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ABSTRAKT

Predklddana prace se zabyva magnetickymi nanocasticemi, které jsou produkované bakteriemi.
Jedna se o dva typy bakterii. Jeden typ jsou bakterie zijici v industridlnim prostiedi, které produkuji
magnetické nanoc¢astice pomoci tzv. magnetozomti. Magnetozomy jsou utvary obsahujici nanokrystaly
a jsou obklopeny lipidovou vrstvou. V bakterii se skladaji do fetizkli a slouzi bakterii jako kompas.
V této praci se zabyvam moznosti kultivace téchto bakterii, ziskani magnetozomu a jejich naslednym
zpracovanim. Druhym typem jsou bakterie zijici v lidském téle, a které zacnou produkovat magnetické
nanocastice az po piidani spoustéce, jako napiiklad dusi¢nanu stiibrného. Patii se naptiklad Bacillus
sp, Escherichia coli, Lactobacillus casei ssp. casei a Lactobacillus fermentum.

V experimentalni ¢asti bakalaiské prace byla testovana produkce stiibrnych nanoc¢astic po piidani
dusi¢nanu stfibrného v koncentracich 0,1; 1; 2; 4 mM. Bakterie, u nichz byla prokdzana produkce
stifbrnych nanoéastic jsou Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7088 a Lactobacillus casei ssp. casei

CCM 7089 a Lactobacillus rhamnosus CCM 1825,

ABSTRAKT

This thesis focuses on the magnetic nanoparticles produced by bacteria. These are two types of
bacteria. First of them we can find in an industrial environment that produce magnetic nanoparticles
using magnetosomes. Magnetosomes are units containing nanocrystals and are surrounded by a lipid
layer. They are made up of chains and work as a compass. In this thesis I deal with possibilities of
cultivation od these bacteria, acquisition of magnetosomes and subsequent processing. The second
type is bacteria living in the human body, they start to produce magnetic nanoparticles after the
addition of trigger, such as silver nitrate. Bakteria which can produce silver or ferrous nanoparticles
are Bacillus sp, Escherichia coli, Lactobacillus casei ssp. casei and Lactobacillus fermentum.

Experimental part of bachelor thesis focused on the production of silver nitrate in concetration of
0,1; 1; 2; 4 mM. The bacteria that have been shown to produce silver nanoparticles are Lactobacillus
casei ssp. casei CCM 7088" a Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7089 a Lactobacillus rhamnosus
CCM 1825".

KLiéOVA SLOVA: Magnetické bakterie, magnetozomy, kultivace, uméld magneticka
bakterie, vyuziti

KEYWORDS: Magnetic bacteria, magentosomes, cultivation, artifikal magnetic bacteria,
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1 UVOD

Nanotechnologie je nové vznikajici obor, ktery ma budoucnost v mnoha odvétvich védy.
V posledni dobé se objektem zkoumdani tohoto oboru staly i tzv. magnetické bakterie. Magnetické
bakterie jsou bakterie schopné produkovat tzv. magnetické nanocastice. Magnetické nanocastice jsou
kovové castice s vlastnostmi magnetu, které jsou mnohem UuCinngj$i nez magneticky-zavislé
nanocastice. Toto chovani je zpiisobeno zvySujicimi se magnetickymi vlastnostmi a silnym
magnetickym reakcim. Pouzitim magnetickych nanoc¢éstic lze naptiklad snizit dobu pro 1écbu
hympertermii a to diky magnetickym interakcim, které mohou zvysit sviij tepelny vykon. Ziskani
kontroly nad shroméazdénymi nanoc¢ésticemi by tim piddem znamenalo milnik, o ktery védci usiluji.
Objev magnetickych bakterii, vyskytujicich se v industridlnim prostfedi, pomohl védcim objasnit
produkci téchto nanocastic, a to diky biogenetickym magnetitim produkovanym praveé témito
magnetickymi bakteriemi. Jednd se o magnetické bakterie spadajici do skupiny prokaryot, které maji
tendenci k biomineralizaci intracelularnich magnetickych nanokrystald. Tyto nanokrystaly jsou
obklopeny lipidovou vrstvou, souhrnng¢ se tento systém nazyva magnetozom. Kazda lipidova vrstva se
sklada z proteintl, jejichz slozeni zavisi na druhu bakterie. Proteiny maji jak ochranou, tak i kontrolni
funkci v oblasti rlstu, syntézy a organizaci magnetozomti mezi buitkami. Tato kontrola ma pak dalsi
vliv v oblasti kultivace dané bakterie a nasledné vlastnosti jako napiiklad obsah kysliku, kompozice
dané bakterie apod. Magnetozomy tvoii fetizky, které v buiice funguji jako kompas. Diky tomuto
kompasu se umi bakterie orientovat ve vodném prostiedi podle magnetického pole Zemé.

Piiklady druht produkujicich magnetické nanocastice spadaji do rodu Magnetospirillum, ktery
patii do ttidy Alphaproteobaktria a byl izolovan z Cisté vody.

Kromé té€chto bakterii zijicich volné v pfirod¢ se veédci snazi o vytvofeni tzv. umélych bakterii.
Jedna se o bézné zndmé bakterie, které se stanou po aplikaci urCitych ¢astic (hlavné stfibrnych a
zlatych) a urCitého zafeni nebo magnetl schopné samostatné produkovat tyto nanocastice. Je to
levnéjsi a mnohem rychlejsi nez uméla syntéza téchto nanocastic. K produkci magnetickych
nanocastic jsou vyuzivany bézné dostupné bakterie a mlzeme je pouzit jako katalyzatory
v chemickych reakcich, jako optické receptory a také jako pienaseCe 1éCiv pii 1écbé napriklad

rakoviny. Pro svou praci jsem si pro produkci nanocastic zvolila rod Lactobacillus.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Magnetické bakterie v piirodé

Magnetické bakterie vyskytujici se v pfirodé¢ spadaji do jiz vuvodu zminéného rodu
Magnetospirillum. Spadaji sem naptiklad Magnetospirillum magneticum, Magnetospirillum
magnetotacticum. Bakterie izolované ze slané vody (moftské) jsou napiiklad Magnetococcus marinus
MC-1, Magnetofaba australis (IT-1), vibriodni kmen Magnetovibrio blakemorei MV-1, spirila
Magnetospir athiophila (MMS-1) a Magnetospira sp. QH-2. VSechny tyto bakterie také spadaji do
ttidy Alphaproteobackteria. Jednotlivé druhy syntetizuji krystaly specifického slozeni, bud’ Fe;O,
nebo Fe;S,. Nekteré druhy jsou schopny syntetizovat oba dva mineraly. [1]

2.1.1 Biologie magnetickych bakterii

2.1.1.1 Vyskyt
Magnetické bakterie se nachdzi hlavné ve vodném prostiedi. VétSinou je miizeme najit v nebo pod
pfechodem mezi kyslikatou a bezkyslikatou zonou, vrozvrstvené koloné nebo sedimentu. Tyto
bakterie se dokonce nachdzi i v hlubokém mofi, v Cisté vodé, nebo smiSenych sedimentech pfi okolni
teploté. Pokud se zaméfime na rozmanitost a bohatost téchto bakterii, tak nejvice jich najdeme ve
slané vode¢, zde ma na vyskyt téchto bakterii déle vliv teplota a koncentrace dusiku a siry. [1]

2.1.1.2 Metabolismus

Z hlediska metabolismu je vétSina téchto bakterialnich druhl schopna vazat atmosféricky dusik a
zelezo pro syntézu magnetozomi z okolniho prostiedi. Magnetické bakterie jsou schopny vazat 100x
vice zeleza nez jiné nemagnetické heterotropni bakterie. Déle hraji dalezitou roli v metabolickych
cyklech, a to nejen vsyntéze magnetozomu, ale také v syntéze uhliku, dusiku a siry skrz
chemoautotropni syntézu. [1]
Nejlépe prozkoumand bakterie je bakterie Magnetovibrio balkemorei, ktera zije v motské vodé. Tato
thiosulfatu nebo sulfidu a jako elektronového darce a zdroj uhliku vyuZzivaji oxid uhlicity. Autotrofie
probihd prostfednictvim cyklu Calvin-Benson-Bassham. Roste také chemoorganoheterotrofné za
pouziti riznych organickych kyselin, aminokyselin, peptonu, kvasnicového extraktu a tryptonu jako
zdroje elektronti a uhliku. Bakterie je schopna rtstu za mikroaerofilnich a anaerobnich podminek,
vyuzivd ktomu kyslik, dusi¢nany nebo oxid dusny jako koncové elektronové akceptory.
Magnetovibrio balkemorei je jediny zndmy magnetotakticky kmen, ktery je schopny rustu jak
s oxidem dusnym, tak s dusi¢nanem jako s akceptory elektronti a také s fixovanim dusiku. Z toho

vyplyva, ze tento druh hraje vyznamnou roli v cyklu dusiku v moitském prostiedi. [1]

2.1.1.3 Izolace a kultivace

Vzhledem k odpovédi magnetickych bakterii na magnetické pole je jednoduché tyto bakterie
separovat od nemagnetickych bakterii. Vyzkum téchto bakterii se provadi pomoci transmisni
elektronové mikroskopie, fluorescence. [1]

Zajimavosti je, ze vé&tSina magnetickych bakterii, jejichz vzorky byly odebriany na severni
polokouli, se pohybovala paraleln¢ k magnetickému poli Zemé, zatimco bakterie pochazejici z jizni
polokoule se pohybovaly antiparalelné. Tohoto jevu je vyuzito k odbéru vzorkid bakterii z vodného
prostiedi. Typ a mnoZzstvi magnetickych bakterii, Zijicich v pfirozeném prostiedi, zalezi na pfitomnosti

kysliku a jinych elektronovych donorech, jako jsou naptiklad redukujici sirové slouceniny. [1]



Po odebrani vzorku mizeme diky rekci na magnetické pole Zemée separovat jak bakterie ze severni,
tak jizni polokoule. K separaci se pouziva tzv. Pasteurova pipeta, kdy na tzky konec pipety dame
bavinénou zatku a poté se celd pipeta naplni vodou. Néasledn€ je Sirokym otvorem pipety pfidan
sediment, nebo voda obsahujici sediment, s magnetickymi bakteriemi. K obéma konclim pipety je
ptilozen magnet a po dobé urcené pro pohyb téchto magnetickych bakterii je odstranéna bavinéna
zatka a dané bakterie jsou odebrany na kulturu nebo fixovany pro rizné analyzy. Pro kultivaci téchto
bakterii se vétSinou vyuziva kultivacni médium, které obsahuje vice kysliku nez jiné ziviny. [1]

2.1.2 Magnetozomy

Magnetozomy jsou tvoreny nékolika slouCeninami, a to oxidem zelezitym, oxidem zeleznato-
zelezitym, sulfidem Zelezitym, nebo sulfidem Zeleznato-zelezitym. Nejcastéji se jedna bud’ o magnetit
(oxid zeleznato-zelezity) nebo o tzv. greigite (sulfid zeleznato-zelezity), ale obvykle maji bakterie
magnetozomy syntetizované z obou téchto latek. Slozeni magnezomti zalezi na druhu dané bakterie
nebo na pfitomnosti ¢i neptitomnosti kysliku v prostieni, ve kterém se nachazi. Co se tyce vyse
zminéné piitomnosti kysliku v prostfedi, bakterie, které maji magnetozomy slozené hlavné
z magnetitu, se nachazi na rozhrani mezi kyslikatym a bezkyslikatym prosttedi, zato bakterie, jejichz
magnetozomy jsou slozené z greigitu, se vyskytuji vice v bezkyslikatém prostiedi, kde se nachazi
sulfid. Pokud se tedy podivame na syntézu téchto magnetozomd, jedna se o velmi slozity a velmi
kontrolovany proces. Vysledkem jsou castice, jejichz velikost spadd do oblasti nano-, se zna¢nou
mirou krystalické dokonalosti, permanentni magnetizaci a samoziejmé biokompatibilni lipidovou
dvojvrstvu. Pokud toto vSechno obsahuji magnetozomy, mlzeme je pouzit v biotechnologiich,
medicin€ apod. Velikost téchto magnetickych ¢astic se pohybuje kolem 35-120 nm a pfi bézné teplote
vykazuji permanentni magneticky moment. Pravé diky tomuto momentu jsou schopny orientovat se
pomoci magnetického pole Zemé. Magnetozomy jsou sloZeny, jak uz bylo také feceno, ze sloucenin
Fe;0, a Fe;S,. Obé dvé tyto slouCeniny maji stejné morfologické uskupeni oktaedru nebo prismy.
(Obrazek 1). Magnetozomy se v buiice pohybuji v podobé fetizkli v blizkosti cytoplazmatické
membrany, kde v mnoha ptipadech pisobi jako jeji opora. Mnozstvi a variace téchto fetizkil zavisi na

druhu a také na prostiedi, ve kterém se bakterie vyskytuje. [1]
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Obrdzek 1: Tvary magnetozomui v riiznych bakteriich [1]

