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1. Uvod

Nanotechnologie je rychle se vyvijejici v&dni obor,
ktery je povazovan za jednu z kliCovych technologii
21. stoleti'. Jedn4 se o technologii vyvoje a vyroby novych
struktur a materialt s alespon jednim rozmérem spadajicim
do rozmezi 1-100 nm (1 nm = 10~ m) (cit.?). Pravé maly
rozmér ¢ini nanomateridly pro mnoho oblasti tak jedinec-
nymi, jelikoZ materidly v nanomeéfitku casto nabyvaji zcela
odlisnych fyzikalné-chemickych vlastnosti v porovnani
s jejich makroskopickymi protéjsky. Tyto rozdilné vlast-
nosti jsou vysledkem vyrazné vyssiho poméru povrchu ku
objemu nanomateriald, coZ ma za nasledek vyssi reaktivitu
ve srovnani s vychozimi makromaterialy’. Oblast nano-
technologie je velmi Siroké4 a zahrnuje préaci s nanoobjekty
riznych materiald jak organickych napft. lipidové nanocas-
tice ¢i nanocastice polymerd (napf. lignin, $krob, chi-
tosan), tak anorganickych napf. nanocastice kovl (napf.
Ag, Au, Fe, Pt), polovodi¢ové nanocastice (napt. Si, CdS,
PbS) ¢i nekovové nanocastice (napf. grafen, fulleren).
V tomto prispévku bychom se rady vénovaly nanotechno-
logiim tykajicim se kovovych nanocastic, které¢ diky svym
jedine¢nym vlastnostem nalézaji uplatnéni v riznych od-
vétvich veetné mediciny, zeméd¢€lstvi, textilniho primyslu
nebo elektroniky’.
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Rostouci zdjem o kovové nanocéstice motivoval véd-
ce k vyzkumu a vyvoji novych, udrzitelnych metod vyro-
by, které by byly Setrné k zivotnimu prostredi a zaroven by
nebyly nakladné. To vedlo ke vzniku termint, jako jsou
,.nano-biotechnologie* ¢i ,,bio-nanotechnologie®, které
odkazuji na vyuziti biologickych systémi pro vyrobu na-
no&astic'. Tradi¢né jsou nanolastice kovil piipravovany
chemickymi procesy nebo fyzikalnimi metodami. Chemic-
ké ptistupy obvykle spocivaji v redukci kovovych ionti
pomoci ruznych chemickych redukénich cinidel (napf.
NaBH, pii pripravé Ag nanocastic) a nasledné stabilizaci
vznikajicich nanoc¢astic pomoci stabiliza¢nich latek. Na-
proti tomu fyzikalni metody Casto vytvafeji nanocastice
zmensSovanim castic materidlu, napf. mletim, az do nano-
méfitka. Tyto tradicni pfistupy Casto pracuji pii vysokych
teplotach, tlaku, nebo pouZzivaji drahé a toxické chemika-
lie*. Biologické postupy obvykle uplatiiuji principy tzv.
»zelené chemie® a umoznuji jednoduse ziskat nanocastice
o velmi dobré stabilité a zajimavych fyzikalné-chemickych
vlastnostech. Dluzno fici, ze i n€které nebiologické meto-
dy syntézy mohou spliovat zasady zelené chemie — napf.
redukce pomoci citratu &i askorbétu’.

Jako biologicky systém mohou byt vyuzivany napf.
mikroorganismy (bakterie, kvasinky, vlaknité houby, mi-
kroskopické tasy) nebo rostliny. Tato prace ma za cil pied-
stavit eukaryotické mikroorganismy jako zdroje perspek-
tivnich biologickych ¢initelll pro vyrobu nanocastic kovu.
Cilem je seznamit ¢tenafe s hlavnimi zéstupci vlédknitych
hub, kvasinek a mikroskopickych fas pouzivanymi
k syntéze kovovych nanocastic.

