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Anotace:

Bakalafska prace se zabyva aplikacemi nanocastic a nanokompoziti pfipravenych
biotechnologickymi postupy. Biosyntetizované nanomateridly jsou vyuzivany v mnoha
oblastech od mediciny, ptfes katalytické aplikace po vyuziti v elektronice. Naplni této
bakalarské prace je vyroba a testovani nanokompozitu piipravené¢ho biosyntézou. Jako
vychozi komponenty byly vyzity kultura rozsivek Diadesmis gallica a roztok soli zlata
o koncentraci ImM. Takto pfipraveny nanokompozit byl charakterizovan pomoci
mikroskopickych technik, upraven kalcinaci a nasledn¢ aplikovan pfi katalyze N,O. Po
katalyze byla struktura nanokompozitu studovdna pomoci transmisniho elektronového

mikroskopu
Kli¢ova slova: biosyntéza, nanoc¢astice, nanokompozity, aplikace, katalyza
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Annotation:

This bachelor thesis studies the applications of nanoparticles and nanocomposite materials
prepared by biotechnological processes. Recently, biosynthesized nanomaterials have been
used in many areas ranging from medicin al and catalytic applications to use in electronic.
The thesis focused on the biosynthetic preparation of nanocomposite material and its
testing in catalysis. As a starting component diatom culture of Diadesmis gallica and gold
salt solution with a concentration of 1 mM were used. Prepared nanocomposite material
was characterized by microscopy techniques, calcinated and was subsequently applied for
N,O catalysis. The nanocomposite material was studied by means of transmission electron

microscopy after the catalysis.
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1 Uvod

V soucasné dob¢ jiz existuje nékolik postupii piipravy nanocastic. Mezi nejznamejsi
patii postupy chemické a fyzikdlni. DalSi metodou, kterd piedstavuje ekologictéjsi
a finanéné¢ méné¢ narocnou alternativu, je piiprava kovovych nanocastic nebo

nanokompozitl biologickou cestou - hovotime o tzv. biosyntézach.

Vznik biosyntetickych postupii rozvijejicich se v poslednim desetileti byl podminén
mj. vzrustajicimi pozadavky na vytvoifené nanomateridly. Chemické a fyzikdlni postupy
nejsou postacujici a nekryji veskeré naroky. Casto je jejich realizace finanéné a ekologicky
narocnéd (ndrocné piistrojové vybaveni a uzivani mnozstvi toxickych latek). Védci nasli
inspiraci v pfirod¢ a zacali zkoumat syntézy zalozené na biologickych procesech. Prvotni
myslenkou bylo vyzkousSet tvorbu nanocastic na zakladé zndmé schopnosti nékterych
organismil akumulovat a sorbovat kovy. Nakonec byla vysledkem fada metod, s jejichz
pomoci lze pomérné snadno syntetizovat nanocéstice kovll 1 metalickych sloucenin.
Stinnou strankou téchto metod vSak ziistdva zcela neobjasnény mechanismus vzniku

nanocastic.

V poslednich péti letech doSlo k velkému nardstu vyuziti biosyntéz k piiprave
nanocastic a nanokompozitii. Diky unikatnim vlastnostem takto vytvofenych materiald,
umérnym tempem vzrostlo také jejich zavadéni do riznych primyslovych odvétvi a oblasti

lidské ¢innosti.

Cilem této bakalarské prace je zhodnoceni aplikacniho potencidlu nanocastic
a nanokompozitli vyrobenych pomoci biomasy se zaméfenim na materidly obsahujici
nanocastice kovl a jejich sloucenin. Soucasti prace je zaroven reSersSe, jejimz cilem je
shrnout a zhodnotit dosavadni vysledky dané problematiky. Na zaklad¢ této reSerSe je
v praktické casti prace navrZzen a realizovan pilotni experiment testovani vlastnosti

kovovych nanocastic syntetizovanych biomasou vybranou vzhledem ke konkrétni aplikaci.



2 Biosyntézy nanocastic kovi

Zpisob piipravy nanoc€éastic mé hlavni vliv na jejich vlastnosti. Aplikaéni potencial
nanocastic a nanokompozitl je tedy nepiimo ovlivnén pfipravou nanocéstic. Nezbytnou
soucasti prace je zakladni popis biosyntéz nanocastic, ktery objasiiuje samotny vznik

a nasledn¢ charakteristické vlastnosti ziskanych materialt.

Takzvané ,,zelené“ syntézy (biosyntézy) ¢i biologické metody piipravy nanocastic
vyuzivajici mikroorganismy, houby, ¢asti vysSich rostlin nebo Ccastéji jejich extrakty
nabizeji bezpec¢nou a ekologicky Setrnou alternativu k chemickym a fyzikalnim metodam.
Naptiklad n€které mikroorganismy jsou vhodné pro ptipravu kovovych nanocastic, protoze
maji schopnost adaptovat se na riznd extrémni zivotni prostiedi (extrémni teploty, tlak,
pH, vysokou koncentraci kovl, zvySenou salinitu, aj) [1]. Jiz delsi dobu
se mikroorganismy vyuzivaji pro odstranéni toxickych kovll z odpadnich vod tzv.
biosorpci [2, 3, 4], ale samotné syntézy nanocastic s vyuZitim mikroorganisml se zacaly
studovat pomérné¢ nedavno. Pfikladem jednobunéénych organismd, které zamérné
intracelularné produkuji magnetické nanocastice, mohou bud byt magnetotaktické
bakterie, anebo rozsivky syntetizujici kfemicité nano- a mikrostruktury, jeZ jsou stavebnim

zakladem jejich schranek [3, 4, 5, 6] (viz obr. 1).

Obr. 1: Snimky z elektronového mikroskopu: A — Magnetotaktické bakterie

Magnetospirillum gryphiswaldense se syntetizovanymi krystaly magnetitu
spojenymi do fetézce, tzv. magnetosomu; B — Struktura kiemicité schranky

rozsivky Thalassiosira pseudonana [6]
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Pfi biosyntéze nanocastic se vyuziva schopnost vhodné vybrané¢ho mikroorganismu
zachytit cilovy iont kovu z roztoku a nasledné jej zredukovat. lonty jsou zachyceny pomoci
elektrostatické interakce. Ta se uskuteciiuje mezi kladné nabitymi ionty a zaporné nabitymi
skupinami na povrchu organismu (napf. karboxylovymi skupinami). Redukce iontd se
mohou Ucastnit enzymy (napt. reduktazy) nebo funkéni skupiny v buitkach a na jejich
povrchu (hydroxyly, aminy, apod.). Podle mista, kde dochazi k formovani nanocastic lze
biosyntézy rozdélit na intracelularni a extracelularni. Pfi intracelularni syntéze ionty do

bunky difunduji nebo dojde k jejich pteprave pii vymené zivin [7].

Zivé buiiky jsou slozité komplexni systémy tvofené tisici biomolekulami. Tyto
molekuly zajistuji v buiice rozmanité funkce a jsou soucasti transportnich fetézct,
zajistujicich rast a reprodukci organismu. Ve svych strukturdch maji rizné funkéni
skupiny, které se mohou ucastnit redukce kovi. Je velmi obtizné urcit specifické misto
nebo d¢j pfimo zodpovédny za syntézu nebo redukci nanocastic, vétSinou se v literatute
muze vyskytovat vice hypotéz ohledné¢ mozného mechanismu v souvislosti s biomasou

vyuZitou pro syntézu nanocastic [8, 9].

Po biosyntéze je vyslednym materidlem obvykle smés bunék (bunéénych zbytkil),
metabolitli a nanocastic. Jak bylo uvedeno, jedna se o komplexni a slozity systém, ktery je
navic doprovazen pfitomnosti tisic metabolickych produkti a riznych biomolekul.
Oddélit nanocastice od pozlstatki bun€k lze naptiklad v ultrazvukové lazni nebo
s pouzitim tenzidl. Prostfedi matrice a obal z proteinii vSak na druhé strané vyznamné
piispiva ke stabilité nanocastic, takZe neni nutné do systému piidavat za ucelem stabilizace
uz zadny dal$i surfaktant (coz je vétSinou nutné u chemickych postuplt) [8]. Stabilni
nanocastice neagreguji, z ¢ehoZ plynou vyhody pro jejich uplatiiovani v praxi. Ne vzdy je
nutné nanocastice z biomasy separovat. Vzniklé bionanokompozity se pfevazné uzivaji

jako katalyzatory [8, 10].