Pfi tvorbé magnetozomi hraje dilezitou roli magnetozomova membrana. V prvnim kroku dojde
diky preskupeni rozdilnych proteinti, pfitomnych v magnetozomové membrané, ke zménam v jejim
proteinovém sloZeni. Dalsi kroky probihaji vétSinou pribézné s prvnim krokem, dochazi k absorpci
zeleza z okoli buiiky, vzniku krystal(, zrani krystall a tvofeni fetizkii. Zelezo se srazi ve vzniklych
méchytcich, které nasledné tvoii magnetické krystaly. VéEtSina takto vzniklych krystald se odpoji od
membrany a stanou se z nich opravdové méchyiky. Celd biosyntéza je kontrolovany proces, ktery
vyzaduje pritomnost 28 proteind, které jsou kodované tzv. mam a mms geny. Naptiklad
v Magnetospirillum gryphiswaldense jsou tyto geny organizované Ctyfmi operony: mamAB,
mamGFDC, mamXY a mms6. Chceme-li se zaméfit na gen vyskytujici se ve vSech druzich bakterii,
pak musime svou pozornost obritit ke genu, ktery se nazyvd mamABEIKMOPQ. Tento gen se
vyskytuje jak v kultivovanych, tak i nekultivovanych, magnetit/greigite produkujicich bakteriich.
Proteiny produkované timto genem nejsou natolik prostudované, ale vykazuji podobnost s jinymi, jiz
popsanymi proteiny. Naptiklad protein mamK vypada jako aktin, tvofi filamenty podél buiiky, protein
mamJ sefazuje magnetozomy na tyto filamenty. Nasledné usporadani do fetézci a fixace na filamenty
se d¢je za pomoci magnetického pole Zeme. Velikost a tvar téchto magnetozomi je kontrolované
proteinem, ktery je kédovan mamCD operonem. [1]

Studie, které zkoumaly specifické funkce magnetozomovych proteini umoznily pouZiti
syntetickych peptidt, které napodobuji funkci téchto proteinti v chemické syntéze magnetickych
krystald s nékterymi pozadovanymi vlastnostmi magnetomnich krystalti. Vysledkem byly magnetické
krystaly, které v nékterych pripadech mély charakteristické vlastnosti magnetomnich krystalt.
Vyzkum téchto krystall jeSté neni dokoncen, pofad je zde spousta nezodpovézenych otazek. Pokud by
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se podafilo dotdhnout vyzkum az do konce, mohly by se takto syntetizované nanocastice vyuZzit
napiiklad k 1é¢bé rakoviny pomoci hypertermie. Pii této 1écb€ dochazi ke generovani tepla béhem
reakce, v niz se oxidaci a pisobenim stfidavého magnetického pole z magnetitovych magnetozomil

stava méné magneticky mineralni maghemit. [1]

2.1.2.1 Produkce magnetickych bakterii a magnetozomu

Mnoho experimenti se snazi o produkci magnetozomi ve vétSim mnozstvi, a to s vyuzitim bakterii
rodu Magnetospirillum. Studie ukazuji, Ze tento rod produkuje kubické magnetické krystaly v priméru
okolo 40-45 nm. Kazda bunka ma okolo 60 magnetozomti organizovanych v jednoduchych fetizcich,
ackoli pfesny pocet magnetozomt zavisi na prostfedi, ve kterém se burnika nachazi. Bakterie tohoto
druhu jsou chemoorganoheterofni a pouzivaji organické kyseliny jako zdroj uhliku a elektroni, ackoli
autotrofni reakce jsou u mnoha kment zalozené na oxidaci redukovanych sloucenin siry. Pro rtst
magnetosomi je potfeba mikroaerobni nebo aerobni prostfedi, kdy bakterie vyuziva kyslik a dusik
jako akceptory elektrontl. I pfestoze u kysliku si touto funkci nejsme jisti, je velka pravdépodobnost,
ze poskytuje optimalni redoxni podminky pro syntézu a ridst magnetozomti. Bohuzel ne vSechny
bakterie pozaduji jen takto nenarocné podminky. Bakterie Magnetovibrio blakemoreivyuziva §irsi
Skalu metabolickych substrat, diky kterym miize riist a pomoci Sir§iho spektra akceptorti elektronti
vyrabét magnetozomy. Tato bakterie je prizpiisobitelna velkokapacitni kultivaci ve velkém méftitku.

Baterie rodu Magnetospirillum jsou kultivovany v tzv. bioreaktorech, kde maji potfebny ptisun
kysliku, jako hlavniho elektronového akceptora, sukcindtu a laktatu, jakozto zdroje uhliku, a dusi¢nan
nebo amoniaku jako zdroje dusiku. OvSem optimalizace syntézy, zejména s ohledem na pfisun
kysliku, dusiku a dal$ich prvkll podstatnych pro vyzivu bakterie, ktera zajisti maximalni pocet
ziskanych magnetozomil, je stale pfedmétem vyzkumu. V jednom z takovych experimentii byly tfi
rizné bakterie, konkrétné Magnetospirillum magneticum, Magnetospirillum magnetotticum a
Magnetospirillum gryphiswaldense vlozeny do bioreaktoru o objemu 5 litrd, pfi¢emz byla za stejnych
podminek sledovana produkce magnetizomti. Ristové médium obsahovalo laktat a citrat Zeleznaty
jako zdroj zeleza. Bakterie Magnetospirillum gryphiswaldense se ukdzala jako nejrychleji rostouci
bakterie s nejvetsi toleranci vii€i kysliku, ackoli absorpce zZeleza byla se zvysujici se koncentraci
kysliku snizena na polovinu. Co se tyCe vytézku, tak posledni zminéna bakterie M. gryphiswaldense
dosdhla produkce 6,3 mg magnetitu na litr média za den. Magnetospirillum magneticum a
Magnetospirillum magnetotticum byly schopny syntetizovat 3,3 a 2,0 mg magnetitu na litr média za
den. [1]

2.1.2.2 Ziskavani magnetozomii a jejich dprava

Diivod pro kultivaci téchto bakterii je jediny, a to zisk magnetozomid. Pokud tedy bakterie
vyprodukuje magnetické nanocastice, je potfeba je pro dalsi pouziti separovat a ocistit. Toto ocisténi je
vyznamné hlavné z diivodu nasledného pouziti v biotechnologiich. V praxi se k této separaci bunck od
magnetozomu pouzivaji rizné procedury. NaruSeni vazby bunck na magnetozomy muze byt dosazeno
pomoci ultrazvuku nebo vysokotlakym homogenizérem. Nejvét§sim problémem je, Ze lipidova vrstva
je kolem magnetozomi velice pevné navazéana a je t€zké ji odstranit. Odstranéni se proto provadi
pomoci riznych detergentd, jako je napiiklad dodecyl siran sodny. Abychom ziskali opravdu Cisty
material vhodny pro dals$i pouziti je potieba rozsdhlé promyti magnetozomovych nebo
magnetozomalnich krytaldi. K promyti dochédzi v disledku bunéénych tlomki véetné elektrostaticky
nabitych bunécnych proteint, které po promyti detergentem zlstaly na magnetozomech. Pokud by

nedoslo k zavéreénému promyti, mohly by tyto udlomky interferovat s vykonem magnetozomil
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v konkrétnich aplikacich. Vyhoda velkokapacitni kultivace magnetickych bakterii a masova produkce
magnetozomll vedly k vyvoji dalsiho magnetozomniho ocisténi. Po naruseni vazeb bunék na
magnetozomy dochazi pomoci rtiznych kolon k postupné separaci. Posledni kolona obsahuje silné
magnetické pole, které separuje samotné magnetozomy, ty zdstanou v koloné a jsou znovu ocistény.
Jsou vyjmuty pomoci silného magnetického pole a je na né aplikovan pufr. Posléze je jesteé povrch
ocistén od zbytkll bun¢k a DNA pomoci ultrazvuku, mocoviny a proteindzy K. Vzhledem k vysokym
pozadavkiim na toxicitu je posledni krok procesu ocisténi velmi podstatny pro jejich ndslednou
aplikaci in vivo. [1]

Magnetozomy maji Siroké vyuziti v biomediciné. Mizeme je vyuzit napiiklad v imunoanalyze,
separaci bunék, 1é€be hypertermie, transportu 1éCiv, jaderné magnetické rezonanci a ve spousté dalSich
odvétvi biomediciny. VSechny tyto aplikace vyzaduji pfitomnost Castic, které budou mit trvalou
magnetizaci, stejnou velikost (mensi nez 100 um), stdlou morfologii a nesmi byt toxické. [1]

2.2 Produkce stiibrnych nanocastic pomoci chemickych, fyzikalnich a
biologickych metod

Produkce nanocastic byla, je a bude v okruhu zajmu fady védct. Diky velikosti, velkému povrchu a
mnoznostem vyuziti se ¢im dal tim vice védcl snazi najit moznosti, jak je produkovat. Nanocastice je
mozné v soucasnosti syntetizovat mnoha zptisob, at’ uz chemickymi nebo fyzikdlnimi. V dnes$ni dobé
se ale jako zajimava jevi moznost produkce nanocastic pomoci mikroorganismii [2].

Vétsina chemickych reakcei je provadéna za laboratorni teploty, pficemz jako redukéni ¢inidla jsou
pouzivany polyoly, tetraboritan sodny, hydrazin, citrdit sodny a N,N-dimethylformamid. Aby
nedochdzelo k agregaci stfibrnych nanocastic, pfidavaji se do roztoku dodecylsulfat sodny,
polyvinylpyrrolidon a citronan sodny. Uspé&sné experimenty produkce stiibrnych nanoéastic byly
provedeny za pouziti povrchové aktivniho citronanu sodného jako inicidtora redukéni reakce a
redukénim ¢inidlem formaldehydsulfoxylatem sodnym v kombinaci s dusi¢nanem sttibrnym. Jedna se
o velmi Cistou metodu vyroby stfibrného nanoprasku o velikosti ¢astic mensich nez 50 nm, a to ve
velkém mnozstvi. Dalsi chemickou metodou je metoda zaloZend na redukci stfibrnych iontti pomoci
dextrézy, hydrazinu jako redukcniho cinidla a Tollensova cCinidla s redukénim cinidlem m-
hydroxybenzaldehydem. Tato metoda je provadéna za zvySené teploty. [3]

Mezi nejpouzivangjsi fyzikalni metody patii metoda vyuzivajici cilenou kondenzaci par, pomoci
zahtivani a nasledného prudkého ochlazeni. [3]

Mezi biologické metody je fazena jiz zminéna produkce pomoci bakterii, ale také pomoci hub nebo
rostlin. [3] Tato metoda je velmi vyuzivand, protoze bakterie, houby i rostliny dokazi produkovat
stiibrné nanocastice pomoci enzymi a ostatnich latek pfitomnych v organismu. Dal§im divodem je
ekologicnost této metody a nizké naklady. Mezi houby, které se podileji na produkci stfibrnych
nanocastic patii naptiklad Fusarium oxysporum, Aspergillus fumigatus nebo Trichoderma viride. [3.,4]
Houba Fusarium oxysporum je schopna redukovat, pomoci enzymu nitratreduktaza, stfibrné ionty ve
vodném roztoku. Vysledkem je extrémné staly stfibrny hydrosol. Vzniklé nanocastice jsou
stabilizovany v roztoku proteint sekretovanych houbou. Velikost nanocéstic se pohybuje v rozmezi 5
az 15 nm. Dalsi zkoumanou houbou byla vldknitd houba Aspergillus fumigatus. Byla zkoumana také
extracelularni biosyntéza nanocastic stfibra. Pribéh syntézy byl pomérné rychly, béhem nékolika
minut doslo ke kontaktu stfibrnych iontd s bunéénym filtratem a k syntéze nanocastic. Mechanismus
redukce stiibrnych iontll u vlaknitych hub zatim neni jasny, pravdépodobné zde dochdzi k redukci
pomoci enzymu reduktazy. [3] Houba Trichoderma viride, se zase ukazala jako dilezita slozka pro
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extracelularni tvorbu stfibrnych nanocastic. Velikost stiibrnych nanocastic se pohybuje v rozmezi 5-
40 nm. [4]

2.3 Uméle vytvorené bakterie
Jedna se o bakterie, které se zacnou produkovat nanocéstice kovu (tedy zacnou se chovat jako
magnetické bakterie) az po aplikaci Castic nasledného zafeni nebo magnetu [5], nebo jen po aplikaci
napiiklad dusi¢nanu stfibrného. Pro produkci se vyuziva schopnost bakterie adaptovat se na nové
prostfedi a tim i vyuZiti jednotlivych metabolickych drah na produkci nanocéstic kovu. [2] Pro
produkci se vyzivaji bakterie, které jsou blizké lidskému télu, jako Escherichia coli, Lactobacillus

casei ssp. casei nebo Lactobacillus fermentum.

2.3.1 Produkce stfFibrnych ¢astic bakteriemi

Prvni syntéza stfibra byla provedena v roce 2000 pomoci bakterie Bacillus licheniformis. Bakterie
byla pfidana do vodného roztoku obsahujici stfibrné nanocéstice. [3] Studie zabyvajici se produkci
stiibrnych nanocastic bakteriemi se snazily o syntézu stiibrnych nanocastic jak extracelularné, tak
intracelularné. Vzhledem k jednodusSimu a také levnéjSimu provedeni se do popiedi dostava
predevsim extracelularni biosyntéza stfibrnych nanocastic.

