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 ANOTACE 
 

Velký vědecký zájem o nanočástice spočívá v jejich unikátních vlastnostech, které 

jsou způsobeny jejich velikostí na pomezí přechodu mezi krystalem a atomární či molekulární 

strukturou. Jedna z obecných a velmi stručných definic, které stanovují pojem nanočástice, je 

ta, která říká, že se jedná o částice, jejichž alespoň jeden rozměr je menší než 100 nm.1 Tento 

kritický parametr byl vymezen na základě nových vlastností materiálů, které se objevují právě 

při překonání tohoto rozměru. Navíc objemové materiály „větších“ rozměrů mají konstantní 

fyzikální vlastnosti, kdežto u nanomateriálů lze často pozorovat vlastnosti velikostně závislé. 

Tento jev je spojen se změnou poměru atomů na povrchu částic a atomů, které jsou uvnitř, 

čímž se ve výrazné míře uplatňují povrchové jevy. Ve vybraných případech může dojít při 

zmenšení rozměru ke změně elektronové struktury a uplatnění kvantových jevů V neposlední 

řadě může v nanosvětě docházet k tvorbě zcela nových forem materiálů s nižší 

dimensionalitou, což je případ dnes mimořádně studovaných nových alotropů uhlíku 

(fulleren, trubička, grafen).  

Významnou skupinou nanomateriálů jsou nanočástice a kompozity na bázi kovů 

a jejich oxidů, které nachází uplatnění v řadě odvětví  díky svým výborným mechanickým, 

elektrickým, magnetickým, optickým, katalytickým a jiným fyzikálně-chemickým 

vlastnostem. . Kromě nanočástic samotných mohou být připraveny i bimetalické nanočástice 

či nanokompozity, které jsou tvořeny více strukturním identitami nanočásticového charakteru. 

Takové struktury pak nejen kombinují vlastnosti jednotlivých nanomateriálů, ale často 

vykazují lepší aktivitu a selektivitu ve srovnání s monometalickými částicemi nebo mohou 

vykazovat vlastnosti, které nejsou charakteristické pro komponenty tvořící tyto nové 

vícesložkové systémy. Studium vlastností a příprava anorganicko-organických 

nanokompozitních materiálů a bimetalických částic tak dnes patří mezi rychle se rozvíjející 

oblasti vědeckého výzkumu.  

Předmětem předložené disertační práce je představení přípravy a vlastností aplikačně 

významných nanokompozitů založených na kombinaci magnetického materiálu (bakteriálních 

nanočástic magnetitu, nanočástic nulamocného železa) a druhé funkční složky. Bakteriální 

magnetické nanočástice (bMNPs) představují biokompatibilní, netoxický systém, jehož 

obrovskou výhodou je úzká velikostní distribuce částic a velmi dobře definovaná krystalová 

i magnetická struktura. Takovéto biogenní magnetické nanočástice skýtají široký prostor pro 

uplatnění v biologických a medicínských aplikacích. Jejich kombinací s identitami 



 7 

vykazujícími zajímavé optické vlastnosti mohou být připraveny materiály nacházející 

uplatnění jako duální kontrastní látky v bioaplikacích. Na této bázi byly připraveny „core-

shell“ magnetické fluorescenční hybridní nanostruktury založené na kombinaci kvartérních 

uhlíkových teček (QCDs) a bakteriálního magnetitu. Tento kompozitní systém se ukázal 

velmi účinný při značení kmenových buněk. Metoda přípravy pak byla zobecněna i na jiné 

systémy: Ag–QCDs a uhlíkové nanotrubky–QCDs. bMNPs byly také využity pro přípravu 

hybridního magnetického systému s přírodním polymerem chitosanem. Tento polymer je 

bifunkční látkou (obsahuje hydroxylové a aminové funkční skupiny), která může sloužit pro 

ukotvení magnetických částic a jejich spojení s další funkční strukturou. Tento hybridní 

systém bMNPs–chitosan (mCH) byl použit pro přípravu antibakteriálního kompozitu. 

Chitosan, díky schopnosti adsorbovat ionty stříbra a za určitých podmínek (pH, teplota) je 

redukovat, tak hrál klíčovou úlohu při tvorbě nanokompozitu mCH–Ag. Charakterizací tohoto 

kompozitu byly potvrzeny vynikající antibakteriální a antifungální vlastnosti. 

Hybridní systém mCH byl také využit pro imobilizaci proteolytického enzymu 

trypsinu prostřednictvím kovalentní konjugace karboxylové (protein) a aminové (chitosan) 

skupiny. Tato modifikace výrazně zlepšila řadu vlastností tohoto enzymu pro proteomické 

aplikace. Nejen že umožnila jeho magnetickou separaci a jeho opakovatelné využití, ale také 

zlepšila jeho některé důležité vlastnosti (termostabilitu, dlouhodobou stabilitu, eliminovala 

autolytické štěpení).  

Kromě kompozitů na bázi bakteriálního magnetitu byly vyvinuty také kompozity 

založené na nanočásticích nulamocného železa (nZVI), které kromě ferromagnetického 

uspořádání mají velmi významné redukční a adsorpční vlastnosti Ty byly využity pro 

přípravu magnetických bimetalických částic Fe–Ag, a to právě sorpcí a redukcí stříbrných 

iontů ve vodném prostředí. Nanočástice stříbra (AgNPs) a nZVI jsou antimikrobiální látky 

a tyto vlastnosti bylo potvrzeny i u nově připravených Fe–Ag nanočástic. Navíc se prokázaly 

být účinné i pro odbourání fosfátů při současné možnosti magnetické separace. 

 V této práci je tedy popsáno několik nových, aplikačně významných 

nanokompozitních materiálů. Z hlediska jejich uplatnění v biochemických a biomedicínských 

aplikacích (magnetické kompozity QCDs či kompozit mCH–trypsin) byl kladen důraz na 

využití biokompatibilních látek a získání kompozitů požadovaných vlastností cestou 

environmentálně šetrné chemie („green chemistry“). Také pro přípravu antimikrobiálních 

systémů (mCH–Ag a Fe–Ag) byly zvoleny jednoduché a cenově dostupné postupy, které 

mohou být adaptovány do velkokapacitních měřítek, které jsou nezbytné pro jejich uplatnění 

v environmentálních aplikacích. 
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Seznam použitých zkratek 

 
Označení nanočástic a vzorků 
AgNPs nanočástice stříbra 
bMNPs bakteriální magnetické nanočástice 
CNTs uhlíkové nanotrubky  
  
mCH hybrid magnetit-chitosan 
mCH–Ag nanokompozit magnetit–chitosan–nanočástice stříbra 
nZVI nanočástice nulamocného železa 
QDs kvantové tečky  

QCD kvartérní uhlíkové tečky 

  
Metody a techniky 
imuno–PCR polymerázová řetězová reakce pro imunoenzymatický test (Imunno–

Polymerase Chain Reaction) 

MFM mikroskopie magnetických sil (Magnetic Force Microscopy) 

MALDI–TOF  hmotnostní spektrometrie (Matrix–Assisted Laser Desorption/Ionisation–

Time Of Flight mass spectrometry) 

MRI   zobrazení magnetickou rezonancí (Magnetic Resonance Imaging) 

TEM transmisní elektronová mikroskopie (Transmission Electron Microscopy) 

SQUID supravodivý kvantový interferenční magnetometr (Superconducting 

Quantum Interference Device) 

  
Ostatní použité zkratky 

ATP adenosin–5'–trifosfát 

BCM biologicky kontrolovaná mineralizace 
BIM biologicky indukovaná mineralizace   
CTAC chlorid cetyltrimethylamonný  

DNA deoxyribonukleová kyselina 
dw suché hmotnosti (dry weigth) 
E0 standardní redoxní potenciál 
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EDC 1–ethyl–3–(3–dimethylaminopropyl) karbodiimid 
GFP protein s fluorescencí v zelené oblasti (Green Fluorescent Protein) 

GTPáza guanozin trifosfatáza 
HIV lidský imunodeficitní virus (Human Immunodeficiency Virus)  

LD50 označení pro dávku látky podané testovaným jedincům, která způsobí 

úhyn 50 % testovaných živočichů do 24 hodin od expozice 

M. gryphiswaldense           Magnetospirillum gryphiswaldense    
MTB magnetotaktické bakterie  

Mms16, MspA, 

Mms24, MamJ, 

Mms6, MagA, 

MamK 

označení proteinů magnetozomální membrány 

označení proteinů magnetozomální membrány 

označení proteinů magnetozomální membrány 

označení proteinů magnetozomální membrány 

MTT označení testu měření aktivity buněčných enzymů, které jsou schopny 

redukovat látku 3– (4,5–Dimethylthiazol–2–yl) –2,5–difenyltetrazolium 

bromid 

NHS N-hydroxysulfosukcinimid 
PANAM poly(amido-aminové) dendrimery 
SPR plazmonové rezonanční pásy 

SDS dodecylsulfát sodný 

SDS–elektroforéza elektroforéza prováděna v prostředí dodecylsulfátu sodného 

RNA ribonukleová kyselina 
ROS reaktivní radikály kyslíku (reactive oxygen species) 

TRITON polyethylen glykol p– (1,1,3,3–tetramethylbutyl) –fenyl ether 
UV ultrafialové záření 
VIS viditelné záření 
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1 ÚVOD 

Cílem předkládané disertační práce byla příprava, studium vlastností a aplikací 

nových magnetických kompozitních nanomateriálů, které kombinují vlastnosti jednotlivých  

nanočásticových identit. Jako magnetické komponenty byly použity nanočástice bakteriálního 

magnetitu (bMNPs) a nanočástice nulamocného železa. Ty byly konjugovány s nanočásticemi 

stříbra, uhlíkovými kvantovými tečkami nebo trypsinem. Vytvořené hybridní systémy skýtají 

velký potenciál v oblastech využívajících antimikrobiální materiály, v technologiích čištění 

vod, v proteomice a v oblasti biomedicíny (značení buněk). 

Disertační práce má dvě hlavní části – teoretickou část a komentáře hlavních 

publikačních výstupů. V teoretické části budou zmíněny základní vlastnosti individuálních 

nanočástic oxidů kovů (oxidů železa), kovů (železa, stříbra), uhlíkových nanostruktur 

(uhlíkových kvantových teček), které jsou podstatou dále diskutovaných hybridních 

nanomateriálů a bimetalických nanočástic. Charakterizace těchto materiálů je pojednávána 

z hlediska základních vlastností (magnetické, elektrické, optické), toxicity (antimikrobiální 

aktivita a toxicita vůči vyšším organismům), přípravy a aplikačního využití. Povrchové 

modifikace nanočástic jsou často nezbytnou součástí přípravy jak nanočástic samotných, tak 

i kompozitních materiálů. Nejenže stabilizují připravovaný systém proti agregaci, ale často 

funkcionalizují jejich povrch (zavedení funkční skupiny) nebo plní jiné funkce 

(hydrofobicita/hydrofilicita, redukční/oxidační vlastnosti, atd.). Polymer chitosan představuje 

přírodní látku, která nachází uplatnění v řadě bioaplikací a je v disertační práci diskutován 

jako významný představitel uhlovodíků, který je využit i  v nově připravených 

multikomponentních systémech. Multikomponentní nanomateriály mohou být tvořeny různě 

uspořádanými strukturami, sestávajícími z dvou a více nanočásticových identit. V teoretické 

části bude proto prezentován přehled jejich příprav, uspořádání a vlastností.  

Druhá část disertační práce je věnována komentářům publikací, ve kterých byly 

popsány nově připravené nanomateriály. Tato kapitola je rozdělena dle jednotlivých výstupů 

(publikací). Budou zde vyzdviženy důležité informace ohledně přípravy a povrchové 

modifikace bakteriálního magnetitu a jeho funkcionalizace chitosanem (kompozit mCH), 

příprava a vlastnosti nově připravených multikomponentních nanomateriálů na bázi 

i) magnetit–chitosan–stříbro (mCH–Ag); ii) magnetit-chitosan–trypsin (mCH–Trypsin); 

iii) magnetit–kvartérní uhlíkové tečky (m–QCDs a iv) bimetalických částic (Fe–Ag). 

 V závěru této disertační práce jsou v přílohách uvedeny  publikace, na kterých je 

tato práce založena. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Magnetické nanočástice oxidů železa (MNPs) 

Nanočástice vykazující magnetické vlastnosti patří v posledních letech k nejvíce 

zkoumaným materiálům nanosvěta. Jak již bylo uvedeno dříve, vlastnosti materiálů se 

zásadně mění, pokud jejich alespoň jeden rozměr klesne pod určitou hranici, která byla na 

základě řady teoretických a experimentálních studií ustanovena na 100 nm.1 U magnetických 

nanomateriálů se tak projevuje řada anomálních magnetických vlastností, mezi něž patří 

snížení hodnoty saturační magnetizace, zvýšení koercivity a remanence, jednodoménovost 

magnetické struktury a superparamagnetizmus, asymetričnost hysterezních smyček či vysoké 

hodnoty diferenciální magnetické susceptibility, které předurčují jejich vysoký aplikační 

potenciál.2 Magnetické nanočástice oxidů železa představují díky svým vlastnostem 

(netoxicita, biokompatibilita, biodegradabilita) jedny z nejvíce zkoumaných a aplikačně 

významných materiálů.3–5 Jejich ferimagnetické (resp. superparamagnetické) formy, 

jmenovitě magnetit (Fe3O4) a maghemit (–Fe2O3), dnes patří mezi nejvíce využívané 

zástupce v bioaplikacích.  

