzorku AulV1 doslo ke snizeni obsahu somanu na 43 %. Rychlostni konstanta
reakce ¢inila 0,0365 h'. Na obrazku je také dale uveden priabéh degradace somanu
ve vzorku s Cistym extraktem V1. Déle je zde uveden pribéh hydrolyzy somanu katalyzované
koloidem o koncentraci 2,5 mM Au (Au5V2). Po 24 hodinovém plisobeni nanocastic zlata
doslo ke snizeni obsahu somanu z ptivodni hodnoty na 10 %. Rychlostni konstanta reakce
byla 0,09417 h™. Jako u predeslého vzorku i zde byla hydrolyza katalyzovana nano&asticemi
zlata porovnéna s kontrolnim vzorkem, a to s extraktem V2, ktery nemél na rozklad bojové
latky vliv. Zvysledkd vyplyva, Ze rychlost rozkladu nervové paralytické latky zéavisi

na koncentraci katalyzatoru.
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Obrazek 59: Degradace somanu za pfitomnosti koloidu Au o koncentraci

0,5 (AulV1)a2,5mM Au (Au5V2) a kontrolnich vzorkti V1 a V2

Pro dalsi testovani byl vybran vzorek koloidu s vyssi katalytickou aktivitou obsahujici
vys$$i koncentraci nanocéstic zlata. Po optimalizac¢nich krocich byl pro dal§i sledovani
degradace somanu pfipraven vzorek Au5V4 1 z vyluhu listenu o koncentraci nanocastic zlata
2,5 mM. Na obrazku 60 je uveden prabéh hydrolyzy somanu katalyzované jiz
s optimalizovanym koloidem Au5V4 1 o koncentraci nanoc¢astic zlata 2,5 mM (v 15 ml
koloidu se nachazi cca 7 mg Au). Po 24 hodinovém plisobeni nanocéstic zlata doslo
ke snizeni obsahu somanu na 0,62 % z ptivodni hodnoty. Rychlostni konstanta reakce Cinila
0,1606 h™'. Jako u predeslého experimentu i zde byla hydrolyza katalyzovana nano&asticemi
zlata porovnana se samotnym extraktem z listenu (V4), a navic nyni s prekurzorem zlata
(HAuCly) o koncentraci 2,5 mM. Extrakt V4 nemél na odbouravani somanu vliv. Samotny
prekurzor degradoval soman v prib&hu 24 hodin s rychlostni konstantou reakce 0,1305 h™.

Oproti pivodni hodnot¢ klesla koncentrace somanu na 2,23 %.
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Obrazek 60: Hydrolyza somanu za pfitomnosti koloidu nanocastic zlata Au5V4 1,

zlatitého prekurzoru HAuCly a vyluhu z lipového listenu V4

Pti sledovani ubytku somanu pomoci SPME/GC/MS byly na zéklad¢ hmotnostnich
spekter ve vzorcich identifikovany latky ethylacetat, pinakolylalkohol a bis(1,2,2-
trimethylpropyl)methyl fosfonat. Proto byla po ukonceni experimentu provedena extrakce
vzorku do vhodného organického rozpoustédla s naslednou derivatizaci. Po analyze takto
upravenych vzorkli byly na zakladé hmotnostnich spekter identifikovany Si-kyselina
pinakolylmethylfosfonova PMPA (vznikly Si derivat po hydrolyze P-F vazby) a Si-kyselina
methyl fosfonova MPA (vznikly Si derivat po hydrolyze vazeb P-F a P-O) jako produkty
degradace. Dominantnim produktem dle chromatografického zdznamu je Si-PMPA (Tabulka
22). Obecny mechanismus hydrolyzy somanu je uveden na obrazku 61. Soman je nejdiiv
hydrolyzovan na PMPA a nasledné na netoxicky MPA , ktery je vyslednym produktem reakce
[138].
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Obrazek 61: Schéma hydrolyzy somanu

