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Abstrakt:
ZiZala hnojni (Eisenia fetida) a kvantové te¢ky

Biosyntéza je jednou z novych moznosti pro syntézu nanoc¢astic. Mimo jiné slouzi
biosyntéza i jako pfirozena obrana organismu proti iontim tézkych kovu. Organismy,
které jsou schopné biosyntézy, jsou bakterie, houby, kvasinky nebo ZiZala hnojni (Eise-
nia fetida). Zizala je schopna biosyntézy na chloragogeni tkani, ktera sloui jako jatra.
V praci byla hodnocena schopnost zizaly hnojni provést biosyntézu, charakterizace syn-
tetizovanych nanocastic a vliv biosyntézy na organismus. Béhem hodnoceni bylo zjisté-
no, ze zizala hnojni je schopna biosyntetizovat CdTe kvantové te¢ky o velikosti 18 nm.
Pii stanoveni vlivu biosyntézy na organismus byla prokazana piitomnost metalothionei-

nu v organismu, coz dokazuje jeho ucast pii vzniku nanocéstic.
Klic¢ova slova:
Zizala hnojni (Eisenia fetida), kvantové te¢ky (QDs), biosyntéza
Abstract:

Earthworm (Eisenia fetida) and quantum dots

Biosynthesis is one of the new possibilities for the synthesis of nanoparticles.
Among others, biosynthesis serves as a natural defense against heavy metal ions. The
organisms capable of biosynthesis are bacteria, funghi, yeasts or earthworm manure
(Eisenia fetida). Earthworm is able to biosynthesis at chloragogenous tissue, which ser-
ves as a liver. In our study the ability of earthworm manure makes biosynthesis has be-
en evaluated. Further, a characterization of synthesized nanoparticles was done with
determination of influence of biosynthesis on organism. During the evaluation there has
been found that earthworm is able to biosynthesize the CdTe quantum dots with 18 nm
size. During the determination of the effect of biosynthesis on organism was showed the
presence of metallothionein in organism, which prooving participation of metallothione-

in in formation of nanoparticles.
Key words:

Earthworm (Eisenia fetida), quantum dots (QDs), biosynthesis
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1 UVOD

Nanocastice jsou vzhledem ke svym vlastnostem a Sirokému spektru vyuziti vyhle-
davané v mnoha oblastech. Mezi tyto oblasti se fadi pfedevsim elektronika, zeméd¢€lstvi
a medicina. Nanocastice mohou byt syntetizovany za pomoci chemickych, fyzikalnich a
biologickych procest. Mezi tyto patii mimo jiné i syntéza pomoci elektronového pa-
prsku, metody chemického srazeni, fotochemicka syntéza nebo mikroviny. Dale mohou
byt nanomaterialy syntetizovany diky vyuziti riznych organickych nebo anorganickych
latek (Landsiedel, R., Fabian, E. et al. 2012; Geszke-Moritz, M. and Moritz, M. 2013).
Mohou mit rtizné tvary, jako je trojuhelnikovy, kulovity, Sestitthelnikovy, tvar ty¢inek

nebo trubek (Sandana Mala, John Geraldine and Rose, Chellan 2014).

Kvantové tecky (QDs) jsou nanocastice tvorené nékolika stovkami az tisici atomi a
vyznacuji se fluorescenénimi vlastnostmi. QDs se uplatiiuji pfedevsim v medicinskych a
technickych oborech (Alivisatos, A. P. 1996). U QDs byly popsany zna¢né toxické
vlastnosti, které jsou zpusobeny kovovymi latkami, ze kterych jsou vyrobeny (Tsoi, K.
M., Dai, Q. et al. 2013). Tyto kovové latky zatézuji nejen zivotni prostredi, ale také
omezuji klinickou aplikaci QDs (Sandana Mala, John Geraldine and Rose, Chellan
2014). Negativni u¢inky téchto nanocastic byly prokazany u bakterii, bezobratlych, ryb,
fas a také u né€kterych savca (Rivera Gil, P., Oberdorster, G. et al. 2010; Elsaesser, A.
and Howard, C. V. 2012). V posledni dobé byla objevena cesta, jak tyto QDs syntetizo-
vat, aniz by vykazovaly zna¢nou toxicitu. Timto novym smérem je biosyntéza (Trabelsi,
H., Azzouz, I. et al. 2013). Jejimi hlavnimi vyhodami jsou biokompatibilita a schopnost
ziskat suroviny z prostfedi. Biosyntéza je na rozdil od chemické syntézy Setrna k Zivot-
nimu prostiedi (Dhillon, G. S., Brar, S. K. et al. 2012). Mize byt spusténa nékolika
slou¢eninami — aminy, amidy, karbonylovymi skupinami, bilkovinami, alkaloidy a ji-
nymi redukénimi ¢inidly, ktera jsou pfitomna v biologickych extraktech (Asmathunisha,
N. and Kathiresan, K. 2013). Mezi organismy, které jsou schopny syntetizovat QDs
patii Escherichia coli (E. coli) (Kang, S. H., Bozhilov, K. N. et al. 2008; Monras, J. P.,
Diaz, V. et al. 2012), Klebsiella pneumoniae (Smith, P. R., Holmes, J. D. et al. 1998),
Rhodobacter sphaeroides (Bai, H. J., Zhang, Z. M. et al. 2006), Klebsiella aerogenes
(Holmes, J. D., Smith, P. R. et al. 1995) a dale také kvasinky a houby, jako jsou Sac-
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charomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Torulopsis species (Kowshik, M.,
Vogel, W. et al. 2002), Fusarium oxysporum (Kumar, S. A., Ansary, A. A. et al. 2007) a
Rhodosporidium diobovatum (Seshadri, S., Saranya, K. et al. 2011). Organismy jsou
schopny vytvofit rizné typy QDs (ZnS, Cd, CdTe a CdSe) (Bao, H. F., Lu, Z. S. et al.
2010). QDs jsou schopny vytvofit i jiné organismy neZ jsou mikroby, a to mali savci,
jako jsou krysy nebo mysi (Jamba, L., Nehru, B. et al. 2000) a zizaly (Tilley, R. D. and
Cheong, S. 2013). Krom¢ zivocichti mohou byt pro biosyntézu pouzity i rostliny, které
mohou biosyntetizovat jak ve svém organismu, tak je mozné vyuzit extrakt z rostlin

jako redukéni ¢inidlo pro syntézu (Kharissova, O. V., Dias, H. V. R. et al. 2013).

Mimo moznosti ziskdvani nanoc¢astic je biosyntéza také spojena se schopnosti orga-
nismu odolavat toxickym ucinkim kova v prostredi (Wang, F. Y., Shu, L. J. et al.
2013). Bylo zjisténo, Ze pii biosyntéze dochazi ke zvyseni exprese gend zapojenych
Vv ochran¢ proti tézkym koviim, ale také naopak ke snizeni oxidativniho stresu a dalSich
negativnich u¢inkti na organismus Vv porovnani s nebiosyntetizujicim organismem
(Valizadeh, A., Mikaeili, H. et al. 2012; Winnik, F. M. and Maysinger, D. 2013). Pokud
nedochazi v téle organismu k biosyntéze v ptitomnosti kadmia, mize dojit ke zménam v
genové expresi, zhorSeni reprodukce a plodnosti, sniZzeni juvenilni Zivotaschopnosti az
ke zvySeni umrtnosti (Spurgeon, D. J., Svendsen, C. et al. 2004). Biosyntézu je tedy
mozno povazovat za ochranny mechanismus organismu proti kovovym iontim

(Nakamori, T. and Kaneko, N. 2013).
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2 CILE PRACE

. Biosyntéza QDs pomoci zizaly hnojni (Eisenia fetida) pii kontrolova-

nych podminkach. Po kultivaci zizal bude nasledovat extrakce QDs z tél zizal.

o Charakterizace pomoci elektrochemické metody, kdy se bude stanovovat
koncentrace kadmia v riznych fazich zpracovani vzorku. Toto stanoveni napo-

muize k vybrani frakce, ktera by méla obsahovat QDs.

o Charakterizace vzorku pomoci spektrofotometrickych metod. Budou sta-
novena fluorescencni a absorpcni spektra, velikosti nanocastic a jejich zeta po-

tencial.

o Stanoveni vlivu biosyntézy na organismus, kdy bude provedena mikro-
skopie histologického preparatu pro ovéfeni, zda biosyntéza nezplisobuje mor-
fologické zmény na téle zizaly. Dale bude stanovena antioxida¢ni aktivita po-
moci metod FRAP a DPPH a bude stanovena koncentrace metalothioneinu,

ktery ptisobi jako antioxidant.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Zizala hnojni (Eisenia fetida)

Obecné se udava, ze zizala se podle taxonomického zatazeni fadi do kmene krouz-
kovci (Annelida), podkmene opaskovci (Clitellata), tiidy malostétinatci (Oligochaeta),
fadu haplotaxida a podiadu zizaly (Lumbricina). T¢lo Zizaly je rozdéleno na clanky,
které jsou oddé€leny blanitou piepazkou. Posledni télni ¢lanky sriistaji v konecny ¢lanek,
takzvané pygidium. V prvni teting téla jsou zdufelé ¢lanky tvofici opasek a jsou v nich
obsazeny kozni zlazy. Vymésky opasku umoziuji spojeni jedincii a pienos spermii pii
kopulaci, nebo tvorbu kokonu kolem vaji¢ek. Na povrchu téla maji tenkou pokozku,
kterou chrani ochranna vrstva nazyvana kutikula. Ta mize u nékterych druhd opalizo-
vat. Pokozka obsahuje slizové zlazy. Vyprodukovany sliz chrani suchozemské druhy
pied vyschnutim a ¢ini je kluzkymi. Z pokozky vyrustaji $tétinky, které se opiraji o po-

vrch a napomahaji k pohybu. Zizaly nevytvaii parapodia.