Dosud bylo zjiSténo, Ze mnoho mikroorganismit zahrnujicich bakterie, aktinomycety
a kvasinky je schopno intracelularni nebo extracelularni syntézy kovovych nanocéstic
ajejich sloucenin [4, 7]. Pro syntézu se rovné€z vyuzivaji houby, rostliny ¢i extrakty
zrostlin [7, 11]. Intracelularni a extracelularni produkce nanocéstic jsou tedy schopny jak

jednobunééné tak mnohobunécné organismy [4, 5] (viz tabulka 1).



Tabulka 1:  Biosyntézy nanocastic riznymi druhy mikroorganismti [12]
Organismus Nanocastice  Velikost Biosyntéza
[nm]
Bakterie
Bacillus subtilis 168 Au 5-25 Intracelularni ~ Oktaedrické
Desulfovibrio Pd a Se - Intracelularni -
desulfuricans
Klebsiella aerogenes CdS 20-200 Intracelularni -
Lactobacillus sp. Ag-Auslitiny 100—-300 Intracelularni -
Lactobacillus sp. Ti 40— 60 Intracelularni  Kulovité
Rhodobacter ZnS cca 8 Intracelularni  Kulovité
sphaeroides
Aktinomycety
Rhodococcus sp. Au 5-15 Intracelularni ~ Kulovité
Thermomonospora sp.  Au 8 Extracelularni  Kulovité
Kvasinky
Saccharomyces Sb,05 2-10 - Kulovité
cerevisiae
Torulopsis sp. PbS - Intracelularni -
Houby
Fusarium oxysporum Fe;0q4 20-50 Extracelularni -
F. oxysporum Ag 5-15 Extracelularni  Kulovité,
trojuhelnikové
F. oxysporum Au 20-40 Extracelularni  Kulovité,
trojuhelnikové
F. oxysporum CdS 5-20 Extracelularni  Hexagonalni
F. oxysporum Pt 10-100 Intra- a Hexa- a
extracelularni  pentagonalni,
étvercove,
obdélnikové
Rasy
Chlorella vulgaris Au - Intracelularni -
Spirulina platensis Ag 7-16 Extracelularni  Kulovité
Rostliny
Aloe vera (aloe prava)  Au - Extracelularni  Kulovité,
extrakt z list trojuhelnikové
Azadirachta indica Au, Aga 5-135, Extracelularni  Kulovité,
(zederach indicky) Ag-Au slitiny 50— 100 hexagonalni,
trojihelnikové
Medicago sativa Oxidy zeleza 2-10 Intracelularni -

(vojtéska)
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Objasnéni biochemickych cest vedoucich k redukci iontd kovu vlivem riiznych druhti
mikrobll je nezbytnosti pro vytvoteni optimalniho postupu mikrobidlnich syntéz
nanocastic [2, 13]. V soucasnosti jsou navic biologické metody v syntéze nanocastic
omezeny na kovy, nékteré sulfidy kovt a n€kolik malo oxidli. Rozsifenim postupti, které
by umoznily reprodukovatelné syntézy nanokrystalti dalSich oxida (TiO,, ZrO,, atd.),
nitridii, karbidii, atd., by mohly biosyntézy, jako metody pfipravy nanomaterialli, vice

konkurovat ostatnim metodam [13].

2.1  Faktory ovliviiujici vlastnosti nanocastic

Veskeré aplikace nanocastic se odviji a striktn€ zavisi na velikosti, tvaru a sloZeni
nanocastic. Naptiklad elektrooptické a fyzikalné-chemické vlastnosti jsou v nanoméfitku
siln€¢ ovlivnény velikosti ¢astic. Je také znamo, ze se zmensSujici se velikosti Castic roste
velikost jejich mérného povrchu, coz ma za nésledek vysokou reaktivitu. Na druhé strané,
tvar nanocastic zase prispiva k modulaci elektrickych vlastnosti. Dalsim dllezitym
charakteristickym rysem je distribuce jejich velikosti. Pravé rozmanitost postupti
biosyntézy nanocastic rliznych tvard a velikosti rozsifila mj. moznost volby vlastnosti,
které mohou mit syntetizované nanocastice [11]. Pro optimalizaci procesii biosyntézy byl
studovan piimy vliv faktord, mezi které patfi pH, koncentrace a staii biomasy, typ
prekurzoru kovu (rozpustna sul kovu, jehoz nanocastice chceme pfipravit) a jeho
koncentrace, teplota, cas reakce (doba expozice bunék v roztoku iontl), ozafeni
amichani [3, 7]. Zménou a fizenim téchto faktor mohou byt ovlivnény charakteristické

vlastnosti jak intracelularnég, tak extracelularné syntetizovanych nanocastic [2].

Kazdy druh mikroorganismu se schopnosti bioredukce muze vytvofit ¢astice stejného
slozeni, které budou mit rozdilnou velikost a tvar. Biosyntéza nanocastic je tedy druhové
specifickd. Byl srovnan vliv tfi druhii mikroorganismt (aktinomycety, kvasinky a bakterie)
na n&které charakteristické vlastnosti biosyntetizovanych nanocastic. Experimenty
vyuZzivajicimi aktinomycety a kvasinky bylo dosazeno lepsi kontroly distribuce velikosti
¢astic nez u bakterii. Velikost ¢astic byla snaze ovlivnitelnd v pfipadé syntézy s vyuZitim
kvasinek. VySe zminéné vysledky dokazuji, Ze typ pouzivaného mikroorganismu je
vyznamnym parametrem pro ovladdani velikosti a distribuce castic [7]. Na tyto dvé
charakteristické vlastnosti nano¢éstic méa navic vliv prostfedi rastu mikrobli (pfedev§im

slozky rastového média) a kultiva¢ni podminky [3, 4].
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Zkoumanim vlivua pH pii syntéze bylo pfevazné zjiSténo, ze velikost Castic roste
s rostoucim pH systému [3]. S vyssi koncentraci kovovych iontll vétSinou vzroste velikost
¢astic a vyskyt nanocastic, které nejsou monodisperzni. Teplota piimo piisobi na aktivitu
mikroorganismil a pohyblivost iontli. Pti vyssi teplot¢ dochdzi k nartistu reakcni rychlosti.
Vyzkumy dokézaly, ze reak¢énim casem biosyntézy muze byt ovlddana velikost castic
ajejich distribuce [3, 7]. Rovnéz ozafeni ma vliv na modifikaci vlastnosti materialu.
Naptiklad mikrovinné zareni mtize v n¢kterych ptipadech ovliviiovat velikost a distribuci
velikosti nanocastic. Dal§im faktorem je michani béhem procesu syntézy. Procesy
biosyntéz doplnéné o michdni reakéni zony casto vedly k prudkému vzristu velikosti

nanocastic [7].

Pro biosyntézu nanocastic je také dulezité v jaké rastové fazi se aplikovand biomasa
nachdzi. Dusledkem aplikace bun¢k v riznych riistovych fazich mohou byt syntetizované
nanocastice sriznou kvantitou i kvalitou. Experimentalné bylo zjisténo, Ze buiky
v exponencidlni fazi ristu syntetizovaly mnohem men$i mnozstvi nanocastic, nez buiky

v rané exponencialni fazi [7].
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3 Aplikace biosyntetizovanych nanocastic a nanokompoziti

Nanocastice maji diky vyjimeénym vlastnostem Siroky aplika¢ni potencial.
Biosyntetizované nanocastice a nanomaterialy se zaCaly vyuzivat zejména kvuli jejich
relativné snadné a rychlé pfiprave, pficemz jejich vyuziti striktné zavisi na jejich velikosti,
tvaru a slozeni [11]. Protoze se v poslednich péti letech védci intenzivné zabyvaji danou
problematikou, je pochopitelny ohromny nartst potencidlnich a praktickych vyuziti
biosyntetizovanych nanocastic a nanokompoziti. Rozdéleni do jednotlivych skupin
vzniklo podle nejcastéji zminovanych aplikaci a Ucelu pouziti biosyntetizovanych

nanoc¢astic a nanomaterialu.