V tabulce 22 jsou uvedeny stanovené analyty v jednotlivych vzorcich. Pouze
u kontrolnich vzorkl Ize analyzovat pfitomnost nervové paralytického jedu somanu.
V piipad¢ vzorkil s obsahem nanocastic zlata nebyl soman identifikovan. Nachazi se zde
PMPA a kone¢ny produkt reakce MPA. Nejvyssi koncentrace MPA se vyskytuje u vzorku,
ktery obsahuje nanocastice zlata ukotvené na odpadni kiemelin€é. Nejvyssi koncentrace
PMPA se nachéazi ve vzorku sobsahem nanocastic zlata v koloidu. V piipadé¢ vzorku

obsahujici prekurzor zlata v porovnani s vySe zminénymi je koncentrace PMPA a MPA niZsi.

Tabulka 22: Stanovené analyty v extraktech vzorki po degradaci somanu

Vzorek Stanoveny analyt (plocha piku)

Soman PMPA-Si MPA-Si
Std Soman (100 ng) 11391354 | — e
Std MPA-Si (100ng) @~ -— | o 44 622 216
3dynAw/OK 1 | - 8 594 798 2767 082
OK 5309 688 548 086 1 095 594
V4 35872335 738 678 745 057
2,5 mM HAuCly4, | - 1 874 961 134 487
AuSV41 - 23 369 827 501 546

Za hydrolyzu somanu jsou piedev§im odpovédné nanocéstice zlata vyskytujici se
v nanokompozitu a v koloidu, které disponuji vysokou reak¢ni plochou. Fytosyntetizované
nanocastic zlata prokazaly vyssi katalytickou ucinnost nez nanoc¢éstice ukotvené na povrchu

odpadni kiemeliny z filtrace piva. Pfi ukotveni mulze dochédzet k zakryti reakéni plochy
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nanocastic zlata a ke snizeni poctu aktivnich mist pro katalyzu. Na druhou stranu pro redlné
vyuziti nanozlata je praktictéj$i nanocastice kotvit na pevny podklad. Ukotvené nanocastice
na substrat mohou sedimentovat a byt odebrany ze systému. Také mohou byt naptiklad
magneticky modifikovany [36] a po konkrétnim vyuZziti mohou byt snadno separovany
z prostfedi. V porovnani s pfedesSlymi experimenty, ve kterych byla testovdna suspenze
nanocCastic zlata s nanozlatem biosyntetizovanym hnédou fasou Mallomonas kalinae [107],
nanocastice zlata fytosyntetizované vyluhem z lipového listenu vykazovaly vyssi katalytickou
ucinnost nez suspenze nanocastic zlata. To bylo zptisobeno vyssi koncentraci nanocastic zlata.
OvSem ve srovnani s nanomaterialy pfipravenymi chemickou a fyzikalni cestou uvedenymi
v tabulce 23, se biosyntetizované nanocastice zlata nejevi jako vhodny material pro

okamzitou dekontaminaci bojové latky soman.

Tabulka 23: Priklady nanomateridlli testované pti degradaci somanu

Nanomaterialy Rychlost degradace = Konverze somanu Reference

Zr dopované oxidy Zeleza Rychlostni konstanta 98% [139]
6,3x107 5"

Fe(VI)/(I1T) Rychlostni konstanta 99% [140]
7,7x107s"

Zr(OH),4 Polocas rozpadu 100% [141]
8,7 min

Fe (IIT) - Mn(I1I, IV) oxid | Doba reakce 64 min 98% [142]

Ti-Mn oxid Rychlostni konstanta 89% [143]
7,25x 1075’

Au/TiO; Doba reakce 30 min 100% [144]

Ce0y/c-Fe 03 Doba reakce 30 min 100% [145]
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3.5 Odbouravani

ibuprofenu zZa

s nanocasticemi zlata

pritomnosti nanomaterialu

Na obrazku 62 je zndzornéna zavislost odbourdvani ibuprofenu (10 mg/l)

na koncentraci nanocastic ve vzorku dynAu/OK. Po 24 hodinéach doslo ke snizeni koncentrace

farmaceutické latky za ptitomnosti 10 mg nanocastic zlata témét o 50 %.

