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UvoD

V soucasné¢ dobé zaznamenavame intenzivni rozvoj veédeckého vyzkumu
v oblasti nanotechnologii, ktery dava vzniknout fad¢ materiald, se kterymi se ¢lovék
setkava a Casto nevédomky vyuziva celd staleti. Vyznamnou roli na tomto poli sehraly
koloidy kovu, které se od nepaméti vyuzivaly k barveni keramiky a skla, malovani
a psani. Vysostné postaveni mél koloid zlata, se kterym v druhé poloviné 19. stoleti
experimentoval Michael Faraday, ¢imz zahajil éru koloidni chemie (masivni rozvoj
fotografie, boj s mikroorganismy koloidnim stfibrem aj.). Samotné stiibro je znamé jiz
od starovéku diky svym unikatnim optickym (barveni skla a keramiky) a biologickym
vlastnostem (baktericidni u¢inky). 2

Obnoveni z4jmu o koloidy kovii, v uz$im slova smyslu nanocéstice kovu,
je spojen s masivnim vyzkumem a vyvojem sofistikovanych technik studia nanosvéta
ve druhé poloviné 20. stoleti. Mezi né fadime zejména objevy umoziujici studium
nanocastic jako jsou skenovaci elektronovd mikroskopie (SEM), mikroskopie
atomarnich sil (AFM) a mnohé dalsi techniky. 12

Vysadni postaveni v oblastech vyzkumu a inovaci maji bezesporu nanocastice
stiibra, které zazivaji opravdovou renesanci po obdobi jejich vyuziti v medicing
na pocatku 20. stoleti, tehdy pod nazvem koloidni stfibro. Nanogastice stiibra jsou
typickym piikladem nanotechnologii dneSka a to zejména diky svym specifickym
vlastnostem, které jsou dany rozptylenim stfibra v ¢astice 0 velikosti jednotek az desitek
nanometrd. Svédc¢i o tom i objev velmi citlivé spektroskopické techniky v 70. letech 20.
stoleti — povrchem zesileny Ramaniv rozptyl, kterym lze v souc¢asné dobé studovat
i jedinou molekulu adsorbovanou na povrchu nanocastice stiibra. Podobné, jako
i nanocastice dalSich kovii, vynikaji nanocastice stiibra i svymi optickymi vlastnostmi.
Ptipravena disperze nanocastic stiibra vykazuje charakteristické, intenzivni oranzovo -
zluté zabarveni diky existence tzv. rezonance povrchového plasmonu, jehoZz maximum
v absorpénim spektru je v oblasti okolo 400 nm pro c¢astice velikosti okolo 20 nm.
Aktualn€ studovanym tématem je rovnéz biologickd aktivita nanocastic stiibra,
vykazujici vyznamné baktericidni a fungicidni G¢inky v boji s jednoduchymi

organismy, jako jsou bakterie, viry a plisné (mykozy). 1



Cilem této bakalafské prace je studium vlivu nanocastic Stiibra na vitalitu
kvasinek. Byl studovan vliv mnozstvi piidané disperze nanocastic stiibra

do kultiva¢niho média na mnozstvi kvasinkami vyprodukovaného ethanolu.

1. TEORETICKA CAST

1.1. Nanotechnologie a nanomaterialy

Pojmy spojené s ptedponou ,,nano®, jako jsou nanotechnologie, nanomaterialy
a nanocastice fadime v poslednich letech mezi nejskloniovangjsi terminy fady védnich
obort, ale 1 laické vefejnosti. Je§t€¢ v poloviné minulého stoleti pfevladaly predstavy
vétSiny védcl o tom, Ze nelze ovladnout hmotu na atomarni a molekuldrni Grovni
a vyuzit ji k praktickym aplikacim (miniaturni soucastky a stroje, nanoroboti aj.).
Za prikopnika a vizionafe v této oblasti je povazovan fyzik a nositel Nobelovy ceny
za fyziku Richard Feynman, ktery v roce 1959 piednesl svou pamatnou piednasku
»There’s Plenty Room at the Bottom®, v niZ mimo jiné piedpoveédél, Ze bude mozné
vytvéafet a vyuzivat nové materidly a struktury. Rovnéz naznacil, ze ve chvili, kdy bude
k dispozici vhodnd experimentélni technika, tak bude mozné nejen manipulovat
s ,,nano* objekty, ale i zkoumat jejich vlastnosti. >°

Pro definovéani nanotechnologii existuje fada definic, ale mezi nejcastéji uzivané
patii definice zformulovana Narodni nanotechnologickou iniciativou (NNI) v bieznu
2004: ,Nanotechnologie je vyzkum a technologicky vyvoj na atomové, molekularni
nebo makromolekularni urovni, v rozmérové Skale pfiblizné¢ 1-100 nm. Je to téz
vytvareni a pouzivani struktur, zafizeni a systémi, které maji v disledku svych malych
nebo intermediarnich rozmérG nové vlastnosti a funkce. Je to rovnéZ dovednost
manipulovat s objekty na atomové urovni.“ 8

Nanomaterialy definujeme podle doporuceni Evropské komise ze dne 18. 10.
2011 takto: ,,Nanomateridlem se rozumi pfirodni material, material vznikly jako vedle;jsi
produkt nebo material vyrobeny obsahujici Castice v neslouceném stavu nebo jako

agregat Ci aglomerat, ve kterém je u 50 % nebo vice Castic ve velikostnim rozdéleni

jeden nebo vice vnéjsich rozméra v rozmezi velikost
1 nm — 100 nm. Agregitem se rozumi Castice slozend zpevné vazanych

nebo sloucenych castic. Aglomerdtem se rozumi shluk slabé vazanych ¢éstic
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nebo agregatl, jejichz vysledny vnéjsi povrch je podobny souctu povrcht jednotlivych
slozek.* '
Vyjimku tvoii fullereny, grafenové vlocky a jednosténné uhlikové nanotrubice

s jednim nebo vice rozméry pod 1 nm, které jsou rovnéZ povazovany za nanomaterialy.’

Z hlediska typt 1ze nanomaterialy tiidit do skupin podle rtiznych kritérii. Podle
normy ISO/TS 2768 je pro klasifikaci zvolen pocet soufadnic, ve kterych dana struktura
spliuje interval rozméra 1 — 100 nm. Nésledné 1ze nanomaterialy rozd¢lit na:

e 0 dimenzionalni — nanorozmért dosazeno ve vSech téech souradnych osach.

Patfi sem nanocastice kovil, nanokrystaly, kvantové tecky aj.

e 1 dimenzionalni — nanorozméri dosazeno ve dvou soufadnych osach. Patii

sem nanovl&kna, nanotrubice aj.

e 2 dimenzionalni — nanorozmért dosazeno pouze v jedné soufadné ose. Patii

sem nanodesky, tenké vrstvy (vrstva grafitu) aj.

e 3 dimenzionalni — vicefazové materialy obsahujici kombinace ptedchozich

typti nanomateriali. P¥ikladem mohou byt nanokompozity. >8

1.2. Nanocdastice stribra

Z hlediska vySe uvedené¢ho kritéria pro klasifikaci nanomateriald, patii
nanocastice stiibra mezi 0 dimenziondlni materialy s definovanou velikosti od 1 do 100
nm. >8 Naproti tomu, zhlediska koloidni chemie, fadime nanocastice stifbra
do koloidné disperznich systémii, které jsou jednim ze tii ptipadd tzv. disperznich

soustav. 29

1.2.1. Charakteristické vlastnosti nanodéastic

Koloidni disperze nanocastic stfibra se sklada ze dvou fazi, tudiz se z hlediska
klasifikace disperznich soustav jednd o soustavu heterogenni. Heterogenni
(nestejnorodd) disperzni soustava je tvofena dvéma fazemi — disperznim prostiedim
(spojitd cast soustavy) a disperzni fazi (rovnomérné rozptylend cast soustavy). Hranici
mezi disperzni fazi a disperznim prostiedim tvofi tzv. fazové rozhrani, kde se vlastnosti
jedné faze méni skokem na vlastnosti faze druhé. Pro fazové rozhrani disperze

je charakteristické, ze zaujimd velkou plochu v porovnani svlastnim objemem

10



dispergované faze. S tim také souvisi specifické chovani koloidni disperze nanocastic
stiibra (ale i dalSich nanocastic kovt), kterd je unikatni svymi optickymi, kinetickymi,
elektrickymi a dalsimi specifickymi vlastnostmi. Specifita chovani nanocastic stiibra
vyplyva zejména z malych rozméri cCastic (fadové nékolik jednotek az desitek

nanometrt1) a velké plochy fazového rozhrani. °

1.2.1.1. Optické vlastnosti

Mezi charakteristické vlastnosti disperzi nanocéstic patii optické vlastnosti
souvisejici s fyzikalnimi parametry nanocastic, jako jsou velikost, vlastni absorpce
svétla latek tvorici disperzni fazi, elektricka vodivost a mnohé dalsi. °

Pti priichodu svétla disperzi nanocéstic se intenzita svételnych paprskit zmensuje
z divodu existence jevil, jako je absorpce a rozptyl svétla. 1° Studiem zéakonitosti
prichodu svétla riznymi soustavami je mozné urcit napiiklad koncentraci a strukturu
&astic tvotici disperzni fazi. ! Velikost absorpce a rozptylu elektromagnetického zéafeni
(svételného paprsku) zavisi zejména na jeho na vinové délce a charakteru disperze
nanocastic. V disperznich systémech nanocastic a systémech s c¢asticemi vétsich

rozméril se uplatiiuje hlavné rozptyl svétla. 212

Absorpce zareni

Pti absorpci elektromagnetického zareni (svételného paprsku, kvanta energie)
dochazi k takovym energetickym zménam stavu elektrond, které maji za nasledek
zvyseni vnitini energie ¢astic, ktera se preméni v energii tepelnou. 2° Mnozstvi svétla,
které je pohlceno latkou A je vyjadieno pomoci absorbance a ta je definovana pomoci
Lambert — Beerova zakona:

A= —Iog:—n = £cd, (1)

kde I je intenzita pro$lého zafeni, Io je intenzita dopadajiciho zafeni, &€ je molarni
absorpéni koeficient (1 mol™ cm™), ¢ je koncentrace latky (mol 1Y) a d (cm) je tloustka

vrstvy, kterou prochazi svételny paprsek. %10

11



Rozptyl zareni

Pfi ozéafeni Ccastic elektromagnetickym zafenim (svételnym paprskem
0 srovnatelné vilnové délce nebo vétsi nez je velikost ¢astic) nedochazi k pohlceni
kvanta svételné energie, jak je tomu u absorpce, ale kvantum pfijaté svételné energie
je nahodné emitovano viemi sméry bez zmény vlnové délky. %1012

Rozptyl svétla je slozity jev, ktery mize zahrnovat odraz, lom, ohyb,
tak 1 interferenci svétla. Poprvé byl tento jev pozorovan Johnem Tyndallem,
podle kterého je popsan efekt rozsifujiciho se paprsku (ve tvaru kuzele) prochazejici
koloidni disperzi — Tyndallv efekt. °

