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1. Uvod

Je zfejmé, Ze v poslednich dvou dekadach jsme svéd-
ky globalni invaze struktur obsahujicich pfedponu nano
(z teckého nanus — trpaslik) ve vSech technickych
a prirodovédnych oborech. Pfiroda vSak téchto nanostruk-
tur, tedy struktur, jejichz alespon jeden rozmér je omezen
v rozsahu 1 az 100 nm, vyuzivad v podstaté¢ od pocatku
zivota na Zemi. Jako piiklad mohou poslouzit listy a kvéty
protéze alpské. Ty jsou pokryty ochrannou vrstvou, ktera
je tvofena husté naskladanymi dutymi vlakny, majicimi
v pruméru okolo 100 nm. Pravé toto nanostrukturovani
poskytuje této horské rostliné ochranu pred chladem a UV
zéfenim'.

Preneseme-li se do zivocisné fiSe, tak jako ptiklad
nam mohou poslouzit tlapky ¢eledi gekonovitych. Ty jsou
tvofeny mikroskopickymi vyb&zky s nanometrickymi zpé&t-
nymi hacky. Tyto hacky nejenze dobfe vnikaji do nerov-
nosti na povrchu, ale zaroven povrchové molekuly na téch-
to haccich interaguji s molekulami povrchu, za vzniku
silné Van der Waalsovy interakce. V souctu je tato pfitaz-
liva sila silnéj$i nez gravitacni, a tak umoznuje gekoniim
bezproblémovy pohyb po hladkych sténach a stropech?.
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PfestoZe lidstvo mohlo tyto a mnohé dalsi piirodni
ukazy pozorovat od praddvna, teprve rozvoj modernich
analytickych technik nam umoznil pochopit pravou pod-
statu téchto jevil. Zaroven se nam tak naskytla moZnost
tyto materidly se strukturou v fadu nanometrd pfipravovat
a kontrolovat fadu jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti
nebo piipravovat nanomateridly s vlastnostmi zcela novy-
mi. Pfi vyzkumu téchto inovativnich materialli je ovSem
nezbytné soucasn¢ zkoumat a kategorizovat jejich potenci-
alni toxické chovani a zarudit tak, aby tyto nanomaterialy
nepostihl podobny osud jako napf. masové vyuzivany az-
best, ¢i insekticidy na bazi DDT.

2. Antropogenni vyskyt nanoc¢astic v Zivotnim
prostiredi

Jak je patrné z obr. 1, zaziva trh s nanotechnologiemi
v poslednich letech intenzivni rozmach. Tento obtizné
kontrolovatelny rozvoj vede v posledni dobé riizné organi-
zace ke snaze inventarizovat produkty obsahujici nano-
strukturované slozky, avSak Casto pouze s omezenym
uspéchem nebo s nedostatecnou Cetnosti aktualizace pfi-
slusnych databazi. Napt. spotiebni inventai produkti
(CPI), spravovany databazi Project of Emerging Nanotech-
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Obr. 1. Vyvoj poctu produktii obsahujici nanostrukturovanou
sloZku od roku 2005. Data za rok 2017 jsou aktudlni
k 30.8.2017, Cerpano z databazi CPI a Nanodatabase. Barevné
dostupny v online podobé
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nologies (PEN) mapuje pfedevsim trhy severni Ameriky.
Navic, posledni aktualizace této databaze se uskutecnila
v prosinci 2014. Jind databaze (Nanoproduktdatenbank),
zaStitovana némeckym sdruzenim pro Zivotni prostiedi
a ochranu pifirody (BUND), se pak zaméfuje pouze na trh
némecky. Dalsi inventat je vytvoreny Evropskou spolec-
nosti spotiebitell (BEUC) spole¢né s Evropskym sdruze-
nim pro koordinaci spotiebiteli a normalizaci (ANEC).
Ten ale poskytuje predevsim piehled o pouziti nanostruk-
turovaného stiibra v Evrop€. Zminéné tii databaze jsou
vSak ziidkakdy aktualizovany a v soucasné dob& zahrnuji
i jiz neprodavané produkty. Tyto nedostatky sice vedly
k vytvoteni volné pifistupné a relativné Casto aktualizované
,hnanodatabase” (www.nanodb.dk), avsak jejim nedostat-
kem je uzka specializace predevsim na evropsky trh. Navic
obsahuje pouze produkty, u nichz vyrobce (nebo prodejce)
uvadi obsah nanostrukturované slozky, coz vSak nemusi
byt potvrzeno nezavislou akreditovanou laboratofi. Kromé
poctu produktli samozfejmé roste i objem vyroby jejich
nanostrukturovanych  slozek, zejména na  trhu
s automobilovymi katalyzatory (11,5 tun/rok), chemicko-
mechanickymi abrazivy (9,4 tun/rok), magnetickymi pa-
métovymi médii (3,1 tun/rok) a opalovacimi krémy
(1,5 tun/rok)*. Tento postupny néarist v komeréni produkci
nevyhnutelné nese i zvySené riziko Uiniku nanostrukturova-
nych komponent do zivotniho prostedi. Toto jiz bylo po-
zorovéano na konci Zivotniho cyklu Sirokého spektra pro-
duktii (napt. uhlikové nanotrubice v televizorech pfi
recyklaci®), v priib&hu jejich pouZivani (prani textilii obsa-
hujicich nano&astice Ag, cit.%), ale i v produkovanych pri-
myslovych odpadech®. Nejvétsim zdrojem antropogennich
nanostruktur ovSem zlstava provoz automobilové dopra-
vy, a to i pres stale se zpiisiujici emisni normy’.

Pro komplexnost je potieba zminit, Ze nanocastice
(NP) se v zivotnim prostiedi vyskytuji i ptirozenou ptirod-
ni ¢innosti, pficemz tento vyskyt je bézny a Siroce rozsife-
ny v celé zemské atmosféte, oceanech, povrchovych
a podzemnich vodach, pid¢ a dokonce i v Zijicich organis-
mech. Hlavnimi zdroji emitujicimi NP do atmosféry jsou
lesni pozary, vulkanicka ¢innost, pidni eroze zplisobena
vodou a vétrem, glacieustatickymi pohyby ledovci
a poustni boute®, pfitemZ se odhaduje, Ze jen v atmosféie
vznikne za rok nékolik tun ptirodnich prachovych nano-
&astic’. Tyto NP v ovzdusi jsou schopny se rozptylit aZ na
vzdalenost n¢kolik tisict kilometri nez se samovolné usa-
di.

Tyto nanostrukturované slozky, nezavisle na zdroji,
pak pusobi na lidsky organismus. Nedavna studie jiz pro-
kazala souvislost mezi astmatem patizskych déti a vysky-
tem uhlikovych nanotrubic v jejich dolnich cestach dycha-
cich. Vzhledem k tomu, Ze se tyto déti nesetkaly
s uhlikovymi nanotrubicemi pfi jejich vyrobé nebo vyzku-
mu, je ziejmé, ze se do jejich plic dostaly z prostiedi, ve
kterém se bézné pohybuji, nejpravdépodobnéji z emisi
automobilového provozu .
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3. Pusobeni nanocastic v biologickych
systémech

Vyzkum interakce nanocastice-buiika je dilezity ne-
jen z hlediska nanotoxikologie, ale i nanomediciny, proto-
ze NP mohou slouzit jako terapeutickd ¢i diagnosticka
¢inidla v biomedicinskych aplikacich'"'?. Cilem t&chto
nanostruktur je proniknuti do konkrétnich bunék, kde pa-
sivn€ nebo aktivné plni svoji terapeutickou tlohu. Spolec-
nym zdkladem pro tyto dva nové védni obory
(nanotoxikologie, nanomedicina) je pochopeni zékladniho
mechanismu bunééného piisobeni NP, I v tomto piipads
je vysledny ucinek urcen fyzikalné-chemickymi parametry
nanocastic. Z hlediska uchyceni NP na buné¢né membrané
(a jejich naslednému pruniku) sehrava pravdépodobné
jich povrchovy naboj. Povrch bunék je totiz obvykle po-
kryt vrstvou karbohydratli, znamou jako glykokalyx, které
nesou negativni naboj. Proto jsou bunéné membrany
obecné povazovany za negativné nabité. Z toho divodu
prostupuji kladné (nebo neutraln€) nabité NP bunécnou
membranou podstatné snadnéji nez NP se zdpornym povr-
chovym nabojem'®, a proto jsou kladn& nabité NP voleny
jako nosi¢e 16k, Tento pondkud zjednodugeny model
ovSem neuvazuje samotné prostfedi, ve kterém jsou NP
k bunkam transportovany.

V biologickém prostredi jsou NP obklopeny riiznymi
typy biomolekul, které se mohou adsorbovat na jejich po-
vrch a vytvofit kolem nich ochrannou vrstvu tzv. proteino-
vou koronu. Tvorba této korony je dynamicky proces, pfi
kterém se na povrch NP nejdiive adsorbuji biomolekuly,
které jsou v daném prostiedi nejhojngji zastoupeny. Casem
pak dochazi k obméné biomolekul za proteiny, které maji
k povrchu NP v&ti afinitu, tzv. Vromanovym efektem'®.
Tato nova vrstva obklopujici NP pak muze vyrazné¢ modi-
fikovat vysledné vlastnosti (napf. povrchovy néboj), ale
také usnadnit priicchod NP pfes bunéénou membranu.

Vzhledem k velkému mnozstvi primyslové vyrabe-
nych NP a velké skale druhti bunék v lidském téle neexis-
tuje jednoznacny popis prichodu NP bunéénou membra-
nou. Jednotlivé buniky mohou pouzivat rizné zachytavaci
mechanismy NP ¢i jejich kombinace. Z piehledovych stu-
dii vyplyva, Ze byl pozorovan pienos NP do bunky pomoci
fagocytdzy, makropynocytdzy, endocytozy fizené klathri-
nem, endocytozy fizené kaveolinem, ale i klathrinem
a kaveolinem nefizené endocytozy'’. Mozné typy prenosu
NP do intracelularniho prostoru jsou zobrazeny na obr. 2.

Po vstupu NP do intracelularniho prostoru buiky
dochazi k jejich interakci zejména s mitochondriemi, kde
mohou zpisobit zménu jejich tvaru a funkce, coz muze
vést az k apoptdze &i nekroze bunék'®. U téchto energetic-
kych jednotek bunék muze dochazet vlivem NP
k roz§itovani pord na vné&jsi membrané, coz vyvolava sni-
zeni membranového potencidlu. Na tento stav reaguje mi-
tochondrie uvoliiovanim cytochromu C pomoci kaspaz do
cytosolu, ktery je pro buiiku signidlem k zahéjeni progra-
mované smrti buitky — apoptoze'®. Predpoklada se, ze NP
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Obr. 2. Schematické znazornéni transportu nanocastic do
intracelularniho prostoru

interaguji i s dal§imi organelami, ale v soucasné dobé¢ se
jedna o malo prozkoumanou oblast®.

Nanocastice jsou béhem svého ptisobeni (jak v extra-
celularnim, tak v intracelularnim matrix) schopny po celou
dobu vytvaret tzv. reaktivni formy kysliku (ROS — z angl.
reactive oxygen species). Tyto reaktivni formy kysliku
jsou Kkli€¢ové pro vzajemnou komunikaci bunék a ho-
meostazy. ROS konkrétn¢ zahrnuji radikaly superoxidovy
anion (Oy"), hydroxylovy radikal (OH"), peroxyly (ROO"),
alkoxyly (RO" hydroperoxyly (HO,") a oxidaéni ¢inidla,
peroxid vodiku (H,0O,), kyselinu chlornou (HCIO), ozon
(05) a singletovy kyslik (‘O,). Pii standardnim chovéni
jsou ROS produkovany ve stopovém mnozstvi bunéénym
dychanim, mikrosomy a peroxisomy’'. Pokud se
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v prostoru in vivo nachdzi NP, dochazi ke vzniku ROS
i dal$imi mechanismy.

Tyto mechanismy silné zavisi na chemickém slozeni
NP a probihaji zpravidla (a) na povrchu ¢astic nebo (b)
jejich rozpousténim. Napt. u NP tvofenych prechodnymi
kovy dochazi na jejich povrchu k reakcim Fentonova ty-
pu®, pfi nichz dochazi k redukcei peroxidu vodiku na hyd-
roxylovy radikal, kde povrch NP slouzi jako katalyzator.
Pii uvolnovani prechodnych kovii do okolniho prostredi
dochazi k jejich reakci s hydroperoxidy lipidi za vzniku
radikalt tzv. redoxnim cyklovanim:

LOOH + Me™ — LO"+ Me" + HO (1)
LOOH + Me™™" - LOO" + Me™" 2)

kde Me oznacuje kov a L lipidovy fetézec. Z uvedenych
reakci je patrné, Ze nanocastice mohou zpusobit nadmér-
nou produkci ROS, kterd nésledné vede k oxidativnimu
stresu ve tkanich.

Oxidativni stres znamena nerovnovahu mezi produkci
ROS a schopnosti biologického systému detoxifikovat tyto
reaktivni meziprodukty, ¢i opravovat zplisobena poskoze-
ni. Organismus na zvySenou produkci ROS reaguje tvor-
bou antioxidantli enzymatické i neenzymatické povahy.
Mezi vyznamné zistupce neenzymatickych antioxidantd
patii zejména kyselina askorbova (vitamin C), karotenoidy
a thiolové antioxidanty (glutathion, thioredoxiny, kyselina
lipoova). V organismu se (podle své chemické povahy)
podileji na zastaveni radikalové fetézové reakce tim, Ze se
samy stanou radikaly. Tim pferusi tuto fetézovou reakci za
vzniku méné toxickych produktli, které se z organismu
pomérné snadno vylouci pifimo nebo dalSim odbouranim
metabolickymi drahami, které organismus tolik nezatézu-
ji®. U enzymové antioxidaénich systémi je proces antio-

vvvvvv

vvvvvv

mi jsou superoxidismutasa, katalasa a 2 typy glutathion
peroxidas (GST a GPx). Antioxida¢ni u¢inky superoxidis-
mutas zpusobuje prechodny kov v aktivnim centru. Tento
enzym katalyzuje pfeménu superoxidu na peroxid vodiku,
ktery je pak nasledné pomoci glutathionin peroxidas, ¢i
katalasy pfem&nén na vodu, potazmo vodu a kyslik**.

V ptipad¢€, Ze obranné mechanismy jiz nestaci kom-
penzovat produkci ROS, dochéazi vlivem oxidativniho
stresu zejména k poskozeni jaderné a mitochondrialni
DNA, lipidni peroxidaci a oxidativnimu poskozeni protei-
nl. Pfi oxidativnim poskozeni DNA dochézi k tvorbé jed-
no- a dvou-tfetézcovych zlomd, modifikaci bazi a vzniku
pti¢né vazby mezi jednotlivymi fetézci. Vysledkem téchto
poskozeni je pak mutagenita a karcinogenita DNA®.

U proteind pak oxidativni stres mize zpasobit modifi-
kaci postrannich fetézc aminokyselin a zmény struktury
proteinu. Piisobenim ROS dale vznikaji alkoxylové radika-
ly, které nasledn¢ napadaji peptidovou vazbu v proteinech.
Tyto modifikace indukuji zmény funkénich vlastnosti pro-
teinu, které maji vliv na bunéény metabolismus, konkrétné
dochazi ke zménam katalytické aktivity, modifikaci ami-
nokyselin, tvorbé karbonylové skupiny, pficnych vazeb
mezi jednotlivymi proteiny a vytvofeni S-S mustki™.


file:///C:/Users/čsch/Documents/CHL01-20/Siegel/Siegel%20upravR.docx#_ENREF_18#_ENREF_18
file:///C:/Users/čsch/Documents/CHL01-20/Siegel/Siegel%20upravR.docx#_ENREF_19#_ENREF_19
file:///C:/Users/čsch/Documents/CHL01-20/Siegel/Siegel%20upravR.docx#_ENREF_20#_ENREF_20
file:///C:/Users/čsch/Documents/CHL01-20/Siegel/Siegel%20upravR.docx#_ENREF_21#_ENREF_21
file:///C:/Users/čsch/Documents/CHL01-20/Siegel/Siegel%20upravR.docx#_ENREF_22#_ENREF_22
file:///C:/Users/čsch/Documents/CHL01-20/Siegel/Siegel%20upravR.docx#_ENREF_23#_ENREF_23
file:///C:/Users/čsch/Documents/CHL01-20/Siegel/Siegel%20upravR.docx#_ENREF_24#_ENREF_24

Chem. Listy /74, 41-51 (2020)

U takto oxidovanych proteinit dochazi k jejich akumulaci
a k dalsimu toxickému chovani, které mize vyustit az
v nékolik patogenickych stavil, jako jsou neurodegenera-
tivni onemocnéni, diabetes, ateroskleréza, atd’’. ROS se
ovsem na oxidaci proteinti mohou podilet i nepfimo, pro-
stiednictvi oxida¢nich produktd cukrii a lipidd. Schematic-
ky je proces toxického chovani NP zobrazen na obr. 3.

Je ztejmé, ze NP mohou mit dalekosahlé nasledky na
lidské zdravi, a proto je vyzkum biologickych vlastnosti
nanocastic nezbytny pro jejich bezpecné pouzivani a na-
kladani s nimi®* %, Vétsina antibakterialnich a cytotoxic-
kych testd (in vitro i in vivo) vychazi z NP, které byly pfi-
praveny Casto velmi toxickym zplsobem nebo jsou pro
zaruceni jejich stability pouzity surfaktanty, které mohou
Casto zkreslovat vysledné toxické ucinky. Proto je pro
evaluaci biologickych u¢inki NP nutné vzit v uvahu
i samotnou syntézu tak, aby stanoveni téchto vlastnosti
nebylo ovlivnéno®.
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4. Piiprava kovovych nanocastic

Moznosti, jak pfipravit NP o konkrétni velikosti
a tvaru, je v dnesni dobé velké mnozstvi a jsou o nich vy-
davany celé monografie**™*. Vzhledem k velkému mnoz-
stvi téchto metod usnadiiuje orientaci jejich ¢lenéni na
metody ,,top-down* a ,,.bottom-up®. Jak napovidaji anglic-
ké nazvy téchto metod, u ,,top-down* (neboli shora dold)
se jedna o zpusob piipravy, pfi kterém je objemovy mate-
rial postupné rozméliovan az do nanorozméri. Naopak
u strategii ,,bottom up* (zdola nahoru) dochazi k vytvareni
nanostruktur jejich postupnym skladdnim z jednotlivych
atomtl. Dal$i, mén¢ pouZivanou kategorizaci téchto pii-
prav, je kategorizace na zakladé povahy déju pii syntéze
NP. Podle typu d¢je tak rozliSujeme metody fyzikalni,
chemické a specidlni podmnozinu chemickych metod —
metody biologické.

4.1. Katodové napraSovani do kapalin

Prvni pfiprava NP napraSovanim stiibra do silikono-
vého oleje byla provedena v roce 1996 zcela ndhodné. Ve
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| $kozeni buné-.:"{

¢éné stény, ne-
kréza burky \

Mozné rozpou-
_ §téni nanocas-
\\ tice, produkce
\ ROS, pri velké

SR \]koncentraci
te0. .. |ROS nasleduje
o ‘..’//apoptéza

*/ buiiky

\

™
Zmeéna tvaru mitochond-

rie, uvolnéni cytochro-
mu C, apoptodza buriky

Prinik nanoéastic do
intracelularniho prostoru,
napf. makropinocytézou

Obr. 3. Schematické znazornéni moznych ucinkii nanocastic na buiiku
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svém experimentu se Gao-xiang a spol.** zaméfili na pri-
pravu kovovych vrstev formovanych na povrchu kapaliny.
Pii depozicich s vykonem niz§im nez 30 W tato vrstva
nevznikala a namisto ni vznikaly koloidni roztoky NP.
Tyto ovsem charakterizovany nebyly, nebot’ vyzkum se
soustiedil pouze na piipravu zminénych vrstev*. Dalsi
vyzkumy se soustfedily opét na ptipravu kovovych vrstev
na kapalinach s cilem jejich pouziti v lunarnich telesko-
pech. Teprve aZ v roce 1999 se Wagener a spol.* usp&sngé
zaméfili na pfipravu NP touto metodou. Bylo tak potvrze-
no, ze napraSovani do kapalin mtze slouZzit i k pfiprave
NP, nikoliv pouze vrstev. Od t¢ doby doslo k progresivnimu
zkoumani této problematiky, nebot’ umoziuje piipravu NP
bez redukénich cCinidel a dalSich surfaktantd. Vysledny sys-
tém je tak tvoren zpravidla pouze dvéma slozkami — pouZity
kapalny substrat a pfipravené NP.

K ptipravé NP lze pouzit libovolnou kapalinu, ktera
ma dostatecné nizky tlak nasycenych par (depozice probi-
ha za snizeného tlaku) a idedlné¢ je schopna dostatecné
stabilizovat vznikajici NP. Pro tyto ucely jsou nejcastéji
voleny iontové kapaliny, makromolekularni kapaliny
(napf. rostlinné oleje*®) nebo naopak nizkomolekularni
kapaliny (glycerol*”). Jako obzvlast vhodné se jevi iontové
kapaliny — tedy kapaliny, které jsou tvofeny organickym
kationtem a anorganickym ¢i organickym aniontem, pii-
¢emz bod tuhnuti této kapaliny nesmi byt vyssi nez 100 °C.
Mezi ptednosti iontovych kapalin patii téméf nulovy tlak
nasycenych par (napf. [Bmim]PFg ma pti pokojové teploté
hodnotu tlaku nasycenych par 0,1 nPa, cit.**), vysoka tep-
lotni stabilita, Siroké elektrochemické okno (rozmezi napé-
ti, pfi kterém muize byt substance jak redukovana, tak oxi-
dovana), nehoflavost a solvataéni vlastnosti*’. Pro pipravu
NP je také vyhodné, Ze iontové kapaliny maji obecné nizké
povrchové napéti, coz urychluje nukleaci a mohou tak byt
pripravovany NP o velikostech fadu jednotek nm (cit.>’).
Na druhou stranu jsou kapalné elektrolyty Gasto toxické®',
a tudiz ptiprava NP s vyuzitim téchto kapalin neni pro potie-
by evaluace jejich biologickych vlastnosti vhodna.

Vhodnéjsi je druhd nejhojnéji pouzivand skupina
makromolekuldrnich kapalin — rostlinnych olejia. Ty jsou
oproti  iontovym  kapalindm  pfiznivéj§$i  nejen
z toxikologického hlediska, ale jsou i levnéj$i a neni nutné
je slozité ptipravovat. MoZnymi nevyhodami jsou pak
jejich vyssi tlak nasycenych par (napt. 0,26 kPa a 0,45 kPa
pro ricinovy, resp. sdjovy olej za pokojové teploty) a horsi
schopnost stabilizovat NP (cit.*®). Mezi pouzivané makro-
molekularni substraty se fadi i polyethylenglykol (PEG)
a jeho derivaty. PEG rovnéz vynika svou nizkou toxicitou.
Vyhoda pouziti tohoto substratu je pfedevsim v tom, Ze lze
piipravit PEG o volitelné velikosti fetézcli s pomémé uzkou
distribuci. To pak urCuje vysledné vlastnosti PEG, jako jsou
tlak nasycenych par, viskozita, a schopnost NP stabilizovat™.

Poslednim pouzivanym substratem, ktery nelze cha-
rakterizovat ani jako iontovou kapalinu, ani jako makro-
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molekularni latku, je glycerol. Poprvé byl tispésné pouzit
v roce 2012 pro piipravu Ag a Au NP (cit.*’). Velkou
pfednosti oproti pfedchozim popsanym substratlim je pii-
rozend biokompatibilita glycerolu, nebot’ je ve formé
svych esterl soucasti tukd. Dalsi nespornou vyhodou gly-
cerolu je jeho Casté pouzivani v kosmetickém a mydlat-
ském primyslu, coz ma za nasledek jednak jeho nizkou
vyrobni cenu, ale i dostupné a velmi dobfe prométené
hodnoty vSech dilezitych fyzikalné-chemickych parame-
tr*®. Mirnou nevyhodou je viak tlak nasycenych par gly-
cerolu, ktery je oproti bézn¢ pouzivanym rostlinnym
olejim o fad vyssi (22 mPa pfi pokojové teplote).

Nezévisle na volbé substratu byly naprasovanim pii-
praveny NP o riznych velikostech. Otazkou zustava, kde
v kapalin¢ dochazi k ristu NP a jak se pouzité kapaliny
na tomto rustu podili. Z fyzikalniho hlediska mtize docha-
zet pouze ke tfem scénailim: (a) k nukleaci NP a k jejich
rustu dochazi vyluéné na povrchu kapaliny, (b) nukleace
probiha na povrchu kapaliny, kdezto samotny rust jiz
v jejim objemu a (c) napraSované atomy maji dostatecnou
energii, aby pronikly do objemu kapaliny, kde pak probi-
haji oba procesy (nukleace i rist)**. V tomto piipadé je
hloubka penetrace napraSovanych atomd funkci jejich
kinetické energie a lze tak na zdklad¢ tohoto modelu vy-
svétlit zavislost vysledné velikosti NP na parametrech
depozice. U mechanismi (a) a (b) maji parametry depozice
(pracovni proud, napéti) pouze vyznam rychlosti syceni
povrchu kapaliny.

To, ktery z danych scénafti nastane, je podle jedné
Casti védecké komunity dano predev§im povrchovou
a objemovou kompozici kapaliny™, podle druhé viskozitou
kapaliny a tlakem nasycenych par>®. Zastanci prvni teorie
pfedpokladaji, ze po tvorbé nuklei na rozhrani kapalina/
vakuum dochézi k ristu nanoostrtivkll na povrchu kapali-
ny, které nasledné difunduji do objemu kapaliny. Zde do-
jde k samousporfadani struktury zaujimajici energeticky
nejvyhodn&jsi tvar’’. Podstatou druhé teorie je tzv. difuzni
délka, tedy délka, v jaké se mohou naprasené atomy nebo
vznikla nuklea pohybovat. Pii vyssich viskozitach (nizsich
difuznich délkach) je moznost migrace téchto entit mensi
a vysledny koloidni roztok tak obsahuje Castice o mensi
velikosti a uzsi distribuci®®.

Detailngjsi pohled na mechanismus tvorby NP pfi
naprasovani poskytli Anantha a spol.”’. Popisuji proces
pfipravy uniformnich NP pomoci tzv. sdileného hrubnuti.
Tento pohled je zaloZen na klasické teorii nukleace a ristu
krystalli. Pfi dopadu naprasovanych atomii na rozhrani
kapalina/vakuum (nebo na kratkou vzdalenost pod hladinu
kapaliny) je nejdfive dosazeno koncentrace, pii které je
v tomto objemu roztok saturovan. Atomy jsou homogenné
rozmistény v celém objemu a pii prekroceni kritické kon-
centrace dochazi ke spontanni tvorbé nuklei. V okoli téch-
to nuklei pak dochazi k vytvofeni tzv. vyloucenych zon*.
Vsechny naprasené atomy, které dopadaji do této zony, se

* V odborné anglosaské literatufe je tento pojem oznacovan jako ,,exclusion zone“ (mozné prelozit jako ,,vyloucena zona®),
ale 1ze se také setkat s oznacenim ,,denuded zone* (v doslovném ptekladu ,,obnaZena zoéna“).
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podileji na rustu nuklea. Protoze tyto zony maji polokulo-
vity tvar, dochazi k tvorbé sekundarnich nuklei, které¢ jsou
tvofeny napraSovanymi atomy, které nedopadly do zadné
vyloucené zony. Nasledné dochazi k riistu primarnich nuk-
lei na tkor sekundarnich — ke sdilenému hrubnuti. Pokud
je naprasovani ukonceno v dobé tvorby sekundarnich nuk-
lei, vysledny koloidni roztok obsahuje uniformni NP. Pfi
delsich naprasSovacich dobach dochdzi k dal§imu rdstu
castic az do doby, kdy se za¢nou dotykat navzajem. Zacne
dochazet ke zméné tvaru NP, jejich aglomeraci
k nezadoucimu jevu tzv. Ostwaldovu zrani.

Tento model povazuje dobu napraSovéni za jeden
z dtlezitych parametrd pro pfipravu uniformnich NP. To je
ale v pfimém rozporu s fadou vyzkumi, které dospély
k zavéru, ze doba naprasovani nema na velikost a distribu-
ci zasadni v1iv®. To lze vysvétlit tim, ze model publikova-
ny Ananthou a spol. neuvazuje zmény koncentrace
v celém objemu kapaliny. Béhem depozice dochézi
k hromadéni deponovaného materidlu na rozhrani kapa-
lina/vakuum, potazmo v malé hloubce pod hladinou. Je
tedy zfejmé, ze od pocatku depozice bude narGstat i difuz-
ni tok vznikajicich NP, ktery lze charakterizovat prvnim
Fickovym zakonem pro jednosmérnou difuzi ve tvaru:

dc

J=-D 3

kde J znaci difuzni tok, D difuzni koeficient, ¢ koncentraci
naprasovaného materialu a x smér toku (v tomto piipadé
hloubku kapaliny). Vystupujici difuzni koeficient (D) je
teplotné zavislou veli¢inou a pro sférické Castice je popsan
pomoci Stokesovy-Einsteinovy rovnice:

p=tel )
6xnr

kde kg je Boltzmanova konstanta, n viskozita média, T
teplota a 7 polomér NP. Teoreticky mlize nastat situace, ve
které difuznim tokem J proudi vytvofené NP z rozhrani
kapalina/vakuum, na kterém pak mohou vznikat nové nuk-
lea a NP. V tomto ptipad¢ by pak s postupujici dobou de-
pozice nemuselo dochazet k zhorSeni distribuce velikosti
piipravenych NP.

Vzhledem k tomu, ze difuzni koeficient je parametr
zavisly také na viskozit€ pouzitého média, je zfejmé, ze
volba pouzité kapaliny a jeji teplota béhem depozice. Pu-
blikované vysledky naznacuji, Ze pravé viskozita nejvice
ovlivituje vyslednou velikost NP a umozinuje pfipravovat
nanocastice o pozadované velikosti. Tuto velikost lze
ovlivnit i dal$imi parametry depozice (pracovni napéti,
proud, tlak, vzdalenost elektrod, teplota terée). Studium
vlivu téchto parametrli pfineslo prozatim rozporuplné
a Casto protichudné vysledky. Napt. v pfipadé pracovniho
proudu nékteti autofi uvadeji, ze velikost NP linedrn¢ stou-
péa s vy$$im pracovnim proudem®'. Toto pozorovani viak
rozporuje jina védecka skupina, kterd tuto zavislost nepo-
zorovala®. Ta si vysvétluje tento nesoulad tim, Ze pred-
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chozi dvé prace nemély béhem depozice pevné zafixovany
jiné parametry, zejména teplotu terce.

4.2. Katodové naprasovani do glycerolu

I pfes nemoznost stanoveni difuzniho koeficientu,
ktery je povazovan za jeden z kliCovych parametri, je
mozné neptimo studovat jeho vliv v ramci jednoho kovu.
Z toho divodu byl zkouman vliv zavislosti velikosti NP na
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Obr. 4. UV-Vis spektra nanodastic uSlechtilych kovi

v systému glycerol/voda, napraSovanych pii riiznych teplo-
tach glycerolu. Barevné dostupny v online podobé
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viskozité a teploté glycerolu pii pfipravé nanocastic Ag,
Au, Pd, Pt na pfistroj SputterCoater Q150T pfi teplotach
glycerolu v rozmezi 0 az 40 °C. Po depozici byla u AgNP
pozorovdna zména zabarveni z Cervené na svétle Zlutou,
u AuNP z ¢ervené na fialovou, az fialové-modrou. Pfekva-
pivé nebyla pozorovdna zadnd zména zabarveni u Pt
a PANP. Pro kvantifikaci barevnych zmén byla provedena
UV-Vis spektrometrickd méfeni ihned po depozici
(obr. 4). Jak je patrné na spektrech Ag a AuNP dochazi
v intervalu 0 az 20 °C se vzristajici teplotou k posunu
plasmonovych pikil k vy$§im vlnovym délkdm, zatimco
nad 20 °C dochazi k posunu piku k hodnoté¢ cca 425 nm
pro AgNP, resp. 540 nm pro AuNP. Dalsi zvySovani teplo-
ty béhem depozice jiz nema na vysledné spektrum vliv.
V ptipad¢ Pt a PANP nejsou piky povrchové plazmonové
rezonance (SPR) patrné z toho diivodu, ze lezi mimo mé-
fenou oblast®*,

Z UV-Vis spektrometrie je dale patrné, Ze s rostouci
teplotou klesa celkova absorbance koloidniho roztoku. Ze
znalosti Lambertova-Beerova zakona:

A = gbc 5)
kde A je vysledna absorbance, ¢ absorp¢ni koeficient, b
délka, na které dochazi k absorpci svétla, a ¢ koncentrace
absorbujici latky. Je patrné, Ze k poklesu absorbance do-
chazi na zdkladé zmény absorp¢niho koeficientu nebo
niz§i koncentrace absorbujici latky. Sice byl pozorovan
nartst absorpéniho koeficientu Au s rostouci velikosti
AuNP, ale zaroven byl pro stejny systém naméten i posun
SPR piku k vy3$§im vlnovym délkam®. To by mélo mit za
nasledek, Ze s rostouci teplotou bude celkova absorbance
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Obr. 5. Koncentrace kovii stanovené metodou AAS pii pouZiti
raznych kovovych teréi a za rizné teploty depozice. Teckova-
na c¢ara indikuje rychlost odpatrovani glycerolu pii dané teploté
a tlaku
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vys$$i, coZ nenastalo. K ovéfeni, Ze pfi vyssich teplotach
depozice dochazi ke zméné koncentrace absorbujici latky,
byla stanovena koncentrace nanoc¢astic (resp. daného kovu
v roztoku) pomoci atomové absorpcni spektrometrie
(obr. 5). Jelikoz dochazelo pfi vyssich teplotach depozice
k znanému odpafovani glycerolu, byla mira odparu na
teploté vypocitana a je patrna na obr. 5. Vypocet byl pro-
veden pomoci Hertzovy-Knudsenovy-Langmuirovy rovni-
ce za pouziti znamych parametrt pro glycerol® a tlak na-
sycenych par, ktery byl vypocten pomoci empirické rovni-
ce pro glycerol, publikovanou Cammenganem a spol.®’.

Jak je patrné z obr. 5, dochazi do 20 °C k narlstu
koncentrace kovu v roztoku a nad touto teplotou pak kon-
centrace klesa. Pribéh kiivek 1ze interpretovat nasledovné.
V prvni poloviné dochazi ke zvySovani koncentrace
zejména v disledku mirného odpatfovani glycerolu, kdezto
v druhé poloving je jiz toto odpafovani natolik vyznamné,
ze pary glycerolu zacnou unéset deponované atomy kovu,
coz se projevi snizenou rychlosti depozice. Z namétenych
dat dale vyplyva, ze mira odpafovani glycerolu urcuje
spise pravdépodobnost, s jakou dojde k uneseni deponova-
ného atomu jeho parami, nez ze odpafovani snizi rychlost
depozice o konstantni pocet atomd.

5. Antibakterialni vlastnosti nanocastic Ag, Au,
Pd a Pt

Pouziti NP v samotném glycerolu pro stanoveni bio-
logickych vlastnosti neni mozné kvtili vysoké hypertonici-
té glycerolu. To se v biologickych systémech projevi sna-
hou bunky vyrovnat osmoticky tlak uvoliovanim vody
z intracelularniho prostoru. Dochazi tak ke svrasténi bun-
ky, coz muze vést az k odchlipeni cytoplasmatické mem-
brany. Tento dé&j se nazyva plazmolyza a konc¢i smrti bun-
ky®®. Z toho diivodu byly ptipravené koloidni roztoky NP
v glycerolu nafedény ve vhodném poméru s vodou. Proto-
ze piilisné nafedéni destilovanou vodou by naopak vyusti-
lo v hypotonické prostiedi, ve kterém by buiky umiraly
prasknutim tzv. plasmoptyzou®, byl stanoven idealni po-
mér glycerol:voda pomoci méfeni osmolalit pfipravenych
roztokli o0 hmotnostnim zlomku glycerolu v rozmezi 0,1 az
0,5. Vysledky téchto méfeni jsou uvedeny na obr. 6. Mod-
ry pruh indikuje oblast fyziologického isotonického pro-
stiedi, za které se v literatufe bézné povazuje osmolalita
v rozmezi 275 az 295 mOsm/kg (cit.”’). Prolozenim expe-
rimentalné zjisténych dat (Cerné ctverecky) byl linedrni
regresi a znalosti intervalu osmolalit pro isotonické pro-
stiedi urcen idealni hmotnostni pomér glycerol:voda a to
1:3. Nésledné¢ byly katodovym napraSovanim pfipraveny
nanocastice Ag, Au, Pd a Pt v glycerolu a tyto roztoky
byly nafedény dle zjist€éného poméru s vodou. Protoze byla
celkovda hmotnost deponovaného kovu v poméru
s hmotnosti glycerolu zanedbatelnd, nebyl na ni pfti fedéni
bran ohled. Jak je z obr. 6 patrné, ptitomné NP maji na
vyslednou isotonicitu zadny nebo zanedbatelny vliv.

U takto upravenych koloidnich roztokt byla pied
samotnou biologickou analyzou stanovena velikost nano-
castic (AgNP — 5,742,3 nm; AuNP — 4,5+0,9 nm, PANP —
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Obr. 6. Stanoveni osmolality v systému glycerol/voda. Modry
pas vyznacuje isotonickou oblast, ¢ervena hranice pak vyznacuje
experimentalné stanoveny idealni hmotnostni pomér glycerolu a
vody

1,740,3 nm a PtNP — 2,1+0,4 nm) i koncentrace pfislusné-
ho kovu v daném roztoku. Ta byla stanovena primarné pro
moznost porovnani vyslednych ucinki s dostupnymi vy-
sledky v odbornych periodikdch. Hodnoty koncentrace
kovii v danych roztocich byly 9,2 + 03 mg ', 13,2 + 0,4
mg 11,804 mg I"al16,6+1,6 mg I, ato pro Ag,
Au, Pd a PINP. Vysledky kapkového testu na studovany
gramnegativni kmen bakterii Escherichia coli jsou na
obr. 7. Z tohoto diagramu je zfejmé, Ze inkubace PANP
s E. coli vyrazné ovliviiuje rust tohoto kmene bakterii
v porovnani s kontrolnim vzorkem az do 10° CFU (z angl.
Colony Forming Unit — jednotky tvofici kolonie). Pfi
vys$$ich koncentracich bakterii nebylo mozné antibakterial-
ni aktivitu jiz vyhodnotit, nebot’ jednotlivé CFU ve vzor-
cich splyvaji (tzv. konfluentni vzorky). V piipad€ nanocés-
tic Pt byly pozorovany pouze nepatrné baktericidni ucinky
pii koncentraci 10° CFU u E. coli a nanoéastice Au a Ag
jiz zadné u¢inky nevykazovaly. Zatimco u Pd a PtNP jsou
pozorované vysledky v dobré shod¢ s dostupnou literatu-
rou’""?, absence baktericidnich G¢inkéi u Au a AgNP
o podobné velikosti nikoli****. Tento nesoulad vysledki
s odbornou literaturou mize mit nékolik pficin. (a) Kon-
centrace pripravenych NP je nizkd, a tudiz se jejich anti-
bakterialni uc¢inky nemohou naplno projevit. V odborné
literatufe tato koncentrace Casto ani nebyva stanovena,
nebot’ se vyzkum soustedi pouze na kvalitativni vyhodno-
ceni testil (napf. prace’?). (b) Pozorované baktericidni cho-
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Obr. 7. Vysledky kapkového testu na gramnegativni bakterie
kmene Escherichia coli. Barevné dostupny v online podobé
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Obr. 8. Vysledky kapkového testu na grampozitivni bakterie
kmene Staphylococcus epidermidis. Barevn¢ dostupny v online
podobg.

vani NP je zplsobené residui z jejich ptipravy, kdy zejmé-
na pred samotnymi antibakteridlnimi testy neni ovéfena
Cistota zkoumaného koloidniho roztoku. (c) Antibakterial-
ni aktivita téchto Castic je vice urcena interakci povrch
nanocastice/surfaktant, nebot’ vétsina piiprav NP vyuziva
povrchové aktivnich latek k jejich stabilizaci.
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Pti studiu baktericidni aktivity NP proti grampozitiv-
nimu kmenu S. epidermidis (obr. 8) byl pozorovan vliv NP
od koncentrace bakterii 10° CFU. Nejvyrazngji se pak
projevovaly nanocastice Pd a Ag. PtNP se prekvapivé
projevily spiSe jako promotér rustu bakterii pii nizsich
koncentracich (do 10° CFU). Zminéné ti druhy NP vyka-
zuji antibakterialni u&inky v dobré shodé s literaturou’ ™.
AuNP podobné¢ jako PtNP nevykazovaly baktericidni efekt
ani na tento kmen bakterii, ackoliv pozorovani jinych vé-
deckych skupin hovoii o tom, ze AuNP o podobné veli-
kosti (5 nm) by antibakteridlni chovani vykazovat mé-
1y’®™. 1 zde je mozné vysvétlit nesoulad s literaturou ob-
dobné jako u gramnegativniho kmene E. coli.

6. Zavér

V soucasnosti nachéazeji nanocastice uslechtilych
kovi Siroké uplatnéni v materialovém inzenyrstvi, prede-
v§im v biomedicing, a to diky svym jedinecnym vlastnos-
tem pii interakei s biologickym prostfedim. Tento piispé-
vek pojednava o unikatnich vlastnostech nanostruktur,
zejména nanocastic, jejich antropogennim vyskytu
v pfirodé a moznych Géincich nano¢astic na zivé organis-
my na bunééné Grovni véetné jejich pifimé expozice. De-
tailn¢ je popsan predevSim soucasny stav problematiky
naprasovani do kapalin a dosavadni Gspéchy, piip. limity
této techniky.

Je demonstrovan potencial glycerolu pro pfipravu
nanocastic Ag, Au, Pd a Pt. Prace ukazuje, ze v pfipadé Ag
a AuNP Ize tspésné ovlivnit velikost vznikajich nanoc¢astic
v zavilosti na teploté glycerolu (v rozsahu teplot od 0 do
20 °C). Pro vyhodnoceni antibakterialnich G¢inki nano-
Castic byl stanoven idedlni objemovy pomér glycerolu a
vody pro vytvofeni isotonického prostiedi. V pripadé
E. coli se jako nejvice baktericidni jevi PANP, méné pak
AgNP a AuNP a nejméné PtNP. PtINP pak dokonce pliso-
bily jako promotéry rtistu u grampozitivniho barterialniho
kmene S. epidermidis, kde byl opét pozorovan nejvyssi
antibakterialni uc¢inek u PANP.

_ Autori dékuji za financni podporu Grantové agenture
CR v projektu 18-07619S.
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J. Siegel, M. Staszek, M. Kaimlova, and V. Svoréik

(Department of Solid State Engineering, University of
Chemistry and Technology, Prague): New Preparation
Procedures of Metal Nanoparticles and Their Activities
in Biological Systems

This review describes new procedures of preparation

of nanoparticles into liquid media, possible ways of their
action on cellular level and testing of antimicrobial activity
of metal nanoparticle-glycerol system. Basic requirements
on liquid media and conditions affecting parameters of
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colloidal solutions are specified. Advantages of glycerol
based nanoparticle solutions from the point of view of
their biological effects are discussed. In particular the sil-
ver, gold, palladium, and platinum nanoparticles are con-
sidered with emphasis on their antimicrobial activity. The
paper presents original experimental data and summarizes
mechanisms of antimicrobial action of these nanoparticles
towards grampositive and gramnegative bacteria strains
together with supposed passage of nanoparticles to intra-
cellular space and processes triggered within this milieu.
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