11

10

Koncentrace IBU [mg/L]

* AuNC
kremelina

1 2 3 4 5 6

7 8 9 10

Koncentrace of Au[mg]

Obrazek 62: Degradace ibuprofenu (IBU) za ptitomnosti OK (piislusna kontrola)

a dynAu/OK (koncentrace 1 mg, 5 mg a 10 mg)

V navazujicich experimentech byly pro degradaci ibuprofenu o koncentraci 100 pg/l

pouzity navazky odpadni kiemeliny obsahujici 1 mg Au. Specifickd plocha povrchu odpadni

kiemeliny byla stanovena na 22,95 m?/g. Po biosyntéze a ukotveni nano&stic na povrchu

kfemeliny byl povrch vzorku stanoven na 32,04 m?%/ g. Pfi testovani za rezimu den/noc za 1

hodinu doslo k 52% konverzi ibuprofenu za ptitomnosti vzorku 4dynAu/OK 1, po 24 hodin

byla ucinnost konverze 60%. Za casti Au koloidu (Au5V4 2) po 1 hodiné doslo k 87%

konverzi ibuprofenu, po 24 hodinach jiz nedoslo ke zmén¢ koncentrace ibuprofenu. V ptipadé

odpadni kiemeliny (OK) i1 kontrolniho vzorku vyluhu zlistenu lipy (V4) bez obsahu

nanocastic nebyla pozorovana zadna ucinnost. V ptipad¢ testovani za tmy ucinnost vzorki

dosahovala totoznych vysledkt, proto se Ize domnivat, ze katalyticka aktivita nanoc¢atic zlata

neni zavisla na dennim svétle a nejedna se o fotokatalyticky aktivni nanomaterialy. Vzhledem
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k tomu, Ze pro analyzu koncentrace ibuprofenu ve vzorcich pfed a po interakci
s nanocasticemi zlata byla pouzita kapalinova chromatografie s DAD detekci, nebylo mozné

v této praci stanovit mozné degradacni produkty ibuprofenu.

Za degradaci ibuprofenu ve vzorcich jsou odpovédné nanocastice zlata ukotvené jak
na povrchu odpadni kiemeliny z filtrace piva, tak volné ve fytosyntetizovaném koloidu.
V porovnani s praci, uvedenou v podkapitole 1.6.4., kterd byla zaméfena na fytosyntézu
bimetalickych nanoc¢astic Au/Ag za pouziti vyluhu Momordica charantia, nanoCastice zlata
ukotvené na odpadni kifemeliné i volné ve fytosyntetizovaném koloidu vykazovaly nizsi
katalytickou aktivitu. Nanoc¢astice v uvedené v publikaci byly schopny degradovat ibuprofen
(pocatecni koncentrace 10 mg/l) v pribéhu 60 minut. V této praci se potvrdil fotokatalyticky
ucinek bimetalickych nanocastic [30]. Pfi studiu degradace ibuprofenu za pfitomnosti
biosyntetizovanych Pd a Pt nanocastic a H, nebyla katalyticka aktivita nanocéstic kovii
pii degradaci ibuprofenu potvrzena [105]. V jiné praci byly pro degradaci ibuprofenu pouzity
biosyntetizované nanocastice Zeleza. Pii testech byla pozorovana 50 - 65 % konverze
ibuprofenu v priabéhu 8 dnl [107]. Ve srovnani s nanokompozitem a koloidem nanocéstic

zlata, pouzitymi v této praci, nanocastice Zeleza prokazaly niz§i katalytickou aktivitu.
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4 ZAVER

Disertacni prace je zaméfena na biosyntézu nanocastic zlata odpadni kiemelinou z filtrace
piva a rostlinnym vyluhem z lipového kvétu Tilia sp. Déale se prace zabyvéa charakterizaci
pfipravenych nanocastic zlata, optimalizaci parametrii biosyntézy, oveéfenim opakovatelnosti

metody a sledovanim stability pfipravenych nanomateriali. V zavéru se prace zaobira

oveéfenim funkc¢nosti nanocastic v reakcich degradace 4-nitrofenolu, ibuprofenu a somanu.