3.1  Aplikace v mediciné

V Iékafstvi se biosyntetizované nano€astice vyuZivaji pfi cileném doruceni 1éka, 1ébé
rakoviny, genové terapii, analyze DNA, v antibakteridlnich piipravcich, biosenzorech a pfi
magnetické rezonanci (dale jen MRI, z angl. ,,magnetic resonance imaging") [14]. Ztejmou
nevyhodu biosyntetizovanych nanocastic piedstavuje potieba vycistit vzorek a oddélit
nanocastice od biomasy pfipadné bunécnych zbytkl. V Iékatskych aplikacich je obzvlaste
dilezita Cistota materialu, musi se proto zamezit obsahu potencialnich patogeni a jedd,
které by mohly materidl znecistit [8]. Navzdory témto omezenim existuje fada

potencidlnich aplikaci biosyntetizovanych nanocastic a nanomateriald v medicing.

3.1.1 Cilena lokalizace lécCiv

Ptesné a bezpecné dorucovani 1ékli na cilové misto, fizené uvoliiovani a dosaZeni
maximalniho lé¢ebného ucinku ptedstavuji hlavni vyzvu v navrhovéani a vyvoji nového
systétmu dopravy léCiv. Nanosystémy pro cilenou dopravu 1é¢iv mohou diky malému
rozméru obejit hematoencefalickou bariéru' a pevné epitelialni spojeni kize, které
obycejné omezuji nebo znemoziuji doruceni 1€kl k pozadovanému cili [1, 14]. Také diky
velkému mérmému povrchu vici objemu vykazuji nanonosi¢i leps§i farmakokinetiku?
a biodistribuci terapeutickych latek, a tim minimalizuji toxicitu vznikajici pfi akumulaci
v cilovém misté. Maji schopnost zlepsit rozpustnost hydrofobnich sloucenin a zvySuji

stabilitu riiznych terapeutickych latek, jako peptida a oligonukleotidt [14].

1 Hematoencefalickd bariéra je fyziologickd bariéra, kterd u obratlovci oddéluje vnitini prostredi
mozku od cévniho systému.
2 Farmakokinetika zahrnuje preménu farmak v organismu ($tépeni, vylu¢ovani, aj.)
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Magnetické nanocéstice Fe;Os (magnetitu) a Fe,Os; (maghemitu) jsou zndmé svou
biokompatibilitou. Byly aktivné studovany v cilené 1é¢bé rakoviny, tfidéni a manipulaci
kmenovych bunék, dorucovani 1é¢iv, genové terapii, DNA analyze a MRI. Léceni rakoviny
prehfatim neboli tzv. magnetickou hypertermii zahrnuje magnetické fizeni nanocastic
v téle, pfimo do mist vyskytu rakovinné tkané. Lokalni ptehiivani specifickych mist je
umoznéno aplikaci vn&jsiho magnetického pole. Védci sledovali toxicitu magnetosomi’
extrahovanych z Magnetospirillum gryphiswaldense k fibroblastim® mysi a zjistili, Ze
¢isténé a sterilizované magnetosomy nevykazovaly pti zkouskéch ,,in vitro* toxicitu [14].
Magnetosomy maji tedy potencial k tomu, aby byly vyuzivany pro ptfepravu lé€iv a genil

pii 1é€beé nadord.

Vhodnym nanonosi¢em pro dopravu rtznych terapeutickych latek mohou byt také
nanocastice zlata, které jsou schopny prepravovat jednak malé molekuly 1éku, jednak také
velké biomolekuly, jako bilkoviny, DNA, ¢i RNA. Vyhodou nanocastic zlata je jejich
biokompatibilita, velky mérny povrch a stabilita. Tyto vlastnosti jsou vhodnou kombinaci

pro potencidlni vyuziti nanozlata jako ptepravce 1ékt a genti [3, 10, 14].

Ocekava se, Ze doruCovani 1€kt zprostfedkované nanocasticemi by mohlo vyrazné
snizit davkovani protirakovinnych 1 jinych 1€kt a zlepSit presnost lokalizace. V porovnani
se soucasnymi léCebnymi postupy by timto zplsobem mohla byt zvySena Uc¢innost
asnizena toxicita lécby. Pfedpokladd se rostouci mnozstvi aplikaci zaloZenych na
nanotechnologiich v oblasti terapie a diagnostiky. Nanotechnologie mohou hrat rozhodujici
roli také v oblasti studie ,,individualizovanych 1é¢iv*. Specificky mifena terapie nemusi byt
ucinna pro vSechny pacienty, znemoziuje to riznorodost rakovinnych onemocnéni a jejich

vyvijejici se odolnost proti 1éktim [14].

3.1.2 Antimikrobialni vlastnosti a vyvoj novych antibiotik

V souvislosti s mnozstvim infekénich onemocnéni zplisobenych riznymi patogennimi
mikroorganismy a nardstajicim mnozstvim rezistentnich kmenti vic¢i soucasnym
antibiotikiim (viz obr. 2) vzriistd také potfeba najit nové antimikrobidlni prostiedky. Rizné
typy nanomaterialti, jako méd’, zinek, titan, zlato a stfibro, vykazuji aktivitu proti
bakteriim, virim a houbam [8, 9]. Siroké spektrum antimikrobidlnich vlastnosti

nanomateridlti vede k jejich testovani v procesech cisténi (Iékid, vody a vzduchu), pfii

3Magnetosom je oznaceni pro organelu tvofenou zkrystalu magnetitu (maghemitu) obaleného
membranou, kterda slouZi k orientaci v magnetickych polich Zemé.
4 Fibroblast predstavuje zakladn{ buiiku vazivové tkané.
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vyrob¢ potravin, kosmetiky, Satstva a cetnych vyrobkii do domdacnosti [8]. Diky nejlepsi
ucinnosti se jako antimikrobidlni latka nejCastéji vyuzivd nanostfibro [9]. Jako
antimikrobidlni Cinidlo se uzivaji také ionty stiibra. Jejich nevyhodou je vSak tvorba
komplexti a fakt, ze Gc¢inek iontl stiibra je pouze kratkodoby [15]. Alternativou iont
stfibra se stalo pravé nanostiibro. Pfehled antimikrobidlnich vlastnosti nanostiibra a jeho
pouziti je uvedeno v tabulce 2.

Antiiotika o
Antibiotika ® @
D

N CH

Snizena propustnost bunky /

. Aktivni transport
z burky

Plazmid (vystupni Gerpadlo)

1|
/ * Enzym
degradujici
L1—> antibiotika
Zména cilového

Bunka bakterie

Enzym ménici
antibiotika

=
Antibiotika 1

Obr. 2: Mechanismy rezistence bakterii proti bakteriostatikiim [16]

Nanocastice stfibra jsou Siroce vyuzivany jako nové terapeutickd latka v oblasti
antibakterialni, antifungalni a protivirové ochrany. U téchto Castic byl rovnéZz ovétren
protizanétlivy ucinek. Zjistilo se, Ze stfibrné nanocastice syntetizované v piitomnosti
bakterii Bacillus licheniformis maji antiangiogenni’® potencial [14]. Jiné stiibrné
nanocastice byly biosyntetizovany pomoci houby Trichoderma viride. lonty sttibra
vystavené filtratu 7. viride byly redukovany a byl ziskdn koloidni roztok s extrémné
stabilnimi nanocasticemi stfibra o velikosti 5 — 40 nm. V kombinaci s riznymi antibiotiky
byl nésledné testovan jejich antimikrobidlni G¢inek proti grampozitivnim (déale jen G+)
a gramnegativnim (dale jen G-) bakteriim. Antibakteridlni aktivita ampicilinu,
kanamycinu, erytromycinu a chloramfenikolu proti testovanym kmenim bakterii byla
v pfitomnosti Ag nanoc¢éstic zvySena. Nejvyssi nariist antibakteridlniho ucinku byl

zaznamenan u ampicilinu. Vysledky ukézaly, Ze antibiotika kombinovana s nanoc¢ésticemi

SAntiangiogenni latky zabranuji vyvoji cévniho zasobeni tumort. Nasledkem je omezeni riistu tumoru
¢i zniceni v disledku nedostatku Zivin a kysliku.
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sttibra maji lepsi antimikrobidlni efekt [17]. Tato skutenost poskytuje cenny ndhled do

vyvoje novych antimikrobialnich ¢inidel.

Tabulka 2:

Antimikrobidlni vlastnosti a aplikace biosyntetizované¢ho nanosttibra [8]

Pseudomonas aeruginosa

Aktivita proti G+ a G- bakteriim

Penicilium sp.

Aktivita proti G+ a G- bakteriim

Pleurotus sajor caju

Aktivita proti G+ a G- bakteriim

Bipolaris nodulosa

Aktivita proti G+ a G- bakteriim

Streptomyces sp.