Zpusobem, jak ziskat stfibrné nanocastice, je déle srazeni v dusledku metabolické aktivity bakterie.
Mezi bakterie, které maji potencidl timto zptisobem nanocastice produkovat jsou fazeny Bacillus
megaterium, Pseudomonas proteolytica, Pseudomonas meridiana, Arthrobakter kerguelensis, Bacillus
indicus a mnoho dalSich. Tyto bakterie byly nalezeny ve slanych vodach primyslovych zén. Ovsem
nejvetsi potencial k produkci stiibrnych nanocastic mél z této skupiny Bacillus sp., ktery se ukazal byt
schopen produkovat stfibro jak extracelularné, tak intracelularn€. [6] Dalsim adeptem na produkci
stiibrnych nanocastic je bakterie, ktera je blizka naSemu télu a stievni mikrofldte, a to Escherichia
coli. Tato bakterie je schopna stiibrné nanocéstice produkovat jen extraceluldrng, ale vzhledem
k tomu, Ze je bliz§i nasSemu t€lu, je lepSim adeptem pro transport 1€¢iv nez jiné. [7]

2.3.2 Bacillus sp.

Bacillus sp. je rod vyskytujici se v pudé, rostlinach a vod€. Produkce stfibrnych nanoé¢astic u tohoto
rodu probiha v pfitomnosti 1| mM AgNQO;. Nanocastice jsou produkovany extracelularné pii pokojové
teploté. [6]

2.3.2.1 Izolace
Vzorky, které obsahovaly tuto bakterii, byly posbirdny v primyslovych zonach. Vzorek byl
rozpus$tén v 0,8% NaCl a nasledn¢ aplikovdn na médium. Poté byl vzorek naockovan na agar, ktery
obsahoval 1 mM roztoku dusi¢nanu stfibrného. Nasledné byl vzorek inkubovan pii pokojové teploté
po dobu 48 hodin. Pro studii produkce nanocastic stiibra byl pouzit supernatant vznikly smichanim
bakterie se sterilni kulturou a néslednou centrifugaci. Produkce nanocastic probihala jak

intracelularné, tak extracelularné. [6]

2.3.2.2 Vysledky
Béhem experimentu bylo studovdno 11 bakterii. VSechny bakterie, které byly pouzity pro tento
experiment, byly schopné po aplikaci dusi¢nanu stiibrného produkovat stfibrné nanocastice. Po
odebrani vzorki DNA bylo zjiSténo, ze vétSina téchto bakterii patfi do skupiny Bacillus sp. Byla
sledovana také zména barvy bakterii, které byly kultivovdny na biomase a v supernatantu, po aplikaci
dusi¢nanu stiibrného. Po 24 hodinach, kdy byly oba vzorky inkubovany za pritomnosti svétla, se barva

zménila ze svétle zluté barvy na hnédou barvu a udrzela si ji po dobu 72 hodin. Zména barvy je
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zpUsobena vytvarenim stiibrnych nanocastic v systému. I pies to, ze byla zména barvy pozorovana jak
u vzorkll obsahujici biomasu, tak u vzorkd obsahujici supernatant, vyzkum pokracoval jen s
extracelularnimi vzorky, a to z divodu vyhodnosti této metody. [6]

Vzorky byly po zmén¢ barvy podrobeny UV spektrofotometrii. Co se ty¢e kmenu CS 11, ktery byl
po celou dobu zkouman a do kterého patii i Bacillus sp., tak jeho absorpce se pohybovala kolem
450 nm, coz potvrdilo pfitomnost stfibrnych nanocastic. (Obrazek 2).

"

Absorbance

a_

Wave length (nm)

Obrdzek 2: Graf popisujici zdvislost absorbance na vinové délce [6]

Nasledné byly vzorky podrobeny analyze pomoci transmisniho elektronového mikroskopu (TEM),
pri¢emz bylo zjisténo, ze velikost nanocastice se pohybuje kolem 42-94 nm a ze maji sféricky tvar.
(Obrazek 3) [6]
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Obrdzek 3: Vysledek TEM analyzy stribrnych nanocastic produkovanych Bacillus sp. CS 11. Na obrazku jsou
zobrazené stiibrné nanodastice v rozmezi velikosti 42-94 nm [6]
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2.3.3 Escherichia coli
V jiném experiment byla za ucelem bioprodukce stfibrnych nanocastic zvolena télu blizka bakterie,
a to Escherichia coli. Ta byla pro tento vyzkum ziskdna z vyzkumného centra pro mikrobialni tkané

Chandigarh v Indii. Tyto bakterie se poté dale uchovavaly v agarovém vyzivovém médiu pii teplote 27
°C. [7]

2.3.3.1 Produkce biomasy

Pro tvorbu biomasy byla Escherichia coli uchovavana ve dvou vyzivovych tekutych médiich, jeden
znich byl Nutrient broth medium (NB) a druhy Lysogeny broth medium (LB). Banky, které
obsahovaly tyto média, byly uchovany na michacce pfi teploté 27 °C, otacky byly nastaveny na
220 rpm. Tato biomasa byla kultivovana po dobu 24 hodin a poté centrifugovana pti 12 000 rpm po
dobu 10 minut. [7]

Po probé¢hnutém experimentu bylo vyhodnoceno, které médium nejvic vyhovuje produkci
nanocastic. Co se ty¢e mnozstvi vzniklych nanocastic, tak vice vyhovovalo LB médium. Ovsem i zde
byla pozorovana zména barvy po celou dobu experimentu, a to ze zluté barvy do hnédé v dasledku
tvorby stibrnych nano¢astic redukci stiibrna z Ag* na Ag” (zde byla barva nejintenzivngjsi) (Obrazek
4 a Obrazek 5). [7]

Obrdzek 4: Vzorky na NB médiu [7]
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Obrdzek 5: Vzorky na LB médiu [7]

Musime ale také vzit v potaz, Ze zména barvy nemusi vzdy nastat ve stejném ¢asovém useku jako
v tomto experimentu. Zalezi také na tom, jaké médium si na rdst bakterii zvolime a po jakou dobu je
nechame rist a reagovat. Produkce nanocastic v obou médiich byla také zkoumana pomoci
absorbance. Kde bylo mnozstvi produkce biomasy stejné (Obrazek 6). [7]

Growth kinetics of E.coli
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Obrdzek 6: Graf popisujici absorbanci na ¢ase pro NB medium a LB medium [7]

2.3.3.2 Pritomnost stiibrnych nanocastic
Pfitomnost stfibrnych nanocastic byla zjistovana v riznych ¢asovych intervalech pti vinové délce
1 nm pomoci UV-spektrofotometru. Jejich velikost byla analyzovana pomoci laserové difraktromerie.
I zde, pii prozafeni danych vzorkli UV svétlem, ukdzaly tyto vzorky absorpci elektromagnetickych vin
ve viditelném pasmu. Stejné jako u Bacillus sp. je to zplisobeno excitaci elektronti na povrchu téchto
nanocastic, které pfi této excitaci vyzafi dané svétlo. Tento jev se nazyva povrchova plazmova

rezonance. [7]

2.3.33 Charakterizace stfibrnych nanoc¢astic
To, Ze nanocéstice vznikly, je patrné uz diky barve, jak uz bylo zminéno v odstavci vySe. To, jak
tyto nanocastice vznikaji v té€chto bakteriich, jak dochazi k jejich syntéze, jak dochdzi k redukci

16



stiibra, jesté neni jasné. Jisté je to, ze pii mikrobidlnim rdstu dochazi k nejvétsi produkcei stiibrnych
nanocastic ve stacionarni fazi, v niz maji nejvétsi aktivitu enzymy, které se pravé podileji na srazeni
stiibra a vzniku stfibrnych nanocastic. Dalsi charakterizace byla, stejn€¢ jako v pfedchozim pokusu
s Bacillus sp., provedena na UV-spektrofotometru, a to pii vlnovém rozpéti od 370 do 410 nm.
Vibrace elektroni ve stiibrnych nanocasticich byla zjisténa uz pfi 370 nm, samotna excitace prob¢hla
pfi 390 nm. [7]

2.4 Produkce nanoéastic lactobacily

Lactobacily jsou bakterie, vyskytujici se v hojném mnozstvi v trdvici soustavé cloveka.
Lactobacillus casei ssp. casei je schopen produkovat stfibrné nanocastice po ptiddani dusi¢nanu
stiibrného a snizeni obsahu glukozy. Za produkci stfibrnych nanocastic stoji nitratreduktaza. [2]
Lacobacillus fermentum produkuje Zelezné nanocastice po aplikaci maghemitickych nanocastic. [5]

2.4.1 Optimalizace metody pro syntézu stiibrnych nanocastic pomoci
Lactobacillus casei ssp. casei
Studie zabyvajici se produkci stfibrnych nanocéstic bakteriemi rodu Lactobacillus si pro
optimalizaci této metody vybrala druh Lactobacillus casei ssp. casei. Bakterie byly kultivovany v De
Mann, Rogosa, Sharp medium (MRS) médiu do exponencidlni faze. Vyrostlé kultury byly smichany
s dusi¢nanem stfibrnym, ktery byl pouzit jako substrat pro tvorbu nanocastic, v riznych koncentracich
(0,1; 0,2 a 0,4 mM), dile s 56 mM glukdzou, kterd ve smeési plusobi jako elektronovy donor, s
biomasou ptisobici biokatalyzator, a nakonec byl pfidan fosfatovy pufr (pH 6,5). B€hem experimentu
byla sledovana zména koncentrace smési béhem reakce, vliv koncentrace dusi¢nanu stiibrného na
produkci nanocéstic, zména zbarveni smési, efekt biomasy, vliv pH a glukézy jako elektronového
donoru. [2]

24.1.1 Zbarveni smési a ristova krivka

Stejné jako u bakterie Escherichia coli 1 zde doslo ke zbarveni smési, a to pfes zluto-hnédou barvu
do tmavé hnédé. Ke zméné barvy dochazi v disledku tvorby koloidni suspenze stiibrnych nanocastic.
Rastova kiivka bez piitomnosti dusiCnanu stfibrného ma kratkou lag fazi a prodlouzenou fazi
zrychleného rlstu, exponencialni fdze tohoto kmenu je kratka a stacionarni faze je prodlouzena.
Optimalni faze pro odbér bakterii a pouziti pro experiment je kolem 12 hodin. Pokud pfidame
dusi¢nan stfibrny (i v malém mnozstvi), dojde k aktivaci enzymt, které obsahuje tato bakterie a které
zacnou reagovat na stfibro jako na substrat. Po pfidani 0,1 mM dusi¢nanu stiibrného do kultiva¢niho
média proto dojde kprodlouzeni piipravné faze asi na 15 hodin, coz souvisi s adaptaci
mikroorganismu na nové prostiedi. Rustovd kiivka byla pozorovana pomoci UV/VIS

spektrofotometrie pti vinové délce 436 nm, kdy maji stiibrné nanocastice nejvétsi absorpci. [2]

24.1.2 Enzymy podilejici se na produkci nanoc¢astic
Na produkci nanocastic stfibra se podili enzym zvany nitratreduktdza. Aktivatorem nitratreduktizy
je prave dusicnan stiibrny, takze staci pfidani jen malého mnozstvi a dojde k transkripci genu, ktery je
zodpovédny za syntézu tohoto enzymu. To, Ze za produkci stfibrnych nanocastic stoji enzymaticka
reakce, potvrzuje fakt, ze zahtatim reak¢ni smési dojde k inhibici enzymu, a tedy zastaveni produkce
stiibrnych nanocéstic. Enzym nitratreduktiaza je v bakterii zodpovédna za redukci dusi¢nanu na
dusitan. [2]

17



24.1.3 Vliv koncentrace substratu, pH a TEM analyza

Vliv koncentrace substritu byl zkouman s rozdilnymi koncentracemi dusi¢nanu stiibrného (0,1; 1;
2; 4 a 6 mM). Nejveétsi produkce stfibrnych nanocastic nastala pii koncentraci 6 mM. Mizeme také
fict, Zze Lbc. casei ssp. casei je schopen detoxikovat a redukovat obrovské mnozstvi dusi¢nanu
stiibrného na stfibro. OvSem jsou zde i pochybnosti, ze se zvySujicim se mnozstvim dusi¢nanu
sttibrného jako substratu nebude dochézet i ke zvySeni toxicity.

Vzhledem k tomu, Ze se na redukci stfibrnych iontii podili enzymy, je potfeba béhem reakce zajistit
takové pH, které bude odpovidat pH rozmezi, ve kterém enzym funguje. Lbc. casei ssp. casei je
bakterie, kterd zije v kyselém prostiedi, takze i pH reakéni smési by mélo odpovidat tomuto pH. [4]

Zmétenim vzniklych nanocastic, po probéhnuti tohoto experimentu, bylo na TEM mikroskopu
zjisténo, Ze vzniklé nanocastice se nachézely jak uvnitt, tak na povrchu, a vné bunék bakterie. Velikost
téchto castic se pohybovala v rozmezi 25-100 nm. [2]

2.4.2 Produkce Zelenych nanoéastic pomoci Lactobacillus fermentum

. Produkce Zeleznych nanocastic byla sledovdna u bakterie, kterd je velmi blizk4d na$i stievni
mikroflotre, a to Lactobacillus fermentum. Védci, ktetfi se zabyvaji vyuzitim magnetickych bakterif,
védi, jak je tézké jejich aplikace do bézného zdravotnictvi. Proto se snazi o nalezeni bakterie,
strukturdlné podobné magnetickym bakteriim, ktera by byla syntetizovana v buitkdch bud’ pomoci
magA genu, nebo pomoci pieneseni bunék na expresi magA proteinu. Nakonec se védci nepokusili o
napodobeni jejich struktury, ale chovani téchto bakterii. K pokusu byla zvolena pravé bakterie
Lactobacillus fermentum. Tato bakterie byla pouzita jako bioplatforma pro husté usporadani zeleznych
nanocastic na jejim vnéj$im povrchu, coz vedlo ke vzniku tzv. uméle vytvoirené magnetické bakterie.
Tento stav nastane na zaklad¢ priblizeni téchto bakterii bliz k sobé a vytvoreni vazeb dipol-dipél. Poté
ptiblizenim vnéj§iho magnetického pole dojde k tomu, Ze se Zelezné nanocéstice zatnou spontanné
shromazd'ovat a tim padem se bakterie za¢ne chovat jako magneticka uz pti pokojové teploté. Bohuzel
nanocastice, které¢ takto vzniknou, maji tendenci k nekontrolovatelnym agregacim, a proto jsou
v biomedicinskych aplikacich nepouzitelné. Pouziti bakterie jako bioplatformy zajisti, aby tato

bakterie neagregovala a ziistala v roztoku. [5]

24.2.1 Syntéza Zeleznych nanocastic

K tomu, aby se probiotickd bakterie chovala jako magnetickd, jsou potfeba dva kroky. Napted
podpofime rozristani bakterie, poté aplikujeme holé maghemitické nanocastice. Absorpce téchto
nanocastic se uskute¢ni uvniti biofilmu. Biofilm je obal slozeny hlavné z polysacharidil. Zajimavosti
je, Zze po odstranéni tohoto biofilmu doslo k Gplnému rozpadu shromazdénych nanocéstic, které byly
kolem bakterie. OvSem byly nalezeny nahodilé agregace ve vnéjSim prostoru bakterie.