2. Mikroskopické vlaknité houby

Velka ¢ast vyzkumu biosyntézy nanocastic kovi po-
moci mikroorganismil je zaméfena na pouziti mikrosko-
pickych vlaknitych hub. Ve srovnéni s ostatnimi mikroor-
ganismy produkuje tato skupina vétSi mnozstvi extracelu-
larnich proteinti, enzymt a dalSich biomolekul, které se
aktivné mohou tcastnit redukce kovi, a také se podileji na
stabilizaci vznikajicich nanoéastic®®. Zvy3ena produkce
extracelularnich enzymi (napft. nitratreduktasy, acetylxylan-
esterasy, celobiohydrolasy D, glukosidasy a p-glukosidasy)
je vyznamna predevs§im pii pripravé kovovych nanocéstic
mimobunéén&’. Shluky mycelii mikroskopickych vlakni-
tych hub jsou také ve srovnani s jinymi mikroorganismy
odolngjsi pro vyssi pritok a michani v bioreaktorech'.
Dalsimi vyhodami pouziti mikroskopickych hub jsou jed-
noduché dokoncovaci procesy, snadny ,,scale-up* a vysoka
absorpéni kapacita bunék pro kovy®'"'2.

Nanocastice kovii byly Gspésné syntetizovany za po-
moci rodd, jako jsou Fusarium, Aspergillus, Penicillium,

Trichoderma, Verticillium & Rhizopus®".
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2.1. Fusarium

Velmi intenzivné je zkoumana biosyntéza za pouziti
zastupci rodu Fusarium, pomoci kterého byly Uspésné
pfipraveny nanocastice kovtl, jako jsou stiibro, zlato, Zele-
zo, titan, platina, zinek, zirkonium a kadmium”! 141,
Prestoze nekteti zastupci tohoto rodu produkuji mykotoxi-
ny a patii mezi fytopatogeny, jsou povazovani za slibné
kandidaty prevazujici nevyhodu fytopatogenity svym bio-
degradacnim potencialem a pfedevsim vylucovanim velké-
ho mnozstvi bilkovin'®. Velké mnozstvi studii se vénuje
piipravé nanoéastic pomoci F. oxysporum. Syed s kolegy'®
pro biosyntézu pouzili promyté mycelium F. oxysporum
suspendované do 1mM vodného roztoku H,PtCls a tuto
smés kultivovali pfi pokojové teploté, ¢imz ziskali sférické
nanocastice platiny o velikosti 5-30 nm. V jinych studiich
byl zkouman biosynteticky potencial F. solani, o kterém je
znamo, ze dokaze rychle rtst na pidach kontaminovanych
tézkymi kovy. Pomoci vodného bezbunécného extraktu
této houby se podafilo pfipravit nanocastice stibra (8—19
nm), médi (10-20 nm) a zinku (9—22 nm), u kterych byla
prokazana antibakterialni aktivita vici nékolika lidskym
patogentim'”.

2.2. Trichoderma

Zajimavym pfistupem k biosyntéze nanocastic kovi
je pouziti nepatogennich hub rodu Trichoderma. Mezi
velmi perspektivni zastupce patii 7. reesei, kterd mezi
houbami vynika svou schopnosti produkovat opravdu §iro-
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kou skalu enzymt a dalSich metabolitt (véetné celulolytic-
kého komplexu), a jehoz pouziti je shledano jako bezpecné
jak biologicky, tak pro Zivotni prostfedi'’. Vyzkum bio-
syntézy nanocéstic kovli pomoci 7. reesei je zaméfen pie-
dev§im na pfipravu stiibrnych nanocéstic. Vahabi
s kolegy" pouzili k biosyntéze nano&astic promyté myceli-
um této houby a smichanim s roztokem dusi¢nanu stiibr-
ného ziskali extracelularni nanocéstice stiibra o rozmérech
5-50 nm. Jini vyznamni zastupci tohoto rodu zahrnuji
napt. T. viride a T. harzianum, kteti jsou prosluli jako bio-
kontrolni agens pouzivand v komerc¢né dostupnych pfi-
pravcich k ochrané kofenového systému zemédé€lsky vyu-
zivanych rostlin pied fytopatogeny'®. V nedavné studii
Manikandaselvi s kolegy'" srovnali uginky stiibrnych na-
nocastic pfipravenych pomoci vodného bezbunééného
extraktu T. viride s G€inky samotného izolatu této mykopa-
razitické houby vic¢i dvéma rostlinnym patogentim. Vy-
sledky studie ukazaly, Ze takto pfipravené nanocéstice
maji vyssi antibakterialni aktivitu nez pisobeni samotného
izolatu T. viride. Vyhodou potencidlniho pouziti nanocas-
tic oproti samotné houbé¢ je dobra rozpustnost a stabilita,
jez jsou pro aplikace biokontrolnich ¢inidel klicové.

2.3. Penicillium

Dal$im ze zkoumanych rod mikroskopickych vlakni-
tych hub jako potencialnich producentl nanocastic je Peni-
cillium. Ptestoze né€ktefi zastupci tohoto rodu produkuji
mykotoxiny, fada druhi téchto hub je dobfe poznina
a nékteré jsou v soucasné dobé bézné vyuzivany

Tabulka I
Syntéza nanocastic kovli pomoci mikroskopickych vlaknitych hub (NP — nanocéstice z angl. nanoparticle)
Mikroskopické vldknité houby Typ NP Velikost Aplikace Lit.
Rhizopus stolonifer Ag 9,5 nm - 33
Fusarium solani Ag 7,7-18,9 nm antibakterialni 17

Cu 10-19,5 nm

ZnO 8,6-21,8 nm
Fusarium oxysporum Au 100 nm — 34
Fusarium oxysporum Ti 6—13 nm — 35
Fusarium oxysporum Pt 5-30 nm - 16
Fusarium scirpi Ag 2-20 nm antibakterialni 36
Verticillium luteoalbum -

Au 100 nm 34
Verticillium dahliae Au <10 nm - 34
Trichoderma reesei Ag 5-50 nm - 13
Trichoderma viride Ag 100+ nm antifungalni 19
Trichoderma harzianum Au 3244 nm antibakterialni, katalyza 37
Trichoderma atroviride Ag 15-25 nm antimikrobialni, 38

protirakovinné
Penicillium purpurogenum Ag 8—10 nm antibakterialni 21
Aspergillus terreus ZnO 10-45 nm antibakterialni, cytotoxicita, 39
textilni primysl

Aspergillus niger Ag ~20 nm antibakterialni 40
Aspergillus oryzae Fe 10-25 nm - 41
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v potravinarském a farmaceutickém prumyslu. Dosud bylo
poznano minimalné 25 druhti Penicillium schopnych syn-
tetizovat nanocastice kovi. VéEtsina studii se tyka biosynté-
zy nanocastic stiibra®’. Monodisperzni &astice tohoto kovu
o rozmérech 8§—10 nm byly pfipraveny pomoci bezbunéc-
ného vodného extraktu P. purpurogenum®'. Zbytek studii
pak zminuje predev§im pfipravu nanocastic zlata, médi
a stifbra® >,

2.4. Ostatni

Nanocastice kovil se vSak podafilo pfipravit i za po-
moci mnoha dalSich zastupcli mikroskopickych vldknitych
hub. Napiiklad 1ze uvést rod Aspergillus, pomoci kterého
byly syntetizovany nanocastice stiibra, zlata, zinku, zeleza
a kobaltu®'*. Nasledujici tabulka obsahuje piehled vybra-
nych zéastupct mikroskopickych vlaknitych hub, pouzitych
k biosyntéze nanocastic kovi (tab. I).

3. Kvasinky

Napti¢ eukaryoty patii kvasinky k nejstudovanéjsim
a nejhojnéji pouzivanym mikroorganismim v mno-
ha biotechnologickych procesech'?. Bylo zjisténo, Ze kva-
sinky maji schopnost absorbovat a akumulovat ze svého
okoli vysoké koncentrace iontli toxickych kovil. Praveé
v ramci detoxika¢nich mechanismi mutize dojit k biomine-
ralizaci iontll za vzniku nanocastic piislusného kovu, coz
z kvasinek ¢ini kandidaty vhodné ke studiu schopnosti
pramyslové produkce nano&astic kovil'. Kvasinky jsou
znamé zejména biosyntézou polovodi¢ovych nanocastic
sulfidu kademnatého (CdS) a sulfidu olovnatého (PbS), ale
byly pomoci nich pfipraveny i nanocastice kovu, jako je
stiibro, zlato, titan, zinek &i palladium®'2. Zminéné polo-
vodi¢ové nanocastice se podafilo pfipravit napt. kultivaci
kvasinky Schizosaccharomyces pombe v roztoku obsahuji-
cim kademnaté ionty (ve form¢ ImM CdS). Timto zptiso-
bem byly pfipraveny intracelularni nanocastice CdS
o velikosti 1-1,5 nm (cit.>).
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Uspé&3na biosyntéza nanoéastic pomoci kvasinek byla
provedena pouzitim zastupct rodu Schizosaccharomyces,
Saccharomyces, Yarrowia, Candida, Pichia a Rhodo-
torula®'"'?. Podrobngjii piehled uvadi tab. II.

4. Mikroskopické rasy

Rasy jsou v soudasné dob& komeréné vyuzivany
v potravinafstvi, farmacii, jako ptisady do kosmetiky
a krmiv nebo jako hnojiva a v poslednich letech nabyvaji
vyznamu také v oblasti zelenych nanotechnologii. Pro
biotechnologické postupy pfipravy nanocastic kovll jsou
fasy zajimavé pfedev§im proto, Ze jsou bohatym zdrojem
sekundarnich metabolitd, daji se snadno kultivovat, rychle
rostou a navic byvaji vznikajici nanocastice vzhledem
k pouzivani netoxickych fas biokompatibilni*®. Nejéastsji
jsou z hlediska biosyntézy nanocastic studovany rasy zele-
né, hnédé (chaluhy) a cCervené (ruduchy), a dale bude
v tomto textu popsana také biosyntéza nanocastic pomoci
fotosyntetizujicich prokaryot tzv. sinic, které byvaji
v odbornych textech Casto soucasti kapitol tykajicich se
bioész}gntézy kovovych nanocastic zprostiedkované fasa-
mi.

V souvislosti s biosyntézou nanocastic kovi bylo
studovano mnoho zastupci zminénych skupin fas, vybér
nekterych z nich (patficich mezi jednobunécné zastupce) je
prezentovan v tab. III na konci kapitoly. Vysledky experi-
mentl naznacuji, ze fasy jsou v této oblasti perspektivnimi
bioCiniteli, pomoci kterych by mohla byt zavedena udrzi-
telna, nakladové efektivni vyroba nanocastic nezatézujici
zivotni prostiedi. V fasami zprostiedkované biosyntéze
kovovych nanocéstic jsou redukénimi a stabilizacnimi
biomolekulami pigmenty (chlorofyly, fykobiliny, karote-
noiziy), mineraly, oleje, sacharidy, tuky a mnohé bilkovi-
ny".

Prikladem biosyntézy nanocastic pomoci jednobunéc-
nych hnédych fas mize byt pouziti rozsivek. Pomoci kulti-
vace rozsivky Navicula atomus v ptitomnosti HAuCl, byly
ziskany nano&astice zlata o velikosti 1-29 nm (cit. ).

Tabulka IT
Syntéza nanocastic kovii pomoci kvasinek (NP — nanocastice z angl. nanoparticle)
Kvasinky Typ NP Velikost Aplikace Lit.
Schizosaccharomyces pombe CdS 1-1,5 nm diody 25
Schizosaccharomyces pombe CdS 2—6 nm - 42
Saccharomyces cerevisiae Ag 2-20 nm - 43
Saccharomyces cerevisiae ZnS 3040 nm - 44
Saccharomyces boulardii Ag 3-10 nm protirakovinné 45
Yarrowia lipolytica Ag ~10 nm antibiofilmové 46
Candida glabrata Ag 2—-15 nm antimikrobialni 47
Candida glabrata CdS - - 48
Pichia pastoris Au ~100 nm protirakovinné 49
Pd ~100 nm
Rhodotorula glutinis Ag 5-45 nm antimikrobialni, katalyza 50
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Tabulka IIT

Syntéza nanocastic kovli pomoci mikroskopickych tas a sinic (NP — nanocastice z angl. nanoparticle)

Rasy Typ NP Velikost Aplikace Lit.

Hnédé Fasy

Navicula atomus Au 5-39 nm - 27

Diadesmis gallica Au 1-29 nm -

Stephanopyxis turris Au <50 nm - 51

Cervené Fasy

Porphyridium purpureum Ag - - 28

Zelené rasy

Chlorella vulgaris Pd 5-20 nm - 52

Chlorella vulgaris Ag 3—15 nm antibakterialni 53

Chlorella vulgaris ZnO 20-50 nm fotokatalyza 54

Chlorella pyrenoidosa Ag 5-20 nm antibakterialni, 55
fotokatalyza

Chlorella pyrenoidosa CdSe 2-6 nm nanoprobe 29

Scenedesmus obliquus CdSe 2—-6 nm nanoprobe

Dunaliella salina Ag 1-30 nm protirakovinné 30

Dunaliella salina Au 5-45 nm protirakovinné 56

Rhizoclonium fontinale Au - - 57

Euglena gracilis Ag 15-60 nm - 58

Sinice

Spirulina platenesis Au 16-77 nm antivirové 59

Spirulina platenesis Au 2-8 nm antibakterialni 31

Spirulina platenesis Ag 30-50 nm antibakterialni 32

Zajimavé bylo, ze ptestoze bylo kapalné médium zabarve-
né typickou barvou pro zlaté nanocastice, po oddéleni
biomasy od kapalné slozky byla pfitomnost nanocastic
detekovana (UV-Vis) pouze v peleté bunék.