Dnes jiz klasickou teorii rozptylu svétla popsal vroce 1871 lord Rayleigh,
ktery se vSak omezil na velmi ziedéné disperze s ¢asticemi mensimi nez je vinova délka
svétla, nevykazujici vlastni absorpci svétla a umisténé v dostatecné vzdalenosti od sebe.
Podle této teorie se ¢astice chova jako oscilujici dipdl, ktery vyzatuje pohlcené kvantum
energie ndhodné do vSech stran bez zmény vinové délky a kde rozptylend intenzita
svétla Iy zavisi na polarizovatelnosti o (elektrickd vlastnost rozptylujici se Castice),

vinové délce svétla A, vzdalenosti od detektoru r, permitivité vakua g a pozorovacim

dhlu 9, #1113

(= )2 (1 + cos?6) )

I 1A% \dme,

Na principu difrakce (rozptylu) svétla na jednotlivych ¢asticich disperze funguje
i ultramikroskop, ktery mél velky vyznam zejména pii rozvoji koloidni chemie. !
Je nutné poznamenat, ze ultramikroskopem se nepozoruji samotné castice disperze,
ale je pozorovano svétlo rozptylené disperznimi cCasticemi. Jednotlivé ¢astice
se nejcastéji jevi jako zafici body na temném pozadi. %12

Néahradou klasického zdroje svétla pii rozptylu (naptf. Zzarovka) za laser
(koherentniho zdroj zafeni) mulze v ur€itych smérech dochazet k interferenci
rozptyleného zafeni, kterd ma za nasledek zesileni intenzity rozptylen¢ho zafeni.
Vlivem Brownova pohybu castic disperze dochazi ke kolisani intenzity rozptyleného
zateni v Case okolo pramérné hodnoty intenzity. Tento jev nazyvame dynamicky rozptyl
svétla, na jehoz principu pracuji piistroje pro stanoveni velikostni distribuce disperze

nanoé&astic (napf. metoda DLS). °

12



Povrchovéa plazmonovéa rezonance

Pro disperze nanocastic stiibra (ale i dal$ich nanocastic kovu) je charakteristické
zabarveni diky existenci tzv. povrchového plasmonu — masivni absorpce svétla (vzrist o
nékolik fadt) pii uréitych vinovych délkach. Existence tohoto jevu je vysledkem
kolektivni oscilace elektronti vodivostniho pasu nanocastic kovu s elektromagnetickym
vinénim (svételnym paprskem). Vysledkem toho je charakteristické Zlutooranzové
intenzivni zabarveni disperze nano&astic stiibra. 3 Pro nano&astice stiibra (velikost
kolem 20 nm) je charakteristicka frekvence oscila¢niho pohybu elektronti s maximem

v oblasti kolem 400 nm v absorpénich spektrech. 14
1.2.2. Metody stanoveni velikosti nanocastic

Zakladnim problémem popisu vlastnosti nanocastic je stanoveni velikosti ¢astic
disperze respektive stanoveni velikostni distribuce disperze nanodastic. * Ve vétsiné
ptipadi ptipravenych disperzi nanocastic se jedna o soustavy polydisperzni (disperze
tvofena nanocasticemi 0 ruzné velikosti). Takovou soustavu se zastoupenim ¢astic
s riznou velikosti charakterizuje distribucni kfivka, ktera je vyjadienim distribucni
funkce — umoziuje rozdéleni nano&astic do velikostnich tfid. 2

Z hlediska metod muizeme rozdéglit konkrétni postupy ke stanoveni velikosti
nanocastic na metody nepifimé (nemikroskopické metody) a metody piimé
(mikroskopické metody). 313

Nasledujici ¢ast prace pojednava o stéZzejnich metodach studia velikosti

nanocastic.

1.2.2.1. Metody nepiimé (nemikroskopické metody)
Metoda dynamického rozptylu svétla (DLS)

Stanoveni distribuce velikosti disperze nanocastic metodou DLS (rovnéz
nazyvana jako foton korela¢ni spektroskopie nebo kvazielasticky rozptyl svétla)
je zalozeno na méfeni fluktuace intenzity rozptyleného laserového zateni, okolo jeji
primérné hodnoty, od zkoumaného vzorku disperze nano¢astic. 3101°

Fluktuace je zplsobena interferencnim zesilovinim a zeslabovanim
rozptyleného svétla na nanocCasticich disperze, které podléhaji Brownovu pohybu
(pozn.: Castice polydisperznich systém vykazuji odlisné chovani souvisejici s rozdilnou

velikosti ¢astic). Metoda pro stanoveni velikosti nanocastic, pfinaSejici s sebou fadu

13



vyhod, je v soucasné dobé hojné uzivana, jak z divodu ¢asové nenaro¢nosti, potizovaci
ceny, tak i zejména z hlediska reprodukovatelnosti vysledku. °

Hlavni nevyhodou mohou byt uré¢ité nesrovnalosti ve vysledcich, které mohou
souviset se solvata¢nim obalem nanocastic nebo s naadsorbovanou vrstvou na povrchu
nanocastic (napf. stabilizace Zelatinou). Ziskana primérna velikost nanocastic
tak nemusi pfimo korelovat s vysledky ziskanymi naptiklad elektronovou mikroskopii
(nadhodnoceni velkych nanocastic, frakce malych nanocastic se ztrati ve velké intenzité

zateni rozptyleného na vétsich &asticich apod.). 13
1.2.2.2. Metody p¥imé (mikroskopické metody)

Mezi vhodné metody pifimého studia velikosti a tvaru disperzi nanocastic patii
elektronova mikroskopie, kterd k zobrazeni predméti vyuziva, na rozdil od klasické
svételné mikroskopie, svazek rychle leticich elektront. Vinova délka tzv. de Broglieho
viny elektroni je diky urychlovacimu napéti mnohem mensi nez vlnova délka svétla,
tudiz i rozliSovaci mez elektronového mikroskopu je az 1000x mensi nez u svételného
mikroskopu. 23

V souéasné dobé existuje fada metod vyuzivajicich pro studium velmi malych
objekti elektronovy svazek, ale mezi zakladni metody studia nanocastic rozhodné patii
transmisni elektronova mikroskopie (TEM) a skenovaci elektronova mikroskopie
(SEM).

Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Princip této techniky je zaloZen na zobrazovani a pozorovani piedméti
S nanorozmeéry pomoci svazku elektront, které jimi prochéaze;ji.

Prvni elektronovy mikroskop TEM byl postaven v roce 1933 Ernstem Ruskou
a jeho kolegy, kteti byli za svij objev a pfinos v oblasti fyziky ocenéni Nobelovou
cenou. Transmisni elektronovy mikroskop je z hlediska stavby principialné obdobny
stavbé svételného mikroskopu. Zasadni rozdil tkvi v principu zobrazovani proudem
urychlenych elektront a k tomu musi byt elektronovy mikroskop uzpisoben. Zakladnim
pozadavkem je, aby wvnitini prostor mikroskopu, ve kterém se pohybuji elektrony,
byl vakuovan z divodu kratkého dosahu elektronového svazku ve vzduchu, zabranéni
ionizace vzduchu a kontaminace tubusu se vzorkem. Zdrojem urychlenych elektrond
je obvykle elektronova tryska (napi. wolframova katoda, katoda z monokrystalu boridu

lanthanu nebo tzv. uhlikové nanotuby). Vznikly svazek urychlenych elektront
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je korigovan a soustfedén k dopadu na pozorovany vzorek pomoci elektromagnetickych
cocek (napft. civky, kondenzory). Po priichodu zéfeni vzorkem nésleduje zvétSovaci
optickd soustava tvofena opét elektromagnetickymi cockami a clonami, které promitaji
vysledny zvétseny obraz pfedmétu na detektor (napf. fluorescenéni stinitko). K zaznamu
obrazu se vedle fotomateridlu vyuziva specialnich CCD kamer. Obvyklé zvétSeni
béznych TEM mikroskopt je v rozmezi hodnot 102 — 10° s rozlisenim jednotek nm. 3°

Obdobn¢ jako zobrazovani svételnym mikroskopem, nabizi i TEM mikroskop
moznost zobrazovat ve svétlém a temném poli. Napiiklad v ptipad¢, kdy je tloustka
vzorku mensi, tak je vysledny obraz ve svétlém poli malo kontrastni a vyuziva se
tak obraz v tmavém poli. °

Modifikaci TEM je mikroskop s vysokym rozlisenim (HRTEM), ktery vedle
intenzity elektronového zafeni vyhodnocuje i1 fazi elektronového zéfeni. Timto typem
mikroskopu je v soucasné dobé dosahovano rozliSeni az 0,08 nm. Pomoci HRTEM
je mozné studovat napt. krystalické vlastnosti nanostruktur, jako je usporadani atomui

a atomarnich rovin nano¢astic 3°

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Skenovaci elektronovy mikroskop se pouziva piedev§im k zobrazeni povrchu
vzorku. K postupnému zobrazovani (skenovani) povrchu se vyuziva Uzkého svazku
elektronu, které mohou se vzorkem interagovat a uvoliovat dalsi signaly
(napf. informace o slozeni vzorku). Nespornou vyhodou této metody je vysledna
hloubka ostrosti obrazu na vystupu.

Z hlediska konstrukce se SEM mikroskop vyrazné 1i§i od TEM mikroskopu.
Hlavnim d@ivodem je to, ze u SEM dochazi k detekei signald, které urychleny svazek
elektronti uvolnil po dopadu na povrch preparatu. Na rozdil od TEM je SEM mikroskop
mimo jiné vybaven fadou dalSich detektori (napt. detektor sekundarnich odrazenych
elektront, detektor rentgenového zafeni apod.) a elektronikou na zesileni a zpracovani
signala k tvorbé vysledného obrazu. Na kone¢nou kvalitu vysledného obrazu méa vliv
tzv. stigmator (soustava civek v objektivu), ktery Kkoriguje astigmatismus
elektromagnetickych cocek. RozliSovaci mez SEM mikroskopu zavisi predevSim
na tloustce urychleného elektronového svazku. Pii pouziti wolframové Kkatody
se rozliSovaci mez pohybuje v rozmezi 10 — 15 nm. U vykonng&jsich SEM mikroskopti

je dosahovano rozlisovaci meze mensi nez 5 nm. 3°
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1.2.3. Metody pripravy nanocastic stiibra

K piipravé nanocastic stiibra se pouzivaji obecn¢ dva zptuisoby metod pfipravy.
Jedna se metody dispergacni (top down) a metody kondenzacni (bottom up). V piipadé
disperga¢nich metod jde o pfipravu nanocastic z latek makroskopické povahy
za pomoci mechanickych, ¢i fyzikdln¢ — chemickych postupi. Naopak metody
kondenzacni vyuzivaji nej€astéji chemickou reakci k spojovani atoma nebo molekul

analytickych disperzi za tvorby disperze nanodastic. %!

1.2.3.1. Metody dispergaéni

Disperga¢ni metody jsou k pfipraveé nanocastic stiibra uzivany ztidka. Prakticky
vyznam pro piipravu ma napiiklad laserova ablace a elektrické rozpraSovani. Laserova
ablace funguje na principu pusobeni laserového paprsku na vhodny stiibrny
makroskopicky materidl (napf. stiibrna folie). Elektrické rozpraSovani vyuziva
k dispergaci elektrického proudu. Princip metody je odtrhdvani nanocastic stiibra

vlivem elektrického oblouku mezi elektrodami — st¥ibrnymi draty. ®1°

1.2.3.2. Metody kondenzacni

Kondenzaéni metody patii v soucasné dobé&, jak z hlediska aplikovatelnosti,
tak 1 variability mezi metody daleko cetné&jsi. Princip kondenzace je nejcastéji zalozen
na chemické reakci analytickych disperzi, kdy se z ptvodné rozpustné slouceniny
stiibra vytvofi nanocCastice stfibra v daném prostiedi nerozpustné. Takovymi
roztokovym metodami lze pomémé snadno pfipravit nanocastice s charakteristickymi
nebo pozadovanymi vlastnostmi. ° V nasledujici ¢asti budou popsany pouze dvé metody
pripravy nanocastic stiibra, které byly pro experimentalni cast stézZejni.

Mezi dnes jiz klasické postupy pripravy nanocastic stfibra tadime
borohydridovou metodu spojenou se jmény objeviteld Albrechta, Blatchforda
a Creightona. Metoda je zalozena na redukci roztoku dusi¢nanu stiibrného (AgNO3)
borohydridem sodnym (NaBHas), jakozto silnym reduk¢énim ¢inidlem, ve vodném
prostedi. Takto pfipravena disperze nanocastic je pomérné stabilni. Velikost nanocastic
se pohybuje v rozmezi od 5 do 20 nm a vznikla disperze nanocastic stiibra vykazuje
v absorpénim spektru maximum pii vinové délce okolo 400 nm. 11416
Druhd metoda vychazi z historického Tollensova postupu pfipravy stiibrného

zrcatka a dikazu redukujicich cukri — redukce diamminstiibrného komplexu
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redukujicim cukrem, napt. glukézou. Modifikovana Tollensova metoda je vhodna
z diivodu moznosti fizené pfipravy nanocastic stfibra jak vybérem redukcéniho Cinidla
(nejen redukujici cukry), tak i koncentraci vychozich latek pro studium vlivu velikosti
nanocastic stfibra na jejich vlastnosti. Vhodnymi upravami koncentraci reakcnich slozek
1ze piipravit ¢astice s velikosti od 25 do 400 nm. Pfi uZiti tetrahydridoboritanu sodného,
jako silného reduk¢niho €inidla Ize piipravit velmi malé nanocastice stiibra s velikosti
od 3do 12 nm. 14

Primérné piipravené vodné disperze nanocastic roztokovymi, kondenzacnimi
metodami nejsou piili§ vhodné pro praktické aplikace z divodu agregacni nestability.
K zabranéni agregace a zvySeni stability disperze nanocastic stiibra lze pouzit fadu
latek, jako jsou povrchové aktivni latky, pfirodni polymery, syntetické polymery aj.
Vysokou schopnost stabilizace z fad ptirodnich polymerti vykazuje naptiklad Zelatina. *

Nanocastice  stfibra  pfipravené modifikovanou Tollensovou metodou
s ptidavkem Zzelatiny jest¢ pied samotnym redukcnim c¢inidlem vykazuji dlouhodobou
stabilitu proti agregaci a zvySenou antibakterialni aktivitu, ktera je v korelaci s velikosti
pfipravenych nanocastic stiibra. Velikost nanocastic pii pouZiti tetrahydridoboritanu
sodného jako redukéniho ¢inidla ¢ini zhruba 5 nm. 417

Problematika zabyvajici se pifipravou a zpusoby modifikace nanocastic stiibra
je stale otevienym tématem. Jednim z mnoha cili vyzkumu je zvladnout piipravu
nanocastic stiibra tzv. ,,na miru“, aby bylo moZzné pfipravit nanocéstice stfibra s jasné

definovanymi rozméry, morfologii a vhodnymi parametry za ucelem dané aplikace. 8

1.2.4. Biologicka aktivita nanocastic stiibra

Antimikrobialni aktivita slouCenin stiibra, ale i stiibra samotného je znama
jiz dlouhou dobu. Prvni dochované zminky o uzivani stfibrnych nadob nebo minci
vhozenych do hlinénych nadob ke konzervaci vody a dalSich tekutin sahaji do dob
starovékého Recka a Rima. Dal§i dochované zminky pochéazeji ze stiedovéku,
kdy se praskové stiibro uzivalo jako ptisada do jidel, kterd méla zabranit rozvoji
riznych nemoci. Nadmérmnym uZzivanim této formy elementdrniho stiibra vznika
tzv. argyrie — otrava stiibrem s charakteristickymi symptomy, jako je Sednuti ktze,
sliznic a vétSinou nendvratnd depozice stiibra v duleZitych organech (jatra, ledviny

apod.). °
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S rozvojem koloidni chemie v pribéhu devatenactého, zvlasteé pak dvacatého
stoleti, ~vzbudila pfipravena  koloidni  disperze stiibra zajem  zejména
v mikrobiologickych oborech a medicin€. Pokles z4jmu studia biologické aktivity
a praktického vyuziti koloidniho stfibra byl zplisoben objevem antibiotik,
ktera se dostala do vedouci pozice v boji proti bakteriim a infekénim nemocem. °

Velmi diskutovanym problémem, ktery je spojen snadmérmym uZivanim
antibiotik, je wvznik rezistence bakterii na tato antibiotika. V soucasné dobé
tak zaznamendvame obnoveny zajem o baktericidni G¢inky koloidni disperze stiibra,
vuz$im slova smyslu nanocastic stiibra, které ptinaseji nadé&ji v boji s rostouci
rezistenci vici antibiotikim. Védecky vyzkum zabyvajici se biologickou aktivitou
nanocastic stiibra je nadéjny zejména z toho divodu, ze zatim nebyla zaznamendna
rezistence bakterii vi¢i nanocasticim stiibra z divodu specifickych mechanismi
pusobeni, které jsou piredev§im dany malymi rozméry nanocéstic a velkym povrchem.
1,19

Moronese et al. (2005) studovali baktericidni efekt nanocastic stiibra a zjistili,
ze baktericidni vlastnosti nanocastic jsou zavislé na velikosti nanocéstic stiibra
(priblizné 1 — 10 nm), které¢ pfimo interaguji s bakteriemi. V této praci testovali Ctyfi
typy gram-negativnich bakterii: E. coli, V. cholera, P. aeruginosa a S. typhus.
Vliv koncentrace nanocastic stiibra na rast bakterii se 1iS§il druh od druhu,
ale pfi koncentraci nad 75 pg ml™ nebyl zaznamenan riist Z4dného z testovanych druhi
bakterii. Pomoci elektronového mikroskopu bylo zjisténo, ze pravdépodobny
mechanismus ucinku nanocastic stiibra na rist bakterii je dan interakci S bunécnou
sténou a proniknutim nanocastic dovniti buiiky, kde mimo jiné reaguji s SH - skupinami
proteind a slou¢eninami obsahujici fosfor (napt. DNA). Vlivem téchto zmén dochazi
k zastaveni proteosyntézy, dychaciho fetézce, bunééného déleni a dochazi
K tzv. apoptdze — programované bunééné smrti. 2

Obdobn¢ i Panacek et al. (2006), ktefi studovali syntézu, charakterizaci
a antibakteridlni aktivitu nanocastic stfibra. Nanocastice stiibra byly pfipravené
modifikovanou Tollensovou metodou, kdy k redukci diamminstfibrného komplexu
se jako nejvhodnéjsi jevila maltéza se vznikajicimi nanocasticemi o piiblizné velikosti
25 nm a nejveétsi antibakteridlni aktivitou. Antibakteridlni aktivita byla studovéna
na gram-pozitivnich a gram-negativnich bakteriich, zahrnujici i vysoce multirezistentni
druh bakteriii jako je methicillin — rezistentni Staphylococus aureus. Byla prokazana

zavislost antibakterialni aktivity nanocastic stfibra na jejich velikosti. Vysoka
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antibakterilni aktivita byla patrna i pii celkové koncentraci stiibra kolem 2 pug ml™. 2

Dale byl na tomto poli studovan vliv surfaktanti (povrchové aktivnich latek)
a polymeru na stabilitu a antibakteridlni aktivitu nanocastic stiibra, kdy zejména
pii pouziti SDS (dodecylsiranu sodného) — anionického surfaktantu, byl zaznamenan
nejvetsi vliv povrchové modifikace na antibakteridlni aktivitu pfipravenych nanocastic
stiibra.  Takto stabilizované nanocCastice, jak bylo pozorovano  zvlasté
U gram-pozitivnich bakterii, maji vé&tSi schopnost pronikat nebo naruSovat jejich
bunécnou sténu. Ziskané vysledky stabilizovanych nanocCastic pomoci SDS
jsou srovnatelné s pisobenim iontového stifbra, testovaného jako referenéni vzorek. 22

Vedle jednoduchych prokaryotickych organismti byla studovéna i toxicita
nanocastic stiibra vici jednobunéénému eukaryotickému organismu Paramecium
caudatum. Dosazené vysledky demonstruji fakt, Ze nanocastice stfibra o koncentraci
pod 25 mg.I"t nemaji toxicky wdinek, zatimco iontové stfibro si zachovava toxicitu
jesté pii koncentraci 0,4 mg.l? a zplisobuje okamzitou smrt organismu. V této praci
byla toxicita testovaného organismu vyjadiena pomoci LTso (¢as od pfidani nanocéstic
stiibra do vzorku do doby, kdy dochazi k thynu 50% testovanych organismil).
Déile bylo zjisténo, Ze piipravena disperze nanodastic o koncentraci 108 mg.l?,
ktera slouzila i k testovani antibakterialni aktivity u bakterii v pfedchozich studiich,
méla niz$i efekt na eukaryontni organismus Paramecium caudatum nez jak tomu bylo
v piipad¢ testovanych bakterii. Navic byla toxicita ptipravené disperze nanocastic
stiibra hodnocena pomoci koncentrace, kterd vedla k Uhynu 50% testovanych
organismi po 1 hodiné kontaktu s disperzi nanocastic stiibra (lh LCso).
Hodnota 1h LCso, ptedstavujici klicovy parametr ke kvantifikaci environmentalni
toxicity nanodéstic stiibra, ¢ini 39 mg.l?. Vedle nemodifikovanych byla testovana
toxicita i modifikovanych nanocastic stiibra proti organismu Paramecium caudatum.
Vysledkem této studie je zvySeni toxicity nanocastic stiibra vlivem modifikace zejména
neionickym surfaktantem Tween 80, kdy doslo k snizeni hodnoty 1h LCso z 39 mg.I" na
16 mg.I't. 23

Rovnéz byly provedeny studie, které vedle antibakterialni aktivity a toxicity
zkoumaly fungistatickou aktivitu nanocastic stfibra vaci patogennim plisnim Candida
spp. Nanocastice stfibra pfipravené, jako v predchozich ptipadech, modifikovanou
Tollensovou metodou vykazovaly inhibi¢ni efekt vici testovanym kvasinkdm rodu
Candida pfi koncentraci st¥ibra nejméné 0,21 mg.I. Inhibi¢ni efekt byl zvysen vlivem

stabilizace nanocastic stiibra pomoci dodecylsiranu sodného (SDS), kdy minimalni
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inhibi¢ni koncentrace (MIC) ¢&inila 0,05 mg.lt. Soucasné se studiem fungistatické
aktivity byla provedena i studie zabyvajici se fungicidni aktivitou (MFC) wvuci
testovanym kvasinkdm rodu Candida. Ziskana hodnota MFC je vys§i ve srovnani
S hodnotami MIC. Nanocastice stiibra zabily vSechny testované kvasinky
pfi koncentraci 27mg.I". Referen¢ni hodnota MFC iontového stiibra ¢inila 13,5 mg.I™.
Stabilizované nanocastice stfibra  vykazuji = vy$$i  fungistatickou aktivitu,
ktera je vysledkem vyssi agregatni stability. Navic surfaktanty (napt. SDS) narusuji
bun&énou sténu kvasinek, ¢imz se zvysuje jeji senzitivita k nano&asticim stiibra. 2

Podle Hwanga et. al (2012) nanocastice stiibra zvySuji antifungalni efekt tim,
ze indukuji apoptézu bunék kvasinek Candida albicans vlivem zvyseni hydroxylovych
radikal. Bunky kvasinek vystavené nanocasticim stiibra vykazuji zvySenou produkci
téchto reaktivnich oxidujicich radikala (ROS), které se akumuluji v mitochondriich
a iniciuji jejich fragmentaci, coz ma za nasledek spusténi programované bunééné smrti,
neboli apoptozy.