V teoretické Casti prace je provedena literarni reSerSe z dostupné literatury zaméiena
na biosyntézu nanocastic kovli, na mechanismus bioredukce metalickych ionti a na stabilitu
biosyntetizovanych nanocéstic v ¢ase. Pozornost byla také vénovédna biosyntetizovanym
nanomateridltim, které mohou byt v soucasné dobé vyuzity jako katalyzator pti degradaci

problémovych organickych latek.

Praktickd cast je veénovéana realizaci experimentu biosyntézy nanocastic odpadni
ktemelinou z filtrace piva a vyluhem listenti lipy 7ilia sp. Byly pfipraveny dva typy materiald,
a to nanokompozit obsahujici nanocéstice zlata ukotvené na povrchu kiemeliny a koloid
zlatych nanocéstic fytosyntetizovanych rostlinnym vyluhem. Nasledné byly pfipravené
nanomateridly  charakterizovany transmisni elektronovou mikroskopii, skenovaci
elektronovou mikroskopii, praSkovou rentgenovou difrakci, atomovou emisni spektrokospii
a rentgenovou fluorescenci. Byla testovana stabilita nanomaterialti a opakovatelnost metody
pripravy téchto materiali. Poté byly nanomaterialy testovany pro jejich degradacni ucinek

na 4-nitrofenol, ibuprofen a nervove paralyticky jed soman.
Bylo zjisténo, Ze:

e optimalizovanou biosyntézou nanocastic zlata za pouziti vysuSené odpadni
kiemeliny z filtrace piva je mozné opakovatelné pfipravit stabilni nanomaterial.
Primérnd velikost sférickych nanocastic zlata u pfipravenych vzorkl se pohybovala
od 29 do 31 nm. RTG-difrakci byla potvrzena ptitomnost kristobalitu a krystalickych
nanocastic zlata. Pomoci metod XRFS a ICP-AES byla potvrzena stejnd koncentrace
zlata a dalSich analytl ve vzorcich. Také bylo prokazano, ze vysuSena odpadni
kfemelina, ktera byla skladovana za laboratornich podminek po dobu 1 mésice, si
uchovala stejné bioredukéni vlastnosti pro syntézu nanocéstic zlata.

e Lepsi bioredukéni vlastnosti pro fytosyntézu nanocastic zlata ma vyluh z listeni nez

vyluh z lipovych vijant (kvétenstvi). 5x opakovanou fytosyntézou nanocastic zlata
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vyluhem zlisteni bylo pfipraveno 5 koloidi podobnych fyzikdlnich
a chemickych vlastnosti. Tyto vlastnosti byly potvrzeny transmisni elektronovou
mikroskopii, UV-VIS spektrometrii, méfenim zeta-potencidlu a pH. Vzorky
obsahovaly sférické nanocCastice o primérné velikosti 45-60 nm a polygony
o velikosti 180-215 nm. Typické pésy nanocatic zlata vzorkd se liSily pfedev§im
svou intenzitou, kterd se pohybovala od 1,59 do 1,86. Maximum absorbance bylo
v rozmezi vlinovych délek od 540 do 548 nm. Zeta-potencial se u vSech vzorkl
vyrazn¢ neménil a pohyboval se v pribc¢hu 5 tydnt od -24 do -18 mV. U vsech
vzorkl se neliSilo pH a v pritbéhu sledovani nabyvalo podobnych hodnot.

Katalytické vlastnosti vzorku Au/OK, které obsahovaly biosyntetizované nanocastice
zlata, byly potvrzeny ve vybrané modelové reakei, tj. pfi degradaci 4-nitrofenolu.
Rychlostni konstanta reakce v piipadé Au/OK ¢&inila 0,2571 min”'. Samotna odpadni
kfemelina pfi této reakci nevykazovala katalytickou aktivitu.

Kfemelina s nanocasticemi zlata a fytosyntetizovany koloid nanocastic zlata vykazuji
degradac¢ni ucinky pii hydrolyze somanu. Katalyzovana hydrolyza provedena pouze
s odpadni kiemelinou a vyluhem bez katalyticky aktivni sloZky nedokazala soman
o poc¢atecni koncentraci 341 pug/ml degradovat. Optimalizované vzorky s obsahem
nanocastic zlata degradovaly soman v pribéhu 24 hodin. Kone¢na koncentrace
somanu dosahovala 47 % z plvodni hodnoty za pfitomnosti odpadni kiemeliny
s nanoc¢asticemi zlata a 0,62 % z plavodni hodnoty za piitomnosti koloidu
s nanocasticemi zlata. Jako kontrolni experiment byl pro degradaci somanu pouzit i
prekurzor zlata, ktery degradoval soman z jeho pivodni koncentrace na 2,23 %. U
vzorkli s obsahem nanocastic zlata byla detekovdna vysSi koncentrace
hydrolytickych produkti PMMA a netoxického PMA nez u vzorku s obsahem
prekurzoru zlata.

Nanocastice zlata ukotvené na odpadni kiemeliné maji degradacni ucinky
pfi odbourdvani ibuprofenu v pribéhu 1 hodiny. Konverze ibuprofenu
za pfitomnosti nanocéstic Cinila 52 %. Z provedenych testi nebyl prokazan
fotokatalyticky ucinek nanocastic zlata ani katalyticky ucinek cisté odpadni
kifemeliny. Degradaéni ucinek byl také potvrzen u fytosyntetizovanych nanocastic

zlata. V tomto pifipadé konverze ibuprofenu cinila 87 %. Ani zde nebyl potvrzen
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fotokatalyticky uc¢inek nanocéstic. Degradace ibuprofenu za ucCasti odpadni

kfemeliny a vyluhu z listenu lipy nebyla pozorovana.

Ze ziskanych vysledkil rovnéz vyplyva, Ze pro biosyntézu nanocastic zlata je vhodnéjSim
bioredukénim materidlem suSend odpadni kiemelina z filtrace piva ve srovndni s rostlinnym
vyluhem z lipového kvétu Tilia sp. Byla potvrzena lepsi opakovatelnost metody pfipravy
a stabilita odpadni kifemeliny a mnanocastic zlata ukotvenych na jejim povrchu.
U nanokompozitu byla pozorovana uzsi distribuce velikosti ptevdzné sférickych nanocastic
nez v ptipadé nanocastic fytosyntetizovaného koloidu. Navic nanocastice kotvené na podklad
mohou snadnéji sedimentovat a po konkrétni aplikaci mohou byt snadno odebrany z prostiedi.
Dale je v této praci potvrzeno uplatnéni odpadniho materidlu jako bioredukcniho c¢inidla
pro piipravu funkéniho nanomateridlu. AvSak z hlediska katalytickych vlastnosti, volné
nanocastice zlata obsazené v koloidu vykazovaly vyssi katalytickou aktivitu nez v pifipadé

nanocastic ukotvenych na povrchu nanokompozitu.

Vzhledem k ziskanym vysledkim je ztejmé, Ze je vzdy potteba vyhodnotit vhodné pouziti
katalyticky aktivnich biosyntetizovanych nanomateriald pro danou aplikaci. Z vysledki
vyplynulo, Ze pfipravené nanomateridly nejsou vhodné pro okamzitou dekontaminaci
nervového jedu somanu. AvsSak v ptipadé odbouravani 4-nitrofenolu a farmaceutické latky

ibuprofenu se ukazalo, ze by tyto materialy mohly najit své uplatnéni.

Tato prace nastifiuje moznou, pomérn¢ levnou cestu vyvoje katalyticky aktivnich
nanomaterialti, kdy pro jejich pfipravu lze vyuzit odpadni material — odpadni kifemelinu
z filtrace piva a rostlinny vyluh =z listenu lipy. Biosyntézou mohou byt pfipraveny
nanomateridly, které jsou syntetizovany, stabilizovany a v nckterych ptipadech kotveny
na matrici vjednom kroku. Jednd se o environmentdln¢ a ekonomicky piijatelny
bionanotechnologicky postup, ve kterém se mohou uplatiovat a byt aplikovany bioodpadni

a snadno dostupné biologické materialy.
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Piiloha 2
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