Z jednobunéénych cervenych fas je v biotechno-
logiich nejrozsitenéjsi a nejstudovanéjsi rod Porphyridi-
um, hlavni komeréni producent barviv fykoerithrinu
a fykocyaniu, pomoci kterého se podafilo pfipravit nano-
Castice stifbra®™.

Ze vSech druhti fas jsou vSak pro biosyntézu nanocas-
tic kovil nejcastéji studovany zelené fasy. Mezi vyznamné
jednobunécné zastupce téchto mikroorganismu patii Chlo-
rella, ktera byla studovana predevS§im v souvislosti
s biosyntézou nanocastic stiibra, zlata, palladia, zinku
a kadmia (kvantové tecky)**?’. Zhang s kolegy® pfipravili
pomoci dvou druhd zelenych fas monodisperzni Castice
CdSe (2-6 nm) s biomedicinskym potencidlem nanozna-
¢ek pro detekci 1é¢iva imatinib. Dalsim perspektivnim
mikroorganismem patficim do skupiny jednobunécnych
zelenych fas je extrémofil Dunaliella salina. Pomoci vod-
ného extraktu tohoto mikroorganismu byly pfipraveny
nanocastice stiibra (1-30 nm), které mély protirakovinné
ucinky v mnoha ohledech srovnatelné s Gcinky cis-plati-
ny’’. V soucasnosti je viak znamo mnoho dalsich mikro-
skopickych zelenych fas schopnych syntetizovat nanocas-
tice kovii (Pithophora, Chlorococcum, Euglena a dal$i)*®.
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Schopnost syntetizovat nanocastice byla studovana
také u sinic. Z téchto prokaryotickych mikroorganismu je
biotechnologicky nejvyznamnéjsi rod Arthrospira (diive
nazvany Spirulina), ktery je znamy pro své blahodarné
ucinky na lidské zdravi. Pomoci tohoto rodu byly synteti-
zovéany napf. nano&astice stifbra a zlata®'?.

5. Zavéry

Nanocastice kovu syntetizované pomoci mikroskopic-
kych hub a tas maji dle dosavadnich studii potencial pro
fadu aplikaci véetné mediciny. Obrovska Skala moznych
producenti spolu s moznou zménou podminek syntézy,
jako jsou pH, mnozstvi biomasy, vstupni koncentrace ko-
vového prekurzoru, €i teplota, umoziuji produkci nepte-
berného mnozstvi kovovych nanoc¢astic riznych fyzikalné-
chemickych vlastnosti. Pro vyrobu v primyslovém méfit-
ku je zésadni vybér vhodnych mikroorganismu, a také je
nutné zvazit monodisperzitu, velikost a tvar vznikajicich
nanocastic.  VétSina  studii je vSak  provadéna
v laboratornim meéfitku, kde byvaji parametry mikrobialni-
ho ristu pomérné snadno zachovany a vyzvou tak proza-
tim zlstava prevedeni do vétsiho méfitka, tak aby byly
vSechny parametry kultivace a vlastnosti vznikajicich na-
nocastic zachovany.
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Tento vystup vznikl v ramci projektu Specifického

vysokoskolského vyzkumu — projekt ¢. A2_FPBT 2022 018.
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A. Miskovska and A. Cejkova (Department of Bio-
technology, University of Chemistry and Technology Pra-
gue, Czech Republic): Eukaryotic Microorganisms as
Biological Factories for the Preparation of Metal Nano-
particles

The use of microorganisms as reducing and stabiliz-
ing agents in biogenic syntheses of metal nanoparticles is
an attractive approach. There is a large number of potential
bioagents able to yield big amounts of various biomole-
cules, and to prepare nanoparticles of diverse physico-
chemical properties. Microscopic fungi and algae are
widely studied for the preparation of nanoparticles, mainly
because of their ability to produce vast amounts of extra-
cellular proteins, enzymes, and other metabolites that can
actively participate in the metal reduction and also contrib-
ute to the nanoparticle stabilization. This results in highly
stable metal nanoparticles with interesting properties that
can be used, for example, as antimicrobial agents
(especially Ag or Cu nanoparticles) or as catalysts. This
review summarizes the main, promising representatives of
microscopic fungi, yeasts, and algae used for the prepara-
tion of nanoparticles of various metals.
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