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1 Uvod

Nanocéstice jsou v soucasné dob¢ jednou z nejvice skloniovanych pojmt v fad¢ védnich
oborti.  Skytaji diky svym  vlastnostem nové moznosti  vyuziti Vv
technologickém, strojirenském, biologickém a biomedicinském primyslu. V posledni
dob¢ se dostavaji do popiedi z4jmu a dochazi ke zvySeni mnozstvi aplikaci a zlepSeni
vyuzitelnosti. V oboru biomediciny ovSem nastdva za posledni roky nejvyraznéjsi

rozvoj.

Hlavnim divodem rozvoje pouziti nanocastic je jejich velikost, ktera odpovida nebo
dokonce je mensi nez lidské buiiky, bakterie, viry nebo proteiny. Diky své velikosti Ize
snadnéji dopravit nanoc¢astice do mist, kde jsou biologicky zapotiebi. Dalsim diivodem
pro jejich vyznamné vyuziti je magnetismus nékterych typld castic. Pomoci této
vlastnosti je s nanocasticemi snaz$i manipulace. Lépe se dopravi do mista uréeni
pomoci vnéjsiho magnetického pole, ¢ehoz se vyuziva napiiklad v nanochirurgii, ¢i
magnetické rezonanci (kontrastni latky). Dalsi obrovskou vyhodou jsou povrchové
vlastnosti, kdy se nanocastice slabé obali biokompatibilni latkou (vznika tzv. korona)
ajsou lépe chranény pted okolnim prostfedim v organismu (napiiklad proti oxidaci

apod.).

Védci neustadle zkoumaji vliv téchto ¢astic na lidsky organismus (cytotoxicita,
biokompatibilita, hemokompatibilita, ekotoxicita apod.), zkouma se vliv velikosti,
koncentrace, tvaru, povrchové struktury, povrchového naboje aj. Bohuzel se
vzristajicim zajmem vyuZiti nanocastic v biomediciné nastavaji sporné otazky tykajici

se bezpecnosti jejich vyuziti.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Nanocastice

Nano¢éstice jsou &astice o rozmérech jedné miliardtiny metru, tedy 10° m. Maji
rozmeéry na urovni atomil a molekul. Obvyklad velikost se ovSem pohybuje v rozmezi

mezi 1 az 500 nm.
Za nanocastice lze oznacit takové ¢astice, které spliuji nasledujici podminky (1):
1. minimaln¢ jeden rozmér nebo vnitini struktura musi byt v intervalu 1-100 nm,

2. chemické nebo fyzikalni vlastnosti maji na stejné urovni jako atomy nebo

molekuly,

3. jednotlivé nanocastice se daji kombinovat tak, aby vznikly vétsi struktury

S rozméry mikrosvéta.

Nanocastice jsou 0 dimenzionalni nanoobjekty neboli maji rozmér ,,nano“ ve tiech

smérech soufadnych 0s. Tyto objekty lze dale délit podle morfologickych znakti na (1):

nanokrystaly vytvarejici povlaky a vrstvy,

— nanopé€ny a porézni nanomaterialy,

kvantové tecky,

objemové nanomaterialy a nanostroje.

2.1.1 Rozdéleni nanocastic

Nanocastice jsou rozdéleny do mnoha rtiznorodych kategorii podle jejich vnitiniho

usporadani, rozmért a chemického slozeni (2).
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2.1.1.1 Nanocastice na bazi uhliku

Na bazi uhliku jsou =zalozeny tifi hlavni tfidy: fullereny, uhlikové nanotrubice
a nanodiamanty. Fullereny jsou molekuly uhliku ve tvaru duté koule nebo elipsoidu.
Mezi jejich vyznamné vlastnosti patii elektricka vodivost, pevnost, a elektronova
afinita. Uhlikové nanotrubice maji protahlé, duté struktury. Trubice mohou byt

jedno, dvou nebo mnohovrstvé (2).

2.1.1.2 Keramické nanocastice

Keramické nanocéstice jsou anorganické, nekovové pevné latky. Vyskytuji se ve formé
polykrystalické, beztvaré, porovité nebo duté. Tyto nanocastice si nasly velké uplatnéni

pii fotokatalyze a barveni fotografii (2).

2.1.1.3 Kovové nanocastice

Kovové nanocastice se ziskavaji z prekurzori pfi chemickych reakcich kovi. Jsou
vyznamné diky svym optickym a optoelektrickym vlastnostem. Diky svym optickym
vlastnostem maji kovové nanocastice velké vyuziti. V souasnosti jsou to nejvice
komeréné vyuzivané nanolastice (2). Vyuzivaji se nanokrystalické slitiny
s vynikajicimi mechanickymi vlastnostmi (pevnost a elasticita). Nejpouzivangjsimi
kovovymi nanoc¢asticemi jsou vrstvy drahych kovii, jako je zlato, stfibro nebo

platina, ale rozsifuje se vyuziti i dalSich kovi (zelezo, méd’ nebo hlinik) (2).

2.1.1.4 Dalsi typy nanocastic

Polovodi¢ové nanocastice maji vlastnosti mezi kovy a nekovy. Jejich hlavni vyuZiti je
mezi elektronickymi zafizenimi a ve fotooptice. Polymerni nanocastice byvaji na

organické bazi. Obvykle maji tvar nanokulicky nebo nanokapsle.
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2.1.2 Syntéza nanocastic

Technologii pro vznik nanocastic existuje mnoho. Rozd¢luji se na dva hlavni sméry
vyroby: ,,.Bottom-up* a ,, Top-down*. Tyto dva sméry se dale rozdéluji na dalsi podtiidy
podle pribéhu syntézy, reakénich podminek apod. Rozdéleni metod syntézy nanocastic

je vidét na obrazku 1.

Metody syntézy

nanodastic
Bottom-up Top-down
S-}TIiéZﬂ. 51:11[&13

1. Sol-gel metoda
2 Biochemicka syntéza 1 mechamické mlet;
3. Laserova pyrolyza ). chemické leptini
4. odstieden _ 3. pokovovan
5 biochemicka syntéza Biclogicka syntéza, | 4 laserova ablace

Bakterie, houby, 5. fyzikilni depozice

kvasnice a daldi

Obr. 1 Schéma rozdéleni metod pro syntézu nanocastic dle zdroje (2), pielozeno.

2.1.2.1 Top-down syntéza

Pii vyuziti této metody dochazi k tzv. ,destrukci molekul. Je to cesta zmenSovani
molekul, kdy z vétsich molekul ziskime mens$i, az dosahneme ,nano“ rozméra.
Piikladem této syntézy je chemical vapor deposition (CVD), physical vapor deposition
(PVD), drceni, mleti a brouseni (2).

Pii této syntéze obvykle dochazi k zisku velkého mnozstvi ¢astic, které maji rizny tvar
a velikost. Pfi syntéze muze nastat agregace ¢astic, kvili srazkam pii procesu a ¢astice

poté difunduji a nevratné se spoji. T0 poté omezuje jejich vyuziti (3).
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2.1.2.2 Bottom-up syntéza

Nékdy se také nazyva building up syntéza a principem metody je skladani
molekul, jelikoZ nano¢astice jsou vytvareny z relativné jednodussich latek. Zacéina se s
atomy nebo molekulami, kdy se piislusnou chemickou syntézou ziskaji potiebné
nanocastice. Lze vyuzit syntéz, které jsou zalozené na odliSnych principech —

sedimentace, sol-gel metoda, biochemicka syntéza aj. (2).

Tento typ syntézy ma lepsi vyuziti, jelikoz touto Gpravou lze ziskat potiebny tvar, anebo
velikost nanoc¢astic. Nicméné pomér vznikly Bottom-up syntézou je maly a cely proces

je velice naro¢ny, pouha drobna chyba vede k velkym odchylkam od tvaru a velikosti

(3).

2.1.3 Fe30s (oxid Zeleznato-Zelezity)

Tento oxid Zeleza je znamy také jako magnetit. Jedné se o ¢erné zbarveny oxid, ktery je
siln¢ magneticky. V pfirodé¢ se nachdzi ve velkych krystalech a v rozmérech ,,nano*
podléha silné korozi (4). Je vyuzivan organismy (véely nebo fasy) Kk orientaci
v prostiedi. Magnetit ma velky rozsah vyuziti diky své biokompatibilité
a feromagnetickym vlastnostem, napiiklad jako katalyzator, k imobilizaci proteinu,
biosenzor apod. Ziskava se termalni dekompozici, metodou

sol-gel, mechanicky, koprecipitaci ptimo z roztoku apod (5).

2.1.4 Nd20s3 (oxid neodymity)

Neodym patii mezi vzacné prvky a je vyznamny diky svym vlastnostem — vysoka
mechanickd pevnost, vodivost kyslikovych iont, vysokd absorpce UV zifeni
a luminiscence. (6) Je zkouman jako potencionalni 1€k na 1éCeni rakoviny prsu.
Nanocastice maji lehce namodralou barvu. Nejéastéji se ziskava metodou Sol-gel ¢i

hydrotermalni syntézou (7).
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2.1.5 Zn (zinek)

Nanocastice zinku patfi do skupiny mezoporéznich nanocastic kiemicitanu-vapenatého,
které maji veliké vyuziti ve zdravotnictvi, hlavné stomatologii. Jsou to bioaktivni
materialy s velkou antibakterialni aktivitou (8). Zinek je dulezity prvek pro syntézu
proteini a DNA (9). Jeho ionty inhibuji enzymatickou aktivitu pii bunééném

metabolismu. Nejcastéjsi postup piipravy nanocastic zinku je metoda Sol-gel (10).

2.1.6 Aplikace nanodastic v biomediciné

Rozméry jsou jednim z hlavnich divodii vyuziti nanocéstic v biomedicin¢. Odpovidaji
urovni zakladnich stavebnich prvki Zivych organismi, jako jsou aminokyseliny nebo
nukleotidové jednotky. Zaroven diky svym rozméram skytaji nové moznosti. Jednou

z nejcéastéjsich aplikaci nanocastic je transport 1éka v krevnim fecisti (3).

Diky svym ,,nano* rozmérdm jsou nanocastice schopny projit skrze kapilary, a zaroven
maji schopnost nést na sob¢& ur¢ité mnozstvi chemickych latek. K tomu se vyuzivaji
nanocastice oxidu Zeleza jako magnetit (Fe3sOs) anebo maghemit (Fe2Oz), které jsou
idedlni diky jejich magnetickym vlastnostem, jelikoZ maji adekvatni reakci
v magnetickém poli. DalSim pfinosem jsou pro zobrazovaci systémy, hlavné

u magnetické rezonance, kdy se aplikuji jako kontrastni latky (3).