Zatimco existuje mnoho studii zabyvajicich se antibakterialni aktivitou
nanocastic stfibra, tak studii zkoumajici vliv nanocastic stfibra na kvasinky
Saccharomyces cerevisiae je velmi malo. V roce 2012 a 2013 byly zvetejnény ¢lanky
zabyvajici se vlivem nanocCastic stfibra na eukaryontni bunky kvasinek rodu
Saccharomyces. Syntéza nanoCastic stfibra prob¢hla piimo v ristovém médiu
s kvasinkovymi bunkami, redukci dusi¢nanu stfibrného tetrahydridoboritanem sodnym.
Hodnota MIC ¢inila 48,51 pg.ml? a hodnota MKC (minimum Kkilling concentration)
ginila 70,07 pg.ml?. Déale bylo zjisténo, ze rist kvasinkovych bunék v piitomnosti
nanocastic stfibra vykazuje signifikantni zmény zejména v rychlosti ristu a generacni
doby. Zatimco buiiky rostouci bez pfitomnosti nanocastic stfibra vykazuji neporuSenou
bunécnou sténu a homogenni distribuci chromatinu, tak buniky rostouci v pfitomnosti
nanoCastic stfibra vykazuji deformace bunécné stény. Navic byly objeveny tmavé
skvrny, které¢ indikuji depozici a penetraci nanocastic na vnéj§i membrané bunky,
ale 1 uvnitf bunck. Dale byly zaznamenidny zmény intracelularnich metabolith
(napt. celkové mnozstvi proteinli a volnych aminokyselin.), u kterych doslo,
Vv pfitomnosti vyS$i koncentrace nanocastic stfibra, ke snizeni. Soucasné studie,
které se zabyvaji vlivem nanocastic stiibra na genové urovni bunc¢k naznacuji,
Ze nanocCastice stiibra mohou indukovat odliSnou genovou expresi klicovych gent,

které jsou zodpovédné za celou fadu bunéénych pochodii. 2627
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1.3. Organismus Saccharomyces cerevisiae

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae jsou lidstvem vyuzivany jiz tisice let. Prvni
doklady o vyuzivani kvasinek pii zkvaSovani pSeni¢nych napojii a peceni chleba sahaji
do roku 6000 pf. n. 1. — do doby tzv. neolitu. Na objasnéni zahady, kdo muze za zmény
chut'ovych vlastnosti pSeni¢ného napoje a rust tésta v dizich se muselo pockat tisice let.
Zvrat piisel s objevem mikroskopu v 17. stoleti biologem A. van Leeuwenhoekem,
Ktery jako prvni pozoroval malé kulicky v suspenzi piva. Louis Pasteur v roce 1857
objevil, ze kvaseni zplsobuji Zivé organismy a rovnéz dokazal, Ze mohou Zit
jak v anaerobnich, tak i v aerobnich podminkach. Piechod z anaerobniho metabolismu

na aerobni a sniZeni spotieby sacharidi nazyvame Pasteuriv efekt. 282930

1.3.1. System a klasifikace

Kvasinky rodu Saccharomyces patii mezi jednobunééné eukaryotni a z hlediska
vyzivy heterotrofni mikroorganismy, které fadime do fise hub (Fungi). 23! Nazev
organismu vychazi z latinskych vyrazii Saccharo — cukr a Myces — houba. ¥ Cesky

nazev je odvozen od schopnosti vétSiny druht kvasinek zkvaSovat jednoduché,

vvvvvv

Kvasinky fadime do impéria Eukaryota — vykazujici charakteristické rysy
eukaryotické bunky, fiSe hub (Fungi) a podle zpusobu pohlavniho rozmnozovani
do oddéleni Ascomycota (vieckaté, vieckovytrusné houby). Dalsi systém a klasifikace
prochazi mohutnymi zménami diky novym poznatkim oboru molekularni bunééné
biologie. Vyjdeme — li z tradi¢niho, zjednoduseného systému, fadime kvasinky do tiidy
Saccharomycetes, fadu Saccharomycetales (kvasinkotvaré, ,,pravé” kvasinky), celedé

Saccharomycetaceae a rodu Saccharomyces, 293233
1.3.2. Cytologie

Kvasinka rodu Saccharomyces je eukaryotni organismus a je tvofena jedinou
buiikou. Jedna se o vicefazovy systém, ve kterém membrany ohranicuji jednotlivé
bunééné organely (kompartmenty). Tvar bunék souvisi se zplisobem rozmnozovani,

které se déje pucenim nebo délenim. Nejcastéji ma vSak tvar elipsoidni, vejcity
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az kulovity. Velikost bunky kvasinky se pohybuje od 6 um do 8 um. Velikost je klicova

k determinaci stafi organismu.

Mitochondrie _
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Obr. 1: Schéma eukaryotické buiiky kvasinky. ** (upraveno)

Kvasinkové buiika je tvofend silnou a pevnou bunécnou sténou, jejiz funkci
je zejména opora buiiky a ochrana pfed mechanickymi vlivy, osmotickymi vlivy a vlivy
vnéjsiho prostiedi. Sténa je prostoupena pory, kterymi mohou volné difundovat vSechny
slouceniny s vyjimkou latek vysokomolekularni povahy, jako polysacharidy, bilkoviny
aj. S vyvojem elektronové mikroskopické techniky bylo zjisténo, ze je bunécna sténa
tvofend tfemi vrstvami, liSici se chemickym sloZenim. Hlavni sloZkou bunécné stény
jsou polysacharidy, majici vlaknitou strukturu, ktera vytvati hustou a pevnou splet.
Splet’ je z velké ¢asti vyplnéna proteiny a je zde i mensi zastoupeni lipidt, fosfolipidii
a fosforeCnanti, které jsou na polysacharidy véazany fosfodiesterovymi vazbami.
Fosfatove zbytky spolu s karboxylovymi skupinami bilkovin davaji buiikam kvasinek
zaporny naboj, ktery znaéné ovliviiuje adsorpci latek z Zivného prostiedi. Mezi hlavni

slozky sténovych polysacharidii kvasinek patfi glukany, mannany a malé mnoZstvi
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glukosaminu a chitinu. Slozeni jednotlivych vrstev je proménlivé. Prikladem mize byt
slozeni vn&jsi vrstvy pii spodnim kvaseni, kdy dochazi k vyraznému stoupani obsahu
bilkovin oproti mannanum, ¢imz dochazi k flokulaci kvasinek a rychlé sedimentaci.
Povrch bunécné stény nema jednotnou strukturu, ale je mozné pozorovat vyvysené
prstence — jizvy po puceni (jizvy zrodu), jejiz pocet slouzi k determinaci staii bunky.

Rod Saccharomyces puci na polech bunky (bipolarni puceni).

Obr. 2: Znazornéni pudicich kvasinek - snimek z elektronového

mikroskopu. %

Cytoplazmatickd membrana (plazmatickd m., plazmalema) je pomérmné¢ tenka a jeji
tloustka se pohybuje od 8 nm do 10 nm. RovnéZ je tvofena lipidy a proteiny a vytvafi
fadu vychlipenin dovnitf buniky. Ve fazi bunééného ristu se z vychlipenin odsStépuji
méchyiky a tubuly. Jev spojeny s odstépovanim méchyikt do cytoplazmy nebo ven
z téla bunky se souhrnné nazyva pinocytéza. Mezi nejduilezitéjsi funkce tak patii
transport latek do bunky - fagocytdza a z téla bunky - exocytoza. Navic je plazmalema
propustnd pro malé molekuly bez naboje a tvoii tak osmotické rozhrani mezi bunikou
a vnéjSim prostiedim. Plazmalema je i mistem, kde se odehrava biosyntéza nckterych
komponentti bunécné stény. Cytoplazma mladych bunék kvasinek obsahuje vedle
bunéénych organel i systém dvojitych membran — endoplazmatickeé retikulum (ER).
ER vytvati cisterny, lamely a tubuly, obsahujici enzymy a zasobni latky. Vnitini povrch
membrany je hladky, zatimco vnéjsi povrch je drsny z diivodu vyskytu ¢etnych agregatt

ribozomu. Jejich hlavni funkci je syntéza bilkovin. Dale jsou v cytoplazmé piitomny
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malé téliska rozli¢né velikosti a rozmanitého tvaru — mitochondrie. Tyto organely jsou
rovnéz obklopeny dvéma membranami. Vnéj$i membrana ma bradavcity charakter
a vnitini membrana tvofi vchlipeniny dovniti mitochondrie. Vnitini vchlipeniny
se nazyvaji kristy. Vedle bilkovin, lidipu a fosfolipidti obsahuji i RNA a malé mnozstvi
DNA, ktera je nositelem mimojaderné dédi¢nosti, kdy podle moderni endosymbiotické
teorie je puvod mitochondrii bakterialni. Hlavni funkci mitochondrii je respirace —
bunééné dychani a oxidativni fosforylace spojena s tvorbou energie ve formé ATP.
Vedle vySe popsanych funkci je mitochondrie mistem proteosyntézy, kterd v mnoha
ohledech pfipomind mechanismus syntézy bilkovin u bakterii. K nejnapadnéjSim
slozkam cytoplazmy kvasinek patii vakuola. Jednd se o kulovity Utvar,
ktery je obklopeny jednoduchou membranou - tonoplastem. Pro mladé nebo pucici
buiiky kvasinek je charakteristicky vyskyt vétSiho poctu vakuol, zatimco starSi buiiky
obsahuji pouze jedinou vakuolu, ktera vypliuje téméf cely prostor bunky. Uvnitf
vakuoly se nachdzi velké mnozstvi hydrolytickych enzymi, jako jsou proteinasy,
ribonukleasy a esterasy, takze plni podobnou funkci jako lysozomy - rozklad
nefunk¢nich organel, enzymt apod. Vakuola plni rovnéz zasobni funkci. Uvniti vakuoly
nalezneme velké mnozstvi aminokyselin, derivaty purind a rezervni zasobu
meziproduktii metabolismu. Mimo vySe popsané organely jesté nalezneme Golgiho
aparat — komplex zplostélych cisteren, kde dochazi k uvoliovani méchyiku - vezikulu.
Piedpoklada se, ze hlavni funkci je transport stavebnich latek (prekurzorll) bunécné
stény pies cytoplazmatickou membranu. Jadro (nukleus) je kulatd aZz lalo¢nata
organela, ktera je od cytoplazmy oddélena dvojitou jadernou membranou — karyotékou
s velkymi pory. Stupenn komunikace mezi jddrem a cytoplazmou zavisi na fyziologické
aktivité¢ buniky. Pomoci vysledki genetickych studii bylo zjisténo, ze se v haploidnim
jadfe nachédzi 16 chromozomil. Mimo to se v jadfe nachazi kratky tisek DNA (2 um),
ktery ma kruhovou strukturu a je obdobny plazmidim u bakterii. Tento plazmid
se v diploidnim jadfe nachazi v nékolika kopiich a nasel vyuziti v genovém inZenyrstvi.

V prostoru jadra nalezneme i jadérko, které 1ze barvit nékterymi barvicimi technikami.
28,31

1.3.3. Rozmnozovani

Vétsina rodi kvasinek, tak i Saccharomyces cerevisiae se rozmnozuje

nepohlavné — pucenim. Pfi puceni vznika mala dcefind burika, ktera je spojena
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s buitkkou matetfskou pomoci kanalku. Dcefind buika — pupen se neustdle zvétSuje,
dochédzi k mitotickému dé¢leni jadra, redistribuci mitochondrii a drobnych vakuol.
Rozdé€leni jadra matefské bunky vede k ¢astecnému prechodu dalSich slozek
cytoplazmy do nové vznikajici kvasinkové bunky. PucCeni je ukonceno uzavienim
kanalku mezi obéma bunkami, nartistem velikosti dcefiné bunky a spojeni drobnych
vakuol do jedné jediné. V piipadé kvasinky rodu Saccharomyces dochazi k bipolarnimu
puceni vedouci k tvorbé dvou novych kvasinkovych bun¢k. Cely cyklus bunécného
dé€leni az po oddéleni nové bunky trva za optimalnich podminek ptiblizn¢ dvé hodiny.
Vedle nepohlavniho, dominujiciho typu rozmnozovani existuje i pohlavni
rozmnozovani a to nejcastéji somatogamie, pti které dochazi k splynuti dvou
haploidnich bunék za vzniku zygoty. Po splynuti bunék dochazi i k spajeni jejich jader —
karyogamii za vzniku diploidniho jadra. Redukénim délenim — meidzou a nasledné

mitézou diploidniho jadra zygoty vznikaji vétS§inou 4 pohlavni askospory ulozené

28,29

ve viecku.

DIPLOIDNI

(Vysvétlivky: 1 — askospory, 2 — puceni; 3 — nové
vzniklé  haploidni buiiky, 4 — kopulace,
5 - plazmogamie, karyogamie, 6 - zygota
s diploidnim jadrem, 7 — puceni, 8 — diploidni
somatické buiky, 9 — mladé viecko po meidze,

10 — zralé viecko se ¢tyfmi askosporami)

=
HAPLOIDNI %/

Obr. 3: Zivotni cyklus kvasinky Saccharomyces cerevisiae. 2° (Upraveno)
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1.34. Fyziologie

V kvasinkach, ale i ostatnich zivych organismech probiha neustala preména
latek, kterd souvisi se ziskavanim energie a stavebnich latek. Tyto zakladni ,.kameny*
maji nepostradatelnou roli pro spravnou funkci a existenci bunky vibec. Intenzita
pfemény latek — metabolismus je u mikroorganismi silné ovlivnén vnéjSimi
podminkami: mnozstvi zivin, pH prostiedi, teplota a jiné. Metabolismus kvasinek
se obdobné jako u vysSich organismil rozdéluje na katabolismus (rozkladné procesy —
zisk energie a stavebnich molekul) a anabolismus (biosyntetické procesy). Z hlediska
narok na kyslik fadime kvasinky rodu Saccharomyces mezi fakultativni anaeroby
s pievahou fermentativniho  metabolismu.  Schopnost  ptechazet z aerobniho
metabolismu na anaerobni souvisi s vné&jSimi podminkami a obsahem sacharidii
v zivném médiu. SniZeni spotfeby sacharidi vlivem ptechodu na aerobni metabolismus
se nazyva Pasteuriv efekt. Louis Pasteur zjistil, ze v pfitomnosti kysliku dochazi
u kvasinek k potlaceni kvaseni. Rust kvasinkovych bunék je tudiz rychlejsi
v aerobnich  podminkach z divodu G¢innéj§i pfemény substratu v energii
nez metabolismus anaerobni. 28:31:3¢

V této praci se budeme zabyvat pouze témi katabolickymi procesy, které jsou
nezbytné pro feSenou problematiku v praktické casti prace. Zakladnim anaerobnim
katabolickym procesem je glykolyza (Embden — Meyerhof — Parnasova drédha). Jeji ¢ast
byla objevena vroce 1897 Hansem a Eduardem Buchnerovymi, ktefi objasnili
enzymovou fermentaci sachar6zy na ethanol v bezbunééném extraktu kvasinek.
Glykolyza byla plné objasnéna az vroce 1940 a je spolecna jak pro prokaryontni,
tak i eukaryontni organismy. Glykolyzou rozumime sled né&kolika enzymaticky
fizenych reakci, které spocivaji v pfeméné hexdéz na pyruvat a ATP. V prvni fazi
glykolyzy dochézi k aktivaci glukdézy pomoci fosforylace az na fruktosa — 1,6 —
bisfosfat. Tato molekula je dale pfevedena na dva vzajemné ptevoditelné triosafosfaty —
dihydroxyacetonfosfat a glyceraldehyd — 3 — fosfat. Oxidaci téchto tiiuhlikatych
fragmentd se tvoii energie ve formé ATP. Navic je oxidace obou tridz sprazena
s redukci oxidované formy koenzymu NAD" na NADH a H* . Vysledkem oxidace
je fosfoenolpyruvat, ktery je stabilizovan enol — keto tautomerii za odstépenim fosfatu
a vzniku produktu glykolyzy - pyruvétu. Z hlediska energetické bilance je ¢isty zisk

pii odbourani jedné molekuly glukdzy pouze 2 ATP.
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Pyruvat je dale za anaerobnich podminek metabolizovan u raznych
mikroorganismt rizné. Cilem jeho premény je vzdy soucasnéd reoxidace redukované
formy koenzymu NADH na NAD'. U kvasinek rodu Saccharomyces navazuje
na glykolyzu alkoholovad fermentace (ethanolové kvaseni), kdy dochazi nejprve
k dekarboxylaci pyruvatu za tvorby acetaldehydu a CO2 a poté k redukci acetaldehydu

za tvorby ethanolu. Redukce je rovnéz spiazena s oxidaci koenzymu NADH. 28 36-39
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Obr. 4: Anaerobni glykolyza — zjednodusené schéma. 8 (upraveno)
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Obr. 5: Alkoholova fermentace — zjednodu$ené schéma. *°

Vedle alkoholové fermentace je mozné pyruvat metabolizovat i dal§imi drahami.
U fady organismi (v€etné cCloveéka) existuje laktatovd  fermentace,

ktera je lokalizovana ve svalovych buiikach. Dojde — li k situaci, kdy je v bunkach svala
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nedostatek kysliku, dochazi k pfeméné pyruvatu na laktat, ktery u ¢lovéka zpisobuje
znamou bolestivost svalil. Dale je mozné pyruvat metabolizovat aerobné v citratovém
cyklu, ktery fadime mezi nejdalezitéjsi aerobni katabolicky proces vubec. Pyruvat
je transportovan z cytosolu buiiky do matrix mitochondrie, kde dochazi k syntéze
acetylkoenzymu A na pyruvatdehydrogenasovém komplexu enzymu. Vznikly
acetylkoenzym A je dale oxidovan sledem osmi dimyslnych reakei citratového cyklu na
CO,, ATP a volnou energii, ktera je ulozena do redukovanych koenzymi NADH
a FADH2. Redukované koenzymy jsou dale oxidovany v dychacim ietézci za tvorby
ATP. Mechanismus vzniku ATP je vysvétlovan tzv. chemiosmotickou hypotézou.
Zjednodusené, vzniklé protony H* jsou pumpovany z vnitini mitochondrialni matrix
do vngjstho mezimembranového prostoru za tvorby elektrochemického gradientu.
Vnéjsi prostor se tudiZz okyseluje. Gradient protond je vyuZivan proteinem ATP
synthasou (ATPasa), kdy pii transportu protoni zpét do matrix vznikd energie
pro syntézu ATP.

U kvasinek dochazi k zajimavému jevu, ktery se nazyva Crabtreeho efekt.
Je — li v médiu piitomny cukr v dostatecné vysoké koncentraci, tak dochazi pfednostné
k anaerobni alkoholové fermentaci a to i za cenu zisku mensiho mnozstvi energie.
Naopak pfti poklesu koncentrace cukru v médiu pod ur€itou hladinu dochazi k indukci
enzymu citratoveho cyklu a elektronovych ptenaSeét dychaciho fetézce,

které jsou nezbytné pro aerobni metabolismus sacharid. 2331:3
1.3.5. Vitalita a viabilita

Pro vyjadfeni kvality kvasinek Vv zavislosti na okolnim prostiedi, zejména
v pivovarské praxi, se ke kontrole a popisu uziva dvou terminu - vitalita a viabilita.
Viabilitou se u kvasinkovych bunék rozumi reprodukéni schopnost, schopnost rist
a rovnézZ udava pomérné zastoupeni Zivych bunck v kultufe va¢i mrtvym.
Vitalita — zivotaschopnost, hovoii o fyziologickém stavu dané populace, metabolickych
kompetencich v souvislosti se stafim bunék nebo pii plsobeni vnéjsich stresovych
faktord. 40-42

Pro méfeni obou vlastnosti kvasinek existuje fada metod, které jsou rtzné
spolehlivé, mohou byt zatizeny chybou nebo vyzaduji pestré uziti ptistroji laboratofe.
Cilem této prace je studium vlivu nanocastic stiibra na vitalitu kvasinkovych bunék.

VIiv nanocastic stfibra na vitalitu bun€k byl nepiimo stanoven z mnozstvi metabolicky
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vyprodukovaného ethanolu pomoci chromatografu GC/FID v zavislosti na mnoZstvi

ptidané disperze nanocastic stiibra.
1.3.6. Vyznam a pouZziti

Modelovy organismus Saccharomyces cerevisiae patii mezi nejvyznamnéjsi
a nejprostudovangjsi rod kvasinek t¥idy Saccharomycetes. Jeho vyznam a uplatnéni
nalezneme zejména v odvétvich potravinatského primyslu. Nezastupitelnou roli hraje
Vv odvétvich kvasného primyslu (spodni a svrchni kvaSeni pii vyrob¢ piva, vyroba vina,
lihu, saké aj.) a drozd’arenského primyslu (vyroba pekaiského drozdi, krmného drozdi
aj.) Jednoduché struktura eukaryotické bunky a snadno ,Citelny”“ genom zajistil
kvasinkam  Saccharomyces cerevisiae vysostnou roli modelového organismu
v molekularni biologii, mikrobiologii, genetice a biochemii. Piikladem vyuziti mohou
byt geneticky modifikované buinky kvasinek pro zisk fady chemikalii (enzym,
koenzymt, nukleotidii, nukleosidil aj.). Mimo to existuji i speciadlné vySlechténé kmeny

vyrabéjici ergosterol — provitamin D, ktery je nasledné z bunék izolovan, 28-31:40
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1. Chemikalie

V experimentalni Casti byly pro pifipravu nanocastic stfibra a jejich stabilizaci

pouzity nasledujici chemikalie:

e dusi¢nan stiibrny (p. a., Sigma-Aldrich)

e amoniak (p. a. vodny roztok, min 25% (v/v), Sigma-Aldrich)
¢ hydroxid sodny (p. a., Lach-Ner)

¢ tetrahydridoboritan sodny (p. a., Sigma-Aldrich)

e Zelatina (p. a., Loba Feinchemie)

Pro piipravu Zivného média pro kvasinkovou kulturu rodu Saccharomyces cerevisiae

byly pouzity tyto chemikalie:

e D (+) — glukosa, bezvoda (p. a. Lach-Ner)
e VINKA, zivna stl pro kvasinky (FRUTANA s.r.0.)

Béhem experimentalni ¢innosti byly dale pouzity tyto chemikalie:

e Demineralizovana voda vyrobena ptistrojem Aqual 29 (MERCI, ¢istota
0,05 puS.cm™)

e Ethanol absolutni (pro UV spektroskopii; 99,8 %; Penta)

e Kyselina dusi¢na (p. a., min 65 %, Lach-Ner), fedéna v poméru 1:1

s demineralizovanou vodou)
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2.2. Biologicky material

Vliv nanocéstic stiibra a jeho toxicita byla studovana na jednobunéénych
kvasinkovych organismech  Saccharomyces cerevisiae (obr. 6) z oddéleni
vieckovytrusnych hub — Ascomycota.

Ve vsech experimentech bylo pouzito susené drozdi SAF INSTANT (10 g; > 98,5 %),
obsahujici ¢istou kmenovou kulturu Saccharomyces cerevisiae (obr. 7)

200um) b

Obr. 6: Kmenova kultura kvasinek Saccharomyces cerevisiae *

Vyrobek Drozdi susene Saf Instant 10 g

Slozeni Kmenova kultura Saccharomyces cerevisiae >98,5%
emulgator: sorbitan monostearat (E491)<1,5%

Barva Bezove kremova

Struktura Sypky granulat

Vané Charakteristicka pro pekarske drozdi

EAN kod 30023376

Balici material | Drozdi v 10 g saccich je baleno v ochranne atmosfere.
Balici material je schvalen pro baleni potravin.

Sklad. podminky | do 25°C v suchu a chladu

Doba Vyznacena na obalu kazdeho sacku. Doba trvanlivosti
trvanlivosti je 18 mésicu ode dne baleni.

Obr. 7: Specifikaéni list suseného drozdi SAF INSTANT %

31



2.3. Pristrojoveé vybaveni

Meéfeni velikosti nanocastic stfibra bylo provedeno na piistroji Zeta Potential
Analyzer Zeta Plus (Brookhaven Instruments Corporation, USA) pracujici
na principu DLS (dynamicky rozptyl svétla). Tento piistroj umi zmétit velikost ¢astic
vrozsahu 2 nm az 2 um, zeta potencidl, polydisperzitu a poskytuje informaci
o velikostni distribuci jednotlivych &astic. 1

Mefeni absorbance pfipravenych nanocastic stfibra bylo vyhodnoceno
spektrofotometrem Specord S600 (Analytic Jena, Némecko). Vysledkem méfeni,
Vv ptipadé spravné piipravy, byla charakteristicka UV-VIS spektra s absorpénim
maximem okolo 400 nm.

Koncentrace pfipravené disperze nanocastic stiibra byla zjiSt€éna pomoci
atomové absorpéni spektrometrie na ptistroji ContrAA 300 (Analytic Jena, Némecko).

Vliv rostouciho mnozstvi piidané disperze nanocastic stiibra na mnozstvi
vyprodukovaného ethanolu kvasinkami Saccharomyces cerevisiae byl uréen pomoci
plynového chromatografu GC 6820 (Agilent Technologies), ktery je vybaven
2 detektory: FID (plamenovy ioniza¢ni detektor) a ETC (detektor elektronového
zachytu). Pfi experimentalni praci bylo pouzito rozhrani GC — FID, z divodu rychlé
separace pii analyze sloucenin, v naSem piipad¢ ethanolu, ktery 1ze odpatit bez znamek
dekompozice, 1141617

Pro dalsi praci spojenou s ptipravou nanocastic stiibra byly pouzity analytické
vahy (AND, Japonsko) a elektromagnetické michadlo s moznosti ohfevu (Heidolph,
Némecko). Pottebna sterilizace chemického nadobi a ptisluSenstvi pro zabranéni ristu
nezadoucich mikroorganismi v kultiva¢nim médiu, ve snaze o Vvétsi reprodukovatelnost

vysledki, byla provadéna v susarné pii teploté 150 °C po dobu pil hodiny.

2.4. Priprava nanocastic stiibra

K ptipravé disperze nanocastic stiibra byla pouzita modifikovana Tollensova
metoda, ktera je zaloZena na redukci diamminsttibrného komplexu vhodnym redukénim
¢inidlem Vv alkalickém prostiedi. V piipadé zkoumani vlivu nanocastic stfibra na vitalitu
kvasinek byly nanocastice pfipraveny redukci tetrahydridoboritanem sodnym. Proces

syntézy nanoCastic stiibra byl dale modifikovan pfidavkem zelatiny, ktera byla
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do roztoku ptidana jesté pred samotnym redukénim ¢inidlem. Pfidanim roztoku Zelatiny
do reakéniho systému zajistime dlouhodobou stabilitu disperze vici agregaci a velikost

pripravenych nanoéastic stiibra se pak piiblizné pohybuje kolem 5nm. 417

Pied samotnym zahajenim reakce bylo nutné pfedem piipravit zasobni roztoky

jednotlivych vychozich reakénich komponent, které ilustruje tabulka 1.

Tab. 1: Pehled vychozich latek pro pfipravu nanocastic stiibra

Latka MnoZstvi Koncentrace
AgNO; 25,00 ml ¢ = 0,001 mol/l

NH3 6,25 ml ¢ = 0,005 mol/l
NaOH 1,00 mi ¢ =0,01 mol/l

H.O 57,75 ml

Zelatina 10,00 ml 0,5 g/100 ml koloidu
NaBH,4 25,00 mi ¢ =0,01 mol/l

Do piipravené kadinky o objemu 150 ml a umisténé na elektromagnetické
michacce bylo pfidano 25,00 ml roztoku dusi¢nanu stiibrného a 6,25 ml vodného
roztoku amoniaku. K vytvofenému diamminstiibrnému komplexu bylo za stalého
michani ptidano 57,75 ml vody a 1 ml roztoku hydroxidu sodného. Mnozstvi vody
je spocitano na celkovy objem reakéniho systému 125 ml. Dale bylo pfidano 10 ml
zasobniho roztoku Zzelatiny (0,5 g Zelatiny/100 ml koloidu). Na zavér bylo ptidano
25 ml roztoku redukéniho ¢inidla - tetrahydridoboritanu sodneho za tvorby stabilni
disperze nano¢astic stifbra o koncentraci 108 mg.I%. 14

Reakce probihala za laboratorni teploty pfiblizné 2 — 3 minuty a vysledna
disperze nanocastic stiibra byla vyhodnocena ihned po skonceni reakce. Méfeni byla
provedena po kazdé syntéze nanocastic stiibra a kazd4 hodnota je primérnou hodnotou
tii méfeni k zajisténi relevantnosti vysledk. Primérna velikost castic byla urcena
pomoci metody dynamického rozptylu svétla (DLS) a z TEM. UV-VIS spektroskopii
byla zméfena kontrolni spektra, ktera jsou pro disperzi nanocastic charakteristicka.
Koncentrace ptipravené disperze nanocastic stiibra byla ziskdna pomoci atomové

absorp¢ni spektrometrie.
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2.5. Priprava zivného média

Zivné médium pro naslednou kultivaci modelového organismu Saccharomyces
cerevisiae se skladalo ze dvou roztokd. Prvni roztok byl pfipraven rozpusténim 1 g
zivné soli  pro kvasinky VINKA v 100 ml demineralizované vody.
Druhy roztok — roztok D-glukosy byl pfipraven rozpusténim 110,10 g D- glukosy
v 500 ml demineralizované vody. Erlenmeyrovy banky, pouzivané pro kultivaci, byly
omyty demineralizovanou vodou a Ciseln¢ oznaceny. Do ptipravenych banék bylo
odpipetovano po 1 ml zasobniho roztoku zivné soli VINKA a 70 ml zasobniho roztoku
D-glukosy. Dale pak byla pfidana disperze nanocastic stiibra. Mnozstvi piidané
disperze nanocastic stiibra v bankach jednotlivych experimenti se pohybovalo
v hodnotach od 0 ml do 80 ml, jak je uvedeno v tabulce 2. Celkem bylo provedeno pét
kultivaénich experimentl, aby bylo mozné ziskat vérohodna data ilustrujici vliv ptidané
disperze nanocastic stfibra na vitalitu kvasinkovych bunék. Pfipravené banky
s kultivaénim roztokem a disperzi nanocastic stiibra byly piekryty aluminiovou folii
a sterilizovany v susarn¢ pii 150 °C po dobu 30 minut. Spolu se vzorky byla
sterilizovana i kovova chemicka 1zi¢ka, urcena k pozdéjsimu davkovani odvazeného
mnozstvi drozdi obsahujici modelovy organismus Saccharomyces cerevisiae. Po pil
hodiné sterilizace byl material ze susarny vyjmut a po zchlazeni na laboratorni teplotu

byl pfipraven pro dalsi praci.

Tab. 2: Mnozstvi piidané disperze nanocastic stiibra (v ml) v jednotlivych kultiva¢nich

experimentech

cislo 1. | 2| 3 |4 |5 (6. |7 (8 ]9 |10 |11. |12
baiky
1 0 2 5 8 |12115]|20| 25|30 40
2 2 5 8 |12 15|20 | 25|30 | 40

tislo 3 2 [ 5|8 [12]15]20|25]30]40

experimentu
4 2 5 8 |12 15|20 | 25|30 (40| 50 | 60 | 80
5 2 5 8 |12 15|20 | 25|30 (40| 50 | 60 | 80
Gradient mnoZstvi pridané disperze nanoé¢astic stfibra
(v ml)
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2.6. Postup pri kultivaci kvasinek a studiu vliva nanoé¢astic

stribra na vitalitu kvasinek

Po sterilizaci a zchladnuti série ban¢k s kultivatnim médiem a disperzi
nanocastic stfibra bylo pfidano 0,5 g suSeného drozdi SAF INSTANT. Nasledn¢ byla
kvasinkova suspenze dikladné rozmichana. Pfipravené vzorky pro kultivaci byly
prekryty sterilizovanou aluminiovou folii tak, aby nedochazelo k nezadouci kontaminaci
vzorktl mikroorganismy, sporami plisni a hub.

Kultivace vzorkll jednotlivych experimentt probihala na pracovisti katedry
fyzikalni chemie za laboratorni teploty a denniho svétla po dobu dvou dni. Tteti den
bylo nutné vzorky ptipravit k méfeni (Obr. 8). Fakt, Ze nebylo mozné pro kultivaci
kvasinek mozné pouzit termostatovaného biologického boxu, se zfejm¢ promitl
do reprodukovatlenosti vysledki jednotlivych biologickych experiment. Zejména
kolisani teploty v laboratofi mohlo vyznamné ovlivnit rist kvasinek, ¢ehoz dusledkem
jsou ne zcela reprodukovatelné hodnoty produkovaného ethanolu za jinak stejnych
podminek experimentu. Pfes tyto rozdily v hodnotadch kvasinkami produkovaného
ethanolu byly v realizovanych métenich potvrzeny stejné tendence a i hranice toxického
plsobeni nanocéstic stfibra na testovany mikroorganismus se pohybuji pro jednotlivé
experimenty v mezich obvyklych pro biologické experimenty.

Cilem experimentalni prace bylo stanovit, jaky vliv ma mnoZstvi pfidané
disperze nanocastic stfibra na vitalitu kvasinkovych bunék. Vitalita kvasinek byla
stanovena meéfenim mnozstvi ethanolu, ktery kvasinky vyprodukovaly alkoholovou
fermentaci v zavislosti na mnozstvi ptidané disperze nanocastic stiibra do kultivacniho
média. Méteni obsahu ethanolu v kultivaénich médiich jednotlivych experimenti bylo
stanoveno pomoci chromatografu GC 6820 v rezimu s detektorem FID (Agilent
Technologies). Piiprava vzorki k méfeni probihala nasledovné. Nejprve bylo nutné
oddg¢lit ze suspenze kvasinek kapalnou fazi obsahujici vedle slozek kultivaénim roztoku
i vyprodukovany ethanol a ostatni metabolity latkové premény. Filtrace byla provedena
klasickou filtraci v ndlevce na filtratnim papiru (Obr. 9). Ziskané filtraty jednotlivych
vzorkt experimentd se podrobily analyze na chromatografu GC/FID. Vystupem méfeni
byla hodnota piku (v milivoltech za sekundu) vyjadiujici mnozstvi kvasinkami
vyprodukovaného ethanolu v zavislosti na mnozstvi piidané disperze nanocastic stiibra

do jednotlivych vzorkd.
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Obr. 8, 9: Ptiprava vzorkl k méfeni obsahu ethanolu v kultiva¢nim médiu
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

3.1. Vlastnosti pripravené disperze nanocastic stiibra

Koloidni disperze nanocastic stiibra byla pfipravena modifikovanou
Tollensovou metodou za pouziti tetrahydridoboritanu sodného, jako redukéniho €inidla.
Pred pfidanim redukéniho c¢inidla do reakéniho systému byl roztok stabilizovan
zelatinou. Primérna velikost pfipravenych nanocastic €inila pifiblizné 5 nm (Obr. 10).
Velikosti ptipravenych nanoc¢astic odpovidalo i naméfené absorpéni maximum o vIinové
délce 410 nm, které je charakteristické pro nanocastice o této velikosti (Obr. 11).
Velikost nanocastic stiibra byla méfena i pfistrojem Zeta Potential Analyzer Zeta Plus
vyuzivajici  metodu  DLS, ale naméfené  hodnoty,  pohybujici  se
od 50 nm do 350 nm, byly ovlivnény pfitomnosti zelatiny v disperzi. Hodnoty velikosti
nanocastic stiibra uvadéné v tabulce 3 jsou primérnou hodnotou tii méteni na piistroji
DLS. Koncentrace piipravené disperze nanocastic stfibra, stanovend pomoci AAS,

¢inila 108 mg.1.

Tab. 3: Primé&rna velikost nanodastic stiibra méfend metodou DLS

Experiment 1. 2. 3. 4. 5.
Velikost 225 181 167 212 173
nanocastic[nm]

Obr. 10: Elektronmikroskopicky snimek nanocastic stiibra pfipravenych
modifikovanou Tollensovou metodou redukci tetrahydridoboritanem sodnym

Vv pfitomnosti Zelatiny o koncentraci 0,5 hm. %.
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Obr. 10: UV/VIS absorp¢ni spektrum piipravené koloidni disperze nanocastic stiibra

3.2. Studium vlivu nanoéastic stribra na vitalitu kvasinek

Podle postupu, uvedeného v podkapitole 2.4. byla pro téely vSech provedenych
experimentll pfipravena disperze nanodastic stifbra o koncentraci stiibra 108 mg.l™
a priblizné velikosti ¢astic stfibra 5 nm. Byl zkoumén vliv mnozstvi pfidané disperze
nanocastic stfibra do kultivaéniho média na mnoZstvi vyprodukovaného ethanolu.
Mnozstvi ethanolu vyprodukovaného v jednotlivych vzorcich experimenti bylo
zméfeno pomoci plynové chromatografie — GC/FID. Naméfené hodnoty ethanolu byly
zprimérovany a zaznamenany do tabulek. Rovnéz byl vypocten obsah nanoAg
(v mg.I"Y) v jednotlivych vzorcich. Poté byla sestavena kalibraéni zavislost metodou
standardniho ptfidavku ethanolu, diky které bylo mozné vypocitat koncentraci
kvasinkami vyprodukovaného ethanolu (v mg.I"!) u jednotlivych vzorki. Ze ziskanych
dat byla sestavena graficka zavislost vlivu mnozstvi nanocastic stiibra na mnozstvi

vyprodukovaného ethanolu.

3.2.1. Vliv mnoZstvi nanocastic stribra v kultivaénim médiu

na mnoZzstvi vyprodukovaného ethanolu — experiment ¢. 1

Experiment ¢. 1 obsahoval sérii deseti vzorki, které se liSily v mnozstvi ptidané
disperze nanocastic stiibra. Vedle srovnavaciho vzorku 1, ktery neobsahoval
nanocastice stfibra, byla do dalSich vzorki postupné piidana disperze nanocastic

(Tab. 4). Provedenim experimentu bylo zjisténo, ze za danych podminek, kdy neni
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v kultivaénim médiu ptfiddna disperze nanocastic, je mnozstvi vyprodukovaného

ethanolu nejvétsi a jeho koncentrace ¢ini 173,40 mg.1 ™.

Tab. 4: Kvantitativni vyhodnoceni vzorkll experimentu ¢. 1

MnozZstvi Koncentrace Plocha piku Koncentrace
Vzorek pridané nanoAg ethanolu [mV.s] ethanolu
disperze Vv Zivném médiu [mg.I*]
nanoAg [ml] [mg.I7]

1 0 0 9372,477 173,40
2 2 4,93 5024,414 92,96
3 5 11,84 4736,267 87,63
4 8 18,23 4526,800 83,75
5 12 26,02 2743,573 50,76
6 15 31,40 3371,228 62,37
7 20 39,56 2502,301 46,30
8 25 46,88 2407,314 44,54
9 30 53,47 1689,857 31,26
10 40 64,86 1592,609 29,47

Se vzrastajicim mnozstvi pfidané disperze nanocastic stiibra klesalo mnozstvi
kvasinkami vyprodukovaného ethanolu (Obr. 11). Vyrazny pokles ethanolu byl
zaznamenan jii po pfidavku 2 ml disperze do vzorku 2. Hmotnostni koncentrace

ve vzorku 10, kde bylo do kultivaéniho média pfidano 40 ml disperze. Hmotnostni

koncentrace nanoAg v médiu ¢inila 64,86 mg.I™
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Obr. 11: Graf zavislosti kvasinkami vyprodukovaného ethanolu na mnozstvi ptidané

disperze nanocastic stiibra do kultivaéniho média — experiment €. 1
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3.2.2. Vliv mnozstvi nanocastic stribra v kultiva¢énim médiu

na mnozstvi vyprodukovaného ethanolu — experiment ¢. 2

Po provedeni experimentu ¢. 2 byly zjistény odchylky ziskanych hodnot
vyprodukovaného ethanolu oproti prvému experimentu (Tab. 5). Vyrazny pokles
hodnoty vyprodukovaného ethanolu byl zaznamenan az ve vzorku 6, kde bylo pfidano
20 ml disperze nanocastic stfibra. Hmotnostni koncentrace nanoAg v médiu ¢inila
39,56 mg.I"t. Velmi nizkou hodnotu kvasinkami vyprodukovaného ethanolu vykazoval
vzorek 8 a to pouze 0,94 mg.I"t. Hmotnostni koncentrace nanoAg v tomto médiu ¢inila
53,47 mg.I"Y. Ve vzorcich sniz§im piidavkem nanodastic stfibra byl zaznamenan
minimalni pokles hodnoty vyprodukovaného ethanolu (vys$i nez v prvém piipadg),

v

coz mohlo byt zplsobeno pfiznivéjsimi fyzikalnimi podminkami pii kultivaci
(napt. optimalnéjsi teplota, optimalnéjsi intenzita slune¢niho zafeni). Vyrazna zména
V toxicité nanocastic stfibra oproti prvému experimentu byla pravdépodobné zplisobena
ptitomnosti nezredukovaného iontového stfibra v disperzi pouZzité pro prvy experiment.
ze zelatina zpomaluje redukcei iontl stiibra a tak se i po né€kolika dnech od ptipravy

disperze miize udrzovat nizkd koncentrace vysoce aktivniho (a toxického) iontového

stfibra v pfipravené disperzi nanocastic stiibra.

Tab. 5: Kvantitativni vyhodnoceni vzorka experimentu ¢. 2

MnozZstvi Koncentrace Plocha piku Koncentrace
Vzorek pridané nanoAg ethanolu [mV.s] ethanolu
disperze Vv Zivném médiu [mg.I"]
nanoAg [ml] [mg.I7]
1 2 4,93 11379,846 210,54
2 5 11,84 10725,855 198,44
3 8 18,23 10953,229 202,65
4 12 26,02 10192,347 188,57
5 15 31,40 8496,254 157,19
6 20 39,56 601,034 11,12
7 25 46,88 197,758 3,66
8 30 53,47 50,986 0,94
9 40 64,86 16,442 0,30
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Obr. 12: Graf z&vislosti kvasinkami vyprodukovaného ethanolu na mnozstvi ptidané

disperze nanocastic stiibra do kultivacniho média — experiment ¢. 2

3.2.3. Vliv mnoZstvi nanocastic stribra v Kkultiva¢nim médiu

na mnoZzstvi vyprodukovaného ethanolu — experiment ¢. 3

Vysledky experimentu ¢. 3 jsou vice srovnatelné sdruhym experimentem
zejména z hlediska mnozstvi vyprodukovaného ethanolu, méné pak z hlediska
pozorovanych zavislosti produkce ethanolu na mnozstvi nanoc¢astic stiéibra v systemu.
Vyrazn&j§i pokles hodnoty vyprodukovaného ethanolu byl zaznamenan u vzorku 4,
kde bylo ptidano 12 ml disperze nanocastic sttibra. Hmotnostni koncentrace nanoAg
v médiu ¢inila 26,02 mg.I?. Celkové ale nebyl vliv nanocastic na vitalitu kvasinek

tak vyrazny jako v piedchozich experimentech.
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Tab. 6: Kvantitativni vyhodnoceni vzorkt experimentu ¢. 3

Cm({EtOH) [mg.1-1]

Mnoizstvi Koncentrace Plocha piku Koncentrace
Vzorek pridané nanoAg ethanolu [mV.s] ethanolu
disperze Vv Zivném médiu [mg.I"]
nanoAg [ml] [mg.l?]

1 2 4,93 6081,342 112,51
2 5 11,84 5889,238 108,96
3 8 18,23 6453,19 119,39
4 12 26,02 4779,651 88,43
5 15 31,40 5962,176 110,31
6 20 39,56 4393,93 81,29
7 25 46,88 4198,596 77,68
8 30 53,47 3531,402 65,33
9 40 64,86 1989,262 36,80
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Obr. 13: Graf zavislosti kvasinkami vyprodukovaného ethanolu na mnozstvi ptidané

disperze nanocastic stfibra do kultivaéniho média — experiment €. 3
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3.2.4.

na mnozstvi vyprodukovaného ethanolu — experiment ¢. 4

Vliv

mnozstvi nanocastic stribra v kultivaénim médiu

Dalsi experiment ¢. 4 vychdzel uspotfddanim z ptedchozich vysledkii. Byla

zejména prodlouzena série rastu koncentrace nanocastic stijbra v zivném médiu,

nebot’ v predchozich experimentech 1 pfi nejvyssi pouzité koncentraci kvasinky

produkovaly vyznamna mnozstvi ethanolu. Vyrazné&jsi pokles hodnot vyprodukovaného

ethanolu byl poprvé sledovan u vzorku 5 s 15 ml pfidané disperze. Hmotnostni

koncentrace nano¢astic stiibra v tomto médiu ¢inila 31,40 mg.1t. Velmi nizkych hodnot

vyprodukovaného ethanolu bylo dosazeno u vzorkil s mnozstvim piidané disperze

nanocastic stfibra 40 ml a vice.

Tab. 7: Kvantitativni vyhodnoceni vzorkl experimentu ¢. 4

Mnoizstvi Koncentrace Plocha piku Koncentrace
Vzorek pridané nanoAg ethanolu [mV.s] ethanolu
disperze Vv Zivném médiu [mg.I?]
nanoAg [ml] [mg.1"]

1 2 4,93 10579,243 195,73
2 5 11,84 10619,438 196,47
3 8 18,23 10613,002 196,35
4 12 26,02 9901,000 183,18
5 15 31,40 7050,410 130,44
6 20 39,56 7424574 137,36
7 25 46,88 6030,811 111,58
8 30 53,47 4148,150 76,74
9 40 64,86 1045,805 19,35
10 50 74,38 241,658 4,47
11 65 86,03 190,943 3,53
12 80 95,36 59,354 11
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Obr. 14: Graf zavislosti kvasinkami vyprodukovaného ethanolu na mnozstvi ptidané

disperze nanocastic stfibra do kultivaéniho média — experiment ¢. 4

3.2.5. Vliv mnoZstvi nanocastic stribra v Kkultivaénim médiu

na mnoZzstvi vyprodukovaného ethanolu — experiment ¢. 5

Posledni experiment byl proveden pro potvrzeni vysledki piedchozich
experimentll s koncentracni Skélou stejnou jako v pfipadé¢ experimentu ¢. 4.
Z naméfenych hodnot byla ziskana zavislost vlivu mnozstvi ptidané disperze nanocastic
stiibra na mnozstvi kvasinkami vyprodukovaného ethanolu. Se zvySujicim mnozstvim
pfidané disperze bylo zaznamenano kontinualni snizovani hodnot vyprodukovaného
ethanolu. Napadné snizeni hodnoty vyprodukovaného ethanolu bylo sledovano
u vzorku 6, kdy bylo do kultivaéniho média ptidano 20 ml disperze nanocastic stiibra.
Velmi nizké hodnoty vyprodukovaného ethanolu byly naméfeny ve vzorcich,

kde do kultivacnich médii bylo ptidano 40 ml a vice disperze nanocastic stiibra.
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Tab. 8: Kvantitativni vyhodnoceni vzorkt experimentu ¢. 5

Mnozstvi Koncentrace Plocha piku Koncentrace
Vzorek pridané nanoAg ethanolu [mV.s] ethanolu
disperze V Zivném médiu [mg.I"]
nanoAg [ml] [mg.l?]
1 2 4,93 11099,646 205,36
2 5 11,84 10585,392 195,84
3 8 18,23 10502,886 194,32
4 12 26,02 9984,215 184,72
5 15 31,40 9575,423 177,16
6 20 39,56 6685,128 123,68
7 25 46,88 5624,747 104,07
8 30 53,47 3794,464 70,20
9 40 64,86 937,017 17,34
10 50 74,38 471,103 8,71
11 65 86,03 303,553 5,62
12 80 95,36 77,006 1,42
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Obr. 15: Graf zavislosti kvasinkami vyprodukovaného ethanolu na mnozstvi pfidané

disperze nanocastic stiibra do kultiva¢niho média — experiment €. 5
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3.2.6. Shrnuti vysledkii experimentii ovlivnéni vitality kvasinek

nanocasticemi stiibra

Provedené

na studovany mikroorganismus Saccharomyces cerevisiae. V nasledujici tabulce ¢. 9
jsou shrnuty vyznaéné hodnoty koncentraci nanocastic stfibra v zivném médiu,
souvisejici jak s prudkym poklesem vitality kvasinek, tak i spoklesem mnozstvi
vyprodukovaného ethanolu na polovinu vychoziho mnozstvi (experiment s minimalnim

pfidavkem nanocastic stiibra), ktery lze v prvnim pfiblizeni povazovat za hodnotou

experimenty prokazuji

LC50 nanocastic stiibra pro testované kvasinky.

toxické UcCinky nanocastic

Tab. 9: Shrnuti vysledka testovani vlivu nanocastic stiibra na vitalitu kvasinek

Experiment

Koncentrace nanoAg
V bodé prudkého poklesu

Koncentrace nanoAg pro
pokles produkce ethanolu na

¢ produkce ethanolu [mg.I?] 50% [mg.I?]

1 26,02 39,56

2 39,56 39,56

3 39,56 64,86

4 31,4 53,47

5 39,56 46,88
pramér () 35,22 48,87
Smérodatna

odchylka 2,80 4,77
(AX)
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3.2.7. Sestaveni kalibra¢ni zavislosti pro ethanol

Pro vétsi nazornost ziskanych hodnot vyprodukovaného ethanolu byla sestavena
kalibracni pfimku ethanolu (graf 16), diky které bylo mozné vypocitat koncentraci

kvasinkami vyprodukovaného ethanolu jednotlivych vzorki experimentd.
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Obr. 16: Graf kalibra¢ni zavislosti pro ethanol

Vzorec pro vypocet koncentrace ethanolu (A — plocha piku, y — hodnota z rovnice
kalibra¢ni piimky)

c(EtOH)= —; [mg.l™']

= |

Podle tohoto vzorce byl piepocten signal z GC/FID na koncentraci ethanolu

Vv provedenych experimentech dokumentovanych vyse.
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ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo studium vlivu nanocastic stfibra na vitalitu
kvasinek Saccharomyces cerevisiae. Vitalita kvasinek byla hodnocena pomoci mnozstvi
vyprodukovaného ethanolu v zavislosti na mnozstvi piidané disperze nano¢astic stiibra.
Pro ucely této prace byly pfipraveny nanocastice stiibra modifikovanou Tollensovou
metodou, kde jako redukéni Cinidlo byl pouzit tetrahydridoboritan sodny. Disperze
nanocastic stiibra byla stabilizovana Zelatinou.

Sérii experimenti byl potvrzen vyrazny vliv mnozstvi pfidané disperze
nanocastic stfibra do kultiva¢niho média na mnozstvi kvasinkami vyprodukovaného
ethanolu. Ze vSech experimentii vyplyva, Ze s rostoucim mnozstvim pfidané disperze,
klesd mnozstvi vyprodukovaného ethanolu. Vyznamny pokles hodnot vyprodukovaného
ethanolu byl zaznamenan jiz po ptidavku cca 20 ml ptipravené disperze nanodastic
stiibra do  zivného média, coz odpovida koncentraci stiibra v médiu
35,22 + 2,80 mg.IL,

Za predpokladu, ze mnozstvi vyprodukované¢ho ethanolu je pfimo Umérné
vitalit¢ kvasinek lze ze ziskanych vysledkii odhadnout hodnotu LC50 na trovni
koncentrace nanoéastic stfibra 48,87 + 4,77 mg.I? (pro piidavek 25 ml disperze).
Ze vSech provedenych experiment navic vyplyva, ze ptidani 40 ml a vice disperze
nanocastic stiibra vede k masivnimu poskozeni kvasinkovych bungk, které se odrazilo
vyraznym poklesem hodnot vyprodukovaného ethanolu.

Realizovany vyzkum prokazal, ze interakci zivych organismi s toxickymi
latkami, v tomto pfipadé nanocCasticemi stiibra, lze uspé$né sledovat i na zakladé
produkce jejich metabolitli, coz umoziuje i kvantifikaci toxickych ucinkidi pro nizsi

neZ toxické davky na rozdil od klasickych mikrobiologickych metod.

48



4. SUMMARY

The aim of this bachelor thesis was to study the effect of silver nanoparticles
on the vitality of Saccharomyces cerevisiae yeast. Yeast vitality was evaluated
by the quantity of produced ethanol, depending on the amount of added dispersion
of silver nanoparticles. For the purposes of this work were prepared silver nanoparticles
by Modified Tollens method where the used reducing agent was sodium borohydride.
The dispersion of silver nanoparticles was stabilized with gelatin.

Series of experiments confirmed the significant effect of added quantities
of the dispersion of silver nanoparticles into the culture medium on the amount
of ethanol produced by yeast. All the experiments indicate that with increasing amounts
of added dispersion the amount of produced ethanol decreases. A significant decrease
in the values produced ethanol was recorded after about 20 ml additions of prepared
dispersion of silver nanoparticles in the culture medium. This value
is corresponding to a concentration of silver in the culture medium 35,22 + 2,80 mg.I™.

Assuming that the amount of ethanol produced is directly proportional
to the vitality of yeast we can estimate the value of LC50 concentration from obtained
results. Obtained value of silver nanoparticles concentration is 48,87 + 4,77 mg.I*
(for the addition of 25 ml of the dispersion). All the experiments also show
that the addition of 40 ml or more of silver nanoparticles dispersion leads to a massive
damage to yeast cells. That reflected a significant decrease of produced ethanol values.

Realized research has shown that the interaction of living organisms with toxic
substances, in this case the silver nanoparticles, can be successfully monitored
on the basis of production of their metabolites, which allows guantification of toxic

effects for less than a toxic dose unlike conventional microbiological methods.
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. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

e GC - plynovy chromatograf

e FID — detektor plamenové ionizace

e ETC — detektor elektronového zachytu

e AFM — mikroskopie atomarnich sil

e SEM - skenovaci elektronova mikroskopie

e TEM — transmisni elektronova mikroskopie

¢ NNI - Narodni nanotechnologicka iniciativa

e DLS — Dynamic Light Scattering, dynamicky rozptyl svétla

e HRTEM - High-resolution transmission electron microscopy, transmisni
mikroskop s vysokym rozliSenim

e DNA — deoxyribonukleova kyselina

e RNA —ribonukleova kyselina

e SDS - dodecylsiran sodny

e MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

e MFC — minimélni fungicidni koncentrace

e ROS - reaktivni oxidujici radikaly

e MKC — minimum killing concentration, minimalni hodnota k zabiti

e ATP —adenosintrifosfat

e NAD" - oxidovana forma nikotinamiduadeninudinukleotidu

e NADH - redukovana forma nikotinamiduadeninudinukleotidu

e FADH:- redukovand forma flavinuadeninudinukleotidu

e UV - VIS —ultrafialova — viditelna ¢ast spektra

e AAS - atomova absorp¢ni spektrometrie

e nanoAg — nanocastice stiibra

e EtOH — ethanol

e | Cso— letalni koncentrace pro 50% testovanych organismil

e LTso— letalni Cas, ¢as do smrti 50% testovanych organismi
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