Velkym uspéchem je piiprava nanocastic obsahujici zelezo v mnozstvi 0,1-25 mg na 1 gram
bakterie. Pomoci TEM analyzy a magnetického méfeni bylo zjisténo, ze v&tsi mnozstvi Zeleza, tedy
25 mg na 1 gram bakterie ma vétsi akumulaci na bakteridlnim filmu. Zajimavosti je, Ze produkce
téchto nanocastic probiha pii bézné pokojové teploté. Takze bézné maghemitické nanocastice se ze
superparamagnetickych stanou Zelezo-magnetickymi nanocasticemi pii 160 K, zatimco u
bakterie Lactobacillus fermentum je to o 100 K vic. [5]

2.4.2.2 Charakterizace
Po vytvofeni umélé magnetické bakterie byly provedeny pokusy a bylo zjisténo, ze a¢ maji
nanocastice Upln¢ jinou strukturu, dokdZeme napodobit jejich chovani. Napiiklad bakterie byla

oznacena fluoreskujicim zarenim a bylo pfiloZeno externi magnetické pole. Bakterie, stejné jako bézné
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magnetické bakterie v pfirod¢, zacala plavat a sméfovat smérem k tomuto magnetickému poli. To
dokazuje, ze bakterie dokaze prezit aplikaci magnetickych nanocastic. Po aplikaci tohoto vnéjsiho
magnetického pole se bakterie stala pln€ magnetickou. Zajimavé je to, ze tato bakterie je schopna
reagovat uz na slabé magnetické pole (30 mT), zatimco piirodni magneticka bakterie reaguje jen na
magnetické pole Zemé. To je jeden z diivodd, pro¢ by bylo lepsi k biomedicinskym ucelim vyuzivat
spi§ uméle vytvofené bakterie nez ty piirodni. Po aplikaci béZzného magnetu mizeme totiz pomoci
téchto bakterii transportovat 1é¢iva a ,,navadét” tak bakterii na spravné misto. A nejen to, vzhledem
k tomu, jakou maji lactobacily funkci v nasem téle, mohou mit také dobry vliv na nasi imunitu. Pokud
bychom je tim padem pouzili pii lécbé rakoviny pro transport 1é¢iv na postizené misto, tak bychom
Cisté teoreticky mohli zajistit i rychlejsi zotaveni organismu. [S] Pro transport 1éCiv jsou nanocastice
zlata konjugovany s molekulami biospecifického rozpoznavani, jako jsou protilatky, molekuly DNA a
enzymy. [8]

2.5 Vyuziti stfibrnych nanoéastic

Stiibrné nanocastice nachazi v soucasné dobé vyuziti vcelé tadé odvétvi. Diky jejich
antibakteridlnimu u¢inku se vyuZzivaji k inhibici bakterii, jako napftiklad E. coli, déale pro cisténi
povrchtl, nanopasti na viry ve farmakologii nebo také jako nosice 1éciv. [4,9]

2.5.1 Antibakterialni efekt

Stiibro je zndmé svymi antibakteridlnimi uc¢inky. Mnoho studii se zabyva antibakteridlnimi ucinky
na Gram-pozitivni a Gram-negativni bakterie. Z Gram-negativnich bakterii je vétSinou zkoumana
bakterie E. coli a z Gram-pozitivnich bakterii Staphylococcus aureus. Z vétSiny studii vyplyva, Ze
inhibice bakterif je zdvisla na koncentraci pouzitych nanocastic. Napftiklad studie Sondi a Salopeck-
Sondi prokazala, ze koncentrace stiibrnych nanocastic, ktera inhibuje rist bakterii E. coli se pohybuje
v rozmezi 50-60 a 20 ug/em’ pro 10° CFU a 10* CFU E. coli. Jina studie popisuje, Ze nejnizsi
koncentrace, potfebna na inhibici bakterie E. coli je 3,3 nM. Pro S. aureus je tato koncentrace
desetkrat vyssi, a to 33 nM. [4]

Sttibrné nanocastice se shromazd'uji uvnitt bunééné membrany, kde nasledné dochazi k poSkozeni
az zniCeni této membrany. K antibakteridlni aktivité stfibrnych nanocastic pfispivaji také povrchové
modifikace. Naptiklad modifikace pomoci dodecyl sulfatu sodného (SDS). Pokud pouzijeme tuto
modifikaci na stfibrné nanocéstice a nasledné je smichdme s bakterii S. aureus, zjistime, ze se
potfebna koncentrace na inhibici bakterie je v rozmezi 1,69-13,5 pg/ml. Koncentrace je ovsem zavisla
na pouzitém kmenu a povrchové modifikaci. Nejniz$i dosazena koncentrace, potiebna na inhibici
bakterii, byla 1 pg/ml za pouziti jiz zminéného SDS. [4]

JelikoZ mnoho studii prokédzalo antibakterialni G€inky stfibra, je stfibro dobrym kandidatem pro
pouziti ve farmaceutickych a medicinskych produktech. Dokazalo by totiz znicit i bakterie rezistentni
vici antibiotiktim. [4]

2.5.2 Antivirové ucinky

V dnesni dobé se ve svété objevuje ¢im dal tim vic novych virovych onemocnéni, nebo se vraci
nemoci, které jiz byly povazovany za vymycené. Jsou to zejména nemoci zptisobené viry jako SARS-
Cov, horecka A/HsN; a A/H;N;, HIV virus, Encephalitida a mnoho dalsich. Vliv stfibrnych nanocastic
na viry neni az tak prostudovany jako vliv stfibrnych nanocastic na bakterie, pfesto jsou nékteré

ucinky na viry zaznamenany. [4]
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Jednou ze studii bylo zkoumani vlivu stfibrnych nanocéstic na virus HIV. Vysledkem bylo, Ze
stfibrné nanocastice vykazuji anti-HIV aktivitu v ¢asném stadiu virové replikace. Stiibrné nanocastice
se vazi na gp120 zplisobem, ktery brani vazbe, fizi a infekénosti viru. [4]

Dal§im studovanym virem byl virus Hepatitidy B. Tato studie se zabyvala antivirovym ucinkem
sttibrnych nanocastic pokrytych PVP (N-vinyl-2-pyrrolidone). Tyto nanocéstice vykazuji nizkou
toxicitu a staci nizkd koncentrace stiibrnych castic ke znieni tohoto virusu. [4]

Vétsina studii prokazuje antivirové Ucinky stiibra. Stfibro se vaze na vnéjsi proteiny virovych
¢astic a tim inhibuje dany virus a znemoznuje jeho replikaci. Piestoze antivirovy mechanismus neni
pfesné zndm, mohou byt stiibrné nanocastice navrzeny jako potencialni antivirove latky. [4]

2.5.3 Cisténi vody a povrchi

Nedostatek pitné vody je v dneSni dobé velkym problémem po celém svété, a to zvlaste
v rozvojovych zemich.

Vzhledem k jiz zminénym antibakterialnim uc¢inkliim stfibrnych nanocastic se cela fada studii
zabyva jejich vyuzitim na ¢isténi vody. V jedné ze studii dochazi k pouziti bakterii mlééného kvaSeni
pro produkci nanocastic stfibra, které lze nasledné¢ aplikovat za tcelem cisténi vody. Pouziti
bakterialné¢ produkovanych nanocastic stfibra souvisi s bunénou sténou, ktera slouzi jako
mikroskopicka nosnd matice pro vzniklé nanocastice a tim padem brdni v agregaci. Proto takto
vyrobené nanocastice jsou velmi slibné pro pouziti v desinfek¢nich prostiedcich. [4]

Nanocastice stiibra se daji také pouzit jako povrchovy natér, ktery chrani povrchy pred bakteriemi.
Tyto nanocastice jsou smichdny s oleji a pouzity na rizné povrchy od dieva ptes sklo az po ocel.
Vysledky studii ukazuji, Ze povrchy pokryté barvou nanocastic stiibra maji vynikajici antimikrobialn{
vlastnosti tim, ze zabijeji jak grampozitivni lidské patogeny (S. aureus), tak i gramnegativni (E. coli).

[4]

2.5.4 Jiné aplikace

Stiibrné nanocastice nachazi uplatnéni v celé fadé oborl. Aplikace je zdvisld na schopnosti
syntetizovat Castice s riznym chemickym slozenim, tvarem, velikosti a monodisperzi.

Sttibrné nanocéstice se pouzivaji napiiklad jako spektralni selektivni povlak pro absorpci solarni
energie, interkala¢ni materidl pro elektrické baterie, optické receptory, polariza¢ni filtry, katalyzatory
chemickych reakci a jako jiz zmin€na antibakterialni ¢inidla. [3] Nanocastice stfibra se také vyuzivaji
jako tzv. nanopasti na viry ve farmakologii. V medicing se stfibrné magnetické nanocastice vyskytuji
v diagnostické metodé magnetickd rezonance (MRI), kde pusobi jako kontrastni latky. Dalsi
alternativou je pouziti magnetickych nanocastic jako nosi¢e 1écCiv. Aplikace takovych 1éki by
probihala pomoci magnetického pole. Pomoci této metody by bylo mozné imobilizovat hormony a
enzymy uvnitf nebo vné vhodnych nanostruktur a transport do pfislusnych oblasti organismu.
Vyhodami této metody je fizené uvolniovani 1é¢iv, aplikace pouze na postizena mista a tim i Setrnost

k organismu. [9]
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3 CIL PRACE

Cilem této prace je vypracovani literarniho piehledu na téma biosyntéza magnetickych nano- a
mikroc¢astic pomoci mikroorganismu.

Experimentalni C€&st je zameéfena na sledovani produkce nanocastic stfibra u vybranych
mikrobidlnich kment rodu Lactobacillus v ptitomnosti rizné koncentrace dusi¢nanu stfibrného

v prostiedi.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

Vsechny postupy byly délany podle ndvodii uvedenych ve skriptech Spanova a Rittich [10] a podle
¢lanku Silver Nanopaticles production with Probiotic Bacteria [11]

4.1 Material

4.1.1 Pouzité bakterialni kmeny
Pouzité bakterialni kmeny byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismil. (Czech Collection of
Microorganisms (CCM)) sidlici na Masarykové université v Brné (CR).

e Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7088"
e Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7089
e Lactobacillus rhamnosus CCM 1828"

4.1.2 Bakterialni DNA
Pro sestrojeni kalibracni kiivky pouzité pro kvantifikaci bakteridlni DNA v PCR v redlném case byla
pouzita komeréni bakterialni DNA Escherichia coli (D4889) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

4.1.3 Chemikalie
e Agardza pro elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)
e Dihydrat hydrogenfosforecnanu sodného (Serva, Heidelberg, SRN)
e Dusicnan stiibrny (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Ethanol p.a. (Penta, Chrudim, CR)
e Ethidium bromid (5 mg/ml) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e FEthylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)
e Hydroxid sodny (Lachema, Brno, CR)
e Chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)
e Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)
e Kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, CR)
e Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN)
e Monohydrit glukézy (Lachema, Brno, CR)
e Monohydrit dihydrogenfosforeénnu sodného (Lachema, Brno, CR)
e Lactobacillus MRS broth médium (HIMEDIA, Bombaj, Indie)
e Octan sodny
e Proteinaza K (Serva, Heidelberg, SRN)
e Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-bdze) (Serva, Heidelberg, SRN)
e Dalsi bézné chemikélie byly z komer¢ni sité€ v kvalité p.a.
4.1.4 Kultivaé¢ni média

e MRS médium

De Mann, Rogosa, Sharp medium (MRS médium) bylo pfipraveno podle ndvodu vyrobce
uvedeného na obalu. Nasledné€ bylo médium vysterilizovano v autoklavu pfi 121°C po dobu 5 min.

e MRS agar

MRS agar byl pfipraven podle navodu vyrobce uvedené¢ho na obalu. Nasledné byla pida
vysterilizovana pfi teploté 121°C po dobu 5 min.
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4.1.5 Roztoky

4.1.5.1 Roztoky pro lyzi bakteridlnich bunék
e 0,5MEDTA (pH 8,0)

186,1 g EDTA bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody za stdlého michdni na magnetické
michacce. Pomoci NaOH bylo upraveno pH na hodnotu 8,0. Roztok byl doplnén do objemu 11
destilovanou vodou, rozdélen do alikvotnich podilt a sterilizovan v autoklavu 20 minut pii 121 °C

e 1M Tris-HCI (pH 7,8)