Diky nanocasticim jsme schopni ziskat anatomické obrazy s vysokym rozliSenim. Déle
jsou pouzivany pii termoterapii, kdy lze nanocastice magnetickou indukci zahiat
Vv lokalizovaném misté. V lidském téle jsme schopni nanoc¢astice ohifat az na teplotu
46 °C, coz zpusobuje poskozeni nebo zni¢eni nadorovych bunék, které jsou vice citlivé
na teplo nez normalni tkan. V posledni dobé se vyuziti nanocastic velmi rozvinulo pfi

diagnozach rakovin (11).

DalSim vyuzitim jsou biosenzory, které pomahaji indikovat rtizné vazby ¢i interakce
Vv biologickém systému. V posledni dob€ se nanocastice a nanomateridly velmi
rozvinuly pii aplikaci a vyrobé dezinfekénich roztokdi a geld. Ruzné druhy
nanocastic, napf. stéibro, jsou velmi toxické pro bakterialni populace a viry. V posledni
dekad¢ se také rozmohl vyvoj nanorobotti, ktefi maji rozméry az pouhych 50 nm.

Nanoroboti se vyuzivaji pfi podpofe imunitnich reakci a poskozeni mozku. Dale se
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vyuzivaji v zubnim lékatstvi, kde se aplikuji jako lokalni anestezie, ¢i k opravam zubni

skloviny (12).

Na druhou stranu obrovskym problémem pfi vyuzivani nanoc¢éstic byva jejich toxicita

pro rizné organismy nebo zivé systémy (1).

Kvili nizkému ptsobeni gravitace se nanocastice déle udrzuji ve vzduchu a muize
dochazet k jejich inhalaci (2). Disledkem nadmérného pouzivani rtznych zatizeni,
napt. 3D tiskaren, mohou vznikat aerosoly, které nejsou biokompatibilni s lidskymi

bunkami a mohou zptisobovat koagulaci krevnich bunék, zanét a dalsi. (3).

2.1.7 Hodnoceni nanocastic

Pfi hodnoceni nanocastic sledujeme jejich rizné vlastnosti. V této kapitole se budeme
vénovat jejich tvaru, velikosti a magnetismu. Budeme také zkoumat, jaké metody

se ke sledovani vyuzivaji.

2.1.7.1 Tvar nanoéastic

Morfologie nanocastic popisuje fyzikalni tvar a popisuje povrch nanocastic, ktery muze
obsahovat rizné poéry nebo trhliny. Rizné morfologie ovliviiuji vlastnosti nanocastic
jako je disperze, mira adsorpce ¢i toxicita. Pro vyhodnoceni tvart je zapotiebi zobrazeni
nanocastic pomoci SEM, AFM nebo TEM. Znaky, které sledujeme, nejsou pouze
velikost a tvar, ale také pomeér stran, kulovitost ¢i kruhovitost, rizné diverzity, konvexe
anebo fraktalni dimenze. Priklady rdznorodosti tvarG nanocastic vidime

na obrazku 2 (3).
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Obr. 2 Snfmky z TEM a SEM mikroskopie zachycujici rizné tvary nanocastic zlata (13).

2.1.7.2 Metody mikroskopie

V nasledujici kapitole se budeme zabyvat zpisoby mikroskopie, které jsme vyuzili

V této praci.

SEM mikroskopie

SEM mikroskopie (scanning electron microscopy) neboli rastrovaci elektronova
mikroskopie je jednou z hlavnich zobrazovacich metod, ktera nejvice piispéla k vyvoji
nanocastic. SEM vyuziva svazek fokusovanych elektront ke sledovani objektii. Mezni
rozliSovaci schopnost tohoto druhu mikroskopu dosahuje az 1 nm, ale i pfesto nelze
zachytit jednotlivé atomy nanocéstic. Mezni rozliSovaci schopnost je dana svazkem

elektronu, ktery je schopen zachytit plochu az o rozméru 0,4 nm (1).

Paprsek je po vzorku posouvan pomoci vychylovacich civek a prochédzi vzorek

po fadcich. Na obrazku 3 je zobrazené schéma rastrovaciho elektronového mikroskopu.
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Obr. 3 Schéma konstrukce SEM mikroskopu (14)

Vzorek je skenovan bod po bodu, dokud neni obraz kompletni. Elektrony a atomy spolu
vzajemné reaguji a vytvareji sekundarni a zpétné odrazené elektrony, které se daji
detekovat a snimat. Pomoci pocitace se k danému bodu pfitadi ptislusna hodnota jasu
obrazu. Dale se na daném misté svazek vychyli na nasledujici bod vzorku a proces se
opakuje. V komote, kde se nachdzi sledovany vzorek, je vhodné mit vakuum, jelikoz

ve vakuu se Iépe pohybuji piislusné elektrony se spravnou funkei (14).

Pro vyobrazeni snimku je zapotfebi snimat sekundarni a zpétné odraZené elektrony.
Ziskavaji se pomoci termoemisnich zdroji, které vyuZivaji tepelnou energii. Dalsi
moznost zdroje je Zhavené wolframové vlakno, které je nejpouzivanéjSim zdrojem
(dosahujici teploty az 2 800 K). Déle se vyuziva Shottkyho emisni zdroj, ktery je témét
stejny jako zdroj s wolframem, ale na Zhavené vldkno je nanesena vrstva oxidu

zirkonu, ktera snizuje potfebnou teplotu zhaveni.

Pii snimani signalu rozliSujeme elektrony na: sekundarni (SE), zpétné odrazené
elektrony (BSE) a Augerovy elektrony. Schéma emitovanych elektronti je ukazané na
obrazku 4. Interakce primarnich elektronti se vzorkem zplsobuje zisk SE a BSE
elektronti. Sekundarni elektrony davaji informaci o topografii povrchu (14). Zpétné
odrazené elektrony jsou elektrony odrazené a rozptylené pod thlem vétsSim, nez je 90°.

Tyto elektrony udavaji informaci o fazovém rozhrani vzorku. Augerovy elektrony se
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vyuzivaji k analyze chemického slozeni, jelikoz kazdy prvek ma urcité hodnoty pro

Augerovy elektrony.

primarni elektronovy svazek

sekundarni elektrony
auﬁ,ﬁ‘g,‘é'g e?,'iep'ﬁfjﬁ’c;',ﬂ topografické informace ~ ¢~100 nm)
charakteristicke fe"tgggggﬁazegw \ . ":o%grgggnaefgglcg %%lly (~500 um)
(~1 nm) spopte rentgenove zareni
katodolummlscence s ax
informace o elektronovem stavu (brzdné zareni)
(~1-5 pm) (~1 3 um) (~1-4 um)
vzorek
nepruzné rozptylené elektrony
sloZeni a vazebné stavy pruZné rozptylené elektrony

nekoherentné pruzné strukturni analyza

rozptylene elektrony ’
absorbovane elektrony
morfologicke informace (TEM)

Obr. 4 Schéma interakce elektronového svazku a vzorku v pribéhu SEM
mikroskopie (14)
Ke snimani signalti jsou zapotiebi detektory. Everhart-Thornley detektor je uréen
k detekci elektroni SE a BSE. Jedna se o scintilacni detektor, ktery je uzavien ve
Faradayové kleci. Ke sniméni sekundarnich elektronii se vyuzivd SE detektor, na ktery
je ptivedeno napéti 0 velikosti od 80 az do 200 V. Jako posledni je BSE detektor, kdy
na Faradyovu klec je pfivedeno zaporné napéti, které poté odpuzuje elektrony. Tyto

elektrony nema detektor snimat (14).

2.1.7.3 Velikost nanoéastic

Nanocastice nelze zobrazit pomoci konvencnich optickych mikroskopid. Z tohoto
divodu se ke sledovani a popisovani vlastnosti vyuzivaji elektronové mikroskopy
s vysokou rozliSovaci schopnosti (1). Nejcastéji se vyuzivaji metody transmisni

elektronové mikroskopie (TEM) nebo rastrovaci elektronové mikroskopie (SEM).
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Pro jesté lepSi zobrazeni a charakterizaci se ve spojeni se elektronovou mikroskopii
vyuziva spektroskopie. Spektroskopie je metoda vyuzivajici elektromagnetického zéieni
pusobiciho na vzorek. Pomoci spektroskopie se 1épe zjistuje koncentrace, tvar

a velikost nanodastic.

Diferencialni odstiediva sedimentace (z anglického DCS — Differential centrifugal

sedimentation)

DCS je metoda slouzici k analyze distribuce velikosti ¢astic. Pomoci této metody jsme
schopni rozlisit ¢astice o rozmérech od 5 nm do 75 um. K méfeni se pouziva diskova
centrifuga. Pfistroj vyuziva sedimentaci V odstiedivém poli a monochromaticky
svétleny paprsek. V komote je zapotiebi ptitomnost kapaliny, nejlépe s nizkym
hustotnim gradientem. Do stiedu rotujiciho disku, ktery musi byt prihledny, se aplikuje
ziedény vzorek s &asticemi, které chceme méfit (15). Castice vytvoii na povrchu
kapaliny tenky film, a az poté zacnou postupné sedimentovat. Monochromaticky
svételny paprsek je umistén Vv presné dané vzdalenosti od osy otaceni. Paprsek prochazi
komorou a po prichodu je pomoci detektoru detekovana jeho intenzita. Automaticky
software pomoci intenzity ziska rozdéleni velikosti ¢astic. Software vyuziva Stokesiv

zdakon a Mieho rozptyl (16).

2.1.7.4 Hodnoceni toxicity nanocastic

Zasadni roli pfi hodnoceni toxicity nanocastic hraje jejich povrch. Pisobeni nanocastic
mize zpusobovat v mnoha ptipadech poskozeni biologického systému (chemicky
I mechanicky) a muze vést az k ovlivnéni nebo uplné zméné funkcei biologickych latek.
Napiiklad pfi u€¢inku nanocastic niklu na DNA dochazi k mutagennim ¢i genotoxickym

efektim (17).

Prinik nanocastic do organismu je mozny mnoha zpisoby: dychacimi cestami, kazi,
travicim traktem apod. Pfi vstupu nanocastic do organismu hraje velkou roli jejich
velikost a tvar. Kize diky svym parametrim, zejména hydrofilit¢ a hydrofobicité
povrchu, neni pfili§ propustna. Pfi priniku nanocastic dychacimi cestami dochazi
k absorpci na sliznici. Dalsi roli pfi priniku nanocastic hraje jejich naboj. Pfi riznych

testech bylo zjiSténo, Ze nejlépe pronikaji Castice neutrdlni a kationty. Nejvice také
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pronikaji nanocastice sférické (17). Nejcastéji nanocastice maji toxické ucinky pfi
interakci s proteiny a bilkovinami, kdy se nanoc¢astice obali proteiny a poté je obtizné

pro dalsi interagujici buriky rozpoznat nanocastice (18).

Respirometrie

Principem respirometrie je sledovani a meéfeni spotieby kysliku, produkce oxidu
uhli¢itého a ptipadné dalSich plyni u aerobnich (nebo anaerobnich) procest (19).
Z respirometrického meéfeni miizeme uréit (vypocitat) fadu parametrli, které
charakterizuji dany systém: biochemickd spotifeba kysliku, produkce oxidu
uhli¢itého, doba trvani jednotlivych fazi riistu mikroorganismi (LAG, exponencialni a

plato faze) ¢i rychlosti sledovanych procest (20).

Biochemicka spotieba kysliku (BSK) je hodnota udavajici koncentraci kysliku, ktery se
spotfebuje pii biochemické oxidaci organickych latek mikroorganismy za danych
podminek. Celkova spotieba kysliku je zavisla na dobé¢ inkubace (19). Nejcastéji se pro
experimenty vyuzivd inkubacni doba o délce 5 az 28 dnl. Celkovd hodnota

biochemické spotieby kysliku se ziskava podle rovnice 1.

BSKc—BSKpiank

BSKg = Rovnice 1

Cyz

Kde BSKs je vysledna biochemicka spotieba kysliku, BSKc je naméfena biochemicka
spotfeba kysliku ziskana v definovaném c¢ase, BSKpiank je naméiend biochemickd
spotieba kysliku kontrolniho méteni a cvz je hmotnostni koncentrace zkouSené latky.

Vysledna hodnota se zpravidla udava v mg/l (3) (20).

Faze ristu bakterialni populace

Rust populace je rozdélen do nékolika kroki — klidova (LAG) faze, exponencialni
(LOG) faze, stacionarni (plato) faze a faze odumirani bunék. Béhem LAG faze bakterie
nerostou, pouze se piipravuji k mnozeni a ptizptsobuji se prostiedi (19). Podle délky
LAG-faze lze usuzovat 0 toXicit¢ prostfedi (nebo latek piitomnych v prostiedi).
V pribéhu exponencialni faze ristu prochazi bakterie zvétSovanim objemu, syntetizuji
rizné enzymy na podporu rustu a rychle se mnozi. Konecna faze ristu populace (n¢kdy

oznacena jako dead faze) uddva miru/pribéh odumirdni bunék. Bunky v tomto case
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ztraci objem a enzymy porusuji bunécnou sténu, vytvareji se klidova stadia a kvili
nepfiznivym podminkam pomalu odumiraji. Na zaklad¢ stanoveni pocateni faze
odumirani lze vypocitat dobu, jak dlouho trvalo bakteriim zuzitkovat/spotfebovat
substrat pfitomny v prostiedi. Na obrazku 5 je vyobrazena kiivka ristu bakterii

a jednotlivé faze vyvoje (20).

LAG LOG Staciondrni Fize
|0g N Faze Faze faze odumirdni

Obr. 5 Ktivka bakterialniho rtstu (21)

Metoda Live/dead

Live/dead test je rychla metoda hodnoceni podilu mrtvych a Zivych bunck ve sledované
preparatu. Tento test je Siroce vyuZzivan diky své pfesnosti a rychlosti. VyuZiva se
fluorescen¢nich barviv, kterd jsou snimana pomoci fluorescenéniho mikroskopu.
Barviva maji specifickou vazbu k DNA a maji odli$né vlastnosti v zavislosti na zplisobu
pruchodu skrz cytoplazmatickou membranu bunék. Nejéastéji se vyuziva barvivo
Propidium jodid, které pronikd pouze poskozenou membranou mrtvych bunék
a zabarvuje je tak do cervené barvy. Aby vznikl kontrast mezi buiikami, vyuZiva se jesté
druhé barvivo (napi. SytoGreen 9), které je schopno proniknout membranou zivych
I mrtvych bunék. Z tohoto diuvodu ve vysledku vidime zelené buiky s neporusenou
membranou a povazujeme je jako zivé, zatimco Cervené buiky s porusSenou
membranou, povazujeme jako mrtvé. Viditelny rozdil pod fluorescen¢nim

mikroskopem vidime na obrazku 6 (22).
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Obr. 6 Mikroskopické zobrazeni LIVE/DEAD nervovych kmenovych bunék: Zivé
burky jsou obarveny zelené, zatimco mrtvé butiky obarveny ¢ervené (23)

Cytotoxicita

Cytotoxicita je definovana jako schopnost latek (bun¢k nebo prostiedi) nicit zivé bunky.
Studie cytotoxicity je pocatecni krok ke stanoveni bun&tné odpovédi zkouSené latky
apro studium mozného vyuziti nanoCastic v biomedicing; jedna se o jedno
mnoho, mezi nejastéjsi patii testovani pomoci barviv (trypanova modf, Coomassie
apod.). Buiiky se diferencuji podle absorpce barviv na zivé a mrtvé buiiky. DalSimi testy
jsou MTT a XTT, kdy se vyuZzivaji kolorimetrické barviva, kterd se v Zivych buiikdch
pretvaieji na krystaly formazanu. Zatimco v mrtvych buikach se toto barvivo

nevytvofi, coz vede k poklesu absorbance (25).

Ekotoxicita

Testovanim ekotoxicity rozumime zkoumani ptlisobeni cizorodych latek na Zzivé
organismy a zivotni prostfedi. Sleduji se ruzné ekotoxikologické ukazatele
(NOAEL, LOAEL, EC50) a poté reakce na organismus (jako je naptiklad smrt jedince,
inhibice rtstu nebo pohybu apod.). Pfi testovani se organismy (nejcastéji plody nebo
semena rostlin, jako napfiklad hofi€ice, pSenice apod.) vystavuji riznym koncentracim
testovanych latek. Ekotoxicita urcuje vliv chemickych latek ¢i jinych smési a odpadt

na zivotni prosttedi nebo jeho slozky (26).

2.1.8 Dalsi vlastnosti nanodastic

V této kapitole se budeme zabyvat dalsi vlastnosti nanocastic.
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2.1.8.1 Magnetismus

Jednou z hlavnich vlastnosti nanocastic, které jsou v biomedicinském odvétvi
sledovany, je jejich magnetismus (4). V soucasné dobé uz se daji syntetizovat
nanocastice s presné¢ danymi magnetickymi vlastnostmi. Dé¢lime je na tii zakladni
skupiny podle celkového magnetického momentu na nemagnetické, diamagnetické

a feromagnetické (5).

Diamagneticke latky projevuji magnetismus pouze v pritomnosti vnéjsiho magnetického
pole a latka je lehce magnetickym polem odpuzovana a zeslabuje ho. Tyto latky jsou
slozeny z ¢astic s nulovym magnetickym momentem (4). Patii mezi né napiiklad
zinek, uhlik, m&d’ nebo sira. Feromagnetické latky projevuji spontanni magnetizaci.
Tyto latky projevuji magnetismus stale. Pokud se latka nenachdzi v magnetickém poli,
jeji magneticky moment je roven nule, ale jsou-li vlozeny do vnéj$iho magnetického
pole, dojde ke znaénému zesileni tohoto pole. Nejéastéjsimi zastupci feromagnetik jsou
Zelezo, nikl a kobalt. Jako nemagnetické latky se oznaluji takové latky, které maji
magneticky moment roven nule, i kdyz jsou vloZeny do vnéjsiho magnetického pole.

Mezi zastupce nemagnetickych latek patii oxid neodymity, hlinik, zlato apod. (5).

2.2 Biologické prostredi

2.2.1 Struktura bakterialni buiiky

Bakterie je prokaryotni builkka a stavebné jednodusSi nez eukaryotickd burka.
Na povrchu bunék se nachdzi cytoplazmatickd membréna, kterd je polopropustna.
Membrana ohrani¢uje vnitini prostfedi a vnéjsi prostfedi bunky. Pomoci membrany
burika kontroluje pohyb latek do buiiky a naopak, zaroven piisobi jako ochranna vrstva.
Pod cytoplazmatickou membranou se nachdzi bunécna sténa. Ta plsobi jako ochrana
aopora buiky. Je tvofena predevSim z peptidoglykand, fosfolipidii, bilkovin
a lipopolysacharidii. Buiikka je vyplnéna cytoplazmou, kterd obsahuje rizné
enzymy, ionty a meziprodukty metabolismu. Nejvyznamnéjsi strukturou uvnitt buriky je
nukleoid, ktery obsahuje jednu molekulu DNA. Mezi dalsi struktury uvnitf bunky patii

ribozomy, které slouzi k syntéze bilkovin, plazmidy, obsahujici molekulu DNA
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k replikaci, proteiny a dal$i. Ne&které bakterie maji dalsi struktury, jako jsou
bi¢iky, fimbrie, inkluze apod. (27).

2.2.2 Bakterialni kmeny

V této praci jsme pouzili dva bakterialni kmeny. Ty se lisily od sebe vlastnostmi
bunééné stény — grampozitivni a gramnegativni (identifikaci pomoci Gramova
barveni), pfi¢emz rozdé€leni je zalozeno na stavbé bakteridlni bunécné stény, které je
zobrazeno naobrazku 7. Grampozitivni bakterie maji bunéfnou sténu slozenou
prevazné z polysacharidi, peptidoglykanu a kyseliny teichoové, zaroven jim chybi
vnéj§i membrana  a lipopolysacharidova  vrstva. Tloustka bunééné  stény
grampozitivnich bakterii je pfiblizné 20 nm. Pii Gramové¢ barveni se bakterie zabarvuji
modrofialové (28). Bunécna sténa bakterii gramnegativnich je na povrchu piekryta
druhou membranou a bunééna sténa je tvotena z lipopolysacharidu a peptidoglykanu a
dosahuje tloustky okolo 15 nm. Zbarveni téchto bakterii pfi Gramové testovani je

riizové (28).

Gramnegativni Grampozitivni

s lele e lolate ‘ PP Vn&isi
ITTITITIRRTIOTIONIINT o

~ Peptidoglykan ~

Cytoplazmaticka
membrana

WL IR

Obr. 7 Znazornéni G+ a G- bakterialni bunécné stény (29)

2.2.2.1 Escherichia Coli

Bakterie Escherichia Coli je bakteridlni kmen patiici mezi gramnegativni, ma
ty¢inkovity tvar a pohybuje se pomoci bi¢iku. Sitka byva obvykle 0,5 pm a na délku
dosahuji zhruba 2 um. Jeji tvar je zobrazen na obrazku 8 a patii do kmene

Proteobacteria a ¢eledi Enterobacteriaceae. Nachazi se béZné ve stfevni mikrofloie
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ajsou tedy fakultativné anaerobni. Bakterie hraje dulezitou roli pfi tvorbé vitamind
B a K. Také chrani stfevni sliznici pred dalsimi bakteriemi. Vyskytuje se v travicim
traktu téméf hned po porodu. Bakterie se vyskytuje i v jinych mistech, ovSem
V mnohem niz§im mnoZzstvi, aby nezplusobovala zadné potize. Pokud dojde ke
zvySenému vyskytu v netypickych mistech, mize dochazet k patologiim jako
infekce, sepse ran, zanéty mocovych cest apod. Pfi poranéni stfev a priniku bakterie do

bfi$ni dutiny dochazi k zanétu, ktery je bez 1ékaiského zakroku smrtelny.

Obvykly zdroj nakazy Escherichia Coli je kontaminovana voda a potraviny, Spatné
tepelné upravené hovézi maso apod. Dalsi zvySené riziko nédkazy je mozné

VvV rozvojovych zemich. Patii mezi jednu z nejlépe prozkoumanych bakterii, proto se

nejvice pouziva pii pokusech v mikrobiologii a biomedicing (30).

A AR 4

Obr. 8 Fotografie-Escherichiéoli zobrazena
pomoci SEM mikroskopie (31)

2.2.2.2 Micrococcus Luteus

Bakterie Micrococcus Luteus je na rozdil od Escherichia Coli grampozitivni. Dosahuje
rozmérd 0,9-1,8 um a je kulovitého tvaru. Jeji tvar je zobrazen na obrazku 9. Pochazi
z ¢eledi Micrococcaceae, kmen Actinobacteria. Bakterie se vyskytuje bézné
ve vodé, vzduchu 1 pidé. V lidském téle se ptirozené vyskytuje ve sliznici hornich
dychacich cest, tst a je soucasti mikroflory pokozky. Bakterie zptisobuje zapach u lidi,
jelikoz je schopna S§tépit potni slozky. Jedna se o aerobni bakterii, takze k Zzivotu
potiebuje kyslik na rozdil od Escherichia Coli. Bakterie vytvaii kolonie, které¢ jsou
charakteristické svou barvou, zluté nebo kalné¢ oranzové. Barvu ziskavaji kvili obsahu
karotenoidnich barviv. Toto barvivo chrani bakterii proti ultrafialovému zéfeni, které je

pro ni letalni.
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Obr. 9 Fotografie Micrococcus Luteus
zobrazena pomoci SEM mikroskopie (32)

Micrococcus Luteus za béznych podminek neni patogenni bakterie. U osob s oslabenou
imunitou nebo novorozenct vSak mize vyvolavat onemocnéni nebo infekce. Bakterie
jsou nepohyblivé a seskupuji se do tetrad. Nachazi se v prostfedi, kde se teplota
pohybuje okolo 25-37 °C, lidské télo tedy plné€ vyhovuje jejimu pieziti. Dale jim

vyhovuje prostiedi s vysokou koncentraci soli a niz§im mnozstvi vody (30).

2.2.3 Vliv magnetismu na populace bakterii

Vliv pisobeni magnetického pole na zivé organismy se odviji pfedevsim od vlastnosti,
jako jsou frekvence, amplituda a doba ptisobeni magnetického pole. Bylo zjisténo, ze jiz
slabé magnetické pole, v fadech mT, ma prokazatelny vliv na buniky (33). Zkoumaji
se zmeény iontového transportu, aktivace riiznych enzymii apod. Magnetické pole muze
ovlivnit rizné vlastnosti bunék (funkce bunééné stény, zména tvaru bunky, zména
iontového toku pfes membranu apod.). Nastalé zmény mohou byt jak trvalé, tak pouze

docasné (35).

Vliv magnetického pole se sleduje napt. pomoci kultivacnich testl a sledovani rychlosti
rustu bakterii. Bylo zjiSté€no, Ze rychlost ristu bakteridlni populace se sniZuje S rostouci
silou magnetického pole. Védci z Akademie véd a Masarykovy univerzity zjistili, Ze
nizkofrekvenéni magnetické pole pusobici na bakterii Escherichia Coli snizuje jeji rust
oproti kontrolnimu méteni (vzorek nebyl vystaven zadnému magnetickému poli).

Ovsem ucinky byly pouze kratkodobé a po odstranéni magnetického pole se schopnost
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rustu bakteriim vratila. Magnetické pole ma tedy prokazatelny vliv na bakterie, ovSem

jeho ucinky nejsou jesté dostateéné prozkoumany (36).

Berg ve své praci uvedl, ze pole musi mit silu minimaln¢ 12 mT, aby doslo k interakci
s bunikami (36). V roce 2005 italsky tym védct zkoumal vliv magnetickych poli
od slabych, (menSich, nez je 1 mT), az po silné pole (piesahujici 1 T). Studie se nejvice
zabyvala zkoumanim stiedné silného magnetického pole o velikostech mezi 1 mT a 1 T.
Pole stiedni intenzity ma velky vliv na bakteridlni populaci, nejvice ovliviiuje procesy
Vv bunécné membrané. Toto pole je schopno zpusobit i trvalé zmény funkcéni nebo
strukturni. Miize se jednat o zménu tvaru cytoskeletu, zménu iontového toku ptes

cytoplazmatickou membranu apod. (34).

Dalsi podobna studie zkoumala vliv slabého magnetického pole na bakterialni populace
Escherichia Coli a Paracoccus denitrificans. Pii téchto pokusech se zkoumal vliv
na stavbu bakterii. Magnetické pole putsobilo na bakteridlni populaci 60 minut.
Pii experimentu nemélo pole zadny vliv a nedoslo k zadnym zménam (37). V podobné
studii, kdy ovsem sledovali bakterie Escherichia Coli a Pseudomonas putida, nechali
magnetické pole pisobit 20 hodin. Poté hodnotili, zda dosSlo ke zméndm rastu bakterii.
Pti experimentu doslo k inhibici rstu, ovSem po odstranéni magnetického pole se rist
bakterialni populace navratil k normalu (38). Stile neni prikazné¢ dokazano, Zze by
ucinky magnetického pole na bakterialni populaci byly fatalni. Naopak bylo prokazano,

ze pole o vy$si intenzité muze zpusobit inhibici ristu bakterialnich kolonii (38).

Mezi faktory ovlivilujici magnetismus nanocastic patii chemické sloZeni, krystalova
miizka, tvar a velikost. Magnetické chovani a zavislost na velikosti je fizena
doménovou strukturou nanocastic. S rostoucimi hodnotami velikosti nanocastic je Ize
klasifikovat na superparamagnetické, jednodoménové a vicedoménové. Obecné lze
fict, ze magnetické momenty se budou zvétSovat s velikosti a objemem castic. NarGst

magnetickych momentt je nahle zastaven pfi vytvofeni vice magnetickych domén (39).
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3 Vyzkumna ¢ast

3.1 Cile a vyzkumné predpoklady

Cilem prace je navrhnout metody a techniky pro studium a charakterizaci parametri
a vlastnosti nanocastic. Jedna se predevSim o magnetické nanocastice. U vybranych
typli nanocastic provést charakterizaci, predevsim jejich velikost, strukturu apod.
Navrhnout metodicky postup pro hodnoceni toxickych u¢inkl nanocastic na bakterialni
buiiky. Experimentalné otestovat riizné typy nanocastic o riznych vlastnostech

na bakterialni kmeny.

Pro tyto experimenty byly vybrany kmeny Escherichia Coli a Micrococcus Luteus.
U téchto experimenti posoudit a definovat silné a slabé stranky jednotlivych metod.

Na zavér posoudit a stanovit shody dosazenych vysledki s odbornou literaturou.

Predpokladame, ze jednotlivé typy nanocastic, budou vykazovat riizné toxické ucinky
na bakterialni builky v zavislosti na jejich vlastnostech. Nanocastice bézné prokazuji

zvySené toxické ucinky.

Piedpokladame, Ze pro magnetické nanocastice tento jev pozorovan nebude ani pfi
vysSich koncentracich, a to pravé v disledku vlivu magnetickych uc¢inki (magnetismus

ovliviiyje bakterie spiSe pozitivné).

3.2 Metodika vyzkumu

Vyzkum byl zrealizovan v laboratofi biologie a molekularni biologie CxI TU v Liberci,
v laboratofi mikroskopie na Katedie materialu FS TU v Liberci a v laboratotich
biotechnologie FZS. Méfeni probihalo v dobé mezi zafim 2019 a zatim 2020. Jedna

se 0 kvalitativni vyzkum.
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3.3 Materialy a metody

3.3.1 Pouzité nanocastice

Pro vSechny experimenty jsme pouzivali 3 druhy nanocastic (Fe3Os, Nd2Oz a Zn).
Nanocastice Fe3Os jsou od firmy Sigma Aldrich s vyrobcem udavanou velikosti
v rozmezi 50—100 nm. Hustota nano¢astic pfi teploté 25 °C je 4,8-5,1 g/ml a bod tani je
1528 °C. Registra¢ni ¢islo CAS je 1317-61-9. Vyrobce udava molekularni hmotnost
231,53 g/mol.

Zinek je také od firmy Sigma Aldrich (s velikosti nanocastic 40-60 nm). Hustota
nanocastic pii teploté 25 °C je 7,133 g/ml a bod tani je 420 °C. Nanocastice maji
registracni Cislo CAS 7440-66-6. Vyrobce udava molekulovou hmotnost 65,38 g/mol.

Nd203 byl vyroben laboratorni syntézou na katedie chemie na Technické univerzité

v Liberci. Velikost téchto nanocastic je mezi 50-1 000 nm.

3.3.2 Bakterie a priprava inokula

V pribéhu prace byly pouzity dva bakterialni kmeny, bakterie Escherichia Coli, CCM
3954 a Micrococcus Luteus, CCM 732.

Bakterie jsme naockovali na agar v Petriho misce. Agar byl pfipraven v 300 ml
destilované vody, do které bylo piidano 6,3 g PCA agaru od firmy Biorad. Poté jsme
bakterialni kolonii pomoci inokula¢ni klicky setfeli z Petriho misky a prenesli
aseptickym zpusobem do média (typ média je uveden u jednotlivych metod nize).
Koncentraci bakterii v médiu jsme méfili pomoci absorbance. Absorbanci jsme
stanovili pomoci spektrofotometru DR 2900 od firmy Hach-Lange. Kalibraci pfistroje
jsme provedli s ¢istym médiem. Software ulozil hodnotu intenzity svételného zafeni
proslého skrz Cisté médium v kyveté. Pomoci této intenzity se premecfuje hodnota
absorbance s bakterialni suspenzi (metodou srovnani transmitance vzorkem). Hodnota

pH bakterialni suspenze byla 7 (zméfeno pH sondou s kapalnym elektrolytem).
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BSM médium bylo pfipraveno nasledovné: do 2 000 ml odmérné banky jsme odlili
1000 ml destilované vody a pridali 0,344 g KH2POs4, 0,264 g K:HPO4, 1,424
g (NH4)2SO4, a 0,680 g MgCl2-6H20. Poté jsme do odmérné bariky odpipetovali 2 ml
roztoki MnClz-4H,0 o koncentraci 1 g/l, CaClz o koncentraci 0,196 g/l, FeSO4:7H20
o koncentraci 0,6 g/l a NaMoOs-2H20 o koncentraci 2 g/l. Tuto smés jsme doplnili
destilovanou vodou do 2 000 ml po rysku a fadné promichali. Hodnotu pH média jsme

poté upravovali pomoci roztoku NaOH na pozadovanych pH 7.

3.3.3 Diskova centrifuga

Pristroj prosSel kalibraci pfi standardu o znamé velikosti Castic. Jako médium pro
experiment byla pouzita destilovand voda. Koncentrace testovanych nanocéstic
odpovidala 50 mg/l, nanocastice byly béhem ptipravy ultrazvukovany po dobu
30 minut. Tésn¢ pired méfenim opét ultrazvukovano, abychom dosahli vétsi disperze
nanocastic V roztoku (zvySeni homogenity, snizeni aglomerace Ccastic). Rychlost
centrifugy jsme nastavili na 7 560 otacek za minutu. Do jiz zkalibrovaného a béziciho
disku jsme injekéni stiikackou postupné aplikovali medium s nanocasticemi. Software

nam poté automaticky vyhodnotil namétena data.

3.3.4 SEM mikroskopie

SEM mikroskopie byla provedena na zafizeni od firmy Carl Zeiss. Jedna se o model
UHR FE-SEM ultra plus. Pfistroj ma zvétSeni 12 az 1 000 000x. Nanocéstice jsme
naprasili na ter¢ik (holder vhodny pro SEM mikroskopii) a bez dalSich uprav jsme je
vlozili do vakuové komory mikroskopu. Nanocastice diky své elektrické vodivosti

nebylo potieba specialné upravovat.

Parametry nanocastic byly dale hodnoceny pomoci analyzy obrazu, a to v programu
Imagel. Software Image] je open source program (Java) pro zpracovani obrazu
inspirovany ~ ‘NIH  Image‘. Image] ma& pevné zavedenou uzivatelskou
zakladnu, obsahuje az tisice pluginli a maker pro provadéni nejriiznéjsich specifickych
ukold. Na webovych strankach https://imagej.net/Download.html je k dispozici

podrobny popis instalace auzivatelsky manudl. Pomoci analyzy obrazu SEM
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mikroskopie jsme ziskali i hodnoty solidity. Solidita je méfitkem morfologické drsnosti.
Je definovana jako oblast obrazu A a rozdéleni konvexni oblasti trupu Ac (2). Hodnoty

se vypocitaji pomoci rovnice:

S =— Rovnice 2

3.3.5 Respirometrie

K méfeni byl vyuzit multikanalovy respirometr Micro-Oxymax, coz je plné
automatizovany systém, ktery kontinualn¢ detekuje koncentrace kysliku, oxidu
uhli¢itého a metanu. Vzorky jsou umistény ve sklenéné ldhvi a umisténé na michadle
za ucelem neustalého promichavani vzork. Cely meéfici systém
(vzorek, lahev, detektory) je koncipovan jako jedna uzaviena smycka (jednotlivé Casti
jsou spojeny teflonovymi hadickami). Kyslikovy detektor funguje na principu
paramagnetické rezonance. Detektor methanu a oxidu uhli¢itého funguje na principu

infracervené spektroskopie.

Pro respirometrické testy jsme vyuzili BSM (basal salt medium) médium (slozeni

uvedeno vyse) a bakteridlni suspenzi.

V prubéhu experimentu jsme testovali 6 koncentraci nanocastic: 50, 100, 150, 300, 400
a 600 mg/l a soubézné jedno kontrolni méfeni (tj. bez nanocastic). Meéfeni jsme
provadéli vzdy v duplikatech ve Fisherovych lahvich, které byly umistény po celou
dobu na tfepacce. Celkovy objem vzorku ¢inil 20 ml, kde 18 ml bylo BSM médium
(popis viz. vyse), 1,5 ml bakterialni suspenze (popis viz. vyse) a 0,5 ml glukéza
(o koncentraci 1 g/l). Teplota béhem méfeni byla udrzovana mezi 20 a 21 °C. Hodnoty
O, a CO2 byly automaticky snimany v pravidelnych intervalech. Pro bakterii
Escherichia Coli to bylo kazdych 93 minut a pro Micrococcus Luteus kazdych 66

minut.
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3.3.6 Ekotoxicita

Pii testovani ekotoxicity jsme jako testovaci organismus pouzili PSenici setou (Triticum
aestivum). Jedna se o jednoletou nebo dvouletou trsnatou travu z Celedi Lipnicovitych.
Nejveétsi vyuziti rostliny je v potravinaiském primyslu. Dale jsme pouzili médium,
které obsahuje chemikalii ze zasobnich roztokt. Zasobni roztoky obsahovaly: 5,88 g/l
CaCl,-2H20, 2,47 g/l MgSO4:7H20, 1,3 g/l NaHCO3 a 0,12 g/l KCI. Na piipravu média
jsme do odmérné baiiky o objemu 1 1 pouzili 25 ml od kazdého zasobniho roztoku. Poté

jsme doplnili destilovanou vodu na objem 1 I. Hodnota pH byla v rozmezi 7,8 + 0,2.

Soubézné bylo provedeno kontrolni méfeni pouze s médiem a semen Psenice. Finalni
koncentrace nanocastic v médiu byla 0,1 g/, 0,01 g/l a 0,001 g/l. Do Petriho misek jsme
vlozili vzdy 5 semen testované Psenice a pfilili 10 ml média s danou koncentraci
nanocastic. Petriho misky jsme nasledné vlozili do inkubatoru CLW 1 000 od firmy
Pol-eko.

Doba expozice byla 120 hodin, kdy se v pribéhu testu stéidala teplota
nasledovné: 14 hodin bylo zatizeni nastaveno na 30 °C, poté byla na 10 hodin nastavena
teplota na 20 °C. Nastaveni svétla bylo nastaveno jako simulace denniho sviceni, kdy
14 hodin bylo zapnuté svétlo, a dalSich 10 hodin byla simulovana noc. V zafizeni
byla nastavena vlhkost na 70 %. Celé méfeni bylo provedeno v duplikatech. Hodnoti
se procento vyklicenych semen a nardst kotfene kli¢nich rostlinek v porovnani

s kontrolou kultivovanou pouze v pfitomnosti zivného média.

3.3.7 Cytotoxicita

Experiment probihal vyluhem podle normy CSN EN IS010993-5. Vzorky jednotlivych
nanocastic byly navazeny na 0,1 g/l a poté ponechany po dobu 24 hodin Vv kultivaénim
médiu. Nanocastice jsme pied provedenim experimentu sterilizovali pomoci UV-C
zateni a za vyuziti ultrazvuku, ktery zaroven slouzil k dispergaci a dezintegraci
nanocastic v roztoku. Poté jsme provedli kolorimetricky metabolicky test. Pro testovani
cytotoxicity jsme pouzili jako médium DMEM low glucose, 10 % FBS (fetal bovine
serum) a 01 % ATB. DMEM low glucose je médium obsahujici
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glukézu, hydrogenuhli¢itan sodny, L-glutamine, pyruvat sodny a fenolovou cerven.
FBS sevyuzivda k urychleni experimentu (mezi hlavni komponenty patii

proteiny, vitaminy, rustovy faktor, hormony a dalsi).

Metoda testovani se nazyva Alamar blue. Princip testu je zalozen na schopnosti zivych
bunék redukovat barvivo resazurin na resorufin. K redukci barviva dochazi pti spotebé
kysliku metabolismem bunék diky mitochondridlnim enzymim. Pfi redukci vznika
ruzové fluorescentni barvivo. Resorufin mizeme detekovat spektrofotometricky
(absolutni maximum pifi A = 570 nm) ¢&i fluorometricky (excitace pfi A = 570 nm

a emise pii A = 585 nm). Hodnoty absorbance byly primérovany z 6 hodnot.

Bunky, na kterych jsme test provadéli, byly HepG2 — lidsky jaterni karcinom. Prvni den
jsme buiiky nasadili do jamek. Napipetovali jsme objem 100 pl na jednu jamku
(4.10* bungk/96well). Druhy den jsme nanoééstice vysterilizovali pomoci ultrazvuku
aUV-C zifeni a pfipravili vyluhy (pro meéfeni jsme pouzili 3 koncentrace
vyluhu, 100 %, 50 % a 10 %). 100 ul vyluhu jsme piipipetovali do kazdé jamky. Tieti
den jsme provedli kolorimetricky test metodou Alamar blue. Vzorky byly méfeny

vV triplikatech.
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3.4 Analyza vyslednych dat

3.4.1 Diskova centrifuga

100
Poaks - wiath at 50% Feight
4 04008 0.2517
0.0926 -Picra
0.0673 -icre-
0.0617 MNore-
| 0.0580 None-
£.0551 -Fore
5 £.0516 -More
=] |
E
>
=z ]
@
=]
k= 50 }
(4] 1 Sumpie: Fad0d NPs
o BNR0TE, 22043 PM
® 1 { Dafa pare:: 1755, Sid Dim: 0453
= Speed: TS0, Furdme: 7.22 min
= Mean  Modian  CVI%)
® mok oS3 S R
o Wumbar | G206 DUEA1  7Eg81
m Polydspersey Index (Dw/'Dn| = Z 178
0
T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 2.0
Particle Diameter - Microns
. . . . o
Graf 1 Distribuce velikosti nanocastic FesO4
100
I} Foaks - Width at 50% hedght
N [ETER
00851 -More-
1 0807 -Mara
00757 -Mara
i L0678 Nore-
o S
E 569 00026
£ 4
3
=z 4
@2
o
T 5
[
o Tiaeats. 28ce e
© B Dala nores: 1586, 5.l 0483
= Spoed: THE0, Rurdme: 5.05 min
= Moan  Modian GV
T“' i I‘\lnlm n4E4Z o_asfs sa:j:
o Numbar | 0ASE7 GG | £2887
m Poydspersey Index (Ow/Dn| - 27848
0
T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 12 1.4 1.6 20
Particle Diameter - Microns

Graf 2 Distribuce velikosti nanoc¢astic Nd»O3
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Graf 3 Distribuce velikosti nano¢astic Zn

Na grafech 1, 2 a 3 je znazornéna distribuce velikosti jednotlivych ¢astic. Na vSech
tiech grafech vidime, Ze hodnoty ani jednou neptekro¢ily hodnotu 600 nm. Nejcetnéjsi
zastoupeni velikosti ¢astic se nachazi v okoli hodnot 100 nm, coZ odpovidéa informacim

uvedenych od vyrobce.

Na grafu 1, nanocastice Fe3Os, vidime lehky nartst na hodnotach 400 nm; coz mize byt

déano agregaci ¢astic.

3.4.2 SEM mikroskopie

Obr. 10 Fotografie ze SEM mikroskopie (a) zinek, (b) oxid zeleznato-zelezity, (c) oxid

neodymity; métitko na snimcich odpovida 1 um a zvétSeni bylo 25 000x

Na obrazku 10 jsou zobrazeny snimky SEM pro nanocastice zinku, oxidu

zeleznato-Zelezitého a oxidu neodymitého. Z fotografie je patrné, Ze nanocastice zinku
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se shlukuji do aglomeratu, tzn., shluky jsou nahodné spojeny dohromady, daji se odd¢lit
napiiklad ultrazvukem. Tvarem se jedna o nanocastice sférické, pfipominajici tvar
koule. Podle morfologie se nanoc¢astice oxidu Zeleznato-Zelezitého fadi mezi kubické
Castice s tetraedrickou symetrii. Na obrazku 10 vidime, Ze nanoc¢astice ma tvar témeéf
pravidelného osmisténu. Céstice se piili§ neshlukuji, pouze v malé mife tvoii
aglomeraty, které jsou zplsobeny feromagnetickymi  vlastnostmi  oxidu

zeleznato-zelezitého a nizkou povrchovou energii ¢astic.

Na obrazku 10 (c) jsou zobrazeny nanoéastice oxidu neodymitého. Castice oxidu
neodymitého ma tvar protahlé tyCinky. Nanocastice se shlukuji do agregatii, tzn., tvoii

shluky a jeden celek.

Tab. 1 Ziskané hodnoty ze SEM mikroskopu

FesOq4 Nd203 Zn

Rozmér kratsi osy  (primér) (nm) 169,95 39,11 16,27
(odchylka) (nm) 27,45 3,74 1,84

Rozmér delsi osy (pramér) (nm) 265,72 199,79 37,55
(odchylka) (nm) 38,51 55,84 7,24

Pomér stran (pramer) 141 4,59 1,57
(odchylka) 0,10 0,94 0,27

Kruhovitost (0-1) (pramér) 0,82 0,29 0,67
(odchylka) 0,07 0,08 0,11

Solidita (0-1) (pramér) 0,93 0,83 0,81
(odchylka) 0,01 0,04 0,05
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Béhem analyzy obrazu SEM mikroskopickych snimkii byla pozornost vénovéana vzdy
jednotlivym ¢asticim (bez ohledu, zda byly pfitomny Vv agregatu nebo volné

rozptyleny).

Rozmér jedné nanocastice zinku se pohybuje v priméru okolo 16 x 38 nm. Z tabulky 1
zjistime, Ze kruhovitost nanoc¢astice se blizi 1 a tim padem mtizeme potvrdit, Ze jeji tvar
je kulovity. To mizeme urCit z poméru stran, ktery je 1,57, tedy blizko jednicce.
Solidita nanocastice je rovna 0,81, coz zna¢i hladky povrch bez port a pevnost

nanocastic.

Rozmér nanocastice oxidu zeleznato-Zelezitého je pramérné 170 x 266 nm. Pom¢ér stran
je 1,41 a kruhovitost je vysoka rovna 0,82. Nanocastice se fadi mezi pevné, jelikoz jeji
solidita je velmi blizko 1, coz znaéi, Ze nanoc¢astice jSOU téméf bez pért a maji hladky

povrch.

Rozmér nanocastice oxidu neodymitého je cca 200 x 39 nm. Z poméru stran, ktery je
roven 4,59, mizeme potvrdit, Ze se jedna o tyCinky. Kruhovitost je
nizka, pouze 0,29, nebude se tedy jednat o nanocastici kulovitého tvaru. Jeji solidita je

vysoka rovna 0,82.

Diskova centrifuga je velmi pfesnd metoda, kterd popisuje velikost nanocastic.
Sledovani nanocastic pomoci diskové centrifugy ndm dava adekvatnéjsi popis jejich
velikosti (distribuci velikosti) pro vétsi objem sledovaného vzorku. Metoda nefesi
orientaci ani dal$i parametry ¢astic, nicméné jednoduse a rychle poskytuje vysledky pro
hodnoceni cetnosti velikosti ¢astic v definovaném kapalném médiu (které je mozné
ménit podle pozadavkid, naptiklad voda, olej apod.). Pomoci SEM mikroskopie
dostavame informace ohledné velikosti nanocastic velice zkreslené, jelikoZ neni mozné
méfit vzorek v kapaliné. Na druhou stranu jsme ze snimkt schopni ziskat (pomoci
metod analyzy obrazu) dané parametry castic, jako pomér stran, kruhovitost, tvar
a dalsi. Sledovani pomoci SEM mikroskopie nam sice dava piesnéjsi charakteristiku
nanocastic, nicméné jsme omezeni méfici plochou (resp. poétem sledovanych
Castic), ktera je pro vyssi rozliSeni velice mala. Z toho dtvodu je Casto nutné zajistit
vyssi pocet snimkill, coz ale neni vzdy Casové nebo finanéné¢ mozné. Pro kompletni
charakterizaci SEM snimkG je nutné znat metody analyzy obrazu, coZz neni

Vv moznostech kazdého pracovisté.
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3.4.3 Respirometrie

V nasledujici kapitole jsme pro vétsi prehlednost hodnoty na ose x oznacili Cislicemi

1-7, kde vzdy:

Tab. 2 Oznaceni hodnot pro testovani respirometrie

Oznaceni vzorku Koncentrace nanocastic [mg/l]

1 kontrolni méteni = 0
50
100
150
300
400
600

Nojo|bhW|IN
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Gfaf 4 Hodnoceni produkce CO2, LAG faze a END féze

Pfi pohledu na graf 4 vidime, Ze u bakterialni populace Micrococcus Luteus se produkce
CO2 pohybuje priblizné€ na stejné hodnoté pro vSechny koncentrace nanocastic Fe3Oa.
Muzeme tedy usoudit, ze nepozorujeme vliv nanocastic na rust populace. Z grafu 4
mizeme dale vyvodit, Ze rozdily mezi hodnotami END faze jsou také minimalni, ale
u koncentraci 400 a 600 mg/I je vidét nartist hodnoty END faze 0 14,2 %. Tedy, nizké
koncentrace nanocastic FesOs (do 400 mg/l) nejsou pro bakterialni populaci toxické
(LAG-faze se neprodlouzila a produkce CO> jsou obdobné). Pti vyssich koncentracich
(nad 400 mg/1) jiz dochazi k prodlouzeni LAG-faze o 355 % a také k prodlouzeni END

faze rustu; pricemz produkce CO2 zlstdva neménna.
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3.4.3.2 Micrococcus Luteus a nanoéastice Nd203
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Graf 5 Hodnoceni produkce CO2, LAG faze a END faze

Z grafu 5 je patrné, ze hodnoty produkce CO2 Vv porovnani s kontrolnim méfenim
narGstaji uz u koncentrace 50 mg/l (vzorek 2) o 13,2 %. U koncentrace 600 mg/I
(vzorek 7) produkce CO; klesa 0 5,2 %. V grafu 5 vidime, ze hodnoty LAG faze
I hodnoty END faze jsou téméft totozné s kontrolnim méfenim a muzeme tedy fict, ze

nanocastice Nd203 také neplisobi na bakterialni populaci toxicky.

3.4.3.3 Micrococcus Luteus a nanoéastice Zn
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Graf 6 Hodnoceni CO2, LAG faze a END faze

V grafu 6 vidime, ze pro nizsi koncentrace v porovnani s kontrolnim méfenim jsou
zanedbatelné rozdily v produkci CO,. Ovsem pii koncentraci 300 mg/l (vzorek 5) je
vidét znatelny pokles 0 54,5 % a u koncentraci 400 a 600 mg/l je prudky pokles
produkce CO2 o 87,7 %. Z grafu 6 miZzeme vypozorovat, ze END faze narista
uz U nizsich koncentraci nanoc¢astic zinku. U koncentraci 400 a 600 mg/l vidime

az trojnasobny narast END faze.

47



LAG faze ma také nartst pii koncentracich 400 a 600 mg/l o 116,7 % a 216,7 %.

Z hodnot grafii mizeme usoudit, Ze nanocastice zinku maji na bakteridlni populaci

7o v

Micrococcus Luteus toxické ucinky.

3.4.3.4 Escherichia Coli a nanoéastice FezOa
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Graf 7 Hodnoceni CO2, LAG faze a END faze

U bakterialniho kmene Escherichia Coli je produkce CO; v porovnani s kontrolnim

méfenim bez vyznamného rozdilu. Pouze u koncentrace 600 mg/l je lehky pokles

produkce o 20,8 %. Dale na grafu 7 lze pozorovat narist END faze u koncentrace

600 mg/l 0 216,7 % a postupny narist LAG faze uz u koncentraci 300 mg/l. LAG faze

u koncentrace 600 mg/l ma nardst o 683,3 %.

3.4.3.5 Escherichia Coli a nanoéastice Nd203
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Graf 8 Hodnoceni CO2, LAG faze a END faze
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V grafu 8 je znatelny pokles Grovné produkce CO2 u koncentrace 300 mg/l (vzorek 5)
a vice. Pokles je 0 19,7 %. Rozdily v hodnotach LAG faze a END faze v porovnani

s kontrolnim méfenim v grafu 8 jsou zanedbatelné.

3.4.3.6 Escherichia Coli a nanoéastice Zn
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Graf 9 Hodnoceni CO2, LAG faze a END faze
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Produkce CO: pfi pusobeni nanoc¢astic Zn klesa pii hodnoté¢ 300 mg/l a hodnoty
produkce CO2 u koncentrace 600 mg/1 jsou polovi¢ni oproti kontrole. Na grafu 9 je
vidét nariist END faze skoro na dvojnasobek jiz u koncentrace 50 mg/l. Nartst hodnot
END faze pii koncentraci 600 mg/l je o 72,4 %. Hodnoty LAG faze jsou u vSech
koncentraci obdobné. Mtizeme tedy fict, Ze nanocastice zinku pfi vyssich koncentracich

pusobi toxicky na bakterie Escherichia Coli.

Hodnoty toxicity v tabulkach 3 a 4 jsme pocitali podle rovnice 3.

Koncentrace nanocastic—kontrolni méreni

- 100 = nartst/pokles Rovnice 3

kontrolni méreni

Tab. 3 Piepoctené hodnoty toxicity (dle respirometrického méteni) pro bakterialni kmen
Escherichia Coli

FesOa4 Nd203 Zn

Koncentrace Produkce LAG Produkce LAG Produkce LAG

CO2 [%] | faze [%] | CO2[%] | faze [%] | CO2[%] | faze [%]
50 mg/l -6,30 0,00 -7,09 -16,67 -5,55 25,00
100 mg/I 7,43 -33,33 -6,99 -8,33 -8,36 100,00
150 mg/I 7,43 0,00 -12,46 -16,67 -11,42 75,00
300 mg/I 5,01 233,33 -19,66 16,67 -40,98 25,00
400 mg/I -4,68 600,00 -37,95 -24,77 -52,26 11,76
600 mg/I -20,84 683,33 -43,12 -100,00 -57,75 56,74

Poznamka: Hodnoty jsou vztazeny ke kontrolnimu vzorku, ktery odpovida vzdy 0 % (v tabulce neni
uvedeno)
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Tab. 4 Piepoctené hodnoty toxicity (dle respirometrického méteni) pro bakterialni kmen
Micrococcus Luteus

FezOq4 Nd2O3 Zn

Koncentrace Produkce LAG Produkce LAG Produkce LAG

CO2[%)] | faze [%] | CO2[%] | faze [%] | CO2[%] | faze [%]
50 mg/l 6,46 0,00 13,23 -14,21 -5,22 0,00
100 mg/I 451 0,00 10,85 -14,21 -12,73 0,00
150 mg/I -1,09 0,00 12,16 -0,26 -8,82 0,00
300 mg/I 3,96 0,00 7,72 13,95 -54,53 0,00
400 mg/I 3,97 355,00 11,75 -0,26 -72,11 116,67
600 mg/I 12,18 355,00 -5,16 20,64 -87,70 216,67

Poznamka: Hodnoty jsou vztazeny ke kontrolnimu vzorku, ktery odpovida vzidy 0 % (v tabulce neni
uvedeno)

Pti pohledu do tabulek 3 a 4 vidime zna¢né rozdily v plisobeni nanocastic na bakterialni
kmeny. U nanocastic Fe3Os je pii nizSich koncentracich do 150 mg/l minimalni rozdil.
U vyssich koncentraci vidime prodlouzeni LAG faze a bakterie Escherichia Coli ma
tém&f dvojnasobné hodnoty nez Micrococcus Luteus, tj. E. Coli se v prostiedi

S pfitomnosti nanocastic Fes3O4 ptizplisobuje dvojnasobné delsi dobu nez M. Luteus.

Nanocastice Nd203 zptisobuji sniZzeni produkce CO2 u bakterii Escherichia Coli, ale
u Micrococcus Luteus vidime nardst produkce CO2 u vSech koncentraci s vyjimkou
koncentrace 600 mg/l. U LAG faze nevidime pfili§ rozdilné hodnoty, pouze u vysSich
koncentraci od 400 mg/l vidime vyss$i pokles LAG faze u bakterii Escherichia Coli

neZ u bakterii Micrococcus Luteus.

U nanocastic Zn vidime nejvétsi rozdily v plsobeni na bakteridlni kmeny. Pfi niZSich
koncentracich do 300 mg/l hodnoty produkce CO2 maji piiblizné stejné hodnoty.
Hodnoty LAG faze u bakterie Micrococcus Luteus zastaly nulové, oproti tomu
u bakterie Escherichia Coli je vidét znatelny narust. U vysSich koncentraci od 400 mg/1
je naopak vidét vysoky narist LAG faze u bakterie Micrococcus Luteus, zatimco

u Escherichia Coli se hodnoty nezvysuji.

3.4.4 Ekotoxicita

Pti testech ekotoxicity hodnotime pocet vyklicenych semen a délku kotfene vyklicenych
semen. Nevyklicené semeno nemusi znamenat ekotoxické piisobeni latek, ale mlze

znacit jeho poskozeni. Primérnou délku kotfene jsme naméfili z jednotlivych
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vyrustkd kazdého semena pSenice. Do vysledkd jsme zahrnuli chybu méteni ziskanou

odectenim hodnot a chyby priiméru hodnot.

Obr. 12 Fotografie Petriho misek po experimentu

Tab. 5 Procentualni hodnoceni poctu vykli¢enych semen a délky kotene

Vzorek Hodnota klic¢ivosti semen (%) | Primérna délka koiene (%)

Fes04 0,1 g/l 100 % 99 %

Fes304 0,01 g/l 100 % 99 %

FesO4 0,001 g/l 90+£0,5% 99 +0,5 %
Zn 0,1 g/l 70+ 1,5 % 52+1,5%
Zn 0,01 g/l 70 £ 0,5 % 81+£0,5%
Zn 0,001 g/l 70 £ 0,5 % 89+0,5%
Nd203 0,1 g/l 90 +0,5% 89+0,5 %
Nd203 0,01 g/l 70 £ 0,5 % 90 £0,5 %
Nd203 0,001 g/I 100 % 94 %
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Pfi pohledu do tabulky 5 je zfejmé, ze u nanocastic FesO4 je vliv pro vys$si koncentrace
témef nulovy a nanocastice nepusobi toxicky, vyjimkou je nejnizs$i koncentrace
0,001 g/l, ktera zpusobila inhibici ristu kofene o 10 %. Oproti tomu u nanocéastic Zn lze
pro vSechny koncentrace sledovat shodny pokles v kli¢ivosti semen a dale s rostouci
koncentraci Zn lze pozorovat vétsi inhibici ristu kofene. Zejména u koncentrace 0,1 g/l
vidime v tabulce 5 pokles ristu kofene o 48 %. Za piitomnosti nanoc¢astic Nd2O3 je
vidét v tabulce 5 u koncentrace 0,1 g/l procentualni rozdil o 11 % pro inhibici ristu

kofene a 0 10 % vliv na snizeni kli¢ivosti semene.

Na obrazku 11 jsou vyfocena semena pied zapoCetim experimentu, na obrazku 12

vidime semena jiz vykli¢ena po experimentu.

3.4.5 Cytotoxicita

m100% m50% = 10%

Procenta zivych bun¢k vici
kontrole [%]

Fe304 Nd203 Zn

Graf 10 Vysledky hodnoceni cytotoxicity

Na grafu 10 jsou uvedené hodnoty z méfeni cytotoxicity. Sledujeme rozdil hodnot
vzhledem k hodnoté 100 %, ktera odpovida kontrolnimu méfeni (v grafu uvedeno
tlustou modrou ¢arou). Pro konkrétni druh nanocastic (oznaceno na ose-x) je vzdy prvni
sloupec pro 100 % koncentraci média s nanocasticemi (odpovida 0,1 g/l), druhy sloupec
pro 50 % koncentraci a tieti sloupec pro 10 % koncentraci. Pfi pohledu na graf
vidime, Ze hodnoty nanocastic FesO4 se pohybuji mezi hodnotami 80 % (Cervena linka)
a 100 % (modra linka). Nejvice bun¢k prezilo pii koncentraci 50 %. Muzeme tedy fict,

7e nanocastice za definovanych podminek nevyvolédvaji cytotoxické ucinky.
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U nanocastic Nd203 0 koncentraci vyluhu 100 % a 50 % se toxicita pohybuje lehce pod
100 % a hodnoty pro koncentraci vyluhu 10 % ptesahuji kontrolni hodnotu. Z vysledka

vidime, Ze nanocastice neplisobi toxicky na testované bunky.

U zinku vidime u vyluhu o koncentraci 100 % a 50 % nartst testovanych bunék
az k hodnotam 120 % (doslo tedy k navySeni Zivotnosti/po¢tu bunék az o 20 %).
Pti koncentraci vyluhu 10 % byl vyhodnocen mirny pokles naristu bun¢k. Hodnota
ovSem neklesla pod hodnotu 80 % (Cervena linka) a mizeme tedy usoudit, Ze pusobeni

nanocastic na testované buiiky je jen mirné toxickeé.
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4 Diskuze

V této praci jsme se zabyvali hodnocenim charakteristickych vlastnosti nanoc¢éstic
Fe304, Nd203 a Zn. Hodnotili jsme jejich toxicitu s ohledem na jejich magnetické
vlastnosti, na zakladé provadénych testd cytotoxicity, ekotoxicity a respirometrie.
Pti hodnoceni cytotoxicity zadny ze sledovanych druhii nanoc¢éstic nemeél negativni vliv
na testované tkanové bunky, jelikoz zadna hodnota neklesla pod hodnotu 80 %
(nanocastice nezptsobily ani mirnou toxicitu). Pfi testovani nanocastic pomoci testu
ekotoxicity se u nanocastic Fe3Os neprojevila toxicita (hodnoty byly téméf totozné
s kontrolnim méfenim). Vyjimkou byla koncentrace 0,001 g/l, kdy doslo ke snizeni
kli¢ivosti o 10 %. OvSem zde snizeni kli¢ivosti muize byt zplsobeno vadou
semen, nikoliv vlivem nanocastic. Nanocastice Nd203 také nevykazaly toxické tcinky,
ovSem u vyssi sledované koncentrace 0,1 g/l byl znatelny rozdil délky kotene o 11 %.
Vyrazny vliv na ekotoxicitu projevily nanoc¢éstice zinku, kde jiz pfi niz8i koncentraci
0,001 g/l byl pozorovan velky rozdil v ristu kofene a pocet vyklicenych semen se snizil
0 30 %. U koncentrace 0,1 g/l klesla dokonce délka kotene o 48 % a pocet vykli¢enych

semen se snizil o 70 %.

Na univerzit¢ Andhra v Indii se zabyvali shrnutim riznych studii zabyvajicich
se toxicitou nanoc¢astic na organismy. V jedné ze studii (40) se sledovaly toxické ti¢inky
nanocastic Fe3O4 na bunky A549 mySich samcli pomoci testll Zivotaschopnosti bunék.
Vyuzili nanoCéstice o rozmérech 15 nm a 225 nm. Vysledky testovani neprokazaly
inherentni toxicitu nanoc¢astic. V dalsi studii (40) pouzili nanocastice Nd20s3
0 rozmérech mensich nez 100 nm a o koncentraci vétsich nez 2 g/l. Provedli test
stanoveni bunétné respirace, test cytotoxicity pomoci spektrofotometru a Amesiv test,
kde pouzili jako testovaci organismus embrya Ddania pruhovaného. Pii testovani doslo

k inhibici ristu embryi o 48 % (nanocastice prokazaly toxicky vliv).

V dalsi studii na Teherdnské univerzité¢ v Irdnu zkoumali toxicitu nanocastic oxidi
zeleza. Pouzili metodu MTT, kde nanocéstice o rozmérech 15 nm zplisobily ve vice nez
90 % vzorkt znaénou redukci nartstu bunék lidského hepatomu, SMMC-7721, 0 35 %
uz pii nizké koncentraci 0,01 g/l. Pfi vys$i koncentraci, ktera Cinila 0,16 g/l doslo

k vys§i redukci narustu bunék na 65 % (41). V na$i praci jsme provadéli stanoveni
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cytotoxicity se stejnym typem nanocastic. OvSem v nasem piipadé nanocastice

nepusobily toxicky, pravdépodobné v dusledku pouziti vétSich rozméra Castic.

Dale jsme v praci zkoumali charakteristické vlastnosti nanocastic jako je napiiklad
velikost, tvar a struktura. K tomu jsme vyuzili metodu SEM a diskovou centrifugu.
Vysledky ziskané méfenim na diskové centrifuze ukézaly, ze distribuce velikosti vSech
testovanych typti nanocastic byla pfiblizn€ od 50 do 200 nm. U nanocastic Fe3O4 jsme
nam¢fili $irsi distribuci hodnot od 50 do 400 nm, vysS$i hodnoty mohou byt
pravdépodobné zpiisobeny agregaci nanocastic. Pfi zddném meéieni jsme neptekrocili
hodnotu 600 nm a muzeme tedy fici, Ze jsme dosahli pozitivnich vysledku, jelikoz

rozméry odpovidaji udajim stanovenych vyrobcem.

Pomoci SEM jsme zkoumali velikost, tvar, kruhovitost a soliditu nanocastic.
Nanocastice zinku maji sféricky tvar a dosahuji rozmérta 16,3 x 37,6 nm. Nanocastice
oxidu neodymitého odpovidaji tvaru protahlé trubic¢ky a jejichz rozmér je 199,8 x 39,1
nm. Nanocéstice oxidu Zeleznato-zelezitého jako jediné z nich patii mezi nanocéstice
kubické, symetrie tetraedru, a maji tvar pravidelného osmisténu, kde rozmér téchto
nanocastic je v pruméru okolo 170 x 265,7 nm. Tvar nanocastic hraje dulezitou roli
v mife jejich toxicity. Nanocastice sférické plisobi vice toxicky nez nanocastice

kubického tvaru (42).

Studie provadéna ve spole¢nosti NanoSight Ltd. ve Velké Britanii (43), zkoumala
rozméry nanocastic pomoci NTA (Nanoparticle tracking analysis), coz je analyticka
metoda velice podobnd diskové centrifuze. Metoda vyuzivd k urceni velikosti
nanodastic rozptyl svétla a Browntiv pohyb. Méfeni probiha v kapalné suspenzi. Castice
VvV suspenzi rozptyluji svétlo, které je zachyceno ultramikroskopem s CCD cipem.
Browniiv pohyb ¢éstic je analyzovan v realném cCase a kazd4 cCastice je sledovéana
specifickym softwarem. Difuzni koeficient se poc¢ita pomoci Stokes-Einsteinovy rovnice
a velikost Castic lze vypocitat za predpokladu kulovitého tvaru. Ve studii se zkoumala
velikost nanocastic a vysledky dopadly uspésné a velice presné, jelikoz se distribuce

nanocastic pohybovala v rozmezi 5 % od velikosti dané vyrobcem.

Studie (44) provadéna na chemické fakulté Jagellonské univerzity v polském Krakové
zkoumala interakci mezi kovovymi nanocasticemi a bakteriemi. Absorpci nanocastic do
bakterii pozorovali pomoci SEM a TEM mikroskopie a vypozorovali, Ze nanocastice

nepronikaji do bakteridlnich bunék, ale ulpivaji na bunécnych sténach bakterii.
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K vyhodnoceni vyuzili program Java open-source ImageJ software 1,51 k. Pomoci

snimku hodnotili primérnou plochu a pocet absorbovanych ¢astic.

Diky studii (44) jsem tedy dosel k zavéru, Ze pii posuzovani toxicity v mém
experimentu doSlo pfi méfeni respirometrie k vySSim toxickym UCinktim
u grampozitivnich bakterii (o 11 %), jelikoZz maji pouze jednu vrstvu bunécné
stény, zatimco gramnegativni maji dvoji vrstvu. DalSimi faktory ovliviiujici toxicitu
nanocastic jsou povrchovy néaboj (pozitivné nabité nanocastice Iépe pronikaji
grampozitivnimi bakteriemi diky negativné nabitym glykoproteinim), tento parametr
urcit¢ doporucuji, aby byl v dalSich postupech této prace studovan a méfen.
Dalsi faktory vyrazné ovliviiujici toxicitu nanocastic jsou velikost, tvar, specificky

povrch apod.

Magnetismus hraje roli v uréovani toxicity. Magnetické nanocastice vykazuji mensi
toxické ucinky nez nanocastice nemagnetické. Na univerzit¢ v Chung Yuan na
Tchaj-wanu (45) zkoumali pravé tento vliv. Superparamagnetismus nanocastic je hlavni
charakteristika vyskytujici se u latek feromagnetickych. Tyto nanocéstice setrvavaji
magnetické i pfi odstranéni mimo magnetické pole. Superparamagnetismus hraje
dalezitou roli pfi tvorbé aglomeraci nanocastic. Magnetické nanoc¢astice maji mensi

pravdépodobnost tvorby aglomerata.
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5 Navrh doporuceni pro praxi

Tato bakalafska prace poskytuje informace ohledn¢ vlastnosti danych nanocastic jako je
velikost, tvar a struktura. Déle se zabyva toxicitou danych nanocastic na bakteridlni
buniky, semena rostlin a bunécnou linii rakoviny jater. Doporucuji v praci pokracovat
a doplnit praci o dalsi méfeni nanocastic, kde muzeme sledovat vliv povrchového
naboje, absorpce, krystalizace a agregace na toxicitu nanocastic. V praxi je vyuziti
magnetickych nanocastic casté. V oblasti mediciny se aplikuji jako kontrastni
¢inidla pfi vySetfeni magnetickou rezonanci, kdy se nanocéstice vyuZzivaji ke znaceni
bun€k. Dalsi vyuziti magnetickych nanocastic je k doruceni latek v lidském téle
do oblasti nadoru, kdy se pouziva vnéjsi magnetické pole k piesné lokalizaci. Dale 1ze
prenaset energii z vnéjsiho magnetického pole na magnetické nanocastice. Tato metoda

se vyuziva k tepelné destrukci nadorovych bunék.
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6 Zavér

Bakalaiska prace se zabyvd hodnocenim charakteristickych vlastnosti nanocastic
Fe304, Nd203 a Zn, zejména velikosti, tvarem a jejich toxicitou. Na zacatku prace jsme
si stanovili Sest cild. Prvnim cilem bylo navrhnout vhodné metody pro studium
a charakterizaci parametrii nanocastic. Vyuzili jsme k tomu metody SEM mikroskopie
a diskovou centrifugu. Druhym cilem bylo provést charakterizaci vybranych typi
nanocastic. Sledovali jsme jejich velikost a koncentraci opét pomoci diskové centrifugy
a SEM mikroskopie. Metodou SEM mikroskopie jsme navic sledovali tvar a strukturu
nanocastic. Nanocastice FezOs se fadi mezi nanocastice kubické, nanocastice Nd203

mezi sférické a nanoc¢astice Zn mezi jehlickovité.

Ttetim cilem prace bylo navrhnout metodicky postup pro hodnoceni toxickych ucink
nanocastic na bakteridlni bunky. Navrhli jsme tfi metody testovani pomoci testl
respirometrie, ekotoxicity a cytotoxicity. Ctvrtym cilem bylo testovani toxickych
ucéinki riznych typt nanoc¢astic. U respirometrického testovani jsme vybrali bakterialni
kmeny Escherichia Coli a Micrococcus Luteus. Zjistili jsme, ze nanocastice Fe3Os
nepusobi toxicky pfi nizSich koncentracich do 300 mg/l. Pti vysSich koncentracich
0od 400 mg/l maji nanocastice lehké toxické ucinky. Nanocastice Nd2O3 neprokazaly
zadné toxické ucinky. OvSem nanocastice Zn zacaly prokazovat toxické ucinky jiz pii
nizkych koncentracich od 100 mg/l. Testovani ekotoxicity ndm ukézalo, Ze nanocastice
Fes04 neprokazaly toxicitu a Nd20O3 prokazaly nizkou toxicitu. Jako jediné se toxicky
projevily nanocastice Zn. Poslednim testem toxicity, ktery jsme provedli, byl test

stanoveni cytotoxicity. Pfi provedeni tohoto experimentu se zadné nanocastice

neprojevily cytotoxicky.

Patym cilem bylo definovani silnych a slabych stranek provadénych metod. Diskova
centrifuga udava velmi pfesné hodnoty velikosti nanocastic pro velky objem vzorku.

v r

Metoda ale netesi zadné dals$i parametry. Oproti tomu SEM mikroskopie udava vice
parametri jako je pomér stran, kruhovitost, tvar a dalsi. Udaje jsou ale velice
zkreslené, jelikoz se vzorek neméii v kapaling a jsme omezeni métici plochou. Je tedy
nutné provadét vyssi pocet méfeni, coz je financné a Casové narocné. Mezi hlavni
vyhodu meéfeni respirometrie oproti méfeni ekotoxicity a cytotoxicity je soubézné

méfeni mnoha parametrii charakterizujici biologicky systém. Z méfeni ziskdme velké
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mnozstvi dat, které se daji matematicky zpracovat. Dalsi vyhodou je schopnost méfeni
jak pevnych, tak kapalnych vzorkl o velkych objemech. Jelikoz se jedna o uzavieny
systém, tak mizeme pii méfeni eliminovat vnéjsi vlivy prostiedi, na rozdil od méfeni
ekotoxicity. Na druhou stranu méfeni respirometrie je finanéné naro¢né na provoz
aservis a vzorky jsou ndro¢né na piipravu. Z divodu prace S bakteridlni suspenzi

je vzdy nutné perfektné vycistit cely pfistroj.

Poslednim cilem bylo stanoveni shody nebo rozdilnosti vysledkit s odbornou

literaturou, coz je popsano v kapitole s nazvem Diskuze.
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Prilohy

Piiloha A Ziskané hodnoty ekotoxicity

Vzorek Pocet vykli¢enych semen | Priumérna délka korene
FesO04 0,1 g/l 5 10+ 0,5 cm
Fes0a4 0,01 g/l 5 10+ 0,5 cm
FesOa4 0,001 g/l 5+0,5 10+ 0,5 cm
Zn 0,1 g/l 4+£1,5 5,3+0,5cm
Zn 0,01 g/l 4+0,5 8,3+0,5cm
Zn 0,001 g/l 4+0,5 9+0,5cm
Nd203 0,1 g/l 5+0,5 9+0,5cm
Nd203 0,01 g/l 4+0,5 9,1 +0,5cm
Nd203 0,001 g/l 9,5+ 0,5 cm
Kontrola 1 (bez NPs) 10,2 +0,1 cm




Piiloha B Obsah priloZeného CD
Text bakalaiské prace

- bakalarska_prace 2020 Jakub_Rohn.pdf