Magnetit i maghemit patří mezi ferimagnetické minerály s inverzní spinelovou 

strukturou.2 Magnetit, který se liší od ostatních oxidů železa tím, že ve své struktuře obsahuje 

dvojmocné i trojmocné ionty železa (tedy Fe2+Fe3+
2O4), je nejsilnějším přírodně se 

vyskytujícím magnetem. Tento černý minerál je obsažen v horninách i živých systémech 

(bakterie, mravenci, holubi), u kterých je zodpovědný za schopnost vnímat a orientovat se 

vůči geomagnetickému poli. Často se vyskytuje v nestechiometrické formě, což znamená, že 

některé atomy Fe2+ jsou zoxidovány na Fe3+, a tedy poměr jednotlivých forem iontů Fe ve 

stechiometrickém magnetitu Fe2+/Fe3+=0,5 není zachován.2,6 Maghemit (–Fe3+
2O3), který 

vzniká úplnou oxidací magnetitu, je již tvořen pouze trojmocnými ionty železa. Tento 

magnetický pigment má své uplatnění v průmyslu (katalyzátor) i bioaplikacích (kontrastní 

látky).2 Nanočástice obou těchto forem oxidů železa (magnetit i maghemit) vykazují 

superparamagnetické vlastnosti, a to zpravidla v případě kdy jejich velikost klesne pod 

30 nm.7 

Uplatnění magnetických nanočástic bylo popsáno v řadě publikací, např. pro cílený 

transport aktivních látek, např. léčiv (pokud jsou vystaveny vnějšímu magnetickému poli, 

mohou být cíleně transportovány do určité oblasti lidského těla, tkáně),5,8–11 mohou být také 

využity jako kontrastní látky pro zobrazení magnetickou rezonancí (MRI),12–14 při speciálních 
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protinádorových terapiích na bázi magnetické hypertermie,15,16 pro magnetické značení 

buněk,17 nebo pro separační procesy založené na magnetické imobilizaci proteinů, enzymů, 

ribonukleových kyselin či jiných biosubstancí.9,11 Každá potenciální aplikace klade na 

magnetické nanočástice specifické požadavky. Pro biomedicínské aplikace je nezbytné, aby 

částice byly stabilní při neutrálním pH a fyziologické iontové síle, často je též preferováno 

jejich superparamagnetické chování při pokojové teplotě z důvodu koloidní stability. Stěžejní 

informací je také, zda částice budou použity pro in vivo nebo in vitro aplikace. Pro in vivo 

aplikace musí být částice obaleny biokompatibilním materiálem (surfaktantem, polymerem), 

který zaručuje ochranu proti tvorbě agregátů a dovoluje imobilizaci aktivních látek, např. 

léků. Samotné nanočástice musejí být navíc netoxické, antiimunogenní a dostatečně malé pro 

svou cirkulaci a průchod skrz kapilární systém orgánů a tkání. Pro in vitro aplikace omezení 

vlastností (velikost, biokompatibilita) není tak stěžejní jako pro aplikace in vivo. Důležitým 

a společným požadavkem pro magnetické částice je především vysoká magnetizace, která 

zaručuje možnost jejich magnetické separace či jejich řízený pohyb působením vnějšího 

magnetického pole do místa určení (cílený transport v tkáních).18  

Nejdůležitějším krokem se tak pro řadu aplikací stává samotná metoda přípravy 

nanomateriálů, která určuje velikost částic, tvar, velikostní distribuci, krystalinitu, povrchové 

chemické složení (funkční skupiny na povrchu, povrchový náboj), magnetické vlastnosti, ale 

také strukturní defekty a nečistoty. V posledním desetiletí byla vyvinuta a popsána řada 

syntetických metod přípravy nanočástic oxidů železa, mezi něž patří: (i) ko–precipitační 

metody, (ii) termální dekompozice (obr. 1), (iii) hydrotermální syntézy, (iv) sonochemické 

syntézy, (v) tvorba mikro– a nano–emulzí, (vi) elektrochemické syntézy a (vii) techniky 

využívající laserové pyrolýzy.18–22 Řada konvenčních chemických metod syntézy však často 

využívá toxické prekurzory reakcí a složité mnohakrokové postupy, které jsou energeticky 

dosti náročné. Své místo pro přípravu magnetických nanočástic mezi výše uvedenými 

technikami tak má i přírodní proces biomineralizace, jmenovitě využití železo–redukujících 

bakterií.19,23 Tímto přírodním a životnímu prostředí přátelským procesem je možné získat 

magnetické částice, které vznikly ve vodném prostředí (namísto organických rozpouštědel), 

při pokojové teplotě (oproti vysokým teplotám, které jsou při syntézách nezbytné pro 

dosažení dobré krystalinity) a neutrálním pH. 
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Obr. 1: Nanočástice oxidu železa připravené termální dekompozicí pentakarbonylu železa. Velikost 

částic je závislá na poměru koncentrací surfaktant (kyselina olejová): prekurzor železa a na teplotě 

syntézy (až 260 °C).22 

 

2.2 Magnetozomy, bakteriální magnetit 

Biomineralizace je proces, při kterém v přírodě vznikají minerály působením živých 

systémů. Všeobecně tyto procesy mohou být rozděleny do dvou kategorií: (i) biologicky 

indukovaná mineralizace (BIM) a (ii) biologicky kontrolovaná mineralizace (BCM).23,24 BIM 

je extracelulární proces tvorby krystalů, který primárně závisí na okolních podmínkách, jako 

je pH, pO2, pCO2, redoxní potenciál, teplota. Původci tohoto procesu jsou mikroorganismy, 

jejichž metabolity uvolněné do prostředí reagují se specifickými ionty či jinými složkami 

a dávají tak vzniku minerálům. Tyto částice mají většinou špatnou krystalovou strukturu 

s množstvím vad, širokou velikostní distribuci a postrádají vzájemnou podobnost 

morfologie.24 Původci tohoto typu mineralizace oxidů železa jsou většinou anaerobní bakterie 

jako například Fe(III) redukující bakterie (kmeny Shewanella, Geobacter, 

Thermoanaerobacter ethanolicus)25,26 nebo síru redukující bakterie (Archaoblobus fulgidus, 

Desulfuromonas acetoxidans).24  

Při BCM jsou částice tvořeny intracelulárně a formování krystalu je zcela řízeno 

mikroorganismem. Celý proces mineralizace probíhá ve speciálních vakuolách, které vytváří 

specifické chemické prostředí nezávislé na vnějším. Krystaly se uvnitř vytváří pod kontrolou 

organické matrice (tvořenou proteiny a ostatními kompartmenty membrány, jež jsou dány 

genetickou informací buňky), která zajišťuje vnitřní orientaci krystalu, vysoký stupeň 

krystalinity, úzkou velikostní distribuci a druhově specifickou morfologii. Tento druh 

biomineralizace je charakteristický pro magnetotaktické bakterie (Magnetospirillum 
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magnetotacticum, M. gryphiswaldense) a síru redukující magnetické bakterie (Desulfovibrio 

magneticus).23  

Magnetotaktické bakterie (MTB) jsou fylogeneticky a morfologicky různorodá 

skupina mikroorganizmů (koky, tyčinky, vibria, spirila)24,27 zahrnující –, –, –

proteobakterie a Nitrospirilla, tedy zástupce Gram–negativních bakterií. Zástupci spadající 

mezi Gram–pozitivní bakterie a Archaea nebyli dosud popsáni.27,28 Společným znakem MTB 

je schopnost vnímat, orientovat se a pohybovat se podél linií magnetického pole, tedy jev 

nazývající se magnetotaxe. Toto chování poprvé popsal v roce 1975 Richard P. Blakemore29 

a zavedl pojmy magnetotaxe a magnetotaktické bakterie. Tento typ bakterií byl však poprvé 

objeven již v roce 1958, kdy Salvatore Bellini popsal unikátní magnetosenzitivní chování 

vodních bakterií, avšak tenkrát nedošlo k veřejnému publikování jeho objevu.30 Studium 

těchto bakterií pod transmisním elektronovým mikroskopem odhalilo fyzikální podstatu 

tohoto zvláštního jevu. Buňka MTB totiž obsahuje jeden nebo více řetízků speciálních 

organel, magnetozomů, které fungují jako střelka kompasu a umožňují tento způsob 

orientace.31 Zvláštností těchto bakterií je také způsob migrace, která je jednosměrná. MTB 

nacházející se na severní hemisféře země jsou „sever–hledající bakterie“ (pohybují se na 

sever), zatímco bakterie nacházející se na jižní hemisféře se označují jako „jih–hledající“ 

(tedy preferenční pohyb mají na jih). V oblasti rovníku byl popsán výskyt obou variant.29,32 

Tento způsob migrace vůči geomagnetickému poli zřejmě umožňuje nalezení optimálních 

životních podmínek, a to zjednodušením jejich orientace z třírozměrné na jednorozměrnou. 

Existují však i jiné faktory, které ovlivňují pohyb MTB. Příkladem je preference těchto 

mikroorganizmů vyskytovat se v kyslíkaté-bezkyslíkaté tranzitní zóně (v oblasti s velmi 

nízkými koncentracemi kyslíku), tedy aerotaxe.27,33 Schéma kombinovaného vnímaní 

a pohybu bakterií je znázorněno na obr. 2. 
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Obr. 2:  Schéma znázorňující kombinaci vnímání a pohybu (magnetotaxe, aerotaxe) 

magnetotaktických bakterií v jižní a severní zemské hemisféře. 

 

Navzdory rozmanitosti těchto bakterií (výskytem i typem) existuje jen limitovaný počet 

zástupců, kteří byli izolováni v čisté kultuře a u nichž bylo dosaženo úspěšné laboratorní 

kultivace. Mezi tyto kmeny patří především sladkovodní zástupci rodu Magnetospirillum 

(M. magnetotacticum, M. magneticum AMB–1, M. gryphiswaldense MSR–1).34 

Magnetozomy jsou organely tvořené membránou, která obklopuje magnetické 

nanočástice magnetitu Fe3O4 nebo greigitu Fe3S4.35,36 Krystaly produkované MTB mají 

jedinečné vlastnosti, které jsou téměř nedosažitelné pro anorganické syntézy: (i) jsou druhově 

specifické (určitý druh bakterie je schopen vytvářet krystaly pouze jedné morfologie (obr. 3), 

velikosti, uspořádání a chemického složení), (ii) mají velmi úzkou velikostní distribuci 

(spadající do jednodoménové oblasti), (iii) minimum krystalografických defektů, (iv) vysokou 

čistotu.7,33,37–39 Magnetozomy se velikostně pohybují v rozmezí 35–120 nm, což je velikostní 

rozpětí ohraničující oblast, ve které se magnetit i greigit vyskytují ve stabilním magnetickém 

jednodoménovém uspořádání. Částice s rozměrem nad 100 nm jsou totiž tvořeny více 

magnetickými doménami, nemají tak jednotnou uniformní magnetizaci a jejich výsledný 

magnetický moment je daleko nižší, než je tomu u částic jednodoménových. Naproti tomu 

částice, které mají rozměr menší než 30 nm, vykazují superparamagnetické chování při 

pokojové teplotě a mají nulovou zbytkovou magnetizaci.7 Částice MTB jsou tedy 

ferimagnetické,39,40 vykazují permanentní magnetizmus a jsou uspořádány v řetízkových 
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strukturách (maximální magnetizace tohoto uspořádání), což právě umožňuje těmto bakteriím 

se pasivně orientovat vůči liniím geomagnetického pole.23,31     

 

 
Obr. 3: Krystalová morfologie a vnitrobuněčné uspořádání magnetozomů u různých 

magnetotaktických bakterií: A) kubooktaedrální, B) střelkového tvaru, C) a D) pseudohexagonální. 

Magnetozomy jsou uspořádány v jednom nebo více řetízcích. Měrka reprezentuje 100 nm. Převzato 

z E. Bäuerlein a kol.41  

 

Magnetozomální membrána je organickou membránou pevně spojenou s magnetickým 

jádrem a je nepostradatelná pro tvorbu krystalů, stejně jako pro jejich stabilizaci. Tato 

membrána je tvořena proteiny, mastnými kyselinami, glykolipidy, sulfolipidy a fosfolipidy 

(z nichž až 50 % tvoří fosfatydylethanolamin).33,37 Magnetozomální membrána vzniká zřejmě 

vchlípením cytoplazmatické membrány za vzniku vezikulu, který uvnitř udržuje podmínky 

nezbytné pro tvorbu magnetických krystalů (udržuje rozdílné látkové složení, pH, redoxní 

potenciál mezi vezikulou a vnitřním prostředím samotné buňky).42 Proteiny magnetozomální 

membrány (integrované nebo asociované) jsou jedinečné a jejich role nejsou většinou 

doposud zcela objasněné.  

Magnetospirillum gryphiswaldense MSR-1 patří mezi laboratorně kultivovatelné 

zástupce magnetotaktických bakterií kmene Magnetospirillum a byla u něj dosažena nejvyšší 

produktivita magnetozomů.43–45 Magnetit u těchto bakterií vzniká jen za velmi nízkých 

koncentrací kyslíku, a to do 20 mbar. Za aerobních podmínek k jeho tvorbě vůbec nedochází, 

maximální výtěžnost pak byla popsána při koncentraci kyslíku 0,25 mbar.45 Tento kmen je 

schopen mineralizovat kubooktaedrální krystaly magnetitu, se střední velikostí částic 42 nm, 
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kterých je v jedné buňce až 60 a jsou uspořádané v řetízku (obr. 4a).46 Tyto krystaly mohou 

být získány z těchto bakterií ve formě suspenze magnetozomů (obr. 4b).  

 

 
Obr. 4: Záznam a) buňky bakterie a b) magnetozomů z Magnetospirillum gryphiswaldense 

transmisním elektronovým mikroskopem. 

 

Kultivace MTB v laboratorním prostředí je díky specifickým potřebám pro jejich růst 

a tvorbu magnetozomů (jak již bylo řečeno výše) dosti obtížná. V roce 2003 U. Heyen 

a D. Schüler45 uveřejnili studii týkající se optimalizace kultivačního procesu Magnetospirilla 

gryphiswaldense MSR-1 ve fermentoru za mikroaerobních podmínek, která vedla 

k významnému zvýšení výtěžku magnetozomů. Optimalizace podmínek procesu (koncentrace 

kyslíku, nutriční zdroje dusíku, uhlíku a železa) vedla k dosažení maximálního výtěžku 

magnetitu 6,3 mg.L–1.den–1 (dw). Koncentrace kyslíku je stěžejní nejen pro tvorbu 

magnetozomů a jejich výtěžek (vyžadující nízké koncentrace), ale i pro růst samotných buněk 

(potřeba vyšších koncentrací), jak potvrdil Jian–Bo Sun, který optimalizací média 

(koncentrace kyslíku, celkové složení kultivačního média) dosáhl výtěžku magnetozomů 

16,7 mg.L–1.den–1 (dw).44 Na tuto práci později navázal Yang Liu,43 který navíc optimalizací 

koncentrace zdroje uhlíku (laktátu sodného), přesněji řečeno snížením jeho koncentrace, 

dosáhl zvýšení rychlosti růstu buněk, a tím i denního výtěžku magnetozomů na 22,49 mg.L–

1.den–1 (dw). 

Biomineralizace magnetozomů je unikátní příklad vnitrobuněčné biologické syntézy 

nanočástic. Ucelený popis jejich formace nebyl dosud vytvořen, přesto existuje řada teorií, 

které vycházejí především ze studia bakterií druhu Magnetospirillum.46–48 Proces tvorby 

magnetozomů v sobě zahrnuje několik stěžejních kroků, mezi které patří formace  

magnetozomálních vezikulů, přenos železa z extracelulárního prostoru do buňky a do 

vezikulu magnetozomu a biologicky kontrolovaná mineralizace krystalu magnetitu.24 Ve 
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své nedávné studii Atsushi Arakaki popsal mechanizmus tvorby magnetozomů třemi 

fázemi.48 Prvním krokem je formace magnetozomální membrány vchlípením cytoplazmatické 

membrány za podpory GTPázy a uspořádání vytvořených vezikulů do řetízkové struktury, 

která je podpořena cytoskeletárními filamenty. Právě přítomnost prázdných a částečně 

zaplněných vezikulů magnetozomu potvrdil Dennis A. Bazylinski na základě analýz 

elektronovou mikroskopií.35 Druhým krokem je transport externího železa, kde jako zdroj 

slouží železnaté a železité sloučeniny (soli) z okolního prostředí. Tento proces je zajišťován 

transportními proteiny a siderofory. Akumulace železa uvnitř magnetozomálních vezikulů je 

zajištěna transmembránovými přenašeči železa a je přísně kontrolována oxidačně-redukčním 

systémem.36 V poslední třetím kroku proteiny magnetozomální membrány (integrální 

i asociované), které mají důležité funkce v akumulaci a supersaturaci železa, nukleaci krystalu 

či udržení redukčních podmínek, spouštějí a regulují tvorbu krystalu magnetitu (obr. 5). 

 

 
Obr. 5: Mechanismus vzniku magnetozomu v bakteriích rodu Magnetospirillum. Mms16, MspA, 

Mms24, MamJ, Mms6, MagA, MamK jsou proteiny magnetozomální membrány, které se účastní 

tvorby krystalu magnetitu a tvorby uspořádání magnetozomálního řetízku. 

 

Předpokládaná vysoká biokompatibilita magnetozomů nebyla dlouho potvrzena a nebylo ani 

odhaleno, zdali membrána obsahuje nějaké pyrogenní nebo antigenní látky. Tyto částice 

představovaly potenciální riziko především díky svému bakteriálnímu původu a proteinům 

obsaženým v magnetozomální membráně.49 Toxické vlastnosti magnetozomů však mohou být 

dány několika dalšími faktory, jako je jejich rozměr (jen několik desítek nanometrů), který 
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může zapříčinit ukládání a agregaci těchto nanočástic v těle, či nečistoty, (proteiny, nukleové 

kyseliny a polysacharidy), které jsou přítomné na jejich povrchu po extrakci z bakteriálních 

buněk. 

V roce 2007 provedl H. Lan první studii týkající se in-vitro cytotoxicity (na myších 

fibroblastech), a to porovnáním s laboratorně připravenými magnetickými nanočásticemi. 

Tyto testy však prokázaly nižší toxicitu magnetozomů ve srovnání s magnetitem 

syntetickým.50 Nedávná studie zabývající se akutní toxicitou, imunotoxicitou a cytotoxicitou 

magnetozomů potvrdila, že magnetozomy jsou nanomateriálem o velmi nízké toxicitě.51 

Hodnota LD50 pro králíky byla stanovena na 62,7 mg.kg-1. Histologické vyšetření hlavních 

orgánů neprokázalo významné patologické změny. Cytotoxicitní testy neprokázaly ani 

inhibici, ani stimulaci růstu buněk a též žádné změny v množství buněčné DNA, velikosti 

buněk a celistvosti buněčné membrány. 

Aplikace magnetozomů mohou být založeny na využití magnetozomální membrány 

anebo na využití povrchově modifikovaných bakteriálních nanočástic magnetitu (bMNPs). 

Samotná magnetozomální membrána skýtá řadu možností pro imobilizaci biomolekul skrz 

širokou škálu biokonjugačních technik (obr. 6).33 Například biotinylace povrchu 

magnetozomů a vyvázání streptavidinu, který nabízí další 4 vazebná místa, může být vhodnou 

biokonjugační technikou pro řadu aplikací.52 Biotinylován může být fosfatidylethanolamin 

(tento fosfolipid, který tvoří přibližně 50 % lipidů magnetozomální membrány, má volnou 

aminovou skupinu, která je vhodná k vytvoření amidové vazby s biotinem)53 nebo volný N–

konec amfifilního peptidu Temporinu L, jehož hydrofobní C-konec může být interkalován do 

membrány.54 Mezi další přístupy patří inkorporace biotinylovaných lipidů do magnetozomální 

membrány (např. biotinylovaný lipid biotin–DPPE může být zabudován do existujícího obalu 

pouhým smícháním). Tato metoda je účinnější než klasická konjugační technika a může být 

při ní imobilizováno až 120 molekul streptavidinu na jeden magnetozom. Na principu takto 

aktivované magnetozomální membrány byla navržena nová imuno–PCR technologie pro 

detekci antigenu.55 Obdobný konjugát byl použit i k separaci buněk, kdy protilátka 

imobilizovaná na magnetickém nosiči byla schopna vytvářet konjugáty s antigenem 

exprimovaným na povrchu buňky. Tento postup byl využit v separaci Escherichia coli 

z bakteriální suspense nebo mononukleárních buněk z periferální krve.56   

Dalším přístupem je možnost funkcionalizace magnetozomů na úrovni genetické 

a proteomické manipulace,57 tzn. zanesení genu pro požadovaný protein či peptid do genomu 

za gen kódující membránový protein (nejčastěji se používá zařazení za proteiny MagA, 

Mms13, Mms16). Vkládané geny nejčastěji kódují GFP, luciferázu, protein A nebo acetát 
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kinázu a slouží pro ukotvení aktivní molekuly.33 Na této technologii je založena příprava např. 

biokatalyzátoru vhodného pro degradaci organofosfátových pesticidů.58 

Ačkoliv magnetozomy mají velmi nízkou toxicitu, některé jejich složky mohou 

vyvolat imunitní odpověď (např. endotoxin lipopolysacharid). Kvůli eliminaci tohoto faktoru 

byla navržena metoda rekonstrukce magnetozomální membrány.59 Tomoko Yoshino při této 

metodě k rekonstrukci využil Mms13 jako selelektivní kotvící protein (ten má silnou afinitu 

k magnetickému jádru) a fosfatidylcholin jako stabilizační látku vytvářející membránu kolem 

magnetického jádra.  

Obalení magnetozomů aminopropyltriethoxysilanem vede ke vzniku vrstvy dávající 

částicím hydrofilní charakter díky aminovým skupinám, a takto modifikovaných částic 

(kladně nabitý povrch) bylo využito k vyvázání DNA a RNA (vysoce záporně nabité) 

nespecifickou interakcí.60 Obdobně vytvoření dendritické vrstvy (PANAM) na 

magnetozomech vede všeobecně k dosažení kladně nabitých částic, které jsou schopné 

vyvázat a magneticky purifikovat DNA molekuly z buněčného lyzátu.61 PANAM–bMNPs 

byly navrženy také jako vhodný systém pro cílenou dopravu genů pro léčení mozkových 

nádorových tkání.62 

 
Obr. 6: Schéma možných biomolekulárních technik modifikace magnetozomální membrány.38 

 

Obdobně modifikované magnetozomy byly navrženy jako výhodné materiály i pro 

zobrazovací techniky MFM (mikroskopie magnetických sil), kterou lze dosáhnout až 
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100× vyšší citlivosti než klasickou fluorescenční mikroskopií.63 bMNPs díky své vyšší 

magnetizaci jsou také vhodným materiálem pro MRI zobrazení.64–66 

Vysoká magnetizace bMNPs předurčuje tyto částice pro využití v magnetických 

separacích nejrůznějších materiálů a magneticky cílených transportech léčiv. Magnetozomy 

byly využity v metodách pro extrakci těžkých kovů, jako je plutonium, ze znečistěných vod67 

či pro imobilizaci protinádorového léčiva doxorubicinu pro jeho cílený transport.68 Možné 

využití bakteriálního magnetitu je v poslední době diskutováno i v oblasti terapie hypertermií, 

kde představují díky svým vlastnostem (úzká velikostní distribuce částic, uniformita, čistota) 

velmi atraktivní materiál.69 

2.3 Nanočástice nulamocného železa (nZVI) 

Nanočástice nulamocného železa (nZVI) patří mezi kovové nanočástice s velkým 

potenciálním uplatněním především v oblasti čištění a sanace znečištěných vod. Nedávné 

studie dokazují schopnost těchto nanočástic transformovat a adsorbovat širokou škálu 

běžných kontaminantů životního prostředí, jako jsou organická rozpouštědla nebo nebezpečné 

anorganické látky. Nanočástice železa v porovnání s mikročásticemi tohoto prvku vykazují 

řadu výhod, mezi které patří vyšší reakční rychlost při reduktivním odbourávání, potřeba 

nižších dávek k dosažení stejné kapacity odbourávání, snížení rizika uvolňování 

nebezpečných a toxických meziproduktů a vznik netoxických konečných produktů.70  Dále je 

to možnost jejich „in-situ“ aplikace při čištění podzemních vod, kdy nanočástice železa 

mohou díky svému nanorozměru „plout“ v podzemí a plnit dekontaminační efekt dlouhodobě 

i na velkou vzdálenost. Navíc byly odhaleny i jejich antibakteriální vlastnosti, které mohou 

být využity k eliminaci patogenních mikroorganizmů ve vodných prostředích.71  

Pro přípravu nZVI bylo vyvinuto několik syntetických metod. Metody mohou být 

založeny na redukci železnatých Fe2+ nebo železitých Fe3+ solí do stavu nulamocného železa 

Fe0 silným redukčním činidlem, z nichž nejčastěji využívaným je tetrahydrodoboritan sodný 

NaBH4.70,72 Obdobou těchto metod je i redukce vhodného prekurzoru nanočásticové povahy. 

Tato příprava probíhá v pevné fázi (tzv. „solid–state“) ve vodíkové atmosféře za vyšších 

teplot.73 Jinou metodou přípravy je dekompozice pentakarbonylu železa Fe(CO)5 

v organických rozpouštědlech.74 nZVI díky své extrémně vysoké reaktivitě a velké specifické 

ploše povrchu reagují s okolním prostředím a agregují, což vede ke snížení jejich reaktivity.75  

Pro potlačení těchto jevů je povrch nanočástic železa modifikován vrstvou polymerů, nebo 

jsou nanočástice stabilizovány surfaktanty, což vede ke snížení stupně agregace.76–79 Také 
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kombinace těchto nanočástic s prvky kovů jako  Pd,  Ni, Cu nebo Ag, vedoucí ke vzniku 

bimetalických částic, prokázaly zlepšení vlastností, např. pro odbourávání nitrátů či 

dehalogenizace.75,80–86  

Nulamocné železo Fe0 je redukční látkou, která je schopná reagovat s rozpuštěným 

kyslíkem a do jisté míry i s vodou dle klasických elektrochemických reakčních rovnic: 

 

2Fe0(s)  +  4H+(aq)  +  O2(aq)    →    2Fe2+(aq)  +  2H2O(l),               (1) 

Fe0(s)  +  2H2O(aq)    →     Fe2+(aq)  +  H2(g)  +  2OH−(aq).              (2) 

 

Tyto korozní reakce mohou být ovlivňovány jak roztokovou chemií, tak přítomností pevných 

látek. Od 90. let minulého století byla korozní chemie nulamocného železa aplikována pro 

rozklady a odstranění řady nebezpečných a toxických látek (obr. 7).71 Jako silně reduktivní 

látka mohou nZVI odbourávat jak anorganické látky (nitráty, chromany, bromáty, těžké 

kovy),87–98 tak látky organické povahy (halogenové deriváty uhlovodíků, antibiotika či 

nebezpečný trinitrotoluen).72,99–105 Sekundárně mohou probíhat i oxidační procesy, které jsou 

způsobené reaktivními radikály vznikajícími při korozi železa. Ty mohou dále způsobovat 

oxidace organických (pesticidy)106 a anorganických složek.107,108 Kromě redukčních vlastností 

jsou nZVI také schopné adsorbovat látky na svůj povrch. Li a kol. ve své práci odhalili 

závislost těchto dvou jevů na rozdílu standardních potenciálů E0 nulamocného železa 

a odbourávaného prvku, pokud se jedná o odbourávání těžkých kovů.90 Ionty (Zn2+, Cd2+), 

které mají standardní potenciál E0 velmi blízký nebo více negativní než železo (–0,41 V) jsou 

adsorbovány na povrch nZVI. Ionty s E0 daleko více pozitivním než má železo (Cu2+, Ag+, 

Hg2+) jsou nZVI redukovány. Kovy (Ni2+, Pd2+), jejichž E0 je jen o něco málo pozitivnější než 

E0 železa, jsou odbourávány jak redukčním tak sorpčním procesem. 

 
Obr. 7: Schéma různých mechanismů odbourávání anorganických i organických látek. 
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Antimikrobiální vlastnosti nZVI byly popsány jak pro Gram-pozitivní (Bacillus 

subtilis) tak pro Gram-negativní (Escherichia coli, Psuedomonas fluorescence) bakterie.109–113 

Nedávná studie vlivu nZVI na Gram-negativní bakterie rodu Cyanobacteria (sinice) potvrdila 

též antibakteriální vlastnosti. Navíc v této studii poukázali na minimální toxický efekt vůči 

vyšším organismům (řasy, dafnie, vodní rostliny, ryby).114 Obdobně nebyl prokázán negativní 

dopad těchto nanočástic na plísně (Aspergillus versicoler).111  

Toxicita nZVI je zřejmě založena na fyzickém narušení buněčné membrány 

a oxidačním stresu způsobeném reaktivními kyslíkovými radikály, které vznikají reakcí 

oxidovaného železa Fe2+ s kyslíkem nebo peroxidem vodíku.109 Čerstvě připravené nZVI 

projevují antibakteriální a baktericidní vlastnosti již při nízkých koncentracích jednotek mg/L 

avšak jeho stárnutí (povrchová oxidace, koroze) a použití povrchových stabilizátorů 

(surfaktantů, polymerů) významně snižují jeho toxické vlastnosti.109,112,115 

nZVI představují díky svým vlastnostem (silné redukční činidlo, velká plocha 

povrchu, vysoká povrchová reaktivita) novou generaci technologií v čištění a dezinfekci 

kontaminovaných vod. Jak již bylo popsáno výše, tyto nanočástice jsou vysoce účinné při 

transformacích a odbourávání řady nebezpečných látek (chlorovaná organická rozpouštědla, 

pesticidy, polychlorované bifenyly, trinitrotoluen, atd.) i detoxikacích. Environmentální 

aplikace nZVI jsou navíc akceptovatelné řadou uživatelů a schvalovacích agentur, a to díky 

cenově přijatelné stránce přípravy a aplikovatelnosti tohoto materiálu.71 Doposud také nebyla 

prokázaná jejich toxicita vůči vyšším organizmům (produkty stárnutí tohoto materiálu jsou 

netoxické oxidy železa).114  

2.4 Nanočástice stříbra (AgNPs) 

Nanočástice stříbra (AgNPs) mají jedinečné elektrické,116,117 optické,118 

katalytické119,120 a toxické 121–124 vlastnosti a byly použity v řadě aplikací od fotovoltaiky, přes 

biologické a chemické senzory, až po použití jako aditiv majících antimikrobiální účinky 

v textilních materiálech i medicínských pomůckách. Z pohledu antimikrobiálních vlastností 

patří AgNPs mezi intenzivně studované materiály, a to díky zvyšující se rezistenci bakterií 

vůči často používaným klasickým antibiotickým přípravkům. Antimikrobiální vlastnosti 

elementárního stříbra a jeho solí byly známé a používané již po staletí, mnohem dříve než 

synteticky připravovaná organická antibiotika.125 V posledním desetiletí přinesla řada studií 

nové poznatky zahrnující vliv velikosti, tvaru a povrchových modifikací na jejich 
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antibakteriální aktivitu,121,126,127  byla též potvrzena toxicita AgNPs vůči plísním128,129 a byl 

studován i jejich vliv na vyšší organismy.130  

Pro přípravu AgNPs byla doposud popsána řada metod. Metody založené na 

chemické redukci stříbrných solí využívají tetrahydroboritan sodný, plynný vodík, kyselinu 

askorbovou, hydrazin, hydroxyamin, jednoduché cukry nebo i polymery, např. 

poly(vinylpyrrolidon) jako redukující látky.131–133 V posledních letech byla popsána i řada tzv. 

„environmentálně přátelských“ metod.134 Pro zabránění srůstání nanočástic do větších 

agregátů se v mnoha případech do reakční směsi přidávají ligandy, jako například citráty, 

popř. polymery, které zabraňují tvorbě nežádoucích mikro– a makro–struktur.135 Mezi 

fyzikální metody využívané pro přípravu AgNPs patří –radiolýza, kterou mohou vznikat 

organické radikály hrající roli redukčních složek v reakční směsi,136 dále reakce mohou být 

iniciovány elektronovým,137 mikrovlnným,138  UV139 zářením nebo termální dekompozicí 

prekurzorů.140 

AgNPs jsou vysoce účinné při absorbování a rozptylu světla a jejich zbarvení je 

závislé na velikosti a tvaru částic. U AgNPs (stejně jako i u nanočástic zlata nebo mědi) 

mohou být pozorovány ve spektru absorpční pásy ve viditelné oblasti světla. Tyto pásy jsou 

známé jako povrchové plazmonové rezonanční (SPR) pásy a jejich původ je v interakci 

vodivostních (volných) elektronů nanočástic se zářením o vhodné vlnové délce.141 

Rezonanční efekt je závislý na řadě vlastností. Vedle velikosti a tvaru nanočástic je důležitá 

také povrchová úprava či stupeň agregace.1   

Důležitou vlastností AgNPs, uplatňující se např. v elektricky vodivých lepidlech, je 

závislost jejich bodu rozpustnosti na povrchové energii částic. Bod tání může významně 

klesat s rostoucí povrchovou energií, tedy se snižující se velikostí částic.142 V tomto ohledu 

mohou být AgNPs použity jako vodivostní plniva do elektricky vodivých lepidel tvrzených 

při nízkých teplotách, čímž lze dosáhnout jejich vyšší účinnosti.131,143 

U AgNPs, stejně jako u iontového stříbra, byly prokázány silné antimikrobiální 

vlastnosti, které si našly uplatnění v řadě kosmetických a medicínských přípravků. AgNPs 

jsou baktericidní látky pro široké spektrum Gram-pozitivních i Gram-negativních bakterií,144–

147 zahrnující i druhy rezistentní proti antibiotikům.148 Fungicidní vlastnosti byly potvrzeny 

pro kvasinky typu Aspergillus, Candida nebo Saccharomyces.129,149 Lara a kol. také zkoumali 

vliv těchto nanočástic na viry, jmenovitě HIV. V této studii byla potvrzena anti–HIV aktivita 

a to jak v počáteční fázi virové replikace, tak během životního cyklu HIV–1 viru po jeho 

vstupu do buňky.150  
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Na mechanizmus antimikrobiálního účinku neexistuje jednotný pohled a ačkoliv 

doposud byla provedena řada studií, názory jednotlivých vědců se velmi liší. Jeden z pohledů 

je založen na možnosti, že AgNPs se ve vodě postupně rozpouští za vzniku stříbrných iontů 

Ag+, které pak způsobují toxický efekt vůči mikroorganizmům.151 V jiných studiích je vysoká 

antimikrobiální aktivita AgNPs připisována jejich velmi malé velikosti, a tím i velké ploše 

povrchu, která napomáhá fyzickému narušení integrity buněčné membrány a proniknutí 

nanočástic do cytoplazmy mikroorganizmu.152 Další mechanizmus inhibice mikroorganizmů 

pak může být založen na interakci AgNPs s thiolovými skupinami L-cysteinových zbytků 

proteinů, čím může docházet k deaktivaci jejich enzymových funkcí, nebo na interakci 

s genetickou složkou buňky vedoucí k inhibici translace transkriptázy.151,153  V sekundární 

fázi může též docházet k uvolňování Ag+, které způsobují poškození intracelulárních 

struktur.154 Pro efektivitu antimikrobiálních vlastností jsou důležitými vlastnostmi AgNPs 

především velikost, tvar a stupeň agregace.  

Cytotoxické vlastnosti stříbra (vedoucí k apoptóze i u lidských buněk) jsou 

všeobecně známé. AgNPs vykazují vyšší cytotoxicitu než jejich mikročástice, čímž je jejich 

účinnost připisována právě nanorozměrům. K cytotoxicitě těchto nanočástic zřejmě přispívají 

jak nanočástice samotné, tak i ionty stříbra, které se z nich uvolňují.151,155 AgNPs mohou 

překonat bariéru buněčné membrány volným průnikem nebo narušením její integrity skrz 

vazbu na proteiny obsahující thiolovou skupinu. Poté zřejmě nanočástice pronikají do 

mitochondrií, kde narušují řetězec buněčného dýchání. Povrch nanočástic stříbra je 

pravděpodobně místem redukce kyslíku za vzniku tzv. reaktivních radikálů kyslíku (ROS), 

tedy například hydroxylového radikálu –OH, peroxidu vodíku H2O2 nebo extrémně 

reaktivního superoxidového aniontového radikálu O2
–.151 Přítomnost AgNPs v buňce 

ovlivňuje normální funkci mitochondrií narušením transportního řetězce elektronů, vyšší 

produkce ROS pak urychluje buněčné dýchání a snižuje produkci ATP.156,157 Sekundárním 

účinkem ROS je poškozování proteinů, DNA a peroxidace lipidů.151 Ionty stříbra, které 

mohou být z nanočástic v buňce uvolněné, se mohou vázat na proteiny a nukleové kyseliny 

a ovlivňovat tak jejich funkci.158 Navíc AgNPs pravděpodobně ovlivňují vnitrobuněčný 

transport vápníku a způsobují chromozomální defekty vedoucí k deformacím cytoskeletonu 

a inhibici buněčné proliferace.159 

AgNPs jsou toxické jak pro mikroorganizmy, tak pro lidské buňky, ovšem při 

výrazně vyšších koncentracích, což dovoluje jejich testování v biomedicínských aplikacích. 

U prokaryotických buněk mohou nanočástice projít skrz jednoduchou buněčnou stěnu a dostat 

se do kontaktu s genetickým materiálem. Naproti tomu eukaryotické buňky jsou chráněny 
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více-membránovým systémem zahrnujícím mitochondriální a jadernou membránu, které tvoří 

bariéry při průniku nanočástic k místům účinku. Navíc buňky vyšších organizmů jsou 

chráněné imunitním systémem, který je schopen působit proti „napadení“ potenciálně 

toxickými nanočásticemi.151 AgNPs tak lze využít k eliminaci patogenních bakterií či plísní 

a to při relativně nízkých koncentracích, které nejsou toxické pro buňky lidské.160  

Nejvýznamnější uplatnění našlo nanočásticové stříbro především díky svým 

antimikrobiálním vlastnostem. In vivo a in vitro studie161,162 ukazují, že antimikrobiální 

obvazy obsahující tyto nanočástice mají protizánětlivé účinky vedoucí k zlepšení hojení ran 

a byly již v roce 1998 zavedeny do komerční produkce.151 Vědci též prokázali potlačení 

exprese prozánětlivých cytokinů TNF- a IL-12 těmito nanočásticemi, čímž dochází 

k indukci apoptózy zánětlivých buněk.163 AgNPs jsou též anti–angiogenní látky, tedy působící 

proti tvorbě cév. Gurunathan a kol. ve své práci využil tuto vlastnost pro cílenou aktivaci 

PI3K/Akt signalizační dráhy a demonstrovali jejich možné využití v diabetické retinopathii.164 

Známé jsou dnes i cytotoxické vlastnosti stříbrných nanočástic, které mohou vést až 

k buněčné smrti a nejvíce se podobá působení chemoterapeutik. Těchto účinků by tak mohlo 

být využito k inhibici proliferace tumorů nebo k vývoji nových protinádorových terapií.151,164  

2.5 Uhlíkové kvantové tečky 

Koloidní nanokrystaly o velikosti několika nanometrů, známé jako kvantové tečky 

(QDs), vykazují jedinečné optické a elektrochemické vlastnosti. QDs mají diskrétní rozdělení 

energetických hladin, obdobně jako třeba molekuly. Energetické hladiny těchto struktur jsou 

závislé na několika faktorech, a to na tvaru, struktuře, chemickém složení QDs a především na 

jejich velikosti. Důležitou vlastností je optická schopnost teček se zabarvovat.165 Elektrony 

excitované elektromagnetickým zářením ze základní energetické hladiny do hladiny s vyšší 

energií mohou po určité době přejít zpět na základní hladinu za uvolnění energie (emise 

elektromagnetického záření nebo i tepla) o delší vlnové délce než při excitaci (emitované 

záření může nabývat hodnot v rozpětí 0,4–2m).166 Vzdálenost energetických hladin je 

závislá na velikosti kvantových teček (jak je patrné z obr. 8), tzn. že obdobná závislost platí 

i pro absorpci světla, která spadá do ultrafialové až viditelné oblasti. Tato závislost způsobuje, 

že „velké“ tečky emitují v červené oblasti spektra (červený posuv) a naopak „malé“ emitují 

v modré části spektra (modrý posuv).165 Fotoluminiscenční vlastnosti QDs jsou srovnatelné 

s klasickými fluorofory. Významnou vlastností QDs je však jejich výborná fotostabilita, která 

předurčuje jejich využití ve fluorescenční mikroskopii. Dvěmi nejběžnějšími skupinami QDs 
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jsou polovodičové kvantové tečky (jejichž základ tvoří anorganické krystaly těžších prvků) 

a uhlíkové kvantové tečky (jejichž prekurzory jsou organické povahy). 

 

 
Obr. 8: Fotoluminiscenční spektra kvantových teček typu CdSe/ZnS jsou silně závislá na jejich 

velikosti, která se odvíjí od šířky zakázaného pásu (Eq), tedy od vzdálenosti pasu vodivostního (CB) 

a valenčního (VB). Převzato z Algar a kol.167 

 

QDs tvořené polovodičovými nanokrystaly o velikosti několika nanometrů, mohou 

existovat jako samostatné, nebo uspořádané do klastrů. Nejčastějším strukturním uspořádáním 

je „core–shell“ struktura, kde jeden typ polovodiče vytváří jádro (např. CdSe) a druhý tvoří 

obal (např. ZnS). Ačkoliv QDs o složení CdSe/ZnS doposud patří mezi nejvíce využívané 

v biologických aplikacích, mohou být také připravené z prvků IV. skupiny (například Si), 

polovodičů III.–V. skupiny (InP, InAs) či II.–VI. skupiny (CdSe, CdTe). Fotoluminiscence 

QDs je dána výběrem jejich složení a volbou jejich velikosti, což se odráží v oblasti emise 

charakteristického záření.167 Tenká pasivační vrstva sulfidu zinečnatého zvyšuje fluorescenční 

výtěžek a stabilitu kvantových teček. Nezbytná organická vrstva na povrchu zaručuje 

hydrofilitu těchto materiálů a umožňuje ukotvení aktivních složek, např. protilátek. Způsob 
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a ekologická stránka přípravy tohoto typu kvantových teček (často extrémní podmínky) spolu 

s jejich vysokou cenou představují významný aspekt v jejich využití.168,169 Problémem v řadě 

aplikací (in vivo) představuje i vysoký obsah těžkých prvků majících často toxický 

charakter.170  

Nanomateriály založené na povrchově pasivovaných uhlíkových strukturách, které 

jsou tvořeny nanočásticemi s velikostí pod 10 nm, tzv. uhlíkové kvantové tečky, mohou též 

vykazovat fotoluminiscenční vlastnosti. Tyto uhlíkové QDs kombinují vlastnosti tradičních 

polovodičových QDs, jmenovitě luminiscenční emise závislá na velikosti samotných částic 

a na vlnové délce absorpčního záření, rezistenci k fotovybělení, jednoduchost modifikace 

povrchu, s vlastnostmi novými. Mezi ty patří například velmi nízká toxicita, chemická 

inertnost a jednoduchost přípravy bez nutnosti složitých, zdlouhavých a nákladných kroků 

přípravy.171 Vnitřní uhlíková struktura QDs je převážně založena na hybridizaci typu sp2, 

která je typická i pro nanokrystalický grafit, čímž se liší od tzv. nanodiamantů, jejichž 

struktura je založena na sp3 hybridizaci. Ačkoliv původ fluorescence uhlíkových QDs nebyl 

doposud zcela objasněn, je známa její závislost na vlnové délce excitačního záření. Právě 

tímto jevem se uhlíkové QDs nejvíce liší od nanodiamantů, jejichž fotoluminiscence má 

původ v bodových strukturních defektech a je pro ně typická silná absorpce při 569 nm 

a emise v oblasti 700 nm.171 

Uhlíkové QDs byly poprvé připraveny, a tím i objeveny, jako vedlejší produkt při 

výrobě jednostěnných uhlíkových nanotrubek obloukovým výbojem na grafitových 

elektrodách v inertním plynu.172 Pro přípravu uhlíkových QDs byla později navržena řada 

metod. Mezi „top–down“ metody (upravována nebo též rozbíjena je vyšší uhlíková matrice) 

patří metody využívající obloukový výboj,172 laserovou ablaci173 nebo elektrochemickou 

oxidaci (např. grafitu,174,175 uhlíkových nanotrubek176). Pro tzv. „bottom–up“ metody (při 

nichž uhlíkové QDs vznikají z molekulových prekurzorů) je pro získání QDs často nezbytná 

řada purifikačních metod (dialýza, elektroforéza, centrifugace a další separační techniky). Do 

této skupiny patří spalovací (termální oxidace glycerolu,177 kyseliny askorbové178,179), 

syntetické v přítomnosti podpůrné matrice180, mikrovlnné techniky181 či extrémní dehydratace 

sacharidů (např. koncentrovanou kyselinou sírovou).182 

Uhlíkové QDs vykazují silnou optickou absorpci v UV oblasti s přesahem do 

viditelné oblasti světelného záření (na obrázku 9 je znázorněn příklad absorpčního a emisních 

spekter).171 Právě vlnová délka excitačního záření spolu s jeho intenzitou silně ovlivňuje 

fotoluminiscenci uhlíkových QDs. Ačkoliv fotoluminiscence je nejpodstatnější vlastností 

uhlíkových QDs, nebyla její podstata doposud objasněna. Obdobně nebyla prokázána ani 
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úloha povrchové pasivace těchto struktur, ačkoliv je zřejmě závislá na způsobu jejich 

přípravy. Například uhlíkové QDs připravené laserovou ablací vykazují fotoluminiscenční 

vlastnosti, pouze pokud je jejich povrch upraven určitou organickou složkou173,183 či pokud 

jsou připravovány přímo v přítomnosti látek jako PEG200N, které zřejmě obdobně pasivují 

povrch.184 Několik studií potvrdilo, že pasivace povrchu má vliv na jejich kvantový 

výtěžek.184,185 Naproti tomu při přípravě uhlíkových QDs elektrochemickou oxidací nebyla 

potvrzena nutnost pasivace pro dosažení fotoluminiscenčních vlastností.186,187 Přesto se 

předpokládá, že zde roli pasivace přebírá přítomnost iontů nebo karboxylových skupin na 

povrchu teček. Zhao a kol.174 dokázali rozdělit uhlíkové QDs získané elektrochemickou 

oxidací do dvou velikostních frakcí, na nichž demonstrovali, že fotoluminiscence uhlíkových 

QDs může být závislá pouze na jejich velikosti. To naznačuje, že emise QDs závislá na různé 

excitační vlnové délce může být případně ovlivněna i velikostní heterogenitou vzorků. 

 

 
Obr. 9: Příklad absorpčních (ABS) a fotoluminiscenčních spekter uhlíkových QDs (zaznamenávaných 

s 20 nm přírůstkem). V pravém horním rohu jsou zaznamenána normalizovaná spektra na kvantový 

výtěžek. Převzato z Sun a kol.188 

 

Toxicita uhlíkových QDs byla zkoumána několika skupinami. Ray a kol.189 provedli 

experimenty buněčné viability na buňkách HepG2 a na nádorové linii lidských 

hepatocelulárních buněk jater (tzv. MTT testem a stanovení viability tryptanovou modří). Pro 

nejvyšší zkoumanou koncentraci uhlíkových QDs, která představuje 102 až 103 krát vyšší 

koncentraci než je běžně používaná pro zobrazovací studie, byla viabilita buněk snížena na 
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75 %. Sun a kol.190,191 obdobně provedli nejen in vitro cytotoxicitní testy (lidské prsní 

nádorové buňky MCF-7 a lidské buňky nádoru tlustého střeva), ale také in vivo působení 

uhlíkových QDs a určení buněčné mortality, proliferace a viability. Tato studie prokázala více 

než 80 % buněčnou viabilitu při koncentracích 0,1 mg/mL. Při čtyřtýdenních in vivo testech 

na myších typu CD-1 nebyly prokázány žádné klinické příznaky a nebyly pozorovány žádné 

abnormality a nekrózy na orgánech.  

Výborné optické vlastnosti, jednoduchá příprava, chemická inertnost, nízká toxicita 

a dobrá biokompatibilita předurčují jejich využití v technikách biologického značení in vitro 

i in vivo.191–193 Schopnost příjmu uhlíkových QDs buňkami je zřejmě způsobena endocytózou 

s teplotní závislostí (při nízkých teplotách je proces potlačen), avšak úplně přesný 

mechanizmus tohoto procesu není doposud znám.171 

Dalšími oblastmi aplikačního využití těchto struktur je použití ve fotokatalýze194 

nebo v optických senzorech.195 Nedávná studie také popsala schopnost uhlíkových QDs 

fotoredukovat kovy, jmenovitě stříbrné ionty na elementární stříbro za použití 

monochromatické Xe obloukové lampy.196  

2.6 Povrchová modifikace (funkcionalizace) nanočástic 

V biologických aplikacích jsou obvykle monodisperzní nanočástice povrchově 

upraveny adsorpcí uhlovodíků o různých délkách řetězců pro zaručení stability, 

biokompatibility a hydrofility. Existuje široká škála organických molekul, které mohou být 

využity k povrchové modifikaci nanočástic. Mezi monomerní látky patří například kyselina 

citrónová, glutamová, monosacharidy, dopamin, algináty, silany, lipidy (tvorba lipidových 

micel). Polymerní látky mohou být přírodní povahy (chitosan, dextran, polysacharidy, 

proteiny, nukleové kyseliny) nebo syntetické (polyethylenglykoly, dendrimery či kopolymerní 

látky).3,4  

Nanočástice, které jsou vysoce monodisperzní, s vysokou krystalinitou a minimem 

krystalografických defektů, jsou většinou stabilizované uhlovodíky s dlouhým řetězcem, které 

způsobují hydrofobní charakter jejich povrchu. Pro takové nanočástice je nezbytná adsorpce 

surfaktantu nebo jeho výměna. Adsorpce surfaktantu se dosahuje použitím molekul 

amfifilního charakteru, které obsahují jak hydrofobní (zaručuje adsorpci na hydrofobní 

molekulu na povrchu nanočástice), tak hydrofilní část (orientovanou do okolního prostředí 

a dávající nanočásticím hydrofilní povahu a zaručující rozpustnost ve vodě). Pro přímou 

výměnu hydrofobního řetězce na povrchu nanočástic za surfaktant se používají bifunkční 
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molekuly. Jedna funkční skupina je zpravidla schopna vytvořit silnou chemickou vazbu přímo 

s povrchem nanočástice. Druhá funkční skupina na druhém konci řetězce molekuly mívá 

polární charakter, takže nanočástice jsou dobře dispergovatelné ve vodě a je umožněna jejich 

pozdější povrchová funkcionalizace aktivními molekulami.3 Velká část technik přípravy 

nanočástic je založena na nukleačních reakcích, které probíhají přímo v prostředí, které 

obsahuje polymerní látky nebo surfaktanty. Jejich chemická povaha a koncentrace pak 

ovlivňuje stabilitu částic, jejich uspořádání, tvar a velikost. Pro stabilizaci nanočástic, popř. 

funkcionalizaci jejich povrchu jsou často využívány techniky, kdy v prvním kroku jsou 

připraveny nanočástice (např. koprecipitačními metodami) a v druhém kroku jsou povrchově 

modifikovány.4 

2.6.1 Chitosan – přírodní polymer 

Chitosan je polymer, který se přirozeně vyskytuje v některých plísních 

(Mucoraceae),197 ale pro jeho průmyslové využití je připravován alkalickou deacetylací 

jiného přírodního polymeru – chitinu, který je druhým (po celulóze) nejvíce rozšířeným 

polymerem produkovaným biosyntézou na světě. Chitosan je poly[–(1–4)–2–amino–2–

deoxy–D–glukopyranóza] a jeho struktura je naznačena na obr. 10.198 Chitosan je tedy 

kopolymer sestávající z N–acetyl–D–glukozaminové a D–glukozaminové jednotky, jejichž 

zastoupení se může lišit a je závislé na stupni deacetylace.199 Tento polykationtový polymer 

obsahuje jednu aminovou a dvě hydroxylové skupiny na jednu glukozaminovou jednotku. 

Uhlíková kostra je zde velmi podobná celulóze, tvoří ji –1,4–D–glukozamin s variabilním 

stupněm N–acetylace.200 

 

 
Obr. 10: Schéma přechodu mezi chitinem a chitosanem, který je závislý na stupni deacetylace (DA). 

Pokud má polymer DA<50 %, mluvíme o chitinu, pokud je DA>50 %, jedná se o chitosan. Převzato 

z Kumiraska a kol.198 
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Hlavními komerčními zdroji chitinu jsou schránky vodních organismů, mušle, odpad 

z krevet, mořští raci. Ve světě jsou ročně sklízeny milióny tun chitinu, a proto chitosan 

představuje levný a snadno dostupný biopolymer.200 Chitosan se získává termochemickou 

deacetylací chitinu v alkalickém prostředí. Nejběžnějšími metodami přípravy jsou hydrolýzy 

acetátové pozice chitinu hydroxidem sodným, draslelným nebo bezvodým hydrazinem či 

síranem hydrazinu.201 Reakční podmínky deacetylace určují molekulovou hmotnost polymeru 

a stupeň deacetylace. 

Chemické a biologické vlastnosti polymeru chitosanu jsou závislé na jeho struktuře 

(stupni deacetylace a molekulové hmotnosti). Komerčně dostupný chitosan (společnost 

Sigma-Aldrich) je dodáván ve dvou variantách, o nízké a vysoké molekulové hmotnosti. 

Chitosan o nízké molekulové hmotnosti spadá s délkou řetězce do oblasti 20–190 kDa se 

stupněm deacetylace do 75 %. Chitosan o vysoké molekulové hmotnosti má délku řetězce 

v rozmezí 190–375 kDa se stupněm deacetylace nad 75 %.200 Chitosan je rozpustný 

v kyselých vodných roztocích o pH menších než 6, a to díky protonizaci aminové skupiny, 

která se stane kladně nabitou. Naproti tomu při pH větších než 6 je aminová skupina 

deprotonovaná, chitosan tak ztrácí svůj náboj a stává se nerozpustným (obr. 11). Zóna 

přechodu mezi rozpustným a nerozpustným stavem je tedy mezi pH 6–6,5, jelikož disociační 

konstanta chitosanu pKa (~ 6,5) je závislá na stupni N–deacetalace, molekulové hmotnosti 

a též na metodě přípravy.202 Další vlastností závislou na struktuře chitosanu je viskozita, která 

vzrůstá se vzrůstající koncentrací, snížením teploty a vzrůstem stupně deacetylace.  

 

 
Obr. 11: Schéma chitosanu při přechodu mezi rozpustnou a nerozpustnou formou, která je závislá na 

pH prostředí. Převzato z Kumiraska a kol.198 

 

U chitosanu a jeho derivátů byla prokázána toxicita proti bakteriím, kvasinkám 

i parazitům. Jumaa a kol.203 ve své práci popsali antibakteriální účinek chitosanu vůči 

bakteriím Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans a Aspergillus 

niger. Ve své studii (porovnání dvou typů chitosanu) odhalili závislost toxicity na délce 
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řetězce a stupni deacetylace a optimální účinek inhibice při pH 5–5,3. Chitosan, stejně jako 

i jeho deriváty, vykazují antifungální aktivitu např. pro Fusarium oxysporium druh 

vasinfectum, Alternaria solani a Valsa mali,204 a dokonce byla odhalena i jeho toxicita proti 

parazitům.205 Těchto několik uvedených studií, ale i řada dalších jednoznačně popisují toxické 

vlastnosti proti mikroorganizmům, které mohou být využity v řadě aplikací eliminujících 

patogenní organizmy při infekčních nemocích nebo v potravinářském průmyslu. 

Chitosan patří mezi netoxické, biologicky kompatibilní polymery pro vyšší 

organismy, což bylo prokázáno řadou in vitro i in vivo studií. Např. Rao a kol.206  v testech 

akutní toxicity chitosanu na myších neodhalili žádné významné patologické změny jako 

podráždění očí nebo kůže ani pyrogenní vlastnosti. Arai a kol. dokonce ukázali, že hodnota 

LD50 chitosanu pro myši je větší než 16 g/kg (při orálním požití), což je hodnota srovnatelná 

s hodnotou LD50 pro sacharózu.200 Též existuje celá řada studií porovnávajících jednotlivé 

deriváty chitosanu, jejich biodistribuci v živých systémech stejně jako jejich 

biodegradaci.200,207 V závislosti na chemické modifikaci se liší i jejich působení na živé 

systémy, ale většina studií potvrzuje, že se jedná o skupinu látek v podstatě netoxické povahy. 

Navíc byly odhaleny jeho specifické biologické vlastnosti, jako je biodegradabilita, 

analgetické, protinádorové, hypocholesterolické, antimikrobiální a antioxidační funkce, které 

jsou závislé na fyzikálních vlastnostech tohoto polymeru (stupeň a homogenita deacetylace, 

délka řetězce).200  

Díky svým vlastnostem a minimální toxicitě patří chitosan k bezpečným 

a přístupným materiálům nacházejícím uplatnění v řadě aplikací. Z biochemicko-

farmaceutických aplikací nachází své uplatnění v technikách hojení kostních tkáních, 

chrupavek, jater, nervového systému, ran, dále jako nosič léčiv, peptidů/proteinů, růstových 

faktorů, antibiotik, vakcín, kde se využívá ke kontrolovanému uvolnění těchto biologicky 

aktivních látek. Dále je využíván k tvorbě membrán, genové terapii (chitosan velmi dobře 

váže záporně nabité molekuly, tedy i DNA) či pro zobrazovací techniky (chitosan je 

chelatační činidlo pro těžké kovy).200  

2.7 Bimetalické nanočástice a multikomponentní nanomateriály 

Bimetalické nanočástice a multikomponentní  nanomateriály, obsahující dvě a více 

komponent (hybridní struktury, kompozitní materiály), poutají v posledních letech velkou 

pozornost hlavně díky synergetickým vlastnostem pocházejícím právě z interakcí odlišných 

nanodomén (obr. 12).208 Multikompomentní nanosystémy představují širokou škálu 
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nanomateriálů, které se liší chemickým složením, vlastnostmi i typem propojení jednotlivých 

komponent (obr. 12). 

 

 
Obr. 12: Klasifikace hybridních nanomateriálů podle tří odlišných kritérií. Převzato z López-Lorente 

a kol.209 

 

Z chemického hlediska mohou takovéto struktury být anorganické (křemíkové 

nanosféry, borazinové nanotrubky, polovodičové kvantové tečky, nanočástice kovů a jejich 

oxidů), organické (fulereny, uhlíkové nanotrubky, dendrimery) nebo smíšené (uhlíkové 

nanotrubky funkcionalizované ferocenem, zlaté nanočástice funkcionalizované cyklodextriny 

nebo také nanostruktury funkcionalizované biomolekulami) povahy.8,209  Nanočásticové 

složky v těchto strukturách mohu být k sobě vázané skrz organické nebo anorganické 

molekulové můstky, nebo mohou být přímo vázány jedna k druhé.209 Například dvě kvantové 

tečky mohou být k sobě vázané skrz molekuly obsahující dvě thiolové skupiny nebo kvantová 

tečka může přímo vzniknout a růst na povrchu uhlíkových nanotrubek. 

Výhody multikomponentních struktur spočívají ve třech aspektech. Prvním je 

možnost spojení různých vlastností, které jsou charakteristické pro jednotlivé komponenty. Ty 

mohou být nezávisle optimalizovány volbou rozměrů a ostatních parametrů jednotlivých 

komponent. Příkladem může být kombinace optických a magnetických vlastností (např. 

nanokrystaly Co/CdSe), které mohou nalézt uplatnění v bioanalýzách s optickým rozlišením 

umožňující též magnetickou manipulaci.210 Druhým aspektem je získání nových vlastností 

multikomponentních nanosystémů, které nejsou typické pro jednotlivé složky, ze kterých je 

systém utvořen. Příkladem je např. kombinace magnetického a polovodičového materiálu 

(tenká ferromagnetická vrstva na polovodičových nanostrukturách) v spinově–světlo 

emitujících diodách, tzv. Spin–LED. Feromagnetická vrstva polarizuje elektrony 

v polovodiči, které po rekombinaci s volnými dírami vyzařují kruhově polarizované 



 36 

elektrony.211 Třetí výhodou je dosažení synergetického efektu, tedy významného zlepšení 

určitých vlastností.208 Takovéto nanostruktury vykazují zajímavé magnetické, magneto–

optické, plazmonické a polovodičové vlastnosti. 

2.7.1 Základní strukturní typy hybridních nanomateriálů  

2.7.1.1 Nanočásticové struktury typu jádro-slupka (core–shell) 

Tento druh uspořádání vícesložkových nanočástic patří mezi nejčastější. Jeho 

typickými představiteli jsou polovodičové kvantové tečky, kde jeden typ polovodiče vytváří 

jádro kvantové tečky (např. CdSe) a druhý tvoří jeho obal (např. ZnS).167 Tenká pasivační 

vrstva sulfidu zinečnatého v tomto typu uspořádání zvyšuje fluorescenční výtěžek a stabilitu 

kvantových teček. Jinými představiteli jsou multifunkční nanostruktury, kde jádro je tvořeno 

magnetickým materiálem (nanočástice oxidů železa) a slupka kovem (zlato, stříbro).212 

Magnetické jádro dává hybridní struktuře magnetické vlastnosti, a tím možnost cílené 

manipulace. Vrstva zlata na povrchu umožňuje přímou imobilizaci biomolekul (ribonukleové 

kyseliny) nebo obdobně jako vrstva stříbra může představovat plazmonově aktivní složku pro 

optická zobrazení. Mechanizmus vzniku těchto struktur je založen na růstu vrstvy na předem 

připravených nanočásticových strukturách. Příkladem může být růst vrstvy Au za nízkých 

teplot na povrchu nanočástic magnetitu Fe3O4 redukcí HAuCl4 v přítomnosti oleaminu jako 

stabilizátoru a redukčního činidla. Pokud po vzniku Fe3O4–Au struktury je do redukčního 

prostředí přidán AgNO3, pak je možná i formace třetí stříbrné vrstvy.212 

 

2.7.1.2 Heterodimerní nanočástice  

Vznik těchto struktur je založen na nukleaci a růstu druhé komponenty na již předem 

připravených nanočásticích. Tento mechanismus je obdobný jako u struktur jádro–slupka 

a liší se v tvorbě zárodku a růstu druhého typu nanočástic. Tento proces je lokalizován jen do 

určitého místa na povrchu předem připravených částic a neprobíhá homogenně na celém 

jejich povrchu. Kritickým faktorem úspěšné syntézy těchto struktur je poměr nanočástic 

nosiče a koncentrace prekurzoru vznikajících částic, která musí být nižší než je potřebná 

k vytvoření homogenní vrstvy. Při procesu růstu nanočástice na povrchu je také důležitá nižší 

energie tohoto procesu, než je potřebná k nukleaci druhé nové částice.3  Příkladem může být 

příprava Au–Fe3O4 nanočástic, které vznikají dekompozicí pentakarbonylu železa Fe(CO)5 na 

povrchu Au nanočástic.213 Struktury tohoto typu je možné získat i metodami založenými na 
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přenosu elektronů mezi dvěmi komponenty během nukleace, která je závislá na polaritě 

použitých rozpouštědel.3 

 

2.7.1.3 Multikomponentní hybridní struktury 

Inkorporace různých nanomateriálů do micelárních struktur může být jedním 

z jednoduchých mechanizmů přípravy vícefunkčních hybridních struktur. Příkladem může být 

inkorporace magnetických nanočástic (hydrofobní Fe3O4), polovodičových kvantových teček 

(CdSe/ZnS), molekul doxorubicinu a poly(laktik–glykolové) kyseliny do hydrofóbní části 

Pluronic–F127 micel.214 Základem těchto nanostruktur je biokompatibilní nosič, např. 

poly(laktik–glykolová) kyselina, která umožňuje kontrolované uvolnění hydrofobních 

komponent majících terapeutické účinky (doxorubicin, protinádorové léčivo) přímo 

v buňkách. Ostatní komponenty zde hrají též důležité role. Magnetické nanočástice Fe3O4 

umožňují magnetickou kontrolu nad micelami a mohou být též využity pro zobrazení 

magnetickou rezonancí MRI. Kvantové tečky pak mohou sloužit pro optické zobrazení 

k identifikaci distribuce v živých systémech na buněčné úrovni. 

 

2.7.1.4 Magnetické hybridní nanomateriály  

Nanočásticové magnetické materiály díky svým vlastnostem (tvar a velikostní 

distribuce částic v řádech několika jednotek až desítek nanometrů, možnost kontrolovat pohyb 

vnějším magnetickým polem, či možnost jejich využití jako zobrazovací sondy pro MRI) 

nacházejí uplatnění v široké škále biologických, biochemických, medicínských nebo 

environmentálních aplikací. Multifunkční hybridní nanomateriály, jejichž základ je tvořen 

právě magnetickými nanočásticemi, lze obecně rozdělit do dvou hlavních skupin (jak je 

znázorněno na obr. 13).8 První skupinu tvoří molekulárně funkcionalizavané magnetické 

nanočástice. Molekuly mající biologickou funkci, jako jsou protilátky, ligandy, receptory, 

proteiny, léčiva, mohou být imobilizovány na magnetické částice, které tak mohou získat 

biologickou funkci a vysokou selektivitu a sensitivitu k požadovaným procesům. Druhou 

skupinou jsou nanomateriály, které v sobě kombinují více funkčních nanostruktur, často 

tvořící “core-shell“ struktury nebo heterodimerní částice.  
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Obr. 13: Schéma znázorňující multifunkční magnetické nanokompozitní materiály a jejich potenciální 

aplikace. Převzato z Gao a kol.8 

 

V molekulárně funkcionalizovaných hybridních materiálech plní magnetické 

nanočástice funkci zobrazovacího sensoru (MRI), umožňují cílenou dopravu aktivních látek, 

jejich magnetickou separaci, popř. mohou plnit i jinou specifickou funkci, jak je tomu 

u terapie hypertermií.10 Biomolekuly imobilizované na povrchu MNPs pak mají dle své 

povahy specifické funkce. Imobilizace ligandu či protilátky na povrchu nanočástice umožňuje 

její vysoce selektivní interakci s jinou biomolekulou (antigenem). Magnetické navedení 

hybridních struktur do místa účinku spojené s vysokou afinitou jen k určitým entitám 

umožňuje jejich využití v detekcích bakterií, patogenů, nádorových buněk, specifických 

buněk, v cílené dopravě léčiv, terapeutických genů (krátké fragmenty RNA nebo siRNA), 

nádorově–specifických ligandů, nebo také pro cílenou terapii kmenovými buňkami.3,9 

Imobilizace proteinů, enzymů, nukleových kyselin či jejich fragmentů na vhodně povrchově 

upravený magnetický nosič umožňuje jejich purifikace za využití magnetické separace nebo 

je lze „recyklovat“ a opakovatelně je použít. Tohoto se využívá především při získávání 

biologických molekul ze složitých směsí (extrakce DNA z krve za využití MNPs 

modifikovaných dendrimery)215 nebo pro opakovatelné použití enzymů v katalytických 

reakcích (imobilizace trypsinu na MNPs a jeho využití v proteomice)216. Konjugací 

magnetických nanočástic s organickými barvivy lze vizualizovat biologické procesy jak 

technikami MRI, tak optickým zobrazením. Ačkoliv fluorescenční značení nanočástic patří 

mezi velmi rozšířené techniky hlavně v oblastech in vivo analýz, doposud využívané 

organické značky jsou limitovány omezeným průnikem fluorescenčního záření skrz tkáně. Pro 

tato zobrazení jsou dnes požadovány fluorofory emitující záření v oblastech vlnové délky nad 

700 nm, tedy v blízké infračervené oblasti.8 Z tohoto pohledu se jeví být zajímavou skupinou 
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uhlíkové kvantové tečky, u kterých by mohlo být dosaženo emise záření v této oblasti 

vhodnou volbou prekurzoru a jejich povrchové modifikace. 

Také možnost inkorporace více nanorozměrných komponent v jednu entitu přitahuje 

velký zájem především z pohledu získání multifunkčních materiálů. Magnetické nanočástice 

mohou sloužit k ukotvení kovových částic (stříbra, zlata, platiny, mědi), částic oxidů kovů 

(oxidu titaničitého) nebo složitějších struktur (polovodičových nebo uhlíkových kvantových 

teček). Příklady jejich strukturního uspořádání i principy jejich přípravy byly obecně popsány 

již výše (kap. 2.7.1). Magnetické nanočástice (dávající systému magnetické vlastnosti) často 

tvoří matrici pro imobilizaci nebo přímo vznik nanočástic jiné povahy. Ty pak podle svého 

chemického složení, velikosti nebo tvaru mohou dát vzniklému systému vlastnosti optické 

(Au, Ag, Pt, QDs), katalytické (TiO2), antimikrobiální (Ag, Cu) nebo elektrické (uhlíkové 

nanotrubky).1 Příkladem nanokompozitních částic mohou být částice, jejichž jádro je tvořeno 

nanočásticí kobaltu, která je obalena polovodičovou vrstvou CdSe.210 Patří tak mezi čistě–

anorganické částice, které vykazují fotoluminiscenční a magnetické vlastnosti. Mezi čistě 

anorganické materiály patří i Au– a Ag–obalené nanočástice magnetitu, které v sobě 

kombinují magnetické a tzv. „plazmonické“ vlastnosti.212 Navíc vhodnou kombinací kovů Au 

a Ag a volbou tloušťky povrchové vrstvy, kterou tvoří, může docházet k posunu absorpčního 

píku připravených částic do nižších nebo vyšších vlnových délek a cíleně tak ovlivňovat jejich 

optické vlastnosti. Jiným typem magnetických kompozitních materiálů tvoří anorganicko–

organické systémy. Příkladem mohou být kompozity, ve kterých jsou funkční jednotky dány 

nanočásticemi kovů nebo jejich oxidů avšak nezbytná je i přítomnost polymeru (popř. 

monomeru), který stabilizuje strukturu, kotví její jednotlivé komponenty nebo umožňuje dále 

kompozit funkcionalizovat. Významnou skupinou tohoto typu jsou např. systémy založené na 

oxidech železa a stříbrných nanočásticích.160,217–219 Magnetické, optické (SERS), katalytické, 

antimikrobiální čí antivirální vlastnosti těchto materiálů pak předurčují jejich široké použití 

v různých odvětvích a aplikacích. 
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3 KOMENTÁŘE A DISKUZE JEDNOTLIVÝCH  

PUBLIKAČNÍCH VÝSTUPŮ  
 

Tato část disertační práce obsahuje shrnutí a komentář nejdůležitějších výsledků, 

prezentovaných autorem v publikacích ve vědeckých periodikách zaměřených na 

materiálovou vědu. Rozbor jednotlivých publikací, na kterých se autor podílel, popř. jejich 

rozšíření, je řešen formou volného komentáře a plné znění těchto publikací je uvedeno 

v příloze (kap. 7). Jednotlivé výstupy jsou zaměřeny na povrchovou modifikaci bakteriálního 

magnetitu, který byl použit jako biokompatibilní magnetický nosič o uniformní velikosti 

částic, na jehož základě byly připraveny kompozitní materiály specifických vlastností. Dále 

byl také připraven kompozitní nanomateriál založený na nanočásticích nulamocného železa, 

které byly využity jako bifunkční matrice, mající magnetické a redukční vlastnosti. Připravené 

nanomateriály byly charakterizovány řadou technik a byly také stanoveny základní vlastnosti 

předurčující jejich aplikace. Jednotlivé kapitoly popisující připravené nanostrukturní 

materiály jsou následně vztaženy k jednotlivým publikacím:  

 

(i) Povrchová úprava nanočástic oxidů železa izolovaných z Magnetospirilla 

gryphiswaldense pro biochemické a biomedicíncké aplikace. 

(Surface engineering of iron oxide nanoparticles isolated from Magnetospirillum 

gryphiswaldense for biochemical and biomedical applications). 

 

(ii) Syntéza a vlastnosti „core–shell“ fluorescenčních hybridních nanostruktur na bázi 

uhlíkových teček. 

(Synthesis and properties of core–shell fluorescent hybrids with distinct morphologies based 

on carbon dots). 

 

(iii) Magnetické antimikrobiální kompozitní materiály založené na chitosanem 

modifikovaných nanočásticích biogenního magnetitu a nanočásticích stříbra 

s kontrolovatelnou velikostní distribucí. 

(Chitosan-based synthesis of magnetically–driven nanocomposites with biogenic magnetite 

core, controlled silver size, and high antimicrobial activity). 
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(iv) Na vzduchu stabilní bimetalické nanočástice Fe–Ag pro pokročilé antimikrobiální 

aplikace a odstranění fosforu. 

(Air stable magnetic bimetallic Fe–Ag nanoparticles for advanced antimicrobial treatment and 

phosphorus removal). 

 

(v) Termostabilní konjugáty trypsinu imobilizované na biogenním magnetitu vykazující 

vysokou stabilitu a opakovatelné použití pro proteinové štěpení. 

(Thermostable trypsin conjugates immobilized to biogenic magnetite show a high operational 

stability and remarkable reusability for protein digestion). 

 

3.1 Povrchová úprava nanočástic oxidů železa izolovaných 

z Magnetospirilla gryphiswaldense pro biochemické a biomedicíncké 

aplikace 

Bakteriální magnetit, který vzniká biologicky kontrolovanou mineralizací, je díky 

svým unikátním vlastnostem velmi zajímavou alternativou laboratorně připravovaných 

magnetických částic. Pro přípravu těchto nanočástic byla v naší laboratoři zavedena procedura 

kultivace kmene Magnetospirillum gryphiswaldense MSR–1 v laboratorním 10L fermentoru 

(R’Alf Plus System, Bioengineering AG, Switzerland). Magnetit ve formě magnetozomů byl 

izolován metodou založenou na mechanickém rozrušení bakteriální membrány a následně 

purifikován magnetickou separací boron–neodymovým magnetem.  

Pro modifikaci povrchu byla zvolena metoda odstranění magnetozomální membrány 

a následné obalení (stabilizace, funkcionalizace povrchu) polymery. Pro odstranění membrány 

bylo testováno několik činidel: dodecylsulfát sodný SDS, chlorid cetyltrimethylammonný 

CTAC, polyethylen glycol p–(1,1,3,3-tetramethylbutyl)-phenyl ether TRITON, 2M hydroxid 

sodný NaOH a extrakční roztok chloroform:methanol:hexan, 1:1:1. Jejich působení bylo 

podpořeno sonikací nebo vyšší teplotou (98 °C). Z provedené SDS–elektroforézy (obr. 13) 

a porovnání TEM záznamů (obr. 14) jednotlivých vzorků byla činidla SDS a NaOH při 

použití vyšší teploty nejlepšími detergenty a byla dále používány pro odstranění 

magnetozomální membrány z povrchu nanočástic. 
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Obr. 13: SDS-elektroforetické dělení zbytkových proteinů magnetozomální membrány po její 

solubilizaci: působením (a) vyšší teploty a (b) sonikací. Linie 1: magnetozomy, linie 2: SDS, linie 3: 

CTAC, linie 4: TRITON, linie 5: NaOH, linie 6: extrakční činidlo lipidů, linie 7: standard proteinů. 

 

 
Obr. 14: TEM zobrazení a porovnání jednotlivých vzorků po odstranění magnetozomální membrány. 

 

Jelikož vzorky, u kterých byla magnetozomální membrána odstraněna působením surfaktantů 

SDS a CTAC, vykazovaly velmi malý stupeň agregace (jak je vidět i na snímcích v obr. 14), 

byl též změřen povrchový náboj těchto částic (zeta potenciál, tab. 1). Pro částice po odstranění 

membrány záporným surfaktantem SDS byl stanoven zeta potenciál velmi negativní (–50 

mV), pro částice, kdy byl použit kladný surfaktant CTAC, naopak pozitivní (51 mV). Tyto 

hodnoty naznačují, že povrch bakteriálního magnetitu byl částečně stabilizován adsorpcí 

těchto surfaktantů. Z tohoto důvodu byla pro některé aplikace zvolena cesta odstranění 

magnetozomální membrány metodou saponifikace, tedy působením 2 M roztoku NaOH.  
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Tab. 1: Stanovení hodnot zeta potenciálu pro vzorky, u kterých byla odstraněna magnetozomální 

membrána surfaktanty SDS a CTAC při 98 °C. 

Vzorek   Inkubace Zeta potenciál [mV] 

magnetozomy – –23 ± 6 

vzorek po SDS 98 °C, 1 h –50 ± 9 

vzorek po CTAC 98 °C, 1 h  51 ± 5 

 

Dále byl také sledován vliv teploty (98 °C), která je zapotřebí k odstranění magnetozomální 

membrány, a která může způsobit částečnou oxidaci povrchu těchto částic. Mössbauerovou 

spektroskopií za pokojové teploty bylo odhaleno, že již magnetit získaný ve formě 

magnetozomů je nestechiometrický (obr. 15a). Tato skutečnost může být dána třemi faktory. 

Prvním jsou neoptimální podmínky během kultivace samotných bakterií, které je někdy 

obtížné přesně nastavit a udržet po celou kultivační dobu. Druhým pak může být proces 

izolace magnetozomů, kdy je potřeba vysokých tlaků k rozbití buněčné stěny a třetím je jejich 

dlouhodobé uchování, při kterém též může být povrch částečně oxidován vodným kyslíkovým 

prostředím, ve kterém jsou magnetozomy standardně uchovávány. Magnetozomy, které byly 

inkubovány 1 h ve vodném prostředí při 98 °C, vykazovaly vyšší stupeň oxidace (obr. 15b). 

Poměr jednotlivých fází Fe–O byl určen Mössbauerovou spektroskopií za pokojové teploty 

v externím magnetickém poli 5 T (obr. 16). Složení Fe-O fází magnetických částic po 

inkubaci při 98 °C tak bylo stanoveno na (68  5) % magnetitu a (32  5) % maghemitu. 

Pravděpodobně tak vlivem podmínek během izolace, purifikace a odstranění magnetozomální 

membrány vzniká magnetická core-shell struktura o složení nanočástic magnetit–maghemit. 

Parametry jednotlivých Fe–O fází jsou uvedeny v tab. 2. 
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Obr. 15: Mössbauerova spektra získaná za pokojové teploty a bez působení vnějšího magnetického 

pole; (a) purifikované magnetozomy, (b) magnetozomy inkubované 1 h při 98 °C. 

 

 

Obr. 16: Mössbauerovo spektrum magnetozomů inkubovaných 1 h při 98 °C, které bylo získáno za 

pokojové teploty ve vnějším magnetickém poli 5 T.  
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Tab. 2: Mössbauerovy parametry magnetozomů a magnetozomů inkubovaných 1 h při 98 °C. 

Vzorek 
Bext [T] komponenta 

   0,02 

[mm/s] 

ΔEQ  0,02 

[mm/s] 

Bhf  0,5 

[mm/s] 

RA  2 

[%] pozn. 

magnetozomy 0 sextet 1 0,29 0,01 48,3 47,8 
Fe3+ v tetraedral. pozici 

magnetitu 

  sextet 2 0,64 0,03 45,2 52,2 
Fe2+ + Fe3+ v oktaedral. 

pozici magnetitu 

magnetozomy 

inkubované 1 h 

při  98 °C 

0 sextet 1 0,31 0,01 48,8 82,2  

  sextet 2 0,55 0,02 44,7 17,8 
 

 

magnetozomy 

inkubované 1 h 

při  98 °C 

5 sextet 1 0,29 0,01 53,3 29,5 
Fe3+ v tetraedral. pozici 

magnetitu 

  sextet 2 0,64 0,03 42,0 32,2 
Fe2+ + Fe3+ v oktaedral. 

pozici magnetitu 

  sextet 3 0,26 0,02 53,3 13,9 
Fe3+ v tetraedral. pozici 

maghemitu 

  sextet 4 0,35 0,02 45,9 24,3 
Fe3+ v oktaedral. pozici 

maghemitu 

Bext je externí magnetické pole paralelní ke směru chodu paprsku,   je centrální posun, ΔEQ je kvadrupólové 

štěpení, Bhf je magnetické hyperjemné pole a RA je relativní plocha spektra. 

Získaná spektra byla zpracována programem MossWinn proložením Lorenzovou křivkou metodou nejmenších 

čtverců. 

 

Pro obalení bakteriálního magnetitu byly zvoleny biokompatibilní, biodegradabilní, stabilní 

a netoxické polymery: přírodní polymery chitosan a dextran, dále pak deriváty chitosanu N–

trimethylchitosan a O–carboxymethyl chitosan a Tween 20. Díky svým vlastnostem, možnosti 

využít jak hydroxylové, tak i aminové skupiny, cenové dostupnosti a jednoduchosti přípravy 

byl chitosan vybrán pro další aplikace. Hybridní struktura bMNPs–chitosan byla využita jako 

magnetický nosič pro tvorbu nanokompozitního antimikrobiálního materiálu bMNPs–Ag 

(kapitola 3.3) a pro imobilizaci enzymu trypsinu (kapitola 3.5) 
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3.2 Syntéza a vlastnosti core–shell fluorescenčních hybridních 

nanostruktur na bázi uhlíkových teček 

Multifunkční fluorescenční nanostrukturní materiály mohou nalézt uplatnění v řadě 

bioaplikací. Příprava fluorescenčních nanohybridů byla vyvinuta na imobilizaci hydrofilních 

uhlíkových kvantových teček (s povrchovou kvartérní amoniovou skupinou –N(CH3)3)179 na 

povrchu bakteriálních magnetických nanočástic, což usnadnilo jejich charakterizaci díky 

využití magnetické separace. Metoda imobilizace kvantových teček byla dále rozšířena i na 

jiné nanočásticové struktury: nanočásticové stříbro (AgNPs) a uhlíkové nanotrubky (CNTs), 

čímž byla tato metoda zobecněna pro širokou škálu nosičů. Díky faktu, že kvartérní amoniová 

skupina nemohla být přímo využita pro kovalentní imobilizaci, bylo využito jejího silného 

náboje pro elektrostatickou interakci.  

Metoda imobilizace kvartérních uhlíkových teček (QCDs) má dva významné 

aspekty, které musejí být zachovány pro dosažení jejich adsorpce na povrch nosiče. Prvním je 

velmi zásadité pH, stanovené řadou experimentů na hodnotu 12. Tato hodnota je nezbytná pro 

adsorpci i větších množství kvartérních uhlíkových teček (maximální testovaný hmotnostní 

poměr byl 1:5 bMNPs:QCDs). Při pH 11 dochází též k adsorpci, avšak daleko menších 

množství. Při pH 10 pak adsorpce nebyla téměř pozorována, jak je patrné z porovnání 

fotografií vzorků po adsorpci QCDs a magnetické separaci (obr. 17).  

 

Obr. 17: Vliv pH a množství uhlíkových kvantových teček na schopnost adsorpce na povrch 

bakteriálních magnetických částic. Vzorky QD označují roztok čistých kvantových teček 

v koncentraci, která byla použita pro imobilizaci na povrch bMNPs. mQD označují vzorky po 

imobilizaci kvantových teček při daném pH a při použití dvou hmotnostních poměrů bMNPs:QCDs 

(1:1 vždy vlevo, 1:5 vždy vpravo). 

Druhou podmínkou je záporně nabitý povrch nosiče pro snadnější adsorpci QCDs. Tato 

podmínka platí pro většinu nanočástic bez povrchové modifikace (např. bMNPs, jejich 
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izoelektrický bod je daleko menší než pH 12, tedy při tomto pH má jeho povrch záporný 

náboj). Pro nanočástice, které vyžadují stabilizaci surfaktantem, aby nedošlo k jejich dalšímu 

růstu (např. Ag nanočástice), je možné využít záporně nabitých stabilizačních činidel (např. 

kyselinou citrónovou) nebo zajištění záporného náboje oxidací (vytvoření karboxylové 

skupiny na povrchu CNT pomocí kys. dusičné). Kvartérní aminová skupina na povrchu 

kvantových teček, která pochází z betainu, umožňuje jejich imobilizaci na anionický substrát 

skrz elektrostatické interakce (obr. 18). 

 

Obr. 18: Schéma imobilizace QCDs na anionický substrát skrz elektrostatické interakce při pH 12. 

 

Důležitým poznatkem jsou také morfologické změny ve struktuře kvantových teček při tak 

zásaditých pH, které zřejmě usnadňují imobilizaci. Při porovnání snímků z transmisní 

elektronové mikroskopie je patrné, že po imobilizaci si QCDs nezachovávají svou 

nanočásticovou strukturu, ale vytvářejí na površích substrátů vrstvu, jejíž tloušťka je závislá 

na použitém hmotnostním poměru substrát:QCDs. TEM a kapilární elektroforéza odhalily, že 

při pH >10 dochází k rozpadu nanočásticové struktury, která je zřejmě způsobena alkalickou 

hydrolýzou vazeb, „rozpuštěním“ původního uspořádání a vzniku oligomerních fragmentů. 

Při pH 11 dochází k částečnému a při pH 12 pak k úplnému procesu rozpadu původní 

struktury QCDs. Hybridní nanostruktury dále byly charakterizovány technikami transmisní 

elektronové mikroskopie s vysokým rozlišením, magnetickým měřením SQUID a byl 

stanoven zeta potenciál. Tyto techniky potvrdily rovnoměrnou adsorpci QCDs na povrchu 

substrátu (rovnoměrná distribuce uhlíku, snížení magnetizace, kladný povrchový náboj). 
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Fluorescenční vlastnosti byly ověřeny a potvrzeny fluorescenční mikroskopií proměřením 

absorpčních a fluorescenčních spekter. Biokompatibilita bMNPs–QCDs hybridního systému 

byla ověřena na mezenchymálních kmenových buňkách. Příjem těchto částic buňkami 

(pozorováno v 24.–72. hodině) nezpůsobil žádný pozorovatelný negativní efekt na buněčný 

růst a proliferaci buněk (obr. 19), což naznačuje velmi nízkou toxicitu tohoto systému. 

 
Obr. 19: „In vitro“ značení kmenových buněk nanokompozitním materiálem bMNPs–QCDs. Snímek 

(kombinace fázového kontrastu s fluorescenčním módem) byl pořízen po 72 hodinách inkubace.   

 

3.3 Magnetické antimikrobiální kompozitní materiály založené na 

chitosanem modifikovaných nanočásticích biogenního magnetitu 

a nanočásticích stříbra s kontrolovatelnou velikostní distribucí 

Chitosan je přírodní biokompatibilní a biodegradabilní polymer mající dvě funkční 

skupiny: hydroxylovou a aminovou. Tento polymer byl využit k obalení bakteriálních 

magnetických nanočástic vedoucí k získání magnetického hybridního systému. Pro přípravu 

hybridu byla zvolena metoda „cross–linking“ využívající rozpustnosti tohoto polymeru 

v kyselých pH a jeho precipitaci v pH bazických. Chitosan byl tedy rozpuštěn v kyselém pH 

a nechán adsorbovat na povrch bMNPs. Poté byla suspense vpravena do zásaditého roztoku, 

kde došlo k precipitaci chitosanu na povrchu nanočástic a vznikla tak rigidní hybridní 

struktura magnetit-chitosan (mCH). Volné aminové skupiny chitosanu na povrchu tohoto 

systému pak byly využity k ukotvení stříbrných iontů a jejich redukci na stříbrné nanočástice 

(obr. 20). Pro charakterizaci připravených kompozitních systémů mCH–Ag byla použita 
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transmisní elektronová mikroskopie doplněná technikou prvkového mapování, rentgenová 

difrakce, atomová absorpční spektroskopie a infračervená spektroskopie.  

 

 

Obr. 20: Schéma uspořádání kompozitního systému mCH-Ag. 

 

Pro přípravu tohoto systému byly optimalizovány podmínky, a to pH a teplota, 

jejichž správnou volbou může být celý proces urychlen. Pro optimální redukci, která proběhla 

během 15 min., bylo třeba pH upravit na hodnotu 12 a teplotu reakce na 80 °C. Během těchto 

podmínek proběhla úplná redukce přítomných stříbrných iontů. Tímto bylo také dosaženo 

možnosti regulovat velikost částic stříbra a obsah stříbrné složky na povrchu magnetického 

hybridu, a to počáteční koncentrací stříbrné soli. Při nejnižší testované koncentraci bylo 

dosaženo průměrné velikosti stříbrných nanočástic 7 nm, při nejvyšší koncentraci 17 nm. Tato 

regulace velikosti stříbrné složky je stěžejní hlavně pro antimikrobiální aktivitu tohoto 

připraveného kompozitního materiálu.  

Antimikrobiální aktivita (stanovená v laboratoři prof. M. Koláře, Ph.D., Ústav 

molekulární a translační medicíny) byla testována proti široké škále patogenních organizmů, 

deseti bakteriálním a čtyřem plísňovým druhům. Pro hybrid mCH nebyla antimikrobiální 

koncentrace stanovena (maximální testované množství 400 mg/L), ačkoliv i samotný chitosan 

může takovéto vlastnosti vykazovat. Hodnoty minimálních koncentrací kompozitů 

způsobující inhibici mikroorganizmů byly stanoveny v rozmezí 1,9–125 mg/L (vztaženo na 

hmotnost kompozitu). Jednotlivé hodnoty se lišily pro jednotlivé druhy bakterií i plísní. Tato 
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rozmanitost je pravděpodobně dána rozdíly hlavně mezi stavbou membrány jednotlivých 

druhů. Také hodnoty stanovené pro kompozity s nejnižším a největším obsahem stříbra 

vykazovaly značné rozdíly. Ty ovlivnily zřejmě koncentrace stříbrné fáze v jednotlivých 

kompozitech a také velikosti stříbrných nanočástic. Tyto dva faktory spolu s druhem bakterie 

nebo plísně ovlivnily nejmenší možnou koncentraci kompozitů potřebnou k inhibici růstu 

zkoumaných patogenních mikroorganizmů. Přesto výsledky získané pro odhalení působení 

těchto nanomateriálů na patogenní organizmy se řadí mezi nejlepší doposud publikované.  

Magneticky separovatelný kompozit založený na bakteriálních magnetických 

nanočásticích, nanočásticích stříbra a chitosanu, prokázal význačné antimikrobiální vlastnosti. 

Chitosan zde hraje hned několik rolí, které především zjednodušují přípravu materiálu 

majícím magnetické a antimikrobiální vlastnosti. Chitosan zde kotví a stabilizuje magnetické 

nanočástice, zachycuje z prostředí stříbrné ionty a redukuje je v zásaditém prostředí na 

nulamocné stříbro za vytvoření nanočástic. Díky tomuto polymeru probíhá redukce stříbra jen 

na povrchu magnetického hybridu a neumožňuje jeho uvolnění. Celý kompozit je tedy plně 

magneticky separovatelný a řiditelný. Bakteriální magnetické nanočástice zde byly použity 

jako výborný studijní materiál, avšak tato metoda je aplikovatelná i na jiné magnetické 

substráty, a tedy obdobné nanokompozity mohou být využity i ve větších aplikačních 

měřítcích.  

 

3.4 Na vzduchu stabilní bimetalické nanočástice Fe–Ag pro pokročilé 

antimikrobiální aplikace a odstranění fosfátů 

Myšlenka připravit multifunkční kompozitní materiál, vykazující magnetické 

a antimikrobiální vlastnosti, co nejjednodušší cestou, vedla k vytvoření bimetalických částic 

Fe–Ag. Magnetický nosič a redukční činidlo (např. nanočástice magnetitu a chitosan, jak bylo 

uvedeno v předchozí kapitole 3.3) může být v kompozitu dáno jedinou identitou, 

nanočásticemi nulamocného železa. Nanočástice nulamocného železa jsou feromagnetické 

a v kyslíkovém vodném prostředí se oxidují na magnetické oxidy železa (magnetit, 

maghemit). To zaručuje magnetické chování tohoto substrátu a vhodnost jeho využití pro 

tvorbu magnetických kompozitů. Navíc nanočástice nulamocného železa jsou silným 

redukčním činidlem a jsou schopné adsorbovat a redukovat ionty těžkých kovů (Pd, Pb, Hg, 

Cu, atd.). Mezi ionty, které podléhají jak redukci těmito nanočásticemi, tak i adsorpci na 
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jejich povrch, patří stříbrné ionty. Tím je umožněna příprava bimetalických Fe–Ag nanočástic 

(obr. 21).  

 

Obr. 21: Schéma tvorby a struktury bimetalických nanočástic Fe-Ag  

Během redukce stříbra dochází také k reakcím mezi železem a okolním prostředí (vodou), 

které mají za následek tvorbu oxidů železa a jeho oxo–hydroxidů.  Povrch nanočástic 

nulamocného železa je tedy tvořen vrstvou tvořenou Fe3O4, γ–FeOOH a nanočásticemi 

stříbra. Tato vrstva je schopna povrch pasivovat, potlačit další oxidaci jádra na vzduchu 

a snížit agregační sílu nanočástic nulamocného železa vlivem vysoké reaktivity a velké 

plochy povrchu. Procentuální zastoupení jednotlivých fází je dáno koncentrací stříbrné soli 

použité v reakci pro tvorbu bimetalických částic. Na této koncentraci pak závisí nejen 

množství stříbrné fáze, ale i velikost nanočástic stříbra (v rozmezí 10–30 nm dle počáteční 

koncentrace Ag+ soli), obdobně jako tomu bylo u kompozitu mCh-Ag v kap. 3.3. 

S množstvím stříbrné fáze pak ubývá fází Fe–O. Magnetické Fe–O fáze (např. magnetit) pak 

přispívají k magnetickým vlastnostem, a ostatní fáze typu –FeOOH mohou přispívat 

k adsorpčním vlastnostem připravených kompozitů. Vlastnosti a složení připravených 

bimetalických částic bylo zkoumáno řadou technik: transmisní a skenovací elektronovou 

mikroskopií, Mössbauerovou spektroskopií, atomovou absorpční spektroskopií, magnetickým 

měřením SQUID, rentgenovou difrakcí. Test stability bimetalických částic (sonikace až 5 h) 

neprokázal uvolňování stříbrné složky z komplexu, a tak komplex může být magneticky 

separován nebo manipulován díky jeho vysoké saturační magnetizaci (108–124 emu. g–1, dle 

složení povrchu). 

Díky částečnému zachování nulamocného železa v jádru bimetalických částic 

(~ 50 %) je možné jejich vpravením do vodného prostředí iniciovat redukční a s nimi spojné 
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odbourávající procesy. Tato aktivita byla testována na odbourávání fosfátů z vodného 

prostředí. Všechny testované typy bimetalických částic (lišící se v procentuálním složení 

jednotlivých fází) prokázaly schopnost odbourávat fosfáty. Rychlost odbourávání je závislá na 

obsahu stříbra (s rostoucím množstvím stříbra klesá rychlost odbourávání). Stříbrná složka 

povrch bimetalických částic zřejmě pasivuje a snižuje tím rychlost odbourávání. Naproti tomu 

přítomnost Fe–O fází na povrchu napomáhá adsorpčním procesům a tím odbourávání fosfátů.  

Nanočástice nulamocného železa i stříbra jsou známé svými toxickými účinky na 

mikroorganismy. Oba typy nanočástic mají antibakteriální vlastnosti (negativně působí jak na 

Gram-pozitivní, tak na Gram-negativní bakterie). U stříbra navíc byly prokázány antifungální 

a antivirální vlastnosti. Pro vyšší organismy jejich toxicita klesá a jsou potřebné daleko vyšší 

koncentrace. Jak již bylo zmíněno dříve, nanočástice nulamocného železa podléhají ve 

vodném prostředí oxidaci, tedy stárnutí, čímž dochází ke snížení jejich toxických vlastností, 

které se dají považovat za dočasné. Naproti tomu jsou nanočástice stříbra v čase relativně 

stabilní, avšak jejich toxicita představuje environmentálně významné riziko. Proto přípravou 

bimetalických nanočástic Fe–Ag by měl vzniknout materiál požadovaných antimikrobiálních 

vlastností s možností jejich magnetické manipulovatelnosti. Testy antibakteriální 

a antifungální aktivity bimetalických Fe–Ag nanočástic potvrdily, že toxicitní vlastnosti 

prekurzorů byly zachovány. K těmto vlastnostem pravděpodobně z větší části přispívá 

stříbrná fáze (částečně oxidované nanočástice železa nevykazovaly antimikrobiální aktivitu 

ani při nejvyšší použité koncentraci 3,5 g/L). Tento fakt je také potvrzen pozorovanou 

závislostí antimikrobiálních vlastností na velikosti a koncentraci stříbrné složky (obdobně 

jako u kompozitů mCH–Ag).  

Bimetalické Fe–Ag tak díky svým specifickým vlastnostem umožňují jednoduchou 

magnetickou manipulaci, vykazují antimikrobiální vlastnosti a schopnost degradace fosfátů ve 

vodných prostředích a mohou nalézt uplatnění v čistících procesech odpadních 

a kontaminovaných vod. 

 

3.5 Termostabilní konjugáty trypsinu imobilizované na biogenním 

magnetitu vykazující vysokou stabilitu a opakovatelné použití pro 

proteinové štěpení 

Magnetický hybridní nanosystém mCH, založený na nanočásticích bakteriálního 

magnetitu a přírodním polymeru chitosanu, byl také využit pro imobilizaci enzymu trypsinu. 
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Podstatou této práce bylo připravit magneticky separovatelný enzym trypsin a zlepšit jeho 

vlastnosti pro proteomické aplikace (zvýšit teplotní stabilitu, odstranit autolytické štěpy, které 

limitují využití trypsinu v metodě MALDI–TOF, zlepšit dlouhodobou stabilitu a umožnit 

opakovatelné použití enzymu s možností magnetické separovatelnosti). Jelikož příprava 

kompozitu mCh byla diskutována již v kapitole 3.3 a proteomická část (včetně imobilizace 

enzymu, jeho chemických modifikací a charakterizace) byla součástí jiné disertační práce 

(Mgr. Michaely Pečové), budou zde jednotlivé závěry jen velmi krátce popsány. 

Pro přípravu magnetického nosiče byly využity nanočástice bakteriálního magnetitu 

obalené chitosanem metodou „cross–linking“. Volné aminové skupiny byly využity pro 

kovalentní imobilizaci hovězího trypsinu. Tato reakce byla provedena aktivací karboxylové 

skupiny enzymu látkami 1–ethyl–3–(3–dimethylaminopropyl) carbodiimid (EDC) a N–

hydroxysulfosuccinimid (NHS) a následnou reakcí s aminovou skupinou chitosanu (obr. 22). 

Navíc byl trypsin chemicky modifikován cyklodextriny (–, –, a –). Získaný komplex byl 

charakterizován: transmisní elektronovou mikroskopií a magnetickým měřením SQUID. Pro 

porovnání vlastností jednotlivých modifikovaných forem enzymu (původní hovězí trypsin, 

chemicky modifikovaný a imobilizovaný na magnetický nosič) bylo provedeno několik studií 

zahrnujících určení teplotní stability, pH optima, dlouhodobé stability a opakovatelnosti užití. 

 
Obr. 22: Schéma imobilizace trypsinu, popř. jeho derivátů na magnetický nosič mCH. 

 

Trypsin a trypsiny chemicky modifikované cyklodextriny, které byly imobilizovány 

na magnetickém nosiči mCH, vykazovaly vyšší termostabilitu a dlouhodobou stabilitu ve 

srovnání s jejich volnými formami. Imobilizace navíc neměla vliv na pH optimum tohoto 
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enzymu. Navíc také došlo k potlačení autolytických procesů při štěpení a enzym i po osmém 

použití (s uplatněním magnetické separace) vykazoval více než 70% účinnost. 
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4 SHRNUTÍ  

Cílem předložené disertační práce byla příprava a charakterizace aplikačně 

významných nanokompozitů založených na kombinaci magnetického materiálu (bakteriálních 

nanočástic magnetitu, nanočástic nulamocného železa) a druhé funkční složky (nanočástice 

nulamocného stříbra, uhlíkové kvantové tečky, trypsinu). Jednotlivé kompozitní materiály 

byly charakterizovány řadou technik (transmisní a skenovací elektronová mikroskopie, 

infračervená spektroskopie, Mössbauerova spektroskopie, magnetometrická měření SQUID, 

rentgenová difrakce, atomová absorpční spektroskopie, elektroforéza) a také byly testovány 

jejich aplikačně významné vlastnosti (antimikrobiální aktivita, fluorescence, biokompatibilita, 

odstranění fosfátů).   

V rámci práce byla zavedena kultivace magnetotaktických bakterií Magnetospirilla 

gryphiswaldense MSR–1, izolace a purifikace magnetozomů, separace bakteriálního 

magnetitu (odstraněním magnetozomální membrány). Tyto bakteriální nanočástice 

představují biokompatibilní, netoxický systém, který vykazuje mimořádně vysokou 

velikostní, morfologickou, strukturní a magnetickou uniformitu nanočástic, a nabízí tak 

uplatnění v biologických aplikacích. Povrchovou modifikací byl, mimo jiné, získán hybridní 

systém bMNPs–chitosan, a to inkorporací magnetických částic do chitosanové matrice 

metodou „cross–linking“. bMNPs byly také využity pro přípravu „core–shell“ magnetické 

fluorescenční hybridní nanostruktury založené na kombinaci kvartérních uhlíkových teček 

(QCDs) a bakteriálního magnetitu (kompozit m–QCDs). Tento hybridní systém je využitelný 

pro duální MRI/fluorescenční značení v biomedicíně, což bylo demonstrováno na příkladu 

in vitro značení králičích kmenových buněk. Metoda přípravy pak byla zobecněna i na jiné 

systémy: Ag–QCDs a uhlíkové nanotrubky–QCDs. 

Hybridní systém bMNPs–chitosan (mCH) byl využit pro přípravu antimikrobiálního 

kompozitu mCH–Ag. Chitosan je zde bifunkční látkou (obsahuje hydroxylové a aminové 

funkční skupiny), která slouží pro ukotvení magnetických částic a jako linker mezi nimi 

a nanočásticemi stříbra. Navíc, díky schopnosti adsorbovat ionty stříbra a za určitých 

podmínek (pH, teplota) je redukovat, hrál klíčovou úlohu při tvorbě nanokompozitu. 

Kompozit mCH–Ag vykazoval vynikající antimikrobiální vlastnosti a díky svým 

magnetickým vlastnostem je použitelný pro antimikrobiální čištění vod s možností následné 

magnetické separace. 

Chitosanem funkcionalizované nanočástice magnetitu (mCH) byly také aplikovány 

pro imobilizaci proteolytického enzymu trypsinu  (kompozit mCH-Trypsin) skrze kovalentní 
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konjugaci karboxylové (protein) a aminové (chitosan) skupiny. Tato modifikace umožnila 

magnetickou separaci tohoto enzymu, jeho opakovatelné využití a zlepšila jeho důležité 

vlastnosti pro aplikace v proteomice (termostabilitu, dlouhodobou stabilitu, eliminovala 

autolytické štěpení).   

Nanočástice nulamocného železa (nZVI) byly použity pro přípravu antimikrobiálních 

bimetalických částic Fe–Ag. Při přípravě bylo využito redukčních a adsorpčních vlastností 

nanoželeza (sorpce a redukce stříbrných iontů ve vodném prostředí za tvorby nanočástic 

stříbra na povrchu nZVI). Bimetalické nanočástice byly komplexně charakterizovány a byly 

potvrzeny významné antimikrobiální vlastnosti. Navíc částečně zachované jádro tvořené 

nulamocným železem bylo schopno redukčních procesů, což bylo prokázáno při testech 

odbourávání fosfátů z vodného prostředí. Kompozit je tak velmi perspektivní v technologiích 

antimikrobiálního čištění vod s možností odbourání fosforu a postprocesní magnetické 

separace.  
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5 SUMMARY 

The preparation and characterization of applicable multifunctional nanocomposites 

based on magnetic nanocarriers (bacterial magnetic nanoparticles and/or nanoscale zero–

valent iron) and other functional components (silver nanoparticles - AgNPs, carbon quantum 

dots - CDs, trypsin) were the aims of the present PhD Thesis. The individual nanocomposites 

were investigated by several different techniques (transmission and scanning electron 

microscopies, infrared spectroscopy, Mössbauer spectroscopy, magnetometric measurement 

SQUID, rentgen diffraction, atomic absorption spectroscopy, electrophoresis) and their 

potentially applicable properties (antimicrobial activity, fluorescence, biocompatibility, 

phosphate degradation ability) were determined and tested.  

In the frame of this work, the cultivation of magnetotactic bacteria Magnetospirillum 

gryphiswaldense, isolation and purification of magnetosomes, isolation of pure bacterial 

magnetite nanoparticles (by removing a magnetosomal membrane) were established in our 

laboratory. The bacterial magnetite nanoparticles represent a biocompatible, non-toxic 

material with the extraordinarily narrow size distribution, chemical purity, morphological, 

structural, and magnetic uniformities. They can be thus exploited in various biological 

applications.  

Surface modification of these nanoparticles resulted in, among others, bMNPs–

chitosan (mCH) hybrid nanostructures. This hybrid was achieved by an incorporation of 

bMNPs into chitosan polymer by the „cross-linking” method. bMNPs were also applied for 

the preparation of „core-shell“ magnetic fluorescent hybrid nanostructures based on the 

combination of quaternary carbon quantum dots (QCDs) and bMNPs (m–QCDs composite). 

This hybrid is applicable for a dual MRI/fluorescent imaging in biomedicine as it has been 

demonstrated by “in vitro” imaging of rabit stem cells for instance. The preparation procedure 

was subsequently generalized and exploited in the other systems: Ag–QCDs and carbon 

nanotubes-QCDs.    

Furthermore, the hybrid nanostructure mCH (bMNPs–chitosan) was applied for 

a preparation of the antimicrobial composite mCH–Ag. Chitosan is a bifunctional polymer 

(possessing hydroxyl and amine groups) which plays an important role for anchoring 

magnetic nanoparticles, and simultaneously represents a linker between magnetic particles 

and AgNPs. Moreover, chitosan is able to adsorb silver ions and reduces them to AgNPs 

provided that particular conditions (pH, temperature) are met. Composite mCH–Ag exhibited 

excellent antimicrobial properties and due of its magnetic behavior; it is applicable for an 
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antimicrobial disinfection of water sources with the possibility of a subsequent magnetic 

separation. 

Hybrid system mCH was also used as a magnetic carrier for the immobilization of 

proteolytic enzyme trypsin (composite mCH–Trypsin). The immobilization of trypsin was 

achieved via the covalent conjugation of carboxyl (protein) and amine (chitosan) groups. This 

modification enables a magnetic separation of the enzyme, its reusability, and improves its 

properties important for proteomics (thermostability, long–time stability, elimination of 

autolysis)  

Nanoscale zero–valent iron (nZVI) was used for a preparation of antimicrobial 

bimetallic nanoparticles Fe–Ag. In the preparation procedure both, reduction as well as 

adsorption properties of nZVI, have been employed for the sorption and reduction of silver 

ions in aqueous environment to silver nanoparticles on nZVI surface. The bimetallic 

nanoparticles Fe–Ag were thoroughly characterized and their significant antimicrobial 

properties against a wide range of pathogenic microorganisms were evidenced. Moreover, 

a somewhat retained magnetic core, which was still partially composed of nZVI, was able to 

reduce and degrade phosphate in an aqueous environment. Hence, the composite is a very 

prospective one in phosphate degradation and disinfection technologies of contaminated water 

clean-up with the possibility of a subsequent magnetic separation.  
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