Tréavici trakt je tvofen ustnim otvorem, na n¢j navazuje svalnaty hltan, jicen rozsitu-
jici se ve vole (povaZuje se za zlaznaty Zaludek), svalnaty Zaludek a rovné stfevo zakon-
¢ené fitnim otvorem. Po stranach ptedni Casti travici trubice jsou vapenaté zlazy, které
neutralizuji prebyte¢né organické kyseliny ziskané z potravy. Na hibetni stran¢ stieva je
vnitini fasa (typhlosolis), kterd zvétSuje travici plochu a umoziuje rychlejsi prichod
potravy. Zizala nema kusadla. Dychani je zaji§téno celym povrchem téla. Cévni sousta-
va je uzaviena, krev obsahujici hemoglobin obiha v cévach na hibetni (pulsujici hibetni
céva) a bfiSni strané (bfiSni céva) téla. V bfisni cévé krev putuje odpifedu dozadu.
V kazdém télnim c¢lanku jsou velké cévy propojeny kratkymi cévami. Husta sit’ koznich
vlasecnic zajistuje okysliCovani krve. Vylucovaci soustavu tvoii metanefridie a chlora-
gogenni epitel. Nervova soustava je tvofena nervOovymi uzlinami a je nazyvana jako
uzlinova nervova soustava (gangliova). Nervové uzliny jsou v kazdém télnim ¢lanku a
jsou propojeny nervovymi vlakny — tvoii takzvanou ,,zebfickovitou nervovou sousta-
vu‘. Smyslové organy, které ma zizala vyvinuty, jsou hmatové, tvofené Stihlymi smys-
lovymi buitkami a svétlo€ivé buiiky v pokozce. Ty zapiicinuji to, Ze Zizala utika pred

svétlem, tzn. je fotofobni. ZiZaly jsou hermafrodité, to znamend, Ze maji samici i sam¢i
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pohlavni soustavu (Sims, R.W. and Gerard, B.M. 1985; Langrova, I. 2010). Anatomie

zizaly hnojni je zndzornéna na obrazku 1.

Pygidium

Hibetni céva
Bfi$ni céva

Svaly E‘;ﬂﬁlné’ Nervové uzliny
ové

Prepazky Zebiikovitd nervova
soustava
Obrazek 1.: Anatomie zizaly hnojni (Eisenia fetida), (pfevzato zwww.mrb-

science.wikispace.com).

3.2 Kvantové tecky

Kvantové tecky (QDs) jsou nanocastice z polovodi¢ovych materiali, které se skla-
daji ze stovek az n€kolika tisic atomt II a VI skupiny prvki, nebo III a V skupiny prv-
kl. Vyznacuji se fluorescencnimi vlastnostmi, jejich excitaéni a emisni spektrum je da-
no jejich velikosti. Jejich vSestranné vyuziti 1ze uplatnit pfi mnoha pfileZitostech. Velky
potencial zaznamenavaji QDs v zobrazovacich technikach v medicinskych oborech. Pro
bioaplikaci je dulezita spravna volba velikosti kvantovych tecek (Alivisatos, A. P.
1996). QDs se skladaji z i) jadra, které tvofi centralni ¢ast a spolu s velikosti QDs urcuje
optické vlastnosti a kone¢nou strukturu. Okoli jadra tvoii ii) anorganicky obal, ktery je

tvofen z nékolika vrstev polovodicovych atomd.
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Toxicita QDs je u riznych organismi rozdilna. Napiiklad u améb (ménavek) nebyl
detekovan zadny vliv na rist bunék a QDs nemély zadny toxicky tc€inek na bunécnou
signalizaci a motilitu bunék; u rostlin se zjistilo, Ze pomér hladiny redukovaného glu-
tathionu (GSH) vzhledem k oxidovanému glutathionu (GSSG) se snizil a ukazuje na to,
ze kvantové tecky zpisobuji oxidativni stres; u zivo¢ichi mohou QDs ohrozit nejen
mitochondrie, ale i vyvoj endotelialnich bun€k a mohou vést az k apoptdze (Valizadeh,
A., Mikaeili, H. et al. 2012). Absorpce, distribuce, metabolismus, vylucovani a toxicita
QDs zavisi na fad¢ faktorti odvozenych z fyzikéalné-chemickych vlastnosti a podminek
okolniho prostiedi, koncentrace, naboje, velikosti QDs, mechanické stabilit¢ a
V neposledni fadé i na jejich slozeni (Hardman, R. 2006). CdTe QDs jsou jedny
Z nejvice syntetizovanych QDS a jsou Siroce vyuZivany v prumyslovych a biomedicin-
skych aplikacich diky jejich fotoluminiscenci ve viditelné ¢asti spektra. Ukazaly se jako
slibné pii zobrazovani v zivych bunkach. CdTe QDs emituji v celé oblasti viditelného
spektra. Emise CdTe QDs je v ramci viditelného svételného spektra mozna v zavislosti
na velikosti ¢astic od modré pies zelenou, Zlutou az k Cervené. Tyto materidly maji
mnoho vyhod, jako je dobra fotostabilita a kvantovy vytézek (Bao, H. F., Lu, Z. S. et al.

2010). Schéma stavby kvantové tecky je uvedeno na obrazku 2.

[ Jadro
[ Obal

[ Povlak

\
#\ Modifikace

Obrazek 2.: Stavba kvantové tecky.
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3.2.1 Stabilita kvantovych tecek v zivych bunikach a fotostabilita

Bylo zjisténo, ze ¢im vétsi jsou QDs, tim vice klesa jejich stabilita. QDs, které maji
pramér jadra 2,9 nm, vykazuji vysokou stabilitu v buiikach. Kdezto velké kvantové tec-
ky, které maji pramér jadra 5,9 nm, ztraci svoji stabilitu ze 70 %. Aby mély QDs dob-
rou stabilitu v bunkach, je dulezité fadné pochopit postup a proces jejich syntézy. Fo-

vvvvvv

okolni prosttedi (Mussa Farkhani, Samad and Valizadeh, Alireza 2014).
3.2.2 Toxicita kvantovych tefek

Toxicita nanomaterialii zavisi na zakladni interakci mezi chemickou slozkou a mo-
lekularnimi drahami v organismu. Nejbéznéj$i molekuldrni drahy, které jsou ve spojeni
S toxicitou zkoumany, jsou spojovany s oxida¢nim stresem, ktery ovSem muze byt jen
docasny a nemusi mit na organismus trvaly negativni ucinek. Ac¢koliv se QDS mohou
zdat jako ptinos pro priimysl, mohou pro organismus pfedstavovat znaéné riziko. Jejich
toxicita by mohla byt rovnéZ spojena s vlastnostmi nanocastic, jako je jejich velikost a
slozeni. Jedny z nejbéznéji vyuzivanych QDs jsou CdTe QDs, které jsou slozeny z iontl
kadmia a teluru. Toxicita kadmia je studovana jiz déle nez 50 let. Je klasifikovano jako
karcinogenni latka, kterd ovliviiuje nejen stabilitu genomu prostfednictvim inhibice
transkripce DNA, ale i vznik volnych radikald, vyvolavajicich poskozeni DNA. Na bu-
nééné urovni vyvolava oxidacni stres vyCerpanim antioxidantli, jako je glutathion
(GSH). Dale je spojeno s poskozenim mitochondrii a narusenim signalizace vapniku.
Ve sladkovodnich zivoc€iSich byl zjistén naptiklad oxidacni stres v zabrach, nebo posko-
zeni DNA v travicim traktu. In vitro studie ukézaly, ze CdTe QDs méni aktivitu antio-
xidaénich enzymi a mitochondrialni funkci, a zptisobuji oxida¢ni poskozeni biomolekul
(Katsumiti, A., Gilliland, D. et al. 2014). Toxické reakce generované v bakterialnich
buiikéch jsou podminény stresovymi podnéty, které indukuji zmény v bunééné struktuie
a morfologii buiky. V dasledku tohoto stresu jsou toxické reakce rozdéleny do riznych
typt na zéklad¢ charakteru toxické latky (Chouhan, R. S., Niazi, J. H. et al. 2014). To-
xicita QDs je obecné spojena s jejich malou velikosti, vysokou reaktivitou jejich po-

vrchu, fotolytickou ¢innosti a mechanickou stabilitou. Jsou c¢asto spojovany
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s poSkozenim respira¢niho systému, coz vede k zanétu plic (Chong, Y., Ma, Y. F. et al.
2014).

3.3 Metody syntézy kvantovych tecek

QDs byly jedny z prvnich nanomaterialti, které se zacaly vyuZzivat pro sledovani ne-
bo zobrazeni makromolekul. Existuji rizné metody syntézy QDs, jez zajistuji jejich
odli$né vlastnosti. Syntéza QDs byla poprvé provedena srazenim z roztoku, ktery obsa-
hoval ionty kovu (Ag, Hb, Pb, Zn, Cd, In) pomoci hydroxidu S, Se nebo Te. Byly sle-
dovany jejich vlastnosti, jako je tvar, velikost, homogenita a povrchova struktura
(Mussa Farkhani, Samad and Valizadeh, Alireza 2014). V této praci jsou zminény tfi
nejbéznéjsi metody syntézy kvantovych teéek a také nova metoda pouzivana pro biolo-

gicka odvétvi.
3.3.1 Organokovova metoda

Tato metoda byla objevena v letech 1990 Steigerwaldem a Brusem a je jednou z
nejpouzivangjsich. Organokovova metoda pro syntézu kvantovych tecek se sklada ze tii
sloZzek: prekurzori, organickych povrchové aktivnich latek a rozpoustédel. Nekdy jako
rozpoustédla slouzi pravé povrchove aktivni latky. Jako stabiliza¢ni ¢inidlo pro organo-
kovovou syntézu QDs lze vyuzit thioly. VInova délka QDs zavisi na velikosti krystalt,
tudiz je mozZné ji v pribéhu syntézy meénit. K této syntéze jsou potieba iontové zdroje
komponentnich materialil, jako jsou Cd?* ionty. Pii syntéze QDs by mélo dojit k i) nuk-
leaci - prekurzory se pii vysoké teploté rozkladaji, nebo reaguji za vzniku piesycenych
monomert a nasleduje tvorba nanokrystalt a ii) ristu jader z molekularnich prekurzora
(Mussa Farkhani, Samad and Valizadeh, Alireza 2014).Tato metoda vyzaduje ptesnou
kontrolu teploty, aby se spravné oddélila nukleace a riist QDs, které jsou vyluéné zavis-
1¢ praveé na teploté. Kdyz je reakéni prostiedi optimalni, prekurzory se chemicky pie-
méni na aktivni atomové nebo molekulové monomery a ty pak tvofi nanokrystaly, které
vyuzivaji povrchové aktivni molekuly pro ovlivnéni rustu (Sahraei, R., Nosrati, M. et al.
2012). Tyto aktivni molekuly ovliviuji tfi hlavni body syntézy a to i) rozpusténi a roz-

ptyleni nanokrystalii a podileni se na jejich rustu, ii) koordinaci nenasycenych atomut
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kovu na povrch kvantové teCky a zabranéni vzniku hromadné QD a iii) fizeni rychlosti

reakce.

Mezi povrchové aktivni latky miizeme zatradit mastné kyseliny, aminy, nckteré
aromatické latky, které obsahuji dusik, molekuly s velmi dlouhymi fetézci atomt uhli-
ku, alkyly a alkylfosfonové kyseliny. Syntéza se vétSinou provadi v tiihrdlé bance pfi-
pojené jednim hrdlem k Schlenkové lince (vakuové potrubi). Zbyvajici volna hrdla jsou
utésnéna pryzovou zatkou a slouzi pro aplikaci reak¢nich slozek a méteni teploty reakc-
niho prostiedi. Syntéza obvykle probiha v inertni atmosféfe, protoze molekuly reakéni
slozky mohou byt pyroforické a nckteré druhy nanokrystali mohou byt citlivé na
vzduch. Aby syntéza probéhla, musi se do banky piidat organické rozpoustédlo a povr-
chové aktivni latka, coz zplsobi rozpusténi organickych molekul z formy prasku do
kapalného stavu. Baiika se dale udrzuje ve vakuu pfi teploté 150 az 300 °C po dobu 10
az 20 minut, aby se odstranily té¢kavé latky. Nakonec se pridaji chalkogenidy jako ko-
ne¢né Cinidlo (Mussa Farkhani, Samad and Valizadeh, Alireza 2014). Piestoze se po-
moci této metody vyrabi vysoce kvalitni QDs, mé viak i nékolik nevyhod. Radi se mezi
n¢ naptiklad nutnost dal§iho zpracovani QDs za G¢elem modifikace optickych vlastnosti
QDs, nebo jejich modifikace na QDs rozpustné ve vodé. Také toxicita rozpoustédel po-
uzivanych béhem syntézy je pomérné vysoka (Williams, Juandria V., Adams, Claire N.
et al. 2007).

3.3.2 Metoda vodniho vyluhovani — nizkoteplotni reakce

QDs syntetizované pomoci organokovové metody vyuzivajici alifatické koordinaéni
ligandy jsou rozpustné pouze v nepolarnich organickych rozpoustédlech. Proto je tieba
upravit je tak, aby se staly rozpustnymi ve vod¢ v souladu s biologickym prostiedim.
Byly vyvinuty dva postupy, jak tohoto cile dosahnout a to i) vyménou ligandut, nebo ii)

zapouzdienim do obalt kopolymert a fosfolipidovych micel

Vymeéna ligandli spoc¢iva v tom, Ze se nahradi hydrofobni ligandy za ligandy se
schopnosti vazat se na povrch QDs a hydrofilnich solubiliza¢nich skupin. QDs pfeme-
néné touto metodou jsou nejvice vyuzivany v biologickém prostiedi, pficemz vymeéna
ligandi je obvykle ve spojeni se snizenou kvantovou vytéznosti a tendenci agregace a

vysrazeni v pufrech (Surana, K., Singh, P. K. et al. 2014). Bylo prokazano, ze tyto pro-
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blémy lze zmirnit hydrofobnimi ligandy na povrchu QDs a tyto ligandy pokryvaji amfi-
filni molekuly. Piiklady amfifilnich molekul pouzivanych pro zapouzdieni kvantovych
tecek jsou fosfolipidové micely, nebo amfifilni kopolymery. Natérem polymeru Ize

zvetsit velikost QDs o 5 az 10 nm, v zavislosti na tloust'ce povlaku.

Hydrofilni ligandy pouzité v téchto dvou metodach jsou sloZeny z nabitych zbytkl
(karboxylovych kyselin, aminti). Je tfeba vzit v potaz, ze mnoho fyzikalnich vlastnosti
QDs miize byt ovlivnéno povrchovou vrstvou a celkové rozméry QDS jsou zavislé na

tloust'ce povlaku (Mussa Farkhani, Samad and Valizadeh, Alireza 2014).
3.3.3 Vodni cesta pro syntézu kvantovych tecek

Tyto QDs jsou hydrofilni, coz znamena, ze jsou rozpustné ve vodé. Za normalnich
okolnosti maji hydrofobni povrchové ligandy. V jiném piipadé¢ mohou byt ligandy na
povrchu nahrazeny jinym ve vodé rozpustnym ligandem, jako jsou molekuly na thiolo-
vé bazi (kyselina merkaptouhlicitd), peptidy a jiné. QDS mohou byt také zapouzdieny
pomoci plasté z materiald, jako je oxid kfemicity, fosfolipidy, polyethylenglykol (PEG),
které zajist'uji jejich biokompatibilitu a rozpustnost ve vodném prostiedi (Wang, Y. L.,
Lu, J. P. et al. 2010). Surové materialy, jako organokovové slouceniny pii syntéze kvan-
tovych tecek jsou zvlastné samozapalné, nestabilni, toxické a reakce ¢asto nejsou opa-
kovatelné. Navic je jejich povrch hydrofobni, tudiz tyto kvantové tecky nelze pouZit pii
biologickém oznacovani. Pfima vodni syntéza QDs, jako jsou CdTe za pouziti riznych
thiolovych skupin jako stabiliza¢niho ¢inidla poskytuje ti¢innou alternativu k této meto-
dé. Pouziti thiold umoznuje kontrolu Kinetiky syntézy, zajistuji stabilitu, rozpustnost a
funk¢nost nanocastic. V této metode se ligandy stavaji biokompatibilnimi a nepotiebu;i

proces vymény (Ji, X. Y., Peng, F. et al. 2014).

Ve srovnani s organokovovou metodou ma vodni metoda syntézy QDs nékolik vy-
hod i nevyhod. Mezi vyhody patii nizka cena, mize se provadet ve velkém meéfitku,
syntetizované QDs pomoci této metody Ize vysraZet, promyt, vysusit a nasledné sklado-
vat, pficemz své vlastnosti rozpustnosti ve vodé neztraci ani po dvou letech. Déale mezi
vyhody patfi jednoduchost metody a vysoka reprodukovatelnost, je mozno ovlivnit po-

vrchovy ndboj a jiné povrchové vlastnosti QDs diky vybéru stabilizacniho ¢inidla
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s vhodnymi volnymi funkénimi skupinami a biokompatibilni povrchové ligandy nepo-

tiebuji proces vymény (Sahraei, R., Nosrati, M. et al. 2012).

3.3.4 Biosyntéza QDs

Biosyntéza je jednou z novych moznosti pro syntézu nanocastic. Mezi jeji hlavni
vyhody patii biokompatibilita a schopnost ziskdni surovin z pavodniho prostiedi. Bio-
logické systémy nabizeji jedinecné a slibné nanomateridly, které maji pfedem urcené
vlastnosti. Na rozdil od fyzikalni ¢i chemické syntézy je biosyntéza Setrna k Zivotnimu
prostfedi. Biosyntéza nanocéstic mize byt spuSténa nckolika slouc¢eninami, jako jsou
karbonylové skupiny, terpenoidy, fenoly, aminy, amidy, bilkoviny, barviva, alkaloidy a
jind redukéni cinidla pfitomna v biologickych extraktech (Asmathunisha, N. and
Kathiresan, K. 2013). Mezi organismy, které jsou schopny syntetizovat kvantové tecky,
patii napiiklad bakterie (Escherichia coli, Rhodobacter sphaeroides, Klebsiella pneu-
moniae), kvasinky (Saccharomyces cerevisiae, Rhodosporidium diobovatum), houby
(Fusarium oxysporum) nebo zizaly (Lumbricus rubellus, Eisenia fetida) (Asmathunisha,
N. and Kathiresan, K. 2013). Ackoli byly organismy vytvofeny ruzné varianty QDs
(ZnS, PdS, CdS, a CdSe) mezi nejvice syntetizované patii CdTe QDs. CdTe QDs maji
relativné vysokou fotoluminiscenci a kvantovy vytéZzek. Kromé toho vykazuji vynikajici
rozpustnost ve vod¢, vybornou stabilitu a biologickou snasenlivost organismem (Mussa

Farkhani, Samad and Valizadeh, Alireza 2014).
3.3.4.1  Biosyntéza CdTe kvantovych tecek pomoci Escherichia coli

Bakterie jsou nejrozsifenéjsi organismy na Zemi. Jsou to prokaryotické bunky roz-
dilné velikosti, tvaru a zptisobu ziskavani energie. Ziji ve viech piirodnich podminkach.
Escherichia coli je gramnegativni vSudypfitomna bakterie, ktera se velmi ¢asto vyuziva
jako modelovy organismus pii biologickych studiich, zeyména v molekularni biologii.
Vétsina kment E. coli je neskodnych a mohou byt snadno kultivovany za anaerobnich
nebo aerobnich podminek. Vlastnosti nanocastic (velikost, tvar) je mozno ovlivnit zmé-
nou parametr, jako je teplota, pH, koncentrace danych latek, ménici se inkubacni doba.
Tyto parametry mohou biosyntetickou reakci jak urychlit, nebo naopak zpomalit. Bio-
syntézu lze ovlivnit i genovou manipulaci danych organismi. Bylo prokézano, ze bio-

syntéza pomoci E. coli je nejvyhodnéjsi v porovnani s dosud testovanymi organismy
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diky své finan¢ni naro¢nosti a rychlosti biosyntetické reakce (Monras, J. P., Diaz, V. et
al. 2012; Quester, K., Avalos-Borja, M. et al. 2013). Biosyntézou ziskané QDs maji
velmi dobré optické vlastnosti i biokompatibilitu (Bao, H. F., Lu, Z. S. et al. 2010).
Teézké kovy maji vliv na mikrobialni populaci z hlediska riistu, morfologie, poSkozeni
bunécné membrany, zmény enzymatické specifity, naruseni bunééné funkce, poskozeni
struktury DNA. Mikrobialni populace vystavené toxickym koncentracim tézkych kovi
si vyvinuly Ctyfi toleranéni mechanismy, mezi které se fadi i) modifikace membrany,
coz omezi vstup kovu do buriky, ii) intracelularni nebo extracelularni potlaceni speci-
fické vazby na bunécnou sténu, iii) tolerance k tézkym kovim lze také dosahnout po-
moci extracelularniho vysrazeni, kdy mikroorganismy vytvari oxalat, fosfat, nebo sul-
fid, iv) nebo vytvoii zavislost iontli kovi na energii

Ackoli je biosyntéza pomoci bakterii povazovana za bezpecnou, nadkladové efektiv-
nost pfi kultivaci mikroorganismt, mensi moznost kontroly tvari a velikosti QDS a je-
jich pomala syntéza. Vyskytuji se také problémy pfti vybéru kmene bakterii, optimaliza-
cich podminek, jako je pH, inkubacni teplota a Cas a koncentrace kovovych iontl
(Mussa Farkhani, Samad and Valizadeh, Alireza 2014). Studie prokazaly, ze zatimco
nekteré bakterie jsou schopny syntetizovat nanocastice uvnitt buiiky (intracelularn¢),

jiné je dokazi syntetizovat extracelularné (Quester, K., Avalos-Borja, M. et al. 2013).
3.3.4.2 Extraceluldrni biosyntéza

Extracelularni biosyntéza nanocastic umoziuje jejich vyuziti diky moznosti jejich
znehybnéni a vloZeni takto upravenych nanocastic na poZzadované misto. Diky tomuto
jsou oproti nanocasticim syntetizovanych intracelularné vice prakticky vyuzitelné a maji
SirSi vyuziti v optoelektronice, bioimagingu a v senzorovych technologiich (Ahmad,
Absar, Mukherjee, Priyabrata et al. 2002). Dale maji extracelularné syntetizované QDs
vyhodu v tom, Ze jsou ziskdvany v relativné ¢istém stavu, bez dalSich bunécnych pro-
teind a jejich dal$i zpracovani je tak jednodussi (Prathna, T. C., Mathew, Lazar et al.
2010). Takto syntetizované QDs jsou ovliviiovany proteiny, které vylu¢uji organismy.
Tyto proteiny zajistuji QDs stabilitu v roztoku a zabranuji jejich aglomeraci (Syed, A.
and Ahmad, A. 2013). Mezi organismy schopné extracelularni biosyntézy se fadi napfi-
klad bakterie Escherichia coli, Bacillus licheniformis, Klebsiella pneumoniae, nebo
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houby Phanerochaete chrysosporium, Puccinia graminis, Fusarium oxysporum (Chen,
G. Q., Vi, B. et al. 2014) a Aspergillus fumigatus (Prathna, T. C., Mathew, Lazar et al.

2010). Schéma extracelularni biosyntézy je uvedeno na obrazku 3.

' Kovové¢ ionty

Proteiny

Escherichia coli

Obrazek 3.: Schéma extracelularni biosyntézy pomoci bakterie Escherichia coli. Po
pridani kovovych iontl do prostiedi za¢ne bakterie produkovat mimo své télo proteiny.

Ty na sebe zacinaji vazat kovové ionty a tvori shluky — QDs.
3.3.4.3 Intraceluldrni biosyntéza

Intracelularni biosyntéza je atraktivni cestou K ziskani QDs a je zaroven Setrna k Zi-
votnimu prostredi. Poskytuje také jednoduchy postup pro ziskani magnetickych zivych
bungk s aplikaci pfi zobrazovacich metodach a v terapii (Brayner, R., Coradin, T. et al.
2012). Intracelularni biosyntéza probiha prevazné na bunééné sténé, nebo v bufice na
cytoplazmatické membrang, v periplazmatickém prostoru, cytoplazmé nebo v jadie (Du,
L. W., Xian, L. A. et al. 2011). Pfi intracelularni biosyntéze jsou nahromadéné Castice
méné dispergované. Pro jejich uvolnéni z buniky je tieba fada dalSich postupti, jako je
promyti bunék, ultrazvukové rozruSeni bunék, nebo reakce s vhodnym detergentem
néjsi. Mezi organismy schopné intracelularni biosyntézy se fadi napiiklad kvasinky,
nebo houby Penicillium (Du, L. W., Xian, L. A. et al. 2011). Schéma intracelularni bio-

syntézy je uvedeno na obrazku 4.
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‘ Kovové ionty

Proteiny

Obrazek 4.: Schéma intracelularni biosyntézy pomoci kvasinek. Po piidani kovovych

iontli do prostfedi za¢ne kvasinka tyto ionty pohlcovat. V téle se kovové ionty vazi na

proteiny a tvoii s nimi shluky — QDs.
3.3.4.4 Biosyntéza CdTe kvantovych tecek pomoci kvasinek

Pro tuto biosyntézu se mohou pouzit naptiklad kvasinky Saccharomyces cerevisiae.
Tyto kvasinky jsou schopny jednoduSe a efektivné syntetizovat vysoce fluorescenéni
CdTe QDs s jednotnou velikosti (2,0 — 3,6 nm). Bunky Saccharomyces cerevisiae jsou
velmi propracovany ,,mini-stroj, ve kterém fidi bunééné chovani tisice biochemickych
reakci. Rychle a pfesné reaguji na ménici se prostfedi. Syntéza QDs vyZaduje, aby dané
latky byly v pfislusnych valencnich stavech, a musi reagovat navzijem na spravném
misté a ve vhodnou dobu. Tato biosyntéza ma vysoky vytézek (t¢éméf 90 %). CdTe QDs
mohou byt z kvasinek snadno odebrané a emituji ve vinové délce 490 — 560 nm
s relativné vysokou fotoluminiscenci. Maji vysokou stabilitu, biokompatibilitu (Bao, H.
F., Lu, Z. S. et al. 2010).

3.3.4.5 Biosyntéza CdTe kvantovych tecek pomoci hub

ey

Houby jsou eukaryotické organismy, které ziji v Sirokém spektru ptirodnich stano-
vist. Jsou to vétSinou dekompozicni organismy. Jsou vybornymi kandidaty pro biosyn-

tézu QDs. Nejbéznéji pouzivana houba je Fusarium oxysporum, ktera je schopna synte-

24



tizovat vysoce fluorescenéni extraceluldarni CdTe QDs. Vyslednym produktem jsou ko-
vové nanocastice o velikosti 20 — 50 nm (Quester, K., Avalos-Borja, M. et al. 2013).
Proces biosyntézy vyuziva ionti Cd a Te ve velmi ziedéné form¢ a umoziiuje postupné
vytvoieni QDs. Tyto QDs jsou biosyntetizovany proteiny, které vylucuje houba. Protei-
ny zajist'uji QDs stabilitu ve vodném roztoku tim, Ze brani jejich agregaci. Dale byla u
téchto QDs prokazana antibakteridlni aktivita proti gramnegativnim i grampoOzitivnim

bakteriim (Syed, A. and Ahmad, A. 2012; Syed, A. and Ahmad, A. 2013).
3.3.4.6 Biosyntéza CdTe kvantovych tec¢ek pomoci ¢lenovcii

Zizaly se vyuzivaji jako ukazatelé¢ kontaminace ptdy. Jsou schopné provadét bio-
syntézu CdTe QDs, které emituji v zelené oblasti viditelného spektra. Schopnost bio-
syntézy byla prokazana naptiklad u zizal druhu Lumbricus rubellus nebo Eisenia fetida.
CdTe QDs jsou pak izolovany z chloragogenni tkan¢ a je mozné je dale pln¢ vyuzit.
Thioly reaguji s prekurzory kadmia a jsou povazovany za zakladni jednotku na povrchu
vysledné kvantové tecky. Vyuziti téchto QDs je naptiklad pti zobrazovacich metodach
v medicinském oboru (Maboeta, M. S., Reinecke, S. A. et al. 2004; Sturzenbaum, S. R.,
Hockner, M. et al. 2013).

3.4 Metody charakterizace kvantovych tecek

QDs lze charakterizovat mnoha zpisoby. V této praci jsou uvedeny 3 nejznamé;jsi

metody vyuzivané pravé Kk charakterizaci nejen nanocastic.
3.4.1 Ultrafialovo-viditelna spektroskopie (UV-VIS)

Fungovani tohoto pfistroje je pomérné jednoduché. Paprsek svétla z viditelného
a/nebo UV zafeni je rozdélen na dil¢i vinové délky pomoci hranolu nebo difrakéni
miizky. Kazda vlnova délka je dale rozd€lena na dva paprsky o stejné intenzité pomoci
pil zrcadlového zafizeni. Jeden paprsek — paprsek vzorku — prochazi kyvetou obsahujici
roztok, ktery byl studovan na transparentnim rozpoustédle. Druhy paprsek — referen¢ni
paprsek — prochazi kyvetou obsahujici pouze rozpoustédlo. Intenzity téchto svételnych
paprskl jsou méteny elektronickymi detektory a nasledn€ porovnany. Ultrafialova ¢ést

se pohybuje v rozmezi 200 az 400 nm a viditelna ¢ast v rozmezi 400 az 800 nm. Ruzné
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slouc¢eniny mohou mit velmi odlisné absorpéni maxima a absorbance. Latky s intenzivni
absorbanci musi byt méfeny ve zfedéném roztoku. Tato metoda vynika pfedevsim svoji
dostupnosti, jednoduchosti a relativné nizkou nakladovosti v porovnani s jinymi spek-
trometrickymi metodami. Stanoveni vzorku o niz§i koncentraci byva ve spojeni s touto

vvvvvv

Ptistroj je zobrazen na obrazku 5.

Obrazek 5.: Specord 210 spektrofotometr, Analytik Jena AG (Analytik Jena, Némec-
ko).

3.4.2 Fotoluminiscen¢ni spektroskopie (PL)

Fotoluminiscen¢ni spektroskopie je metoda, ktera je bezkontaktni, nedestruktivni a
zkouma elektronickou strukturu materialu. Mezi jeji schopnosti patiéi méteni rizné exci-
tace, detek¢ni rozsah se pohybuje v rozmezi 0,4 — 2,7 pm a schopnost prostorového
rozliseni v rozmezi 1 — 2 pm. Obsah a intenzita spektralni emitované fotoluminiscence
je pfimym meéfitkem duleZitych vlastnosti materialu. Mezi tyto vlastnosti se fadi i)
bandgap determinace, kdy spektralni distribuce z polovodi¢e muzZe byt analyzovana na
nedestruktivni determinaci elektronického bandgapu. Toto poskytuje nastroje pro kvan-
tifikaci elementéarnich slozek slozeného polovodice, ktery je zivotné dalezitym materia-
lem ovlivigjicim pusobeni solarniho zafeni na burku, ii) Stupen zneCis$téni a detekce
defektu, kdy PL spektrum pfi nizkych teplotach vzorku ¢asto ukazuji piky souvisejici
s necistotami obsazenymi v materialu. Vysoka citlivost této metody umoziuje identifi-
kovat extrémné nizké koncentrace necistot, které mohou vyrazné ovlivnit kvalitu mate-
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ridlu a vykon pfistroje, iii) mechanismy rekombinace, kdy mnozstvi PL emitace
z materialu, pfimo souvisi s pomérem zafivych a nezativych rekombinaci. Mira nezafi-
vé rekombinace je obvykle spojena s necistotami ve vzorku, kdy je mozné diky této

metodé kvalitativné sledovat zménu jakosti vzorku (NREL 2014).
3.4.3 Transmisni elektronovy mikroskop (TEM)

Jedna se o jednu z experimentalnich metod, ktera umoziuje zobrazit mikrostrukturu
uvniti materidlu fadove od nékolika mikrometrti az po atomové rozliseni. TEM je obdo-
bou svételného mikroskopu, pficemz svételny zdroj je nahrazen zdrojem elektroni,
sklenéné Cocky jsou nahrazeny cockami elektromagnetickymi a misto okularu je zde
fluorescenéni stinitko. Cela draha elektroni musi byt ve vakuu. Jednim z divodi, pro¢
je vakuum nezbytné je to, Zze ve vzduchu by byl elektron absorbovan. Déle by molekuly
obsazené ve vzduchu zpusobily kontaminaci vzorku. Elektronovy mikroskop se sklada
ze Ctyt hlavnich ¢asti: tubusu s elektronovou optikou, vakuového systému, nezbytné
elektroniky a softwaru (Safarova, Klara 2008). TEM umoznuje pozorovani preparati do
tloustky 100 nm pii vysokém zvétSeni s velkou rozliSovaci schopnosti (Williams,
DavidB and Carter, C. Barry 2009). Pti dopadu elektronti na vzorek muiZe nastat nékolik
situaci a to, Ze 1) n¢které elektrony se absorbuji v zavislosti na sloZeni a tloustce vzorku,
coz zpusobuje tzv. amplitudovy kontrast obrazu, ii) dalsi elektrony jsou rozptyleny pod
malym uhlem, jejichz velikost opét zavisi na sloZeni vzorku. Toto zptlisobuje takzvany
fazovy kontrast obrazce, iil) v krystalickych preparatech jsou elektrony rozptyleny do
odlisnych sméri, které se odviji od krystalické struktury. Toto zpusobuje takzvany dif-
rakéni kontrast obrazu, iv) neékteré z dopadajicich elektronti mohou byt odrazeny a na-
zyvaji se zpétné rozptylené elektrony, v) dopadajici elektrony mohou také zptsobit to,
ze vzorek sam od sebe emituje elektrony. Tyto se nazyvaji sekundarni elektrony, vi)
elektrony dopadajici na preparat mohou zpisobit, ze vzorek emituje RTG paprsky, je-
jichz energie a vinova délka zavisi na chemickém slozeni vzorku, nebo vii) nékdy mo-
hou elektrony zptsobit u preparatu emisi fotont. Toto zpisobuje jev, ktery se nazyva

katodoluminiscence.

Kone¢nym vystupem z TEM je trvaly zdznam snimku. V soucasnosti je mozné za-
znamenavat bud’ na specialni fotograficky material, nebo digitalné¢ (Safarova, Klara
2008). Transmisni elektronovy mikroskop je znazornén na obrazku 6.
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Obrazek 6. Transmisni elektronovy mikroskop (TEM), (pfevzato z

www.aldebaran.cz).
3.4.4 Rentgenova difrakéni spektrometrie (XRD)

Rentgenova difrakéni spektrometrie (XRD) je velmi technologicky vyspéla, nede-
struktivni metoda pro analyzu veliké Skaly materiald, jako jsou tekutiny, mineraly, ko-
vy, katalyzatory, plasty, farmaceutika, keramické materialy ¢i rizné polovodice. Rent-
genova difrakéni spektrometrie se stala nepostradatelnou metodou pro vyzkum, charak-
terizaci a kontrolu kvality materiald. Mezi jeji aplikace se fadi naptiklad krystalografie,
urcovani struktury, zkoumani textury, nanomaterialy a nebo vysokokapacitni screening
polymorfu (Bruker, Corporation). Rentgenova difrakce je tedy velmi efektivni pfi urce-
ni vSech anorganickych pigmentii a materiali krom skla. Mezi nové aspekty difrakéni
metody lze zaradit stale se rozsifujici databazi latek, coz d€la tyto metody nedostizitelné
pti identifikaci neznamych slozek a jsou velice spolehlivé (Grygar, Tomas, Bezdicka,
Petr et al. 2006).
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XRD vychazi z téchto dvou principt, mezi které se fadi i) krystalografické uspota-
dani latek a ii) interakce rentgenového zafeni s ¢asticemi, které tvoti krystalickou mfiz-
ku.

Pokud zname hodnoty mezirovinnych vzdalenosti riznych mineralt a zjistime-li
hodnotu mezirovinné vzdalenosti latky pomoci XRD analyzy, mizeme urcit, jaky mine-
ral ji tvofi. Pfi XRD analyze se vyuziva charakteristického rentgenového zéfeni, které
obsahuje spektralni linie s pfesné¢ méfitelnymi vinovymi délkami (Lach, Vladimir and
Darikova, Marcela 1991). Pfistroj pro rentgenovou difrakéni spektrometrii je zobrazen

na obrazku 7.

Obrazek 7.: Piistroj vyuzivany pro metodu rentgenové difrakéni spektrometrie —

Spectro xepos (Spectro CS, Ceska republika).

29



4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Materialy a chemikalie

4.1.1 Testovany organismus

Chov zizaly hnojni (Eisenia fetida) pochazi z ekotoxikologické laboratoie Ustavu
ekologie a chorob zvéie, ryb a véel, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie, Veterinarni

a farmaceuticka univerzita v Brng, Ceska republika.
4.1.2 Chemikalie pouZité pro kultivaci Zizal

Chemické latky uvedené v textu byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA) a spliuji specifikaci American Chemical Society (ACS), pokud neni uvede-
no jinak. K experimentu byl pouzit kadmium chlorid (CdCl,) a telluri¢itan sodny
(Na,TeO3). Deionizovana voda byla pfipravena pomoci zatizeni AQUAL 25 (Aqual
s.r.0., Brno, Ceska republika). Deionizovana voda se dale &istila za pomoci piistroje

Direct-Q vybavenym UV lampou od spole¢nosti Millipore (Billerica, MA, USA).

4.2 Metody

Pro tento experiment bylo pouzito nékolik metod. Jako prvni bylo vyuzito metod
spektrofotometrickych. Nasledovalo stanoveni biochemické a elektrochemické.
4.2.1 Kaultivace Zizal

Zizaly byly kultivovany po dobu 11 dni v artificialni pidé s pfidavky iont kovil.
Po uplynuti kultivacni doby byly Zzizaly piesazeny na navlh¢enou buni€inu, kde byly
ponechdny 2 dny. Zde probihalo vycisténi stiev zizal. Schéma kultivace zizal je zobra-

Zeno na obrazku 8.
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Obrazek 8.: Schéma kultivace zizaly hnojni (Eisenia fetida). Byly pfichystany 3 kadin-
Ky s artificialni ptidou (150 g na 3-4 zizaly), do kterych byly pfidany roztoky kovovych
prekurzort. Varianty rozrokd byly MiliQ voda (Kontrola), roztok CdCl, (Cd) a roztok
CdCl, + Na,TeO3 (CdTe). Tyto roztoky byly po jednom smichany s artificialni padou,
¢imz bylo dosazeno 30% vlhkosti. K takto pripravené pidé byly piidany ZiZaly a necha-
ly se kultivovat po dobu 11 dni. Po uplynuti kultiva¢ni doby byly Zizaly vybrany a pie-

mistény na navlhéenou buni¢inu na 2 dny, kde doslo k vy¢isténi jejich stiev.
4.2.2 Ptiprava vzorku pro analyzy

Zizaly byly v tfeci misce zality tekutym dusikem a rozdrceny pomoci tloucku
z divodu uvolnéni biosyntetizovanych nanocastic z bunék. Nasledovala centrifugace
vzorku pro odstranéni Casti tél zizal. Ziskany roztok s nanoc¢asticemi byl vysrazeni po-
moci 2-propanolu. Po opétovné centrifugaci takto dojde k oddéleni srazenych nanocas-
tic od ostatnich nesraZenych latek v roztoku. Nakonec byl vznikly pelet rozpustén vo-
dou a takto pfipraveny vzorek byl pouzit k analyzdm. Podrobny postup ptipravy vzorku

je zobrazen na obrazku 9.
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Obriazek 9.: Schéma piipravy vzorkil pro analyzy. Do tfeci misky byly umistény Zizaly
po vice kusech. Nasledn¢ byly zmrazeny tekutym dusikem. Po zmrazeni nasledovalo
rozdrceni zizal pomoci tlou¢ku na hustou hmotu, ktera byla zfedéna MiliQ vodou (na 1
zizalu byl pouzit 1 ml MiliQ vody). Takto ptipraveny vzorek byl piepipetovan do mi-
krozkumavek centrifugovan (25000 g, 10 °C, 10 minut). Po centrifugaci byl supernatant
premistén do nové mikrozkumavky, kde se k nému piidal 1 ml 2-propanolu (1:1). Vzo-
rek byl opét centrifugovat pti stejnych podminkach. Po centrifugaci nasledovalo odpipe-
tovani supernatant do nové mikrozkumavky. Tento supernatant byl nasledné pouzit pro

analyzy.
4.2.3 Spektrofotometrické stanoveni

Spektroskopické techniky jsou velmi jednoduché, nakladové efektivni, rychlé a ne-
destruktivni. Fluorescencni spektroskopie je kvantitativni spektroskopicka analyza, kte-
ra je velmi citliva, pokud jde o organické a anorganické slouceniny. Obecné nevyzaduje
pouziti ¢inidel nebo pfedupravu vzorki pied jejich charakterizaci (Guzman, E., Baeten,
V. etal. 2015).

4.2.4 Fluorescenéni a absorpéni spektra

Fluorescencni a absorpcni spektra byla métena pomoci piistroje Tecan Infinite 200
PRO (Tecan, Maennedorf, Svycarsko). Absorpéni spektra byla méfena v rozsahu od

300 do 500 nm. Pro méfeni fluorescence byla pouzita excitacni vinova délka 400 nm a
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emisni vlnové délce v rozmezi od 440 do 850 nm. Zisk detektoru byl nastaven na 100.
Vzorky byly umistény do UV-transparentni 96 jamkové mikrodesti¢ky s plochym dnem
od spole¢nosti CoStar (Corning, USA). Do jamek bylo napipetovano 100 pl vzorku a
100 pl vody, ktera slouzila jako kontrola.

Data z fluorescencni spektroskopie byly pouzity pro vypocet kvantového vytézku.

Kvantovy vytézek byl vypocitan pomoci rovnice:

_ Grad, [ n%
Px = ot (G""ﬂd_wr) (ﬂfwr)

Kdy indexy ST oznacuji standard a X testovanou latku, ¢ znaci fluorescencni kvan-
tovy vytézek, Grad urcuje integrace fluorescence a absorbance zanesené do grafu a n

ptedstavuje refrakéni index rozpoustédla.
4.2.5 Stanoveni kadmia

Stanoveni kadmia bylo provadéno za pomoci Diferencni pulsni voltametrie pfistro-
jem 797 VA Computrace (Metrohm, Svycarsko), s pouzitim tfielektrodového zapojeni,
které sestava z i) visici rtutové kapkové elektrody (HMDE), ktera byla zaroven pouzita
jako pracovni elektroda, ii) platinové pomocné elektrody a iii) chloridosttibrné refe-
ren¢ni elektrody (Ag/AgCI/3M KCI).

Pro zpracovani dat byl pouzit software 797 VA Computrace od spolecnosti Me-
trohm. Pied pouzitim byly v§echny vzorky zbaveny kysliku pomoci argonu (99,999 %),
kterym byly proplachnuty. Jako pomocny elektrolyt byl pouzit acetatovy pufr (0,2 M
CH3;COONa a CH3COOH, pH 5). Podplrny elektrolyt byl po kazdé analyze vyménén.
Parametry, které byly pouZity pii méteni, jsou nasledujici: poc¢ate¢ni potencial = -1,3 V,
kone¢ny potencial = 0,2 V, odkysli¢eni argonem = 90 s, depozice = 240 s, Casovy inter-
val = 0,04 s, step potencial =5 mV, modulace amplitudy = 25 mV, adsorp¢éni potencial
=-1,15V, objem vstiikovaného vzorku = 20 pl, objem méfeného roztoku = 2 ml (20 pl

vzorku + 1980 pl acetatového pufru).
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4.2.6 Stanoveni velikosti ¢astic

Distribuce velikosti ¢astic a jejich primérna velikost byla stanovena pomoci rozpty-
lu laserového svétla na pristroji Malvern Zeta sizer (NANO-ZS, Malvern Instruments
Ltd., Worcestershire, U. K.). Roztok nanocastic s destilovanou vodou o objemu 1,5 ml
(c = 1 mg.mI™) byl napipetovan do polystyrénové latexové buiiky. Nasledns se vzorek
meéfil pii uhlu detekce, ktery tvoril 173 °. VInova délka byla 633 nm, indexu lomu byl
0,30, skute¢ny indexu lomu byl 1,59 a teplota byla 25 °C.

4.2.7 Mikroskopie histologického preparatu

Tkanové parafinové blocky byly nafezany pomoci mikrotomu. Jednotlivé fezy byly
umistény na podlozni sklicko, kde byly fixovany a ndsledné obarveny pomoci barveni
hematoxylin-eosin. Mikroskopie byla provadéna pomoci fluorescenéniho mikroskopu

Olympus DP73 (Olympus Czech Group, s.r.o., Ceska republika).
4.2.8 Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci metody FRAP

Tato metoda je zalozena na redukci Zelezitych komplext jako je 2,4,6-tripyridyl-S-
triazin (TPTZ) s chloridem zelezitym (FeCls). V tomto ptipadé dochazi po redukci
k tvorbé barevnych komplexu (Sulc, M., Lachman, J., et al. 2007). Zakladnim tkonem
byla pfiprava tfi reagencii, které byly smichany v poméru 1:1:10
(TPTZ:FeCls:acetatovy pufr). Nasledné bylo do plastovych kyvet pipetovano 150 ul
reagencie a 3 pl vzorku. Absorbance byla métena pti A = 605 nm. Pro tuto analyzu byl

pouzit piistroj BS 400 automaticky spektrofotometr (Mindray, Cina).
4.2.9 Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci metody DPPH

Je to metoda zalozena na schopnosti stabilniho volného radikalu reagovat s donory
vodiku. Pfi této reakci se po redukci antioxidantem (AH) nebo radikalem (Re) roztok

odbarvi. Tento jev si mizeme vysvétlit nasledujici reakci:

DPPHe + AH — DPPH-H + A+ ; DPPH+ + R — DPPH-R
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Do plastovych kyvet bylo napipetovano 150 pl reagencie R1 a néasledné bylo ptida-
no 15 ul vzorku. Absorbance byla métena pii A = 505 nm. Pro tuto analyzu byl pouzit

piistroj BS 400 automaticky spektrofotometr (Mindray, Cina).
4.2.10 Stanoveni koncentrace metalothioneinu

Koncentrace metalothioneinu se méii pomoci Diferenéni pulsni voltametrie - Br-
dickova reakce. Voltametrie je elementarni elektrochemickd metoda provadéna na vSech
elektrochemickych analyzatorech. Z tohoto diivodu je velmi dobfe pfistupna a snadno
pouzitelna. Voltametrie je dostatecné spolehlivd metoda a 1ze pomoci ni testovat Siroké
spektrum antioxidantti bez pouziti specifickych ¢inidel. Bylo prokazano, ze voltametrie
ma svij potencial pii stanovovani oxida¢niho stresu (Pohanka, M., Hynek, D. et al.
2012).

Pro stanoveni koncentrace metalothioneinu bylo vyuzito pfistroje 747 VA Stand
ptipojeného k 693 VA Procesor a 695 Autosampler (Methrom, Svycarsko) za pouziti
standardnich cel se tfemi elektrodami a S chlazenim vzorku béhem méteni na 4 °C po-
moci Julabo F25 (JULABO, Némecko). Visici rtutova kapkova elektroda (HMDE)
s kapkou o velikosti 0,4 mm?, byla pouzita jako pracovni elektroda. Ag/AgCl/3 M KCl
elektroda byla pouzita jako referencni elektroda a platinova elektroda byla pouZita jako
pomocna elektroda. Analyzované vzorky byly pted méfenim zbaveny kysliku probubla-
nim argonem (99,999 %) po dobu 120 s. Dale byl pouzit Brdickav elektrolyt obsahujici
1 mM Co(NH3)sCl3 a 1 M amoniakalni pufr NHsz(agq) + NH4CI, pH = 9,6. Podpurny
elektrolyt byl ménén po kazdém analyzovaném vzorku. Parametry méfeni byly nasledu-
jici: pocate¢ni potencial = -0,7 V, kone¢ny potencial = -1,75 V, modulacni ¢as = 0,057
s, Casovy interval = 0,2 s, step potencial = 2 mV, modulace amplitudy = -250 mV, Eads
= 0 V, objem vstiikovaného vzorku = 25 pl, objem méfeného roztoku = 2 ml (25 pl

vzorku + 1975 pl Brdickova elektrolytu).
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

V této praci byla testovana schopnost biosyntézy pomoci zizaly hnojni (Eisenia fe-

tida) a vliv biosyntetického procesu na organismus.

Zizaly byly chovany v artificialni padé o 30% vlhkosti, které byla docilena ptidav-
kem vody s kovovymi prekurzory. Varianty piipravovanych roztoki byly MiliQ voda
(Kontrola), roztok CdCl, (Cd) a roztok CdCl, + Na,TeO3 (CdTe), vSe v koncentraci 50
ugna 1 g pady. Produkty vSech 3 variant byly porovnavany v celé praci.

5.1 Potvrzeni biosyntézy

Potvrzeni, ze biosyntéza v téle zizaly hnojni probehla, bylo provedeno pomoci

spektrofotometrickych metod a pomoci stanoveni koncentrace kadmia ve vzorcich.
5.1.1 Stanoveni koncentrace kadmia v QDs

Tato charakterizace byla provadéna za ucelem zjidténi piitomnosti Cd®" iontii ve
vzorcich. Diky stanoveni koncentrace jsme zjistili, zda je moznost, Ze se ve vzorku vy-
skytuji QDs, které byly z téchto Cd* iontd syntetizovany. Néasledné jsme mohli proveést
vybér vzorkdu, které tyto ionty obsahovaly. Tyto vzorky byly podrobeny dalS$im analy-

zam.

Stanoveni koncentrace kadmia ve vzorcich bylo provadéno v riznych fazich zpra-
covani vzorku dle kapitoly 4.2.2. V pribéhu ziskavani biosyntetizovanych QDs byly
odebrany tfi vzorky, ve kterych byla stanovena koncentrace Cd? jontd. Prvni analyzo-
vany vzorek (supernatant po rozruSeni bunék) byl odebran po rozdrceni zizal tlouckem
a nafedéni vzorku MiliQ vodou, druhy vzorek (supernatant s QDs) byl odebran po pfi-
dani 2-propanolu a nasledné centrifugaci a tieti vzorek (zbyly roziedény pelet) byl pfi-
praven po posledni centrifugaci. Nejvyssi koncentrace kadmia byla stanovena ve vzorku
po rozruseni bun&éné stény. Hodnota koncentrace se pohybovala v rozmezi 144 pg.l™.
Lze si tento vysledek vysvétlit pfitomnosti volnych ionti kadmia, které nebyly vazany
Vv télech zizal a nebyly tedy preformovany do podoby QDs. Druhy ze vzorki byl vysra-

Zen pomoci 2-propanolu. Zde byla stanovena druhé nejvyssi koncentrace kadmia, ktera
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se pohybovala v rozmezi 91 pg.l™*. Domnivame se, e tato hodnota koncentrace Cd*
iontll je zpusobena pritomnosti QDs, jelikoz QDs se v prosttedi izopropanolu srazi a ve
trace kadmia 25 pg.I™. Tato peleta opét obsahuje volné ionty Cd**, které nebyly formo-
vany do QDs. Vysledky byly zaneseny do grafu (Obr. 10).
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Obrazek 10.: Stanoveni kadmia ve vzorku s QDs Vv riznych fazich jeho zpracovani.
V prvni fazi jsme rozrus$ili bunécnou sténu, ve druhé fazi se provedlo vysrazeni QDs
pomoci 2-propanolu a nasledna centrifugace, kdy byl nasledné pouZit supernatant a zby-

1y pelet se roziedil pomoci MiliQ vody a poslouzil jako tfeti vzorek.
5.1.2 Spektrofotometricka ovéreni biosyntézy QDs

Pro potvrzeni biosyntézy u kultivovanych zizal byly potfizeny absorbancni a emisni
skeny roztokui ptipravenych dle postupu v kapitole 4.2.2. Pro analyzy byly pouzity

vSechny tii kultivované varianty (kontrola, Cd, CdTe).

Hodnota absorp¢niho maxima piesrazeného roztoku nanocastic se pohybovala oko-
lo 400 nm u vSech tii porovnavanych variant (Obr. 11A). Pii této vinové délce byl na-
sledné¢ métfen emisni sken. Od jednotlivych emisnich skenti byl ode¢ten emisni sken
roztoku kontrolni varianty, diky ¢emuz byly ziskany diferencni spektra (Obr. 11B). Graf
diferenc¢nich spekter ukazuje na narust fluorescence ve vzorku CdTe, u které¢ho byl

predpoklad pribehu biosyntézy, oproti kontrolnim variantim C a Cd. Tyto vysledky
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potvrzuji pfitomnost fluorescencnich nanocastic ve variant¢ CdTe. Oproti tomu u kon-
trolni varianty ani u varianty Cd nebyl zaznamendn nartst fluorescence, které by nazna-
¢oval ptitomnost QDs. Pro CdTe QDs ziskané z zizal kultivovanych ve varianté s pre-

kurzory CdTe bylo stanoveno emisni maximum v hodnoté 550 nm, coz odpovida zelené

emisi.
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Obrazek 11.: (A) Graf absorpcniho skenu vSech tii testovanych kultivacnich variant
zizal a (B) diferen¢ni emisni sken téchto variant pii excita¢ni vinové délce 400 nm. Vy-
hodnoceni emisniho skenu, z néhoz byl nasledné proveden odecet hodnoty kontroly od

hodnoty vzorkd.

5.2 Charakterizace biosyntetizovanych QDs

Ziskané QDs byly charakterizovany metodami, které urcily velikost téchto nanocas-

tic, zeta potencial a také kvantovy vytézek.

5.2.1 Velikost nanocastic a zeta potencial

vvvvv r

Velikost nanocastic je jeden z nejdulezitéjSich parametrt, ktery spole¢né s modifi-
kaci predurcuje biologické vlastnosti a celkovy dopad QDs na organismus. Stanovovala

se jak velikost ptitomnych ¢astic ve vzorku, tak zeta potencial vzorku.
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Vzorek byl nafedén a napipetovan do kyvety, ktera byla nasledné umisténa do pii-
stroje. Béznou syntézou ptipravené QDs se zelenou emisi vykazuji velikost ¢astic 3 — 5
nm (Duan, J. L., Song, L. X. et al. 2009). V piipadé Zizalami biosyntetizovanych CdTe
QDs byla velikost ¢astic stanovena na 18 nm (Obr. 12A). Trojnasobna stanovena veli-
kost biosyntetizovanych QDs v porovnani s laboratorné syntetizovanymi je pravdépo-
dobné zpuisobena pfi biosyntéze vzniklou vyraznou modifikaci QDs. Zeta potencial vy-
kazoval hodnotu -12 (Obr. 12B). Tato hodnota ukazuje na nizsi stabilitu QDs. Zhu a
kol. testovali stabilitu QDs v Zivych buiikdch pomoci metod LDI-MS a ICP-MS. Zjistili,
Ze ¢im jsou QDs vétsi, tim vice ztraci svoji stabilitu (Zhu, Z. J., Yeh, Y. C. et al. 2011).
Za obecné hranice mezi stabilnimi a nestabilnimi Casticemi je povazovana +30 az -30
mV, castice, které maji zeta potencidl mimo tyto meze, se povazuji za stabilni

(Instruments Ltd., Malvern 2011).
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Obrazek 12.: (A) Stanoveni distribuce velikosti biosyntetizovanych QDs (B) a zeta
potencialu ze vzorku CdTe pomoci Malvern Zeta sizeru (NANO-ZS, Malvern Instru-
ments Ltd., Worcestershire, U.K.).

5.2.2 Vypocet kvantového vytézku

Kvantovy vytézek (@) vyjadiuje podil molekul, které se rozkladaji prosttednictvim
vydané excitacni energie. Hodnota ® miize byt v rozsahu od 0 (v pfipadé, ze zadné fo-
tony nevyvolavaji fluorescenci) do 1,0 (v ptipadé, ze vSechny fotony vyvolavaji flu-
orescenci). Hodnota kvantového vytézku mize byt maximalné 1,0 (Taiz, Lincoln and
Zeiger, Eduardo 2010).
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Pro vypocet kvantového vytézku bylo nutné nejdiive charakterizovat vzorek pomo-

ci fluorimetru a stejnou charakterizaci je tfeba provést i pro standardni latku, v naSem

ptipadé¢ byl jako standard pouzit tryprofan. Zmétené hodnoty absorbance byly nasledné

odecteny od hodnot rozpoustédla a tento postup byl proveden i u fluorescence. Hodnoty

linearniho Giseku obou analyzovanych latek (QDs a standard) byly nasledné zaneseny do

grafu (Obr. 13). Hodnotu Grady jsme nasledné zanesli do vzorce pro vypocet kvantové-

ho vytézku. Vypoétena hodnota ®@ hodnota byla stanovena na 0,2. Duan a kol. zjistili,

ze pii bézné syntéze QDs po optimalizaci podminek, jako jsou reakcni teplota a cCas,

nebo hodnota pH byl kvantovy vytézek v rozmezi 0,4 — 0,6 (40 — 60 %) (Duan, J. L.,

Song, L. X. et al. 2009). Hodnota ® 0,2 nam poukazuje na to, ze se povedlo z zizal zis-

kat QDs s pomérn¢ dobrym kvantovym vytézkem.
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Obrazek 13.: Zaneseni hodnot absorbance a fluorescence ziskanych

biosyntetizovanych QDs a hodnot standardu (tryptofanu) do grafu. Hodnoty x byly

pouzity pro vypocet @.
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5.3 Vliv biosyntézy na organismus

Dalsi dulezitou otazkou bylo, jaky mé biosynteticky proces vliv na organismus,

ptipadné z jakého diivodu v organismu probiha.
5.3.1 Morfologie testovaciho organismu

Pro odhaleni morfologickych zmén v téle zizal pti pribéhu biosyntézy byly ptipra-
veny histologické preparaty, které byly mikroskopovany s vyuZzitim mikroskopu Olym-
pus DP73 (Olympus Czech Group, s.r.0., Ceska republika)

Zizaly byly po usmrceni uzavieny do blo¢ki, odvodnény a zality parafinem. Na-
sledn¢ byly z takto ptipravenych Zizal ptipraveny histologické fezy, které byly fixovany
na podlozni sklicko. Pro lepsi viditelnost a rozpoznatelnost vzorku bylo pouZzito barveni
hematoxylin-eosin. Na obarvené a osusené vzorky byla pfidana kapka DPX montovaci-
ho média a nasledné bylo ptilozeno kryci sklicko. Takto pfipravené vzorky se mohly

mikroskopovat.

Na obrazku €. 14 Ize vidét pricny fez télem Zizaly. Uprostied téla je viditelna hlavni
velka céva a stfevo, kdy na povrchu stieva v chloragogeni tkani probiha biosyntéza
QDs. Déle na obrazku lze vidét podélnou svalovinu, ktera zizalam napomaha pohybu a
pokozku, kterd je pokryta kutikulou. Morfologické zmény v télech zizal nebyly patrné a

nejsou tedy prezentovany vSechny kultivované varianty.
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Obrazek 14.: Histologicky preparat — pfi¢ny fez té€lem zizaly hnojni (Eisenia fetida) pii

40x nasobném zvétSeni a po obarveni hematoxylin-eosinem.
5.3.2 Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci metod FRAP a DPPH

Biosyntéza slouzi mimo jiné i jako pfirozena obrana organismu proti iontim t&z-
kych kovi. Antioxidacni aktivita je charakterizovana jako schopnost smési latek inhi-
bovat oxidac¢ni degradaci riznych sloucenin a vyjadiuje pocatecni prubéh antioxidaéni-
ho procesu pfi ur€ité koncentraci antioxidantu (Sulc, M., Lachman, J. et al. 2007). Anti-
oxidac¢ni aktivita byla stanovena pomoci metod FRAP a DPPH. Postup obou metod je

popsan v kapitole Material a metodika (podkapitola 4.2.8 a 4.2.9)

Nameétené vysledky byly nejdfive piepolteny na ekvivalentni mnozstvi kyseliny
gallové ana 1 g proteinu.
Z vysledkli méteni antioxidacni aktivity metodou FRAP (redukéni schopnost vzor-

ku hodnocena intenzitou redukce zelezitych iontl) vyplynulo, Ze ve srovnani

s kontrolou pii aplikaci Cd?** ionti do pudy byl pozorovan pokles redukéni schopnosti
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vzorku 0 36 %. Tento pokles byl pravdépodobné zptisoben zvysenou aktivitou reduk¢-
nich &inidel vyvolanou pritomnosti toxickych Cd** iontti (Obr.15A). Na rozdil od Gg&in-
ku Cd** iontd pfi spole¢ném u&inku Cd** a Te® ionti, k poklesu redukéni schopnosti
vzorku oproti kontrole nedochazelo, naopak redukéni schopnost vzorku byla zvys$ena o
9 %.

Pfi méfeni antioxidacni aktivity vzorku metodou DPPH (antioxida¢ni aktivita je
zjistovana schopnosti vzorku zhaset uméle ptipraveny radikal DPPH) byl pozorovan
Vv ptipad¢ aplikace samotnych Cd** jonth V porovnani s kontrolou narast o 20 %, coz
bylo pravdépodobné zplisobeno zvysenou antioxidac¢ni obranou organismu vii¢i oxidac-
nimu stresu vyvolaného pfitomnosti toxickych Cd®* iontéi (Obr. 15B). V piipadé spo-
leéné aplikace Cd** a Te” iontd ke statisticky vyznamnému narastu nedochézelo, coz

1ze vysvétlit nizsi toxicitou a také niz§im oxidacnim stresem.

Kominkova a kol. ptfi méfeni antioxidacni aktivity pomoci metody FRAP zjistili, Ze
pii pfidani Cd** iontii do prostiedi dochazi k poklesu redukéni schopnosti organismu.
Kontrola je srovnatelna s G¢inky komplexu CdTe. Pii metodé¢ DPPH zjistili narist anti-
oxidac¢ni aktivity vici oxidacnimu stresu po piidani Cd? ionté do prostfedi. CdTe kom-
plex byl opét srovnatelny s kontrolou (Kominkova, M., Michalek, P. et al. 2014). Tato
charakteristika podklada nase vysledky, které se shoduji.
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Obrazek 15.: (A) Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci metody FRAP (B) a DPPH.
Pomoci metody FRAP byl zjistén pokles redukéni schopnosti vzorku Cd o 36 % v po-
rovnani s kontrolou. Pomoci metody DPPH byl zaznamenan narust antioxidacni aktivity

vzorku Cd vi¢i oxidaénimu stresu o 20 % Vv porovnani s kontrolou. Déle bylo zjiSténo,
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Te?.
5.3.3 Stanoveni koncentrace metalothioneinu ve vzorku

Dalsi metodou, jak stanovit dopad procesu ¢i slou¢enin na organismus je stanoveni
koncentrace metalothioneinu. Metalothionein je nizkomolekularni neenzymaticky pro-
tein, ktery je bohaty na cystein, je prosty aromatickych aminokyselin a je tepelné stabil-
ni. Thiolové skupiny cysteinu umoziuji metalothioneinu véazat se na esencialni a ne-
esencialni kovy s vysokou afinitou. Hraje roli v homeostatické regulaci esencialnich
kovi (Cu, Zn), aby plnily enzymatické a metabolické pozadavky organismu. Dalsi jeho
dalezitad role je pifi detoxikaci stopovych kovi, jako je Ag, Cd, Hg. Metalothionein
chrani organismus pfed oxida¢nim stresem (Li, Y. Q., Yang, H. Z. et al. 2015).

Stanoveni koncentrace metalothioneinu probéhlo pomoci Diferenéni pulzni volta-
metrie s Brdi¢kovou reakci (Obr. 16). Koncentrace metalothioneinu byla v kontrolni
variant¢ stanovena na 0,05 pM. Oproti tomu ve variant¢ Cd bylo stanovena 5x vyssi
koncentrace metalothioneinu, a to 0,25 uM. Toto zvySeni koncentrace metalothioneinu
ukazuje na obranu organismu vuéi negativnimu pusobeni kadmia. Metalothionein deto-
xikuje aplikované kadmium pomoci vazby do své struktury. V kultivaéni variante zizal
CdTe byla vSak stanovena koncentrace metalothioneinu nizsi, nez ve varianté¢ Cd, a to o
32 %. Tento rozdil poukazuje na snizeni negativnich dopadii kadmia na organismus
Vv ptipad¢, Ze je spustén biosyntetizujici proces. Vysledek podobné jako stanoveni antio-
xida¢ni aktivity v pfedchozi kapitole potvrzuje ochranny vliv biosyntézy viici ptsobeni

tézkych kovii.
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Obrazek 16.: Stanoveni koncentrace metalothioneinu ve vzorcich kontroly, Cd a CdTe.
Pti porovnani s kontrolou byla ve vzorku Cd stanovena 5x vyss$i koncentrace metalo-
thioneinu. Ve vzorku CdTe byl v porovnani se vzorkem Cd pozorovan pokles koncen-

trace metalothioneinu o 36 %.
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo provedeni biosyntézy QDs pomoci zizaly hnojni (Eisenia fe-
tida), nasledna charakterizace t€chto QDs a stanoveni vlivu biosyntézy na dany orga-
nismus. Byla provedena kultivace zizal za danych podminek a po uplynuti kultiva¢ni
doby byly zizaly zpracovany na vzorky pouzitelné pro analyzy. Pomoci stanoveni kon-
centrace Cd?* jontt byla identifikovana a potvrzena frakce s piitomnosti QDs. Nasledns
byly ziskané kvantové tecky a kontrolni vzorky charakterizovany pomoci fluorescencni
a absorp¢ni spektra, a také byla uréena biosyntetizovanych velikost QDs a jejich zeta
potencidl. Z naméfenych hodnot pomoci spektrofotometrie byl také vypocitan kvantovy
vytézek pro ziskané QDs. Nasledovalo posouzeni vlivu biosyntetického procesu na Zzi-
zaly v porovnani s dvéma kontrolnimi variantami zizal. Byla provedena mikroskopie
histologického preparatu zizaly za Gcelem zjisténi morfologickych zmén, a také stano-
veni antioxida¢ni aktivity metodami FRAP a DPPH. Jako dalsi parametr schopnosti
organismu se vyrovnat s aplikovanymi ionty Cd”* byla stanovena koncentrace metalo-

thioneinu, ktery se podili na detoxikaci iontd kovu.

Ziskané QDs vykazovali emisni maximum v 550 nm, coz udava zelenou emisi téch-
to QDs. Pro zelen¢ emitujici CdTe QDs je v literatufe uvadéna velikost 3-5 nm. Na za-
klad¢ analyzy velikosti ¢astic pomoci zeta sizeru byla velikost ziskanych QDs stanove-
na na 18 nm. Trojnasobnd stanovena velikost biosyntetizovanych QDs v porovnani
S laboratorné syntetizovanymi je pravdépodobné zplsobena pii biosyntéze vzniklou
vyraznou modifikaci QDs. Zeta potencial se pohyboval v hodnoté -12, coz ukazuje na
niz8i stabilitu nanocastic. Kvantovy vytézek biosyntetizovanych QDs byl v porovnani

s fluorescenénim standardem tryptofanu vypocten na 0.2.

Nasledovalo stanoveni vlivu biosyntézy na organismus. Byla provedena mikrosko-
pie histologického preparatu zizaly hnojni za ucelem zjisténi morfologickych zmén.
Biosyntéza vSak zadné morfologické zmény na téle Zizaly hnojni nezapiicinila.
Z pohledu antioxida¢ni aktivity méfené pomoci metod FRAP a DPPH bylo zjisténo, ze
Vv piipad€ probihajici biosyntézy je efekt iontl Cd* na organismus niz8i, nez v ptipadé
kdy k biosyntéze nedochazi. Pii vyuziti metody FRAP byla stanovena redukéni schop-

nost varianty CdTe vyssi o 9 % v porovnani s zizalami bez piidani kovovych iontd.
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Oproti tomu zizaly pouze s ptidavkem Ccd* vykazovali oproti kontrole snizeni redukéni
schopnosti a to 0 35 %. U metody DPPH byl také zaznamenan tento trend, jelikoz anti-
oxida&ni aktivita byla ve varianté s ionty Cd®* zvysena oproti kontrole o 20 %. Oproti
tomu u CdTe varianty nedoslo k zméné v antioxidacni aktivité. Podobny jev byl pozo-
rovan i u analyzy metalothioneinu, ktery se podili na detoxikaci a homeostaze kovl
v organismu. V piipadé chovu Zizal v prostiedi Cd** byla stanovena o 36 % vyssi kon-

centrace metalothioneinu, nez ve varianté s probihajici biosyntézou.

Vysledky této prace ukazuji na pozitivni vliv biosyntézy na vyrovnavani se orga-
nismu s tézkymi kovy. Dale zde byly piedstaveny bisyntetizované QDs, které l1ze vyu-
zivat napiiklad v optice, v riznych prumyslovych odvétvich, anebo v mediciné pii zob-
razovacich metodach. Biosyntéza miize byt v budoucnu cestou jak ziskavat biokompati-
bilni a ekologicky Setrné nanocastice. Nabizi se také moznost vyuzit naptiklad pfi re-

mediacich, kdy se zZizaly nasadi do kontaminované pudy.
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Obrazek 1: Anatomie zizaly hnojni (Eisenia fetida), (pfevzato zwww.mrb-

science.wikispace.com).

Obrazek 2: Stavba kvantové tecky.

Obrazek 3: Schéma extracelularni biosyntézy pomoci bakterie Escherichia coli.
Obrazek 4: Schéma intracelularni biosyntézy pomoci kvasinek.

Obrazek 5: Specord 210 spektrofotometr, Analytik Jena AG (Analytik Jena, Némec-
ko).

Obrazek 6: Transmisni elektronovy mikroskop (TEM), (pfevzato z www.aldebaran.cz).

Obrazek 7: Pfistroj vyuzivany pro metodu rentgenové difrakéni spektrometrie —

Spectro xepos (Spectro CS, Ceska republika).
Obrazek 8: Schéma kultivace zizaly hnojni (Eisenia fetida).
Obriazek 9: Schéma ptipravy vzorki pro analyzy.

Obrazek 10: Vyhodnoceni absorpéniho maxima pomoci absorbanéniho skenu (A) a
vyhodnoceni emisniho skenu, z néhoz byl nasledné proveden odecet hodnoty kontroly

od hodnoty vzorki (B).

Obrazek 11: Stanoveni kadmia ve vzorku biosyntetizovanych QDs v ruznych fazich

jeho zpracovani.

Obrazek 12: Stanoveni distribuce velikosti biosyntetizovanych QDs (A) a zeta potenci-
alu (B) pomoci Malvern Zeta sizeru (NANO-ZS, Malvern Instruments Ltd., Worcester-
shire, U.K.).

Obrazek 13: Zaneseni hodnot absorbance a hodnot standardu (tryptofanu) do grafu.
Obrazek 14: Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci metody FRAP (A) a DPPH (B).
Obrazek 15: Stanoveni koncentrace metalothioneinu ve vzorcich kontrola, Cd a CdTe.

Obrazek 16: Histologicky preparat — pficny fez t€¢lem zizaly hnojni (Eisenia fetida).
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