Aktivita proti G+ a G- bakteriim

Aspergillus oryzae var. viridis

Aktivita proti Staphylococcus aureus

Trichoderma viride

Aktivita proti VRSA®

T. viride

Uchovavani ovoce a zeleniny

Aspergillus clavatus

Aktivita proti MRSA" a MRSE"

Garcinia mangostana —
extrakt z listl

Aktivita proti E. coli

Candida albicans, E. coli,
B. cereus, P. fluorescens

Aktivita proti E. coli

Phoma glomerata

Soucinnost s antibiotiky

Opuntia ficus-indica

Utinnost v kombinaci s antibiotiky

T. viridae

7

Uc¢innost v kombinaci s antibiotiky

Fusarium acuminatum

Aktivita proti G+ a G- bakteriim

Rizné druhy tas

Aktivita proti G+ a G- bakteriim

Acalypha indica — extrakt
z listd

Aktivita proti E. coli, Vibrio cholerae

Fusarium oxysporum

BavInéné tkaniny impregnované Ag
nanocasticemi

Fusarium solani

BavInéné tkaniny impregnované Ag
nanocasticemi

Azadirachta indica — extrakt
z lista

Baktericidni efekt v bavinéném obleceni proti
E. coli

Cinnamon zeylanicum — kira

Aktivita proti E. coli, BL-21

Curcuma longa — hliza
a extrakt z hlizy

Fixace na bavlnéném obleceni

Eucalyptus citriodora, Ficus
bengalensis

Antibakterialni aktivita proti E. coli, pfichyceni
Ag nanocastic na bavlnénych tkaninach

Amylomyces rouxii

Antifungalni a antibakteridlni aktivita

Streptomyces hygroscopicus

Antifungalni a antibakteridlni aktivita

Aspergillus niger

Antifungalni a antibakteridlni aktivita

Aspergillus clavatus

Antifungalni a antibakteridlni aktivita

Solanum torvum

Antifungalni a antibakteridlni aktivita

6 VRSA (z angl. ,vancomycin-resistant Staphylococcus aureus”) - vancomycinu odolny S. aureus
7 MRSA (z angl.,methicillin-resistant Staphylococcus aureus”) - methicilinu odolny S. aureus
8 MRSE (z angl. ,methicillin-resistant Staphylococcus epidermidis”) -methicilinu odolny S. epidermidis
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3.1.3 Modifikace textilii

Dalsim pouzitim biosyntetizovanych nanocastic je jejich fixace na vlaknech rtiznych
druhti textilii. Pro tyto aplikace byvaji nejCastéji vyuzivany nanocastice stiibra.
Modifikované textilie mohou dale slouzit pii dezinfekci ¢i sterilizaci [8, 9, 14]. Schéma

kotveni nanocastic je znazornéno na obr. 3.

Nanocastice kovu
ukotvené na baviénych

Kationt kovu tkaninach

+

fl.- l ;I ! biogenni extrakt

1) i3 253 A3
R B 8 — g — 4

/7 ! /] — 4.,'/ i¥ L1 &Y i \
Bavinéné tkaniny RedUng e

zaclenéni do viaken
bavléné tkaniny

Lisovani

Promyvani
v destilované vodé

Suseni

Vytvrzovani

Obr. 3: Kotveni kovovych nanoéastic do bavinéné tkaniny [16]

Duran a kol. popsali ukotveni nanocastic stiibra s antimikrobidlnim efektem do
bavinénych tkanin. Ag nanocéstice byly ziskany extracelularni syntézou s Fusarium
oxysporum. Po ukotveni nanocCéstic v bavinénych tkanindch byl testovan jejich
antibakterialni G€inek proti patogenu Staphylococcus aureus. Vysledky potvrdily prakticky
100% antibakterialni u¢innost proti testované patogenni bakterii (viz obr. 4). Po n€kolika
vypranich se nicméné z tkaniny nanocastice uvolnily do vyluhu. Z tohoto vyluhu byly

nanocastice stiibra sorbovany na biomasu bakterii Chromobacterium violaceum [18].

Podobné experimenty provadeli El-Rafie a kol. S pouzitim houby Fusarium solani
pfipravili nanocéstice stiibra a nasledné je kotvili do bavinénych tkanin. Vybélené
bavinéné tkaniny byly v 1azni impregnovany koloidnim stiibrem a lisovany. Uéinnost proti
patogennim bakteriim Staphylococcus aureus a E. coli se vSak po 20 promytich snizila
zhruba na 50%. Pokles ucinnosti byl kompenzovan zaclenénim komeréné dostupného
pojiva béhem procesu impregnace, kdy po 20 promytich materidl stile vykazoval
uspokojivé baktericidni U€inky proti bakteriim Staphylococcus aureus (94%)

a E. coli (85%) [19].



19

Bavinéna latka bez
nanoéastic Ag

B

Bavinéna latka obsahujici
nanocastice Ag

Obr. 4: Testovani antibakterialni aktivity bavinéné latky modifikované

nanocasticemi stiibra proti Staphylococcus aureus [9]

Dale byly na bavInéné latce fixovany nanocastice stiibra syntetizované extraktem
z listd zederachu indického (Azadirachta idnica). S vyuzitim diskového difizniho testu byl
zkouman jejich dezinfekéni ucinek proti E. coli. Vysledky potvrdili antibakteridlni

ucinnost proti testovanému patogenu [8].

V préaci autorti Durdna N. a Marcata P. D. je citovano n¢kolik studii, kdy byly do
textilii kotveny nanocastice stiibra pfipravené pievazné€ chemickymi postupy. V téchto
ptipadech se vétSina nanocastic uvolnila po prvnim vyprani [9]. Z vysSe uvedenych fakt

tedy vyplyva, ze vyuzivani ,,bionanoc¢astic* pro modifikaci latek ma slibnou budoucnost.

3.2  Katalytické aplikace

Za posledni desetileti byl zaznamenan exponencialni narGst vyuZzivani
nanokatalyzatorti na ikor béznych katalyzator. Materialy bézné uzivané jako katalyzatory
maji v nanomeétitku vysSsi katalytickou aktivitu (napt. Pd, Pt, Au) [8, 20]. ZvySeni je
Pomér povrchu k objemu ¢astice totiz exponencialné roste se snizujici se velikosti Castic.
Soucasna ptiprava komeréné dostupnych nanokatalyzatori se mnohdy neobejde bez
toxickych a drahych chemickych Cinidel. Navic se musi ziskané nanocastice stabilizovat,
aby nedochazelo k agregaci a jejich uvoliiovani do Zivotniho prostfedi. Z téchto divoda
jsou slibnou alternativou pravé biotechnologické postupy ptipravy katalyzatort. Tyto
postupy vedou ke vzniku stabilnich, vysoce aktivnich bionanokatalyzatori, které je navic

mozno recyklovat a pouzit opétovné [20].
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3.2.1 Dehalogenace

Biosyntetizované nanocastice palladia jsou prvni velkou skupinou vykazujici
katalytickou aktivitu. Bioanorganické nanokatalyzatory byly ziskany napt. redukci iontil
kovu Pd s vyuzitim tii riznych druha bakterie rodu Desulfovibrio. Ackoli je pro vznik
nanocastic palladia s témito organismy nezbytna ptitomnost dalsiho reduk¢niho Cinidla
(napt. H,, mravencéan), proces redukce je striktn¢ ovlivnén pravé ptitomnosti bakterii.
Redukce v nepifitomnosti bunék bakterii nevede ke vzniku nanocastic Pd. Béhem
redukéniho procesu dochézi k sorpci nanocastic palladia na povrchu bun¢k a vzniké tak
kompozitni materiél, ktery lze dale pouzit napt. pro redukéni dehalogenaci chlorofenolu,
polychlorovanych bifenylt, trichlorethenu, polybromovanych bifenyletheri nebo

kontrastnich ¢inidel obsahujicich jod [8, 20].

Za pritomnosti dalSich redukénich c¢inidel (napt. H,, mravencan, laktat, pyruvat
a ethanol) se pro pfipravu ,,bioPd* katalyzatorti ¢asto vyuziva také bakterie Shewanella
oneidensis [20, 21]. Ziskany bionanokompozit s nanoc¢asticemi palladia byl pouzit pro
dechlorinaci polychlorovanych bifenylii obsazenych v odpadnich kalech [21]. Dalsi studies
S. Oneidensis ukazaly rozdily mezi katalytickou aktivitou nanokrystali Pd formovanych na
zivé nebo nezivé biomase. Relativné velké a husté rozlozené krystaly palladia na nezivé
biomase prokazaly vysokou katalytickou aktivitu pti degradaci hydrofobnich molekul
polychlorovanych bifenylt. Zatimco mensi a vice dispergované nanokrystaly na Zivém

bakterialnim nosici byly katalyticky aktivni pfi degradaci chloristanu [8].

3.2.2 Katalytické odbourdvani nitroaromdti

Nitroaromatické slou€eniny jsou b&znymi polutanty Zivotniho prostfedi. Pfitomnost
téchto toxickych latek v pidé a vodé je vysledkem nedokonalého spalovani fosilnich paliv
a pouzivani nitroaromati jako vychoziho produktu pro syntézu vybusSnin, pesticidd,
herbicidi, barviv, 1ékt, atd. Nekontrolované pouzivani téchto chemikalii v minulosti mélo
za nasledek rozsahlou kontaminaci Zzivotniho prostfedi. Pouziti biosyntetizovanych
nanocastic uslechtilych kovli schopnych katalyzovat degradaci pravé€ nitroaromati by

mohlo pfispét k vyfeSeni tohoto aktualniho problému [8].

Sharma a kol. vyuzili pro redukci iontl zlata luSténinu Sesbania drummondii.
V pletivech rostliny se syntetizovaly stabilni nanocastice Au. Nanocastice akumulované
na biomase S. drummondii prokazaly katalytickou aktivitu pfi redukci 4-nitrofenolu za

vzniku 4-aminofenolu [22].
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Pozoruhodny je rozsahly vyzkum vyuzivajici 21 tradi¢nich ¢inskych rostlin a bylin. Po
roztfidéni do ¢tyr kategorii zahrnujicich listy, kvéty, plody a traviny byla sledovana
ucinnost v produkovani Au nanocastic. Produkce byla obvykle zaznamendna po
30 minutach inkubace s vodnym HAuCly. Takto vytvofené nanocastice rovnéz vykazovaly

vysokou katalytickou aktivitu pfi odbourdvani 4-nitrofenolu [8].

3.2.3 ,Biopalivové“ ¢lanky

V poslednich letech neustéale nartsta potieba nalézt alternativni zdroj energie. Takovym
zdrojem mohou byt palivové ¢lanky, které na zédklad€ elektrochemickych procesii pfeméeni
vnitini energii paliva (napt. H,, metanol) na elektrickou energii (viz obr. 5) [23, 24].
Palivové ¢lanky se skladaji ze dvou elektrod, které plisobi vyluéné jako katalyzatory a jsou
odd¢leny elektrolytem (napft. tenkd polymerni membrana). Na zépornou elektrodu (anodu)
se privadi palivo, které je zde zoxidovéano a na kladné elektrodé (katod€) dochazi k redukei
okysliCovadla (napt. O, vzduch). Elektrony uvolnéné z paliva se pifesouvaji vn&jSim
obvodem ke katod¢, a tak vznika elektricky proud. Elektrolyt piisobi jako elektronovy
izolator a soucasn¢ jako vysoce efektivni vodi¢ vodikovych kationtli. V oblasti technologie
palivovych ¢lanktt bylo rovnéZ zkoumdano vyuziti mikroorganismii se schopnosti
enzymatické redukce a sorpce palladia, platiny a jinych drahych kovl pro pfipravu

,blopalivového ¢lanku [8].

anoda

0,/vzduch—— ———» odpad

H, +0%* = H,0 +2e”
nebo

CH,OH +30% — 2H,0+ CO, + 6e”

0, +4e™ — 20%

odpad +——

H,/CH,

elektrolyt

Obr.5: Schéma palivového ¢lanku a reakce probihajici na katod¢ a anodé [25]
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S vyuzitim bakterie Desulfovibrio desulfuricans a dal§iho reduk¢niho Cinidla ve formé
H, probéhla redukce iontii Pt a Pd. Nanocéstice platiny a palladia akumulované bakterii
byly ukotveny na kopirovaci papir a testovany jako anoda v palivovém ¢lanku s polymerni
membranou. Vyroba elektrické energie s vyuzitim ,,biopalivovych® ¢lanki byla srovnana
s komercné dostupnymi palivovymi Clanky. V ptipad¢ ,,bioPt“ bylo dosazeno ucinnosti

100% a u ,,bioPd* pak 81% [23].

Jako anodovy katalyzator v palivovém clanku s polymerni membranou byla testovana
také suchd biomasa bakterie Shewanella oneidensis se sorbovanymi nanocasticemi
palladia. Ve srovnani s komercn€ dostupnym katalyzatorem vysledky prokazaly maximalni
ucinnost vyroby elektfiny vyuzitim palivového ¢lanku s ,bioPd“ anodovym

katalyzatorem [8].

3.3  Elektrochemické aplikace — biosenzory

Biosenzory se obecné skladdaji z bioreceptorti (citlivy prvek biologického plvodu)
a elektrochemickych prevodnikli, pficemz se nejcastéji vyuzivaji fyzikalné-chemickeé
ptevodniky. Pro sestaveni elektrochemického méticiho systému jsou zapotiebi nejméné
dvé elektrody — pracovni (méfici) a referencni (srovnavaci). Podle aplikace a konstrukce
biosenzoru miize byt tento dvouelektrodovy systém doplnén o elektrodu pomocnou.
Elektrody modifikované biosyntetizovanymi nanocastice mohou mit v zavislosti na jejich

unikatnich vlastnostech vyssi citlivost a SirSi detekéni limit [3, 9].

Zheng a kol. pouzili pro elektrochemickou detekci vanilinu kvasinkami syntetizované
nanocastice slitiny zlata a stfibra. Biosenzor pracoval na principu skelné uhlikové
elektrody modifikované nanocéasticemi slitiny Au-Ag. Takto upraveny biosenzor
vykazoval cca 5x vys§i citlivost na vanilin. Vysledky potvrdily mozné vyuziti
modifikovaného biosenzoru pfi detekci vanilinu ve vzorcich bobu vanilky
a aromatizovaného vanilkového Caje. Na zdklad¢ téchto experimentl lze navrhnout nové

systémy detekce a monitorovani obsahu vanilinu [14].

Pon¢kud kuridzni je ptiklad biosyntézy nanocastic zlata vyuzivajici blany z vaje¢nych
skotapek. Od bilku a Zloutku byla oddé¢lena skotfdpka vajicka. Ta byla néasledné promyta
v demineralizované vodé a nechala se volné vysusit. Ze skofapky byla sejmuta blana, ke
které se pfidal roztok HAuCly. Experimentalni vysledky potvrdily ukotveni nanocéstic

zlata na blané z vajené skorapky. Biosyntetizovany nanokompozit byl pouzit pro fixaci
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glukozooxidazy na skelné uhlikové elektrodé za ucelem detekce glukdézy v roztoku.
Enzymaticka aktivita gluk6zooxiddzy byla za pfitomnosti vysoce vodivych nanocastic
zlata zvySena. Zkonstruovany biosenzor byl uspésné aplikovan pti detekci hladiny glukézy

v glukézovych injekcich [26].

Polovodi¢ové nanocastice selenu byly pfipraveny syntézou pomoci bakterie Bacillus
subtilis. Vznikly tak sférické nanocastice o velikosti 40 — 500 nm. Pfi pokojové teploté
vSak mohou byt za jeden den pfeménény na jednodimenzionalni trojihelnikové struktury.
Oba dva druhy Se nanomaterial (sférické, 1D-trojuhelnikové) s dobrou adhesivni
schopnosti a biokompatibilitou byly vyuzity jako materidl pro vyrobu biosenzoru pro
detekci H,O,. Tvar nanocéstic selenu nemél vyznamny vliv na funkénost biosenzoru.
Vysledky prokazaly, ze skelné uhlikové elektrody s nanocésticemi selenu mohou byt
slibnym nastrojem pro aplikace v klinické, primyslové a environmentalni analyze pfi

detekci H,O, v potravinach a 1é¢ivech [27].
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4 Experimentalni ¢ast

Jak jiz bylo zminéno, pro biosyntézu nanocastic se vyuziva celd Skala organismi. Za
velmi zajimavé jsou povazovany mikroorganismy ze skupiny hnédych fas — rozsivky. Pii
jejich podrobnéjsim zkoumani byla totiz odhalena jejich unikatnost, kterda je dana
optickymi, mechanickymi a strukturnimi vlastnostmi jejich kifemicitych schranek. Na
zéklad¢ téchto poznatkl zavedli Gordon a kol. vroce 2005 novy pojem ,Diatoms
nanotechnology* — nanotechnologie rozsivek. Z unikétnich vlastnosti rozsivek plyne jejich
vyuziti v mnoha oblastech, napi. ve fotonice a optice, pii detekci biomolekul, doru¢ovani
1&¢iv [28, 29]. Kromé téchto vyuziti se rozsivky jevi jako slibny mikroorganismus také pro

biosyntézu nanocastic kovu.

Z kapitoly 3.2 vyplyva nartst vyuzivani nanocastic uSlechtilych kovl v katalyze.
Stfedem zdjmu se stavaji také nanocastice zlata, které vykazuji velmi slibné katalytické
vlastnosti ve srovnani s makroskopickymi ¢asticemi zlata. Katalyzatory obsahujici zlaté

nanocastice se podle dostupnych zdrojti vyuzivaji také pti degradaci NOx [30, 31].

Na zékladé¢ vySe uvedenych zjisténi a poznatkli byly tedy provedeny vstupni
experimenty biosyntézy nanocastic zlata s vybranym kmenem rozsivek. Byl pfipraven
kompozitni material s obsahem zlatych nanocastic a otestovana jeho katalyticka aktivita pfi

odbouravani oxidu dusného.

4.1 Taxonomie a struéna charakteristika rozsivek

Rozsivky jsou jednobunécné fotosyntetizujici mikroorganismy pattici do skupiny
hnédych ftas. Prevazné¢ obyvaji vodni ekosystémy, ale osidluji také celou ftadu
suchozemskych biotopll. Jejich soucasti je dvoudilnd kiemicita schranka zvand frustula,
jejiz stavebni material je vétSinou nanostrukturovana amorfni polymerni kyselina
kiemicitd [32]. Kiemik, na némZ jsou rozsivky Zivotné zavislé, piijimaji aktivné
z prostiedi. Pfi jeho nedostatku tyto mikroorganismy nemohou rist a mnozit se, nasledkem

toho hynou [33].

Frustulu tvofi dvé ¢asti nazyvané valvy spojené dohromady kiemicitymi krouzky [32].
Valvy do sebe zapadaji jako dno a viko krabicky. Jemn¢ strukturovany povrch frustuly je
charakteristicky pro kazdy druh. B&hem procesu déleni rozsivek ziska kazda z dcefinych
bunék jednu valvu a druhou dotvofi jesté pied uplnym osamostatnénim. Valva dotvaiena

dcefinou bunkou je vzdy mensi nez ta, kterou ziskala. Po mnoha délenich se tedy schranka
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radikalné zmensi. Poklesne-li velikost pod ur¢itou mez, dochazi k zaniku builky nebo
k pfechodu na pohlavni zplisob rozmnozovéni, pii némz se obnovi optimalni velikost

schranky. Schranky odumftelych rozsivek tvoii horninu zvanou diatomit [33].
Taxonomicky strom rozsivek [34]:
Nadftise: Eukaryota
Rise: Chromalveolata
Kmen: Heterokontophyta
Ttida: Bacillariophyceae

4.1.1 Vybér druhu rozsivek pro biosyntézu nanocdstic

Z divoda dostupnosti (vyskyt na Gzemi CR) a snadné kultivace byl vybran druh
rozsivek Diadesmis gallica (viz obr. 6). Jako prekurzor uslechtilého kovu byl pouzit roztok

kyseliny tetrachlorozlatit¢ (HAuCls) o koncentraci ImM.

spot  HV det WD mag o mode
4.0 20.00 kV ETD 11.3 mm 30 000 x SE RMTVC - VSB TUO

Obr. 6: Kiemicita schranka rozsivky Diadesmis gallica, snimek ze skenovaciho

elektronového mikroskopu QUANTA FEG 450

Néro¢nost kultivace pfimo zdvisi na velikosti a struktufe schranek daného druhu
rozsivek. Je ziejmé, ze rozsivky vétSich rozmérti anebo se slozitéji strukturovanou
schrankou maji vétSi naroky na kultivaéni prostiedi, dostatek zivin (piedev§im kiemiku)

a cas pro rast. Tvar a struktura rozsivek Diadesmis gallica nejsou piili§ slozité, jejich
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prumérna délka se pohybuje kolem 5 um. Z uvedeného vyplyva, ze kultivace tohoto druhu

v laboratornich podminkach by neméla byt ptili§ naro¢na.

4.2  Kultivace kultury

Kultivace kultury je oznaceni pro umélé mnoZeni bakterii za ucelem ziskani Cisté
kultury. Optimalni riistové podminky a vhodné vybrané kultivacni médium zaruci prostredi
vhodné pro rist a mnozeni biomasy. Jelikoz jsou kultury mikroorganismti nachylné na

kontaminaci, musi byt veskera manipulace s nimi provadéna za aseptickych podminek.

4.2.1 Kultivacni médium

Pro kultivaci rozsivek bylo vyuzito médium WC (zkratka z Wright's Chu ¢.10), jehoz
slozky jsou uvedeny v tabulce 3 [35]. Vyvazené poméry jednotlivych slozek média
zajistuji dostateCny ptisun zivin potiebnych pro rist péstované kultury rozsivek Diadesmis

gallica.

Tabulka 3:  Seznam chemikalii pro ptipravu kultivacniho média WC

Cislo Chemikalie Koncentrace
1]
Zasobni roztoky média
1 CaCl,-2H,0O 36,800
2 MgSO,4-7H,0 37,000
3 NaHCO;3 12,600
4 K,HPO4-3H,0 5,700
5 NaNO; 42,500
6 Na,Si03-5H,0 21,200
7 Naz;EDTA 4,360
FeCl;-6H,0 3,150
CuSO4'5H,0 0,010
ZnS0O4 7H,0 0,022
CoCl, 6H,0 0,010
MI’ICIZ 4H20 O, 180
N32M004 ' ZHQO 0,006
H3;BO; 1,000
Dalsi slozky média
8 Thiamin 0,1000
Biotin 0,0005
Cyanokobalamin 0,0005
9 Pufr (TRIS) 0,1150
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Do 1 litru destilované vody byl vzdy ptidan 1 ml zasobniho roztoku v potadi 1 — 5 a 7.
K této smési bylo pfisypano 0,115 g suchého praskového pufru (slozka ¢islo 9). Sterilizace
média probihala 20 minut v autoklavu znacky Tuttnauer 3850 EL pfi teploté¢ 121°C. Po
autoklavovani a vychlazeni byly steriln¢ doplnény vitaminy (slozka ¢islo 8) a zasobni
roztok Cislo 6. Vodni sklo (zasobni roztok ¢. 6) je nezbytnou soucasti média zajiStujici

optimalni rist kiemicitych schranek rozsivek.

4.2.2 Proces kultivace

Zasobni kultura rozsivek (Diadesmis gallica CCALA 766-DG) byla poskytnuta ze
Sbirky bunéénych kultur Centra algologie v Tfeboni, Biologické centrum AV CR, Institut
hydrobiologie v Ceské republice.

Rozsivky byly kultivovany ve sterilnich Erlenmayerovych baiikdch o objemu 1 litr. Ze
zasobni kultury byl odpipetovan 1 ml do sterilni Erlenmayerovy baiky a bylo pfidano cca
400 ml kultivaéniho média. Rozsivky byly rozo¢kovany do 30 Erlenmayerovych banék,

aby bylo v zavéru ziskano dostate¢né mnozstvi biomasy pro biosyntézu nanocastic.

Biomasa byla inkubovana pfi teplot€¢ 21°C v rlstové komoie (Binder KBW-240)
v rezimu 16 h/8 h svétlo/tma (5 x 36 W/m” Osram Lumilux Cool Daylight fluorescenéni
lampa), coz simuluje optimalni podminky pro rist kmene v jeho pfirozeném prostiedi.
Kultura dospéla do stacionarni rtistové faze zhruba za Ctyfi tydny. Po této dobé byla

biomasa vyuZita k experimentu biosyntézy nanocastic zlata.

4.3  Priprava bionanokompozitu, jeho charakterizace a pouziti

Kompozit s obsahem nanocastic zlata byl pfipraven smichanim kultury Diadesmis
gallica sroztokem kyseliny tetrachlorozlatité o koncentraci zlata 1 mM v poméru 1:1.

Biosyntéza nanocastic zlata probihala za laboratornich podminek.

Rozsivky s pfidavkem HAuCly a rovnéZz kontrolni zasobni kultura byly
zdokumentovany optickym mikroskopem (Olympus CX31). Syntetizované zlaté
nanocastice ukotvené na biomase byly zkoumany transmisnim elektronovym mikroskopem
(Jeol 1200 EX TEM, JEOL Ltd., Tokio, Japonsko) na pracovisti Elektrotechnického ustavu
SAV.
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4.3.1 Aplikace v katalyze — degradace N,O

Vstupni experimenty testovani katalytické aktivity kompozitu byly realizovany na

pracoviti katedry fyzikalni chemie a teorie technologickych pochodti VSB-TUO.

Zdrojem oxidu dusného jsou nékteré chemické vyroby a spalovaci procesy, 65% vsak
vznika pfirozenymi procesy v piirodé. N,O patii mezi sklenikové plyny, jeho vzristajici

koncentrace v atmosféie ma za nasledek poskozovani ozonové vrstvy [36, 37].

V piipadé¢ katalytické degradace N,O vyzaduje vzorek vzhledem k pouzité metodice,
pribéhu katalytického procesu a konstrukeci reaktoru jesté nékolik uprav (kalcinace,
ptiprava frakce urcitého rozméru). Béhem méfeni rozkladu N>O musi byt vzorek stabilni.
Nestabilni slozky, které by se rozlozily béhem reakce, se odstranuji kalcinaci. Vznikly
bionanokompozit byl vykalcinovan na vzduchu pii teploté¢ 450°C po dobu 4 hodin. Pod
tlakem 25 MPa se z materidlu vytvofila tableta a nasledn¢ doslo k jejimu rozdrceni. Prasek
byl vysitovan na vyslednou frakci 0,16 — 0,315 mm, kterd byla pouzita pro testovani

rozkladu N,O.

Experimentalni aparatura se skladd z nerezového trubkového priato¢ného reaktoru o
vnitinim priméru 5 mm s integralnim loZzem katalyzatoru. Aby doSlo k vyrovnani toku
reakéni smési je katalyzator umistovan mezi inertni material, kterym bylo v tomto ptipadé
sklo. Ptrehled frakci pouzitého inertniho materialu a katalyzatoru je uveden v tabulce 4.
Vrstveni materidlu odpovidd potadi v tabulce. Vné reaktoru je spirdlovité vinuti, které
slouzi k predehtivani plynu (viz obr. 7). Reaktor je wuloZen v kelimkové peci

s programovatelnym regulatorem teploty.

Tabulka 4: Rozméry a mnoZzstvi frakci skla pro plnéni reaktoru

Frakce Rozméry [mm] MnoZstvi
Sklenéné kulicky 2 18 ks
Sklenéna drt’ 08-1 035¢g
Sklenéna drt’ 0,315-0,8 0,15¢g
Sklenéna drt’ 0,250 - 0,315 0,15g
Sklenéné kulicky 0,18-0,250 01g
Katalyzator 0,16 - 0,315 0,15¢g
Sklenéné kulicky 0,18- 0,250 03g
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Obr. 7: Trubkovy reaktor se spirdlou k pfedehiivani vstupujiciho plynu

Meéfieni probihalo pii atmosférickém tlaku a teplotdch v rozmezi 300 — 450°C (méfilo se
v ustaleném teplotnim stavu, konkrétné pii teplotach 450°C, 420°C, 390°C, 360°C, 330°C,
300°C). Celkovy pritok plynu reaktorem byl 150 ml/min. Vychozi navazka kompozitu
byla 0,15 g.

Vstupni a vystupni koncentrace N,O byly analyzovany pomoci hmotnostniho
spektrometru RGA 200 (Prevac, Polsko). Aktivita katalyzatoru byla zjistovana na zakladé
vypoctu konverze (X,) podle vztahu (1).

CAO - CA

x, =2 1

kde C, je koncentrace N,O na vstupu do reaktoru a C4 je koncentrace N,O na vystupu

z reaktoru.
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5 Vysledky a diskuse

5.1  Biosyntéza nanocastic zlata s vyuZitim rozsivek Diadesmis gallica

JiZ po dvou hodinach po ptfidani HAuCly ke kultufe rozsivek zacala biomasa ménit
barvu do purpurova, coz indikuje vznik zlatych nanocastic. Po 24 hodinach méla smés syté
¢ervenou az fialovou barvu. Zména zbarveni je patrnd na snimcich z optického mikroskopu
(viz obr. 8). Z barevné zmény biomasy a prakticky ¢iré¢ho zabarveni roztoku nad usazenou
biomasou je mozné usuzovat, Ze nanocastice se kumuluji predev§im na biomase nebo v jeji

tésné blizkosti, kde jsou stabilizovany a jen jejich minimalni ¢ast pfechazi do roztoku.

Obr. 8: Snimky potizené svételnym mikroskopem Olympus CX31, zvétseno

400X; A — Cista kultura rozsivek; B — rozsivky se syntetizovanymi

nanodasticemi zlata

Na obrazku 8A je viditelné zelenoZlutého zbarveni €isté kultury rozsivek Diadesmis
gallica. Snimek 8B piedstavuje biomasu po 24 hodinové inkubaci s pridavkem HAuCly.
Je patrné, ze béhem bioredukce doslo k fixaci nanocastic zlata (Cervené zbarveni) na zivou
substanci bunék. Béhem procesu vétSina bunck zanikla, nasledkem bylo vyliti bunécného
obsahu rozsivek do roztoku. Vzniklé nanocastice byly imobilizované na kfemicitych
schrankach. Vysledky prokazuji, Ze biomasa hnédych tas Diadesmis gallica je schopna

biosyntézy nanocastic zlata z vodného roztoku soli.

Obr. 9A zachycuje frustuly rozsivek s asociovanymi nanocasticemi zlata. Na snimku
9B je dobfe viditelny detail tvaru biosyntetizovanych nanocastic zlata. Nanocastice jsou
prevazné sférické, ale misty se vyskytuji ikrystaly trojihelnikového tvaru.

Pomoci elektronové difrakce (SAED, z angl. ,selected area electron diffraction®) byl
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vyhodnocen charakter krystalické struktury, ktery korespondoval s kubickym zlatem

(Obr. 9B — vytez).

Obr. 9: Snimky buné&Enych zbytkt Diadesmis gallica se syntetizovanymi

nanocasticemi zlata z transmisniho elektronového mikroskopu

Vyredukované nanocastice zlata na biomase rozsivek jsou dlouhodobé stabilni
a nedochazi k jejich agregaci. Nanocastice jsou jednak kotveny na porézni struktufie frustul
a jednak jsou stabilizovany obalem tvofenym sekretovanymi bunéénymi metabolity. Diky
stabilizaci a imobilizaci na silikdtové matrici si nanocastice zachovavaji své vlastnosti i po
vysu$eni. Pfipraveny kompozit ma dlouhou Zivotnost, je mozné ho skladovat jak ve formé
suspenze, tak po vysuSeni jako prasek (viz obr. 10), pfipadné¢ zmrazeny. Dulezitou roli
v Zivotnosti materialu hraje 1 fakt, Ze silikdtovd matrice tvofend kiemicitymi schrankami

rozsivek vydrzi miliony let (fosilie rozsivek se téZi ve formé horniny diatomitu).

P )

C—

Obr. 10: VysuSeny biosyntetizovany kompozit obsahujici nanocastice zlata
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5.2  Katalyticka aktivita bionanokompozitu

Ptipraveny bionanokompozit obsahujici nanocastice zlata imobilizované na schrankach

rozsivek byl testovan jako katalyzator pii degradaci N,O (viz tabulka 5).

Na obr. 11 je patrné, ze se vznikly bionanokompozit po kalcinaci podstatné nezménil.

Nanocastice jsou stale asociovany na kifemicitych schrankéch.

Obr. 11: Bionanokompozit obsahujici nanocastic zlata kotvené na schrankach
Diadesmis gallica po procesu kalcinace, snimek z transmisniho elektronového
mikroskopu

Tabulka 5:  Vysledky katalyzy: zavislost konverze N,O na teploté

Teplota [°C] Konverze N,O [%]

450 4,0
420 3,6
390 0

Vysledky katalyzy pfi teploté 450°C prokazaly preménu 4% N,O. Pii poklesu teploty

0 60°C jiz nebyl katalyzator aktivni viibec.

Pozitivnim vysledkem tohoto experimentu je skuteCnost, Ze se vlastnosti
bionanokompozitu zachovavaji i po jeho vystaveni plisobeni vysokych teplot. Po testovani
katalytické aktivity zlstala barva praskového bionanokompozitu s obsahem zlata fialova,
coz dokazuje stalou pritomnost nanocastic. Skutecnost, Zze se nanocastice kovu
v bionanokompozitu zachovaly i po katalyze, je zfejma také ze snimkl z transmisniho
elektronového mikroskopu (viz obr. 12). Jedinou zménou, kterd byla u materidlu

zaznamenana je mirnd agregace zlatych nanocastic.
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240 nm

Obr. 12: Bionanokompozit na bazi kfemicitych schranek rozsivek a zlata po

katalyze, snimky z transmisniho elektronového mikroskopu
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Obr. 13: Histogramy distribuce velikosti zlatych nanocastic; A — v kompozitu po

kalcinaci (odpovida obr. 11); B - v kompozitu po katalyze (odpovida obr. 12)

Nanocastice biosyntetizované pomoci Diadesmis gallica mély primérnou velikost
22 nm [32]. Z histogramu (viz obr. 13A) je patrné, ze po kalcinaci primérna velikost ¢astic

vzrostla na 26 nm. Po katalyze oxidu dusného byla vyslednd velikost ¢astic zhruba
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30 - 36 nm, coz odpovida vySe zminované agregaci. Histogramy distribuce velikosti byly
vytvofeny v programu JMicroVision ze snimktl z transmisniho elektronového mikroskopu

(obr. 11 a 12, v pripad¢ obr. 12 se vyuzila sumace hodnot z obou snimki).

Oxid dusny je mozno odstranit termickym rozkladem, ten vSak vyzaduje vysoké teploty.
Jako energeticky i financn¢ vyhodné;jsi se jevi provadét tuto reakci v piitomnosti vhodného
katalyzatoru [36]. Pii rozkladu N,O dochazi ke vzniku piirozenych slozek kysliku a dusiku

(viz rovnice 2).
2N20 4 2N2 + 02 (2)

Do soucasnosti bylo pii katalytickém rozkladu N,O studovano nékolik druht
katalyzatorti. Slo pfedeviim o kovy nanesené na riznych nosi¢ich, oxidy, smésné oxidy
a zeolity. Slozky, které se bézné vyskytuji v odpadnich plynech (pfedevsim kyslik, vodni
para a dalsi (NOy, SO,, CO»)), negativné ovliviiuji vlastnosti katalyzator. Snahou zlstava
vyvinout stabilni katalyzator, ktery témto vlivim odol4d. Vyzkum je zaméfen na vyvoj
katalyzatorii aktivnich za nizkych teplot, jez budou odolné vii¢i inhibici kyslikem a vodni

parou [8, 20, 21, 36].

V piipadé katalyzatori na bazi kovii se vyuziva skupina platinovych kovii (Ru, Pd, Pt,
Ir, Rh), které jsou naneseny na riznych nosicich [8, 36, 38]. Pti vyuziti Cistého praskového
katalyzatoru je béhem reakce aktivni relativné mala ¢ast na povrchu vrstvy. Pravé z téchto
divodii se vétSina katalyzatori kotvi na katalyticky neaktivni porézni nosi¢ (napt. TiO,,
Si0,). Platinové kovy jsou maélo odolné vu¢i inhibici kyslikem, coz ovliviiuje
mechanismus redukce N>O. Proto se platinové kovy kombinuji napf. s nanoc¢asticemi
zlata, které mohou usnadnit adsorpci a desorpci kysliku a zvysit tak katalytickou aktivitu

smésného katalyzatoru (slitiny Au-Pd) [38].

U ptipravené¢ho bionanokompozitu, jehoZz pfiprava je popisovana v této bakalaiské
préci, jsou nanocastice zlata vadzany na kiemicitych frustulach rozsivek. Predpokladalo se,
ze kifemicCité schrany rozsivek nahradi komercné dostupny porézni nosi¢. Frustuly rozsivek
tvofi velmi porézni material, ktery je vzhledem ke svému velkému povrchu vyuzivan

v prumyslovych aplikacich.

Vysledky experimentalniho ovéreni katalytické t¢innosti bionanokompozitu prokazalo
relativné nizkou Uc¢innost tohoto materidlu pro katalyticky rozklad oxidu dusného. Tento

fakt mize byt zplisoben zménami ve struktufe bionanokompozitu v pribéhu kalcinace
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(agregace nanocastic), nedostatecnym celkovym obsahem nanocastic ve vzorku, ¢i nizkou

ucinnosti nanozlata na katalyzu tohoto typu reakce.

Experiment také prokazal ocekavany pokles ucinnosti se snizujici se teplotou.
Katalytickou aktivitu by podle vysledka teoreticky bylo mozné zvysit zvySenim teploty.
Tyto reakéni podminky jsou vSak energeticky narocné a pro praktické vyuziti se tak jako

v

vhodné;jsi jevi katalyzatory, které jsou schopné rozkladat N,O jiz za nizkych teplot [36].

Publikace [39, 40, 41] uvadi, ze nanocastice zlata jsou vysoce aktivni do velikosti 10
nm. Nanocastice vzniklé bioredukei mély velikost 20 nm. Je mozné, ze Gpravou velikosti
nanocastic by se mohla jejich katalytickd aktivita zvysit. Velikost bioredukovanych

nanocastic lze ovlivnit zménou podminek procesu jejich ptipravy.

Bionanokompozit pfipraveny redukci HAuCly pomoci rozsivek Diadesmis gallica byl
jiz diive vyuzit ptfi degradaci 4-nitrofenolu [42]. Vzorek je tedy katalyticky aktivni,
v souc¢asné podobé vSak neni vhodny pro ucely rozkladu N,O. Perspektivni by do
budoucna mohla byt kombinace ziskaného kompozitniho materialu s jinymi katalyzatory,

které jsou pro degradaci sice u¢inng, ale ptili§ drahé — napft. Pt.
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6 Zavér

V prvni casti prace byla provedena reSerSe soucasné literatury a zhodnoceni
aplikacniho potencidlu nanocastic a nanokompoziti piipravenych biotechnologickymi
postupy. Separace nanocastic z biomasy je narocnd a jevi se jako nevyhodna, protoze Cisté
nanocastice maji sklon agregovat. Jak se vSak ukazuje i v praxi, pro mnoho aplikaci neni
tteba nanocastice izolovat. Nejcastéjsi aplikace biosyntetizovanych nanocastic
a nanokompoziti byly rozdéleny do tii hlavnich skupin — aplikace v mediciné, katalyze

a elektrochemii.

Experimentdlni Cast byla zaméfena na pfipravu kompozitniho materidlu
s nanoc¢asticemi zlata a jeho aplikaci v katalyze. Prvnim krokem byla pfiprava samotného
nanokompozitu bioredukei roztoku kyseliny tetrachlorozlatité pomoci rozsivek druhu
Diadesmis  gallica. Vysledky prokazaly, ze biosyntéza vedla k vytvofeni
bionanokompozitniho  materidlu  tvofeného nanocCasticemi  zlata  asociovanymi
s kfemicitymi schrankami. Vyhodou tohoto postupu je provedeni redukce, stabilizace
a imobilizace nanocastic kovu v jednom kroku a to za pokojové teploty, fyziologického pH
a bez vétsitho mnozstvi toxickych cinidel. Pfipraveny bionanokompozit je vysoce stabilni,

1ze ho uchovéavat jak ve formé suspenze, tak ve formé praSku, beze zmén jeho vlastnosti.

Bionanokompozit vykazoval pfi rozkladu N,O velice nizkou aktivitu, a to i pfi vysSich
teplotach. Vysledky vedou k pozitivnimu zjiSténi, ze se vlastnosti bionanokompozitu po
pusobeni vysokych teplot podstatné nezménily, coz vede k moznosti jeho vyuziti pfi
reakcich vyzadujici pravé vysokeé teploty. Pfipraveny biokompozit tak ma velky potenciél
pro dalsi Upravy ¢i katalyzu jinych reakci. Jednou z moZnosti optimalizace
bionanokompozitu muze byt uprava velikosti biosyntetizovanych nanocastic, nebo
kombinace s jinymi katalyticky aktivnimi prvky (Pt, Pd). Nanocasticové katalyzatory
mohou vyrazné piispét k rozvoji katalyzy nejen zvySenim jeji efektivity, ale i nachazenim
novych katalyzator k reakcim, ve kterych byly klasické katalyzatory neti¢inné. Proto je

dilezité dale zkoumat a zkouset potencial téchto novych katalyzatori.
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