12,1 g Tris-baze bylo rozpusténo v 80 ml destilované vody. pH roztoku bylo upraveno pomoci
koncentrované HCI na hodnotu 7,8. Roztok byl doplnén destilovanou vodou do objemu 100 ml a
sterilizovan v autoklavu 20 minut pii 121°C.

e Lyzacni roztok A

Bylo smichdno 10 ml 1 M Tri-HCI (pH 7,8) a 1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a doplnén destilovanou
vodou do objemu 100 ml.

e Lyzacni roztok B

K ptipravenému lyzacnimu roztoku A byl pfidan lysozym na vyslednou koncentraci 3,0 mg/ml.
e 20% SDS

20 g SDS bylo rozpusténo v 80 ml sterilni destilované vody pfi teploté 68 °C. Roztok byl doplnén
do 100 ml destilovanou vodou. Roztok byl uchovavan pfti laboratorni teploté.
e Proteinaza K (1 mg/ml)

10 mg proteinazy K bylo rozpusténo v 10 ml sterilni destilované vody. Roztok byl rozdélen do
alikvotli a uchovavan pfti teploté¢ —20 °C.
4.1.5.2 Komponenty pro PCR
e PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)
e 10xPCR Blue Buffer (obsahuje 750 mM Tris-HCI, pH 8,8 (25 °C), 200 mM (NH,4),SO4, 1%
Tween 20, 25 mM MgCl,) (Top-Bio, Praha, CR)
e Smés dNTP (10 mM) (Top-Bio, Praha, CR)
e Primery (10 pmol/ul) (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR)
e Taq DNA polymeriza 1.1 (1U/ul) (Top-Bio, Praha, CR)
4.1.5.3 Roztoky pro agarézovou gelovou elektroforézu
e (,5xTBE pufr

V 600 ml destilované vody bylo rozpusténo 54 g Tris-baze 27,5 g kyseliny borité. Nasledn¢ bylo
ptidano 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a doplnéno destilovanou vodou do 1000 ml. Pied pouzitim byl
TBE pufr 10x zfedén na vyslednou koncentraci.

e Barvici lazen

100 pl roztoku ethidiumbromidu (5 mg/ml) bylo zfedéno 500 ml destilované vody.
e DNA standart

100 bp Zebricek (obsahuje fragmenty DNA o velikosti 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
9000, 1000, 1 200, 1 500 bp) (Malamité, Moravské Prusy, CR)
e NanaSeci pufr Yeloow load

(6xkoncentrovany, obsahuje barvivo orange G) (Top-Bio, Praha, CR)
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4.1.54 Roztoky pro skrining produkce nanocastic sti'ibra
e 1M dusi¢nan stFibrny

Ve 100 ml destilované vody bylo rozpusténo 16,99 g krystalického dusi¢nanu stfibrného. Roztok
byl sterilizovan v autoklavu 20 minut pti 121 °C. Uchovavan byl pfi laboratorni teplotg.
e 1 mM glukoéza

Ve 100 ml destilované vody bylo rozpusténo 19,82 g monohydratu glukézy. Roztok byl
sterilizovan v autoklavu 20 minut pfi teplot¢ 121 °C. Uchovavan byl pfi laboratorni teploté.
e 0,2 M hydrogenfosfore¢nan sodny

V 250 ml destilované vody bylo rozpusténo 6,9 g monohydratu dihydrogenfosfore¢nanu sodného.
Roztok byl sterilizovan v autoklavu 20 minut pii 121 °C. Uchovavan byl pii laboratorni teplot¢.
e (0,2 M dihydrogenfosfore¢nan sodny

V 250 ml destilované vody bylo rozpusténo 6,9 g dihydratu hydrogenfosforecnanu sodného.
Roztok byl sterilizovan v autoklavu 20 minut pti 121 °C. Uchovavéan byl pti laboratorni teploté.
o Fosfatovy pufr

Se 125 ml sterilni vody bylo smichidno 76,25 ml zdsobniho roztoku 0,2 M hydrogenfosfore¢nanu
sodného a 48,75 ml zasobniho roztoku 0,2 M dihydrogenfosfore¢nanu sodného. Takto piipraveny pufr
byl uchovavan pfi laboratorni teploté.

4.2 Pomiicky a pristroje

e Bé&zné laboratorni sklo, umeélohmotné a kovové pomticky apod.

e BIOWAWE CO8000 CELL DENSITY METER Serial No 994 (WPA, Cambridge, UK)

e Centrifuga FVL-2400N Combi-Spin/Vortex (bioSan, Riga, Litva)

e Centrifuga MINI Spin 13 400 min" (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e Centrifuga Hettich EBA 20 (Hettich, Tuttlingen, Némecko)

e Exikator (KIF LAB)

e Hybridiza¢ni pec Micro Hybridization Incubator 2000 (Sci Gene, Sunnyvale, USA)

e [lumina Eco Real_Time PCR systém (Ilumina, USA)

e Inkubacni box UVC/T-AR, DNA/RNA UV-cleaner box (bioSan, Riga, Litva)

e Laboratorni vahy OHAUS CS 200 (OHAUS, New Jesrsey, USA)

e Magneticky separitor (Dynal, Oslo, Norsko)

e Mikropipety Finnpipette F2 riznych objemti (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

e Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, VarSava, Polsko)

e Mikrovlnna trouba PROLINE SM117

e NanoPhotometer (Implen, Miinchen, Némecko)

e Thermal cycler DNA Engine (BIO-RAD Lab., USA)

e Thermocycler Rotor-Gene 6000 (Corbett Research, Australie)

e Termocycler Minicycler™ (BIO-RA Lab., USA)

e Transiluminidtor TVR 2121 (Spectroline, Albany, USA)

e Zafizeni pro elektroforézu (OWL Buffer Puffer™, Loughborough, UK)

e Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (labnet Internatinal, Woodbridge,
USA)
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4.3 Metody

4.3.1 Ozivovani a uchovavani bakterialnich kultur
Tekut¢ MRS médium bylo napipetovano do ctyf sklenénych zkumavek po 10 ml. Do tii
jednotlivych zkumavek byla naockovana ptislusna kultura Lactobacillus, posledni zkumavka slouzila
jako slepy vzorek. Kultury byly kultivovany po dobu 96 hodin pfi teploté 37°C.
Po této dobé byly kultury po 100 pl pfeockovany do 10 ml MRS média. Pifeockované kultury byly
kultivovany po dobu 22 hodin pii teploté¢ 37°C. Narostlé kultury byly skladovany v chladnicce pfi
teploté 4°C.

4.3.2 Priprava hrubych lyzata bunék

e Do 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky byl napipetovan 1 ml pfeockovanych kultur. Suspenze byla
centrifugovana po dobu 3 minut pfi 13 400 ot/min.

e Supenatant byl slit a byl rozsuspendovian v 1 ml lyza¢niho roztoku A. Néasledné byla suspenze
centrifugovana po dobu 3 min pfi 13 400 ot/min.

e K sedimentu bylo pfidano 500 pul roztoku B a byl rozsuspendovan. Nasledné byly vzorky
inkubovany po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teplote.

e K suspenzim bylo ptidano po 12,5 ul 20% SDS a 5 ul proteindzy K. Roztoky byly promichany a
inkubovany po dobu 24 hodin pfi teploté 55°C.

4.3.3 1Izolace DNA pomoci magnetickych mikrocastic.

e Do 6 Eppendorfovych zkumavek byly napipetovany komponenty podle Tabulky 1, pouzité
magnetické nosice jsou uvedeny v Tabulce 2

e Po smichani komponent byla smés inkubovana 15 min pfi laboratorni teploté.

e Smés byla umisténa do magnetického separatoru a magnetické ¢astice byly separovany po dobu 15
min pfi laboratorni teploté.

e Po uplynuti této doby byl odebran supernatant.

e 7 magnetického separitoru byl vyjmut magneticky pas a do zkumavek bylo napipetoviano 500 pl
70% ethanolu.

e Vzorek byl promichan, byl vlozen magneticky pas a po 2 minutich byl ethanol odpipetovan.

e Eppendorfovy zkumavky byly vyjmuty se separatoru a vlozeny do exsikatoru.

e DNA adsorbovana na magnetickych casticich byla eluovana pfi laboratorni teploté¢ do 50 ul TE
pufru.

e Po 24 hodinach byly ¢astice odseparovany pomoci magnetického separitoru a eludt byl odebran do

¢istych Eppendorfovych zkumavek.
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Tabulka 1: SlozZeni smési pro separaci DNA

Krok Slozka Podil (hm)
1 Voda 100
2 NaCl 200
3 DNA 50
4 PEG 6000 (40%) 100
5 Magneticky nosi¢ (2 mg/ml) 50
Celkem 500

Tabulka 2: Pouzité magnetické cdstice

v, . Fe Primér Koncentrace -COOH -NH,
Castice .. PDI Polymer
(%hm.) Castice (mg/ml) (mM/g) (mM/g)
P(HEMA-
Fkol 770x 10,02 2,23 um 2,00 1,81 0,764 -
co-GMA)
F79/L.3-PLL 69,8 6,20 nm 0,10 1,37 - 69,8 -

Fe (%) je hmotnostni obsah zeleza v magnetické castici, PDI je index polydispersity (pomer hmotnosti a poctu
nosicu priumeérné velikosti), P(HEMA-co-GMA) je poly(hydroxyethylmethakryldt-co-ethylendimethakryldt)

4.3.4 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a €istoty bakterialni DNA

e Roztok DNA v TE pufru o objemu 3 pul byly naneseny na ¢o¢ku Label Gard™

mikrolitrové kyvety
NanoPhotometru™.

e Byla zméfena absorbance pro vinové délky 230 nm (minimum absorbance pro DNA), 260 nm
(maximum absorbance pro DNA), 280 nm (maximum absorbance pro proteiny) a 320 nm oproti
TE pufru.

e Zhodnoty absorbance pro 260 nm byla vypoctena koncentrace DNA ve vzorku. Z hodnoty

As60 o Azg0 nm DYla urcena Cistota vzorku DNA

4.3.5 Polymerazova retézova reakce
4.3.5.1 Kvantitativni PCR

e VsSechny komponenty (slozeni qPCR 2x SYTO-9 Mater Mixu je uvedené v Tabulce 3),
uvadi Tabulce 4, byly pied pouzitim rozmrazeny, promichany a kratce centrifugovany

e Bylo pfipraveno 25 ul smési v potadi, uvedeném v Tabulce 4 smési byly namichiny v boxu
vyzafeném UV lampou a napipetovany do 200 ul Eppendorfovych zkumavek

e Pouzité primery pro kvantitativni PCR jsou uvedené v Tabulce 5 a Tabulce 6

e Byla pfipravena negativni kontrola, kdy misto 1 pl DNA matrice byl k 24 ul PCR smési piidan 1 pl
vody pro PCR.

e Vsechny vzorky byly pfed PCR promichany na centrifuze a vloZeny do termocykleru s nastavenym
specifickym programem uvadi Tabulka 7 a Tabulka 8

e Po skonéeni PCR byla provedena detekce produktii PCR pomoci agarozové gelové elektroforézy
podle postupu uvedeném v kapitole 4.3.6.
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Tabulka 3: Slozeni gPCR 2x SYTO-9 Master Mix

qPCR 2x SYTO-9 Master Mix
Komponenta Vysledna koncentrace
Tris-HCI, pH 8,8 75 mM
(NHy),SO4 20 mM
Tween 20 0,01 %
MgCl, 2,5 mM
Kazdy dNTP 200 uM
Taq DNA polymeréza 25 U/ml
Monoklondlni protildtka anti-Taq
DNA barvivo Syto-9
Stabilizitory a aditiva
Tabulka 4: Slozeni smési pro kvantitativni PCR
Poradi Komponenta Objem [ul] pro PCR
1 Voda pro PCR 9,5
2 gPCR 2x SYTO-9 Master Mix 12,5
3. Primer (10 pmol/ul) 1
4 Primer (10 pmol/ul) 1
5 Matrice DNA 1
Tabulka 5: Primery specifické pro doménu Bacteria [12]
Primery Sekvence primeri (5°-3°) Velikost PCR produkti
F_eub TCC TAC GGG AGG CAGCAGT
R_eub | GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATCCTGTT 466 bp
Tabulka 6: Primery specifické pro druh Lactobacillus rhamnosus [13]
Primery Sekvence primerii (5°- 3°) Velikost PCR produkti
RhamFW | TTG CAT CTT GAT TTA ATT TTG ACC
UniverRV TTC GCC ACT GGT GTT CTT CC 683 bp

Tabulka 7: Teplotni program pro doménu Bacteria

ProdlouZena Denaturace Hybridizace Syntéza novych Dosyntetizovana
denaturace DNA DNA primert fetézci DNA DNA
. 95°C30s 55°C/30s 72 °C /1 min )
95 °C /5 min 72 °C /5 min
30 cyklu
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Tabulka 8: Teplotni program pro druh Lactobacillus rhamnosus

_ e Syntéza C

] Prodlouzena Denaturace Hybridizace ) Dosyntetizovani

Primery . j novych
denaturace DNA DNA primeru . e . DNA
retézciit DNA

RhamFW A . 94°C/1min | 58°C/l min | 72°C/2 min . .

; 94 °C /5 min R 72 °C /10 min
UniverRV 35 cykla

4.3.5.2 Konvenéni PCR
Vsechny komponenty, uvedené v Tabulce 9, byly pfed pouzitim rozmrazeny, promichany a kratce
centrifugovany
Bylo pfipraveno 25 pl smési v potadi, uvedeném v Tabulce 9, smési byly namichany v boxu
vyzatfeném UV lampou a napipetovany do 200 ul Eppendorfovych zkumavek
Pouzité primery pro konvencni PCR jsou uvedené v Tabulce 10 a Tabulce 11
Nasledné byla smés rozpipetovana po 24 ul do Eppendorfovych zkumavek a do kazdé byl pridan
1 pl izolované DNA.
Byla pfipravena negativni kontrola, kdy misto 1 pl DNA matrice byl k 24 ul PCR smési ptidan 1 pl
vody pro PCR.
Vsechny vzorky byly pfed PCR promichany na centrifuze a vloZzeny do termocykleru s nastavenym
specifickym programem uvedeném v Tabulce 12 a Tabulce 13
Po skoncéeni PCR byla provedena detekce produkti PCR pomoci agardzové gelové elektroforézy
podle postupu uvedeném v kapitole 4.3.6.

Tabulka 9: Slozeni smési pro konvencni PCR

Poradi Komponenta Objem [ul] pro PCR
1. Voda pro PCR 19
2. 10x reakéni pufr kompletni 2,5
3. Smés dNTP (10 mM) 0,5
4. Primer (10 pmol/ul) 0,5
5. Primer (10 pmol/ul) 0,5
6. Tag DNA-polymerédza (1 U/ul) 1,0
7. Matrice DNA (10 ng/ul) 1,0

Tabulka 10: Primery specifické pro rod Lactobacillus [12]

Primery Sekvence primeri (5°-3") Velikost PCR produktii
F_alllact TGG ATG CCT TGG CAC TAG GA 2b
R_alllact | AAA TCT CCG GAT CAA AGC TTA CTT AT P
Tabulka 11: Primery specifické pro druh Lactobacillus casei [13]
Primery Sekvence primeri (5°-3") Velikost PCR produktii
FcaselS | CTA TAA GTA AGC TTT GAT CGC GAG ATTT 132 b
RcaselS CTT CCT GCG GGT ACT GAG ATGT P
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Tabulka 12: Teplotni program pro rod Lactobacillus

Prodlouzena Denaturace Hybridizace Syntéza novych Dosyntetizovana
denaturace DNA DNA primert retézci DNA DNA
. 94 °C /30 s 58 °C/30s 72 °C /1 min .
95 °C /5 min 72 °C /5 min
30 cykld

Tabulka 13: Teplotni program pro druh Lactobacillus casei

Prodlouzena Denaturace Hybridizace Syntéza novych Dosyntetizovana
denaturace DNA DNA primert retézci DNA DNA
. 94 °C /30 S 54°C/30S 72 °C /1 min .
94 °C /5 min 72 °C /10 min
30 cykla

4.3.6 Elektroforéza

e Byl pfipraven 1,6 % agarésovy gel z 1,6 g agarésy na 100 ml 0,5 ml TBE pufru. Smés byla
rozvafena v mikrovlnné troubé.

e Smés byla nalita do vanicky s hiebinkem, kde byla ponechana 30 min ztuhnout. Po ztuhnuti gelu
byl odstranén hiebinek.

e Na gel byly nanaSeny vzorky po PCR po 15 pl, které byly michany se 3 ul barviva.

e Na konec celé fady bylo napipetovano 5 ul DNA standardu.

e Gel byl dan do vany a zalit TBE pufrem

e (Cel4 souprava byla zapojena do zdroje gelové elektroforézy, elektroforéza probihala pii napéti
80 V po dobu 3 hodin.

e Po skonceni elektroforézy byl gel vlozen do barviciho roztoku ethidium bromidu.

e Po odbarveni byl pozorovén na transillumindtoru v UV svétle a dokumentovan fotograficky.

4.3.7 Médium pro produkci stiibra
¢ Do 3 Erlenmeyerovych zkumavek bylo napipetovdno 50 ml modifikovaného média
e Do média bylo napipetovano 1 500 ul nakultivovanych bakterii
e Na zavér bylo pfidano 0,5 ul 1 M dusi¢nanu stéibrného

4.3.8 MRS médium
e Do 3 Erlenmeyerovych ban€k bylo napipetovano 50 ml MRS tekutého média
e Do média bylo naockovano 1 500 ul nakultivovanych bakterii
e Bakterie byly ponechdny ke kultivaci po dobu 48 hodin
e Poté bylo k bakteriim pfidano 0,5 ul 1 M

4.3.9 Neprimé stanoveni poctu bunék kultivaéni metodou
e Pro vySe uvedené druhy Lactobacillu bylo provedeno desitkové fedéni do sterilni vody.
e Bylo pfipraveno agarové médium podle navodu vyrobce.
e Do 36 Petriho misek bylo rozlito 400 ml agaru a byl ponechédn ztuhnout.
e Vsechna fedéni byla naockovana po 0,1 ml roztérem na Petriho misky a ponechana ke kultivaci pfi
37°C na 48 hodin.
e Poté byl zjistovan pocet narostlych kolonii.
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4.3.10 Stanoveni ristovych krivek bakterialnich kultur rodu Lactobacillus
Do 20 ml tekutého MRS média a média s pfidanym dusi¢nanem stfibrnym v kone¢né koncentraci
0,1 mM a 0,01 mM bylo steriln€ naockovano 200 pul staciondrni kultury rodu Lactobacillus
Bunky byly kultivovany anaerobné pfi teploté 37°C bez michani
V priibéhu kultivace bylo po dvanacti hodindch od zapoceti kultivace odebirdno po 1 ml kultury, a
byla méfena absorbance pii vinové délce 600 nm, jako blank bylo pouzito kultivaéni médium.
Namétené hodnoty optickych hustot byly pouzity k vytvofeni ristovych kiivek pomoci
pocitacového softwaru Microsoft Excel

4.3.11 Produkce nanocastic stribra
Po kultivaci bunék v tekutém médiu s pfidanym dusi¢nanem stfibrnym byly kultury centrifugovany
pti 6 000 ot/min po dobu 5 minut.
Sedimenty bunék (asi 1,25 ml) byly promyty fosfatovym pufrem (1 ml), znovu centrifugovany a po
té v 250 pl alikvotnich mnozstvich pfidavany do reak¢énich smési.
Do 15 ml zkumavek byla pfipravena reakéni smes o celkovém objemu 5 ml. Smés obsahovala 4,72
ml fosfatového pufru o pH 7,0, 282 ul 1 mM glukésy a 250 pl sedimentu bunék.
Do jednotlivych zkumavek byl fedén 1,0 M zasobni roztok dusi¢nanu stfibrného na vysledné
koncentraci 0,1mM, 1,0 mM, 2,0 mM a 4,0 mM.
Byla ptipravena kontrola reak¢nich smési bez dusi¢nanu stfibrného.
Reakéni smési byly inkubovany ve tmé, pii teploté 37°C v hybridizacni picce a otaCeny rychlosti
6 ot/min po dobu 144 hodin a po té ve tmé pti laboratorni teplote, bez ttepani.
Po 24, 48, 72, 144 a 360 hodinich byly odebirany vzorky a analyzovany spektrometrii
v ultrafialové a viditelné oblasti (UV/VIS spektrometrie). Reakéni smési byly 20krat fedény sterilni

vodou, aby se eliminovala interference v pribéhu méfeni.



5 VYSLEDKY

5.1 Kultivace bakterii a kontrola ¢istoty

Bakterie byly kultivovany v tekutém MRS médiu. Cistota kultivovanych bakterii byla ovéfena

pomoci kiizového roztéru na MRS agaru. Narostlé kultury byly pfiblizné stejné velikosti a tvaru.
Ukdzka jednoho z kiizovych roztérd, Lactobacillus casei CCM 7088" na Obrazku 7.

Obrdzek 7: KiiZovy roztér bakteridlni kultury Lactobacillus casei CCM 7088 na MRS agaru

5.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA
Lyzaty byly ptipravené z kultur rodu Lactobacillus, kultivované v MRS tekutém médiu. Izolace
DNA byla provedena pomoci magnetickych ¢astic (Fkol 770x, F/29/L3). Koncentrace a Cistota DNA
izolované pomoci magnetickych nosicii byla stanovena spetrofotometricky pomoci pfistroje

Nanodrop. Podle postupu uvedeného v kapitole 4.3.4.

Pro kvantitativni PCR byly naméfeny koncentrace a ¢istota DNA uvedené v Tabulce 14.

Pro konven¢ni PCR byly namétfeny koncentrace a ¢istota DNA uvedené v Tabulce 15.

Tabulka 14:Cistota a koncentrace DNA izolované z bakteridlnich kmenii pro kvantitativni PCR

Bakterialni kmen PouZité nosiCe | Ay | Aaso | Azgo/Azge | ¢ [ng/ul]
Lbc. casei CCM 7088" Fkol 77 0x | 0,467 | 0,327 | 143 234
Lbc. casei CCM 7088" F 79/L3 0,169 | 0,104 | 1,62 8,4
Lbc. rhamnosus CCM 18257 | Fkol 770x | 0,597 | 0,433 | 1,38 29.8
Lbc. rhamnosus CCM 1825" F 79/L3 0,345 | 0275 | 1,26 17,3

31



Tabulka 15: Cistota a koncentrace DNA izolované z bakteridlnich kmenii pro konvencéni PCR

DNA Pouzité nosice | Axo | Az | Areo/Asso | ¢ [ng/pl]
Lbc. casei CCM 7088" Fkol 77 ox 0,472 | 0,358 1,32 23,6
Lbc. casei CCM 7088" F 79/L3 0,363 | 0,291 1,25 18,1
Lbc. casei ssp. casei CCM 7089 Fkol 770x 0,541 | 0,412 1,31 27,0
Lbc. casei ssp. casei CCM 7089 F79/L3 0,209 | 0,154 1,36 10,5
Lbe. rhamnosus CCM 1825T Fkol 77 ox 0,235 | 0,165 1,43 87,1
Lbc. rhamnosus CCM 18257 F 79/1.3 0,235 | 0,165 1,43 11,8

5.3 Polymerazova retézova reakce
Po zméfeni koncentrace izolované DNA a jeji Cistoty, byla vSechna DNA, jejiz koncentrace byla
vyssi nez 20 ng/ul fedéna na 10 ng/ul.

5.3.1 Dikaz pritomnosti bakterialni DNA

5.3.1.1 Kvantitativni PCR

PCR byla provedena s primery specifickymi pro doménu Bacteria (primery F_eub a R_eub) dle
postupu uvedeného v kapitole 4.3.5.1. Ke stanoveni koncentrace bakteridlni DNA ve vzorcich byla
vytvorena kalibra¢ni kfivka za pouziti komeréni bakteridlni DNA Escherichia coli v rozsahu
koncentraci (100 ng/ul—1 pg/ul). Ze zavislosti C; na koncentraci ve srovnani s kalibra¢ni kfivkou (bod
1 ug/ul byl pro vypocet zanedban) byl pomoci softwaru pro cykleru Rotor-gene 6000 (verze 1. 7. 87)
stanovena koncentrace cilové DNA vrozmezi 0,002-0,853 ng/ul. Daéle byla stanovena reakéni
uc¢innost na 81 % (Efficiency), kterd byla vypoctena ze sklonu amplifikacnich kiivek (M).
Spolehlivost reakce byla odhadnuta z korelaéniho koeficientu linearni regrese (R?) s hodnotou
ptiblizn¢ 0,997. Vse je znazoriiuje Obrazek 8 a Obrazek 9. Pritomnost produktu PCR specifického pro

doménu Bacteria byla potvrzena Melt analyza, jeji vysledky jsou uvedeny na Obrazek 10.

e R ™ PR R Cycling A.Green (Page 1):
' 4 . . R=0,99831
R R T LT T I R I b R R R"2=0,99662
, 1 - 1 M=-3,380
o B=13,025
I e e e - : 2
Efficiency=0,81
A0 s e A A T e A s S S A
¢
1]

x t ‘: '
-10 -10 40 1(? 1 1
Koncentrace [ng/ul]

Legenda: modré body — kalibracni krivka sestrojené pomoci DNA Escherichia coli v rozsahu koncentraci
(100 ng/ul—1I pg/ul). cervené body — analyzované vzorky

Obrdzek 8: Kalibracni kiivka - zdvislosti Cr na koncentraci
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Vysvétlivky: E. coli 5 — E. coli 100 pg/ul, E. coli 1 — E. coli 100 ug/ul, C F79 — Lbc. casei CCM 7088T F 79/L3, R Fkol — Lbc. rhamnosus CCM 1825T Fkol 77 ox, E. coli 6 — E.

coli 10 pg/ul, E. coli 4 — E. coli I ug/ul, E. coli 2 — E. coli 10 ug/ul, C Fkol — Lbc. casei CCM 7088T Fkol 77 ox, R 79 — Lbc. rhamnosus CCM 1825T F 79/L3

Obrdzek 9: Amplifikacni kiiivky — zdvislosti intenzity fluorescence na cyklu reakce
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Vysvetlivky: E. coli 5 — E. coli 100 pg/ul, E. coli 1 — E. coli 100 ug/ul, C F79 — Lbc. casei CCM 7088T F 79/L3, R Fkol — Lbc. rhamnosus CCM 1825T Fkol 77 ox, E. coli 6 — E.
coli 10 pg/ul, E. coli 4 —E. coli I ug/ul, E. coli 2 — E. coli 10 ug/ul, C Fkol — Lbc. casei CCM 7088T Fkol 77 ox, R 79 — Lbc. rhamnosus CCM 1825T F 79/L3

Obrdzek 10: Melt analyza produktu PCR specifického pro doménu Bacteria

34




Vysledky kvantifikace a Met analyzy pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v Tabulce 16.

Tabulka 16: Vysledky kvantifikace a Melt analyzy pro jednotlivé vzorky

Vzorek C, ¢ [ng/ul] | T, [°C]
E. coli 100 ng/ul 5,68 78,143 97,7
E. coli 10 ng/ul 9,17 9,852 91,3
E. coli 1 ng/ul 12,61 1,281 92,5
E. coli 100 pg/ul 16,44 0,132 96
E. coli 10 pg/ul 25,11 0,001 92,5
Lbc. casei CCM 7088" F 79/L3 22,56 0,003 95,8
Lbc. casei CCM 7088" Fkol 77 ox 1329 | 0,853 95,8
Lbe. rhamnosus CCM 1825" F 79/L3 23,27 0,002 89,2
Lbe. rhamnosus CCM 1825 Fkol 77 ox | 17,59 0,067 95,7

Pro potvrzeni vysledki kvantitativni PCR byla provedena agarézova gelova elektroforéza.
Vysledkem byl amplifikovany specificky produkt PCR — tsek o délce 466 bp. Vysledky agar6zové
gelové elektroforézy jsou zaznamendny na Obrézku 11 a Obrazku 12
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« Detekce produktu PCR
Béh DNA (}"6 6 bp)

1. E. coli 100 ng/ul +++

2. E. coli 10 ng/ul +++

3. E. coli 1 ng/ul +

4. E. coli 1 ng/ul +++

5. E. coli 100 pg/ul +++

6. E. coli 10 pg/ul -

7. Lbc. casei CCM 7088" F 79/L3 ++

8. Lbec. casei CCM 7088" Fkol 77 ox +++

9. | Lbc. rhamnosus CCM 1825" F 79/L3 +

10. | Lbe. rhamnosus CCM 1825" Fkol 77 ox +++

11. Standard 100 bp

Intenzita signalu:+++ silna, ++ stredné silna, + slaba,- nedetekovdn

Obrdzek 11: Vysledek elektroforézy na agarosovém gelu pro doménu Bacteria (466 bp)

< Detekce produktu PCR
Béh DNA (26 6 bp)

1. E. coli 100 ng/ul +++

2. E. coli 10 ng/ul +++

3. E. coli 1 ng/ul +++

4. E. coli 100 pg/ul +++

5. E. coli 10 pg/ul ++

6. E. coli 1 pg/ul +

7. | Lbc. casei CCM 7089 Fkol 77 ox +++

8. Lbc. casei CCM 7089 F 79/L.3 +++

9.

10. Negativni kontrola -

11. Standard 100 bp

Legenda:+++ silnd,++ stiedné silnd,+ slabd,- nedetekovdn

Obrdzek 12: Vysledek elektroforézy na agarosovém gelu pro doménu Bacteria (466 bp)
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Ptitomnost specifického produktu PCR pro doménu Bacteria o velikosti 466 bp byla prokdzana ve
vSech vzorcich. Tim byla ve vSech vzorcich potvrzena piitomnost bakterialni DNA.

5.3.2 PCR pro rod Lactobacillus
Duikaz pritomnosti bakteridlni DNA rodu Latobacillus byla provedena metodou PCR e primery
specifickymi pro rod Lactobacillus [12] podle postupu uvedenému v kapitole 4.3.5.2. Byl
amplifikovand specificky tsek o délce 92 bp. Specifické amplifika¢ni produkty PCR byly detekovany
pomoci agar6zové gelové elektroforézy jejiz vysledek je uveden na Obrazku 13.

Béh DNA Pouzité nosice | Detekce produktu PCR

1 Lbc. rhamnosus CCM 1825" Fkol 770x +++

2 Lbc. rhamnosus CCM 1825" F79/L3 +++

3 | Lbc. casei ssp. casei CCM 7088" F79/L3 +++

4 | Lbec. casei ssp. casei CCM 7088" Fkol 770x +++

5 Lbc. casei ssp. casei CCM 7089 F79/L3 +++

6 | Lbc. casei ssp. casei CCM 7089 Fkol 770x +++

7 Pozitivni kontrola +++

8 DNA standart 100 bp

9 Negativni kontrola -

Intenzita signalu:+++ silna, ++ stredné silnd, + slabd,- nedetekovdin

Obrdzek 13: Vysledek elektroforézy na agarozovém gelu pro rod Lactobacillus (tisek 92 bp)

Detekovany specificky produkt o velikosti 92 bp potvrdil ptitomnost DNA rodu Lactobacillus ve

vSech zkoumanych vzorcich.
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5.3.3 PCR specificka pro druh Lactobacillus casei ssp. casei

Duikaz pritomnosti DNA specifické pro druh Lactobacillus casei byla provedena metodou PCR se
specifickymi primery [13]. Metoda byla provedena podle postupu uvedeného v kapitole 4.3.5.2. Jako
pozitivni kontrola byl pouZit Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7088" (15,8 ng/ul). Byl amplifikovan
specificky produkt o délce 132 bp. Pfitomnost specifickych amplifika¢nich produkti PCR pro druh

Lactobacillus casei byla potvrzena na agarézové gelové elektroforéze uvedené na Obrazku 14.

s 2 *3 4 *5 "6

7 8

Béh DNA Magnetické nosi¢e | Detekce produktu PCR
1 Pozitivni kontrola +++
2 Standart 100 bp
3 Negativni kontrola -
4
5 | Lbc. casei ssp. casei CCM 7088" F79/L3 ++
6 | Lbc. casei ssp. casei CCM 7088" Fkol 770x ++
7 | Lbc. casei ssp. casei CCM 7089 F79/L3 ++
8 | Lbc. casei ssp. casei CCM 7089 Fkol 770x +

Intenzita signdlu: +++ silnd, ++ stredné silna, + slabd, - nedetekovdn

Obrdzek 14: Vysledek elektroforézy na agarozovém gelu pro druh Lactobacillus casei ssp.casei

Detekovany specificky produkt o délce 132 bp potvrdil ptitomnost DNA druhu Lactobacillus casei

ssp. casei ve vSech vzorcich.
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5.3.4 PCR specificka pro druh Lactobacillus rhamnosus
Dutkaz pritomnosti DNA specifické pro druh Lactobacillus rhamnosus byl proveden metodou

kvantitativni PCR se specifickymi primery [13]. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA

Lactobacillus rhamnosus CCM 1825". Metoda byla provedena podle postupu uvedeného v kapitole
4.3.5.1. Byl amplifikovan specificky tsek o délce 683 bp. Piitomnost specifickych amplifikac¢nich

produktt PCR pro druh Lactobacillus rhamnosus byla prokazdna pomoci agarézové gelové

elektroforéze uvedené na Obrazku 15.

Béh DNA Magnetické nosice | Detekce produktu PCR
1 Negativni kontrola -
2 Standart 100 bp
3 Pozitivni kontrola +++
4 | Lbc. rhamnosus CCM 1825" Fkol 770x +++
5 | Lbc. rhamnosus CCM 18257 F79/L3 otk

Intenzita signdlu: +++ silnd, ++ stredné silnd, + slabd, - nedetekovdn

Obrdzek 15: Vysledek agarozové gelové elektroforézy druhu Lactobacillus rhamnosus (lisek 683 bp)

Byl detekovan specificky produkt o délce 683 bp potvrzujici ptitomnost DNA druhu Lactobacillus

rhamnosus.
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5.4 Kultivace v médiu s pridanym dusi¢nanem stfibrnym
Po ovéfeni Cistoty a specifity bakterialnich kultur pomoci PCR byla testovana produkce ¢astic
stiibra vybranymi bakterialnimi kmeny.

5.4.1 Ristové kiivky bakterialnich kmenu Lactobacillus
K testovani produkce nanocastic stiibra vybranymi bakteridlnimi kmeny rodu Lactobacillus byla
sestavena rustova kiivka. Bakterie byly kultivoviny v MRS médiu a médiu s pfidanym dusi¢nanem
stiibrnym v konecné koncentraci 0,01 mM a 0,1 mM. Podle postupu a pii podminkach uvedenych
v kapitole 4.3.10

54.1.1 Rustové kiivky kmenii Lactobacillus v MRS médiu
Béhem kultivace bakteridlnich bunék v MRS médiu byly v hodinovych intervalech odebirdny
vzorky téchto kultur a byla méfena absorbance pii vlnové délce 600 nm (Agponm). Nameéiené hodnoty
jsou uvedeny v Tabulce 17. Hodnoty absorbanci byly pouzity k sestaveni rlstovych kiivek bakterii
pomoci softwaru Excel. Srovnani rtstovych kiivek bunék testovanych kmend je znazornéno na

Obrazek 16. Rustové kiivky jednotlivych kmenti jsou uvedeny v Priloze 1.

Tabulka 17: Hodnoty absorbanci pri vinové délce Agponm testovanych kmenit v MRS médiu

Cas[h] Lbc. casei ssp. ;‘asei Lbc. casei ssp casei | Lbc. rahmnoius
CCM 7088 CCM 7089 CCM 1825
0 0,071 0,117 0,104
12 1,463 1,796 1,896
13 1,611 1,963 2,083
14 1,761 2,650 2,500
15 2,362 3,006 4,650
16 3,552 3,398 4,756
17 3,711 3,555 4,820
18 4,000 3,584 4,820
19 4,010 3,210 4,830
20 3912 3,792 16,968
21 4,092 3,162 17,500
22 4,182 3,883 18,200
23 4,310 4,230 18,550
24 4,490 4,360 19,068
37 1,360 0,620 2,840
38 0,580 0,920 2,820
39 0,980 1,820 2,760
40 0,760 1,630 2,460
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Obrdzek 16: Riistové kiiivky testovanych kmenii rodu Lactobacillus
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Z rustové kiivky je patrné, ze lag faze trvala po dobu asi 12 hodin u vSech testovanych kmend.
Faze logaritmicka (exponencidlni) trvala u Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7088" po dobu asi 10
hodin, podobn¢ to bylo u Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7089. U Lactobacillus rhamosus CCM
18257 trvala po dobu 11 hodin. Po 25 hoding dochézelo u viech kment k staciondrni fizi a po 35
hodin€ k fazi odumirani. Z grafu je patrné, Ze nejvetsi absorbance je u Lactobacilus rhamnosus CCM
1825".

54.1.2 Rustové krivky kment Lactobacillus v MRS médiu s 0,01 mM
dusi¢nanem stfibrnym

Bakterialni bunky rodu Lactobacillus byly naockovany do MRS média s pfidanym dusi¢nanem
sttibrnym v kone¢né koncentraci 0,01 mM podle postupu uvedeného v kapitole 4.3.10.

Béhem kultivace byl sledovan riist bakterii jako zé&vislost absorbance pii vlnové délce 600 nm
(Agoonm) na Case. Vysledky meéfeni jsou uvedeny v Tabulce 18. Hodnoty absorbanci byly pouzity
k sestaveni rustovych kiivek bakterii pomoci softwaru Excel. Srovnani ristovych kiivek bunék
testovanych kmenti je znazornéno na Obrazku 17. Rlstové kiivky jednotlivych kment jsou uvedeny
v Priloze 1.

Tabulka 18: Hodnoty absorbanci pri vinové délce Agponm testovanych kmenit v MRS médiu s pridanym
dusicnanem stribrnym v konecné koncentraci 0,01 mM

Cas [h] Lbc. casei ssp. iasei Lbc. casei ssp casei | Lbc. rahmno.?rus
CCM 7088 CCM 7089 CCM 1825
0 0,052 0,085 0,105
12 1,956 1,756 1,356
13 2,182 1,940 1,503
14 2,326 2,630 2,710
15 3,825 5,097 6,354
16 3,995 5,120 6,587
17 4,028 5,312 6,795
18 4,470 5,685 6,850
19 4,554 5,742 6,840
20 4,752 11,774 9,002
21 4,944 13,524 9,653
22 5,206 13,985 10,653
23 5,863 14,136 11,147
24 6,040 14,296 11,541
37 4,360 5,780 6,620
38 4,600 5,280 6,740
39 4,040 5,200 6,240
40 3,780 4,990 6,050
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Kultivace bakterii v MRS médiu s pfidanym dusi¢nanem stiibrnym v kone¢né koncentraci
0,01 mM probihala podobné jako bez dusi¢nanu stfibrného. Doslo k prodlouzeni lag faze, ktera trvala
ptiblizné 14 hodin, exponencialni faze trvala u vSech kmeni stejn¢ a to 10 hodin. Bakterie se zde 1isi
pouze absorbanci, kdy nejvétsi absorbanci ma Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7089. Po 24 hodiné
dosly bakterie do stacionarni faze a po 35 hodin€ doslo k odmirani bakterii.

54.1.3 Riistové kiivky kmeni Lactobacillus v MRS médiu s 0,1 mM dusi¢nanem
stfibrnym

Bakterialni bunky rodu Lactobacillus byly naockovany do MRS média s pfidanym dusi¢nanem
stiibrnym v konecné koncentraci 0,1 mM podle postupu uvedeného v kapitole 4.3.10.

Béhem kultivace byl sledovan riist bakterii jako zé&vislost absorbance pii vilnové délce 600 nm
(Agoonm) na Case. Vysledky méfeni jsou uvedeny v Tabulce 19. Hodnoty absorbanci byly pouzity
k sestaveni rlstovych kiivek bakterii pomoci softwaru Excel. Srovnani ristovych kiivek bunck
testovanych kmenti je zndzornéno na Obrazku 18. Ristové kiivky jednotlivych kment jsou uvedeny
v Priloze 1.

Tabulka 19: Hodnoty absorbanci pri vinové délce Agppnm testovanych kmenit v MRS médiu s pridanym
dusicnanem stribrnym v konecné koncentraci 0,1 mM

Lbc. casei ssp. casei | Lbc. casei ssp casei | Lbc. rhamnosus
Cas[h]| CCM 7088" CCM 7089 CCM 1825"
0 0,049 0,048 0,104
12 0,265 0,985 0,863
13 0,445 1,785 1,196
14 1,732 2,165 2,500
15 2,256 5,676 4,794
16 2,621 5,824 5,424
17 4,113 5,936 5,676
18 3,624 5,235 6,175
19 4,115 5,406 6,936
20 4,680 5,523 6,461
21 4,578 5,816 6,792
22 4,652 6,053 6,953
23 4,896 6,593 7,050
24 4,963 6,893 7,636
37 5,420 5,320 6,460
38 4,840 5,540 6,580
39 4,500 5,200 6,180
40 4,265 4,968 5,950
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Béhem kultivace bakterii s pfidanym dusi¢nanem stfibrnym v kone¢né koncentraci 0,1 mM doslo
stejné jako u koncentrace 0,01 mM k prodlouzeni lag faze na 16 hodin. Exponencidlni faze trvala
priblizn¢ 9 hodin. I vtomto pfipad¢ byla nejvétsi absorbance detekovana u sbirkového kmene
Lactobacillus rhamosus CCM 1825". Po 25 hodiné nasledovala stacionarni faze a po 34 hodiné doslo
k fazi odmirani bunék.

5.4.2 Stanoveni po¢tu bunék v pozdni exponencialni fazi

Pro sledovani produkce nanocastic stfibra byly bakteridlni buniky Lactobacillu casei ssp. casei
CCM 7088", Lactobacillu casei ssp. casei CCM 7089 a Lactobacillus rhamnosus CCM 1825"
kultivovany v tiech typech médii. Prvni typ byl MRS médium bez dusi¢nanu stiibrného, dalsi MRS
médium s pfidanym dusi¢nanem stfibrnym v kone¢né koncentraci 0,01 mM a posledni bylo MRS
médium s dusi¢nanem stiibrnym v koneéné koncentraci 0,1 mM. VSechny bunky byly kultivovany do
pozdni exponencialni faze ristu tj. po dobu 22 hodin. Poté byly suspenze bunék sériové fedény a
vysety po 0,2 ml na Petriho misky s MRS agarem bez dusi¢nanu stfibrné¢ho, s 0,01 mM dusi¢nanem
stiibrnym a 0,1 mM dusi¢nanem stfibrnym.

Narast kolonii L. rhamnosus CCM 1825 po vysevu uvadi Obrazek 19, Obrazek 20 a Obrazek 21.

Obrdzek 19: Kolonie L. rhamnosus CCM 18257 narostlé na MRS agaru po sériovém Fedéni (zleva: 10 000x; 10
0000x)

R TR et

Obrdzek 20: Kolonie L. rhamnosus CCM 1825 narostlé na MRS agaru s 0,0lmM AgNO; po sériovém Fedéni
(zleva: 10 000%; 10 0000x)
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Obrdzek 21: Kolonie L. rhamnosus CCM 1825 narostlé na MRS agaru s 0,1 mM AgNO; po sériovém fedéni
(zleva: 10 0000x; 1 000 000x)

!

l

primérna koncentrace bundk v MRS médiu bez dusiénanu stiibrného byla 2,4x10" KTJ/ml

primérna koncentrace bunék v MRS médiu

4,1x10"° KTJ/ml

primérnd koncentrace bunék v MRS médiu

3,8x10'° KTJ/ml

5.4.3 Produkce nanocastic stiibra
Bakterie byly kultivovany v MRS médiu s pfidanym dusi¢nanem stfibrnym, jakmile vyrostly, byly
bakterie pfeneseny do zkumavek s reakéni smési. Produkce stiibrnych nanocastic byla po dobu 360

hodin kontrolovana vizualné a pomoci spektrometru.
Absorbance jednotlivych koncentraci a bakterii v priibéhu experimentu jsou znazornény v Tabulce
20, Tabulce 21 a Tabulce 22. V prubéhu experimentu dochazelo ke zbarvovani smési, s rostouci

koncentraci dusi¢nanu stiibrného ve vzorku byla barva smési tmavsi.

s 0,0l mM dusi¢nanem

s 0,1 mM dusi¢nanem

Tabulka 20: Hodnoty absorbanci Lactobacillu casei ssp. casei 7088" v pritbéhu experimentu

stiibrnym  byla

stiibrnym  byla

Cas [h
Bakterialni kmen Koncentrace AgNO; [mM] [l
24 48 72 | 144 | 360
0,1 0,11 0,08 | 0,12 | 0,08 | 0,07
) ) T 1 0,17 | 0,10 | 0,18 | 0,11 | 0,16
L. casei ssp. casei CCM 7088
2 0,18 | 0,24 | 0,30 | 0,14 | 0,11
4 0,21 10,12 | 0,15 | 0,18 | 0,21
Tabulka 21: Hodnoty absorbanci Lactobacillu casei ssp. casei CCM 7089 v pribéhu experimentu
o Cas [h]
Bakterialni kmen Koncentrace AgNO; [mM]
24 48 72 | 144 | 360
0,1 0,30 | 0,01 | 0,09 | 0,06 | 0,02
1 0,02 10,09 | 0,18 | 0,08 | 0,15
L. casei ssp. casei CCM 7089
2 0,09 10,30 | 0,50 | 0,08 | 0,11
4 0,130,151 0,12 | 0,13 | 0,19
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Tabulka 22: Hodnoty absorbanci Lactobacillu rhamnosus CCM 1825" v pribéhu experimentu

Cas [h

Bakterialni kmen Koncentrace AgNO; [mM] L]
24 48 72 | 144 | 360
0,1 0,07 | 0,11 | 0,31 | 0,15 | 0,05
T 0,09 | 0,10 | 0,20 | 0,14 | 0,10

L. rhamnosus CCM 1825

2 0,04 |1 0,07 | 0,10 | 0,20 | 0,09
4 0,26 | 0,11 | 0,15 | 0,24 | 0,22

Produkce nanocéstic stiibra byla také sledovana na turbidimetru pomoci meéfeni absorbance.
Absorbance se u jednotlivych roztokdi ménily v priitbéhu experimentu. Absorbance se zvysSovala se
zvySujici koncentraci AgNO; ve vzorku a také s Casem. Nejvyssi hodnota absorbance byla naméiena u
reakénich smési s buitkkami kmenu Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7089 a Lactobacillus casei ssp.
casei CCM 7088" po rtiznych dobach inkubace.
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Obrdzek 22: Srovndni zdvislosti absorbance reakcnich smési obsahujici bunky testovanych kmenii s pridanym dusicnanem stribrnym v konecné koncentraci 4,0 mM
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Obrdzek 23: Produkce nanocastic stitbra po 24 hodindch Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7088"

Obrdzek 24: Produkce nanocdstic stitbra po 48 hodindch Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7088"

Obrdzek 25: Produkce nanocastic stiibra po 72 hodindch Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7088"
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Obrdzek 26: Produkce nanocdstic stitbra po 144 hodindch Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7088"

Obrdzek 27: Produkce nanocdstic stiibra po 360 hodindch Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7088"
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6 DISKUSE
6.1 Kultivace bakterii

Bakteridlni kmeny rodu Lactobacillus byly kultivovany anaerobné v komercnim tekutém MRS
médiu pii teplot¢ 37 °C po dobu 48 hodin. V MRS médiu kmeny rodu Lactobacillus rostly dobie a
narostly sediment byl u vS§ech kment dostatecn¢ velky. Poté byly pfeockovany na MRS agar kiizovym
roztérem a byly kultivovany anaerobné pfi teploté 37 °C . Kultivace probihala opét po dobu 48 hodin,
kdy byl pozorovatelny nartist jednotlivych kolonii. Narostlé kolonie byly bilé, lesklé, s ptiblizne
stejnou velikosti a tvarem, hladkym povrchem a rovnomérnym ohrani¢enim. Ze vzniklych kolonii je
tedy patrné, ze bakteridlni kmeny byly Cisté.

6.2 Spektrofotometrické stanovené koncentrace a Cistoty izolované DNA

DNA byla z narostlych bakteridlnich kmeni izolovana pomoci magnetickych castic uvedenych
v Tabulka 2. Cistota izolované DNA byla méfena na piistroji NanoDrop 2000c (Thermo Scientific),
jako pomér absorbanci pfi 260 nm a 280 nm. Cista DNA by méla mit pomér absorbanci 1,8-2,0.
Pokud je pomér nizsi je DNA zneciSténa proteiny, vys§i pomér znaci ptritomnost RNA ve vzorku.
Cistota izolovanych DNA se pohybovala v rozmezich 1,25-1,62. Koncentrace nukleovych kyselin ve
vzorcich byla v rozmezi 8,4-81,1 ng/ul. Vysledné koncentrace byly zavislé na pouziti magnetickych
nosicl, kdy vyssi koncentrace byly u magnetického nosi¢e Fkol 77 ox. Koncentrace a Cistoty u
jednotlivych vzorkti jsou uvedeny v Tabulka 14 a Tabulka 15.
Pro pouziti vzorki pro metodu PCR bylo potieba nékteré koncentrace ziedit. Koncentrace vyssi nez
20 ng/ul byly fedéné na 10 ng/ul.

6.3 Kvantitativni PCR

6.3.1 Dukaz pritomnosti bakteridlni DNA

PCR pro doménu Bacteria byla provedena pomoci primert F eub a R eub [12]. PCR byla
provedena za ucelem zjisténi pritomnosti bakterialni DNA ve vzorcich, ale také pro zjiSténi presné
koncentrace izolované bakteridlni DNA ve vzorcich.

Izolovana dna byla pomoci primer pro doménu Bacteria [12] amplifikovana a PCR produkt byl
detegovan na agardzové gelové elektroforéze. Jako pozitivni kontrola byla pouzita kalibra¢ni kiivka
sestrojend z pouzité bakteridlni DNA Escherichia coli (Sigma-Aldrich) v rozsahu 100 ng/ul-
0,001 pg/ul. Na 1,6% agarézovém gelu byl detekovdn produkt o délce 466 bp. Pasy byly jak pro
detekované vzorky, tak pro pozitivni kontrolu zfeteln¢ viditelné. Na zaklade téchto pasii miizeme fict,
ze izolovana DNA spada do domény Bacteria [11]. Béh pro negativni kontrolu neni viditelny, nedoslo
tedy ke kontaminaci vzorkl v pribéhu piipravy a tim padem nebyl potvrzen fale$né pozitivni
vysledek.
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6.3.2 PCR specificka pro druh Lactobacillus rhamnosus

Pomoci kvantitativni PCR byla také provedena PCR pro druh Lactobacillus rhamnosus se
specifickymi primery (RhamFW a UniverRV [13]). Jako pozitivni kontrola byl pouzit Lactobacillus
rhamnosus CCM 1825". Vysledny amplifikovany produkt PCR byl nanesen na 1,6% agarézovy gel.
Po probéhnuti elektroforézy byl detekovan specificky produkt o délce 683 bp. Pasy byly jak
prozkoumané vzorky, tak pro pozitivni kontrolu zfeteln¢ viditelné. Na zakladé téchto pasu mizeme
fict, Ze izolovana DNA z bakterialnich kultur nalezi do druhu Lactobacillus rhamnosus [12]. Béh pro
negativni kontrolu neni viditelny, nedoslo tedy ke kontaminaci vzorkli v pribéhu pfipravy a tim
padem nebyl potvrzen falesné pozitivni vysledek.

6.4 Konven¢ni PCR

6.4.1 PCR specificka pro rod Lactobacillus

PCR pro rod Lactobacillus byla provedena pomoci konvencni PCR se specifickymi primery
(F_alllact a R_alllact [12]). Jako pozitivni kontrola byl pouzit Lactobacillus gasseri K7. Vysledny
amplifikovany produkt byl nanesen na 1,6% agar6zovy gel a pomoci elektroforézy byl detekovan
specificky produkt o délce 92 bp. Pasy byly jak pro zkoumané vzorky, tak pro pozitivni kontrolu
zietelné viditelné. Na zaklad€ téchto past mizeme fict, Ze izolovana DNA spada do rodu
Lactobacillus [12]. Béh pro negativni neni kontrolu viditelny, nedoslo tedy ke kontaminaci vzorki
v pribéhu pfipravy a tim padem nebyl potvrzen falesné pozitivni vysledek.

6.4.2 PCR specificka pro druh Lactobacillus casei ssp. casei.

Byla provedena konvencni PCR specifickd pro druh Lactobacillus casei ssp. casei pomoci
specifickych primerti (FcaselS a RcaselS [13]) Jako pozitivni kontrola byl pouzit Lactobacillus casei
ssp. casei CCM 7088 (15,8 ng/ul). Vysledny amplifikovany produkt byla nanesen na 1,6% agarézovy
gel a byl detekovén specificky produkt o délce 132 bp. Pasy byly jak pro zkoumané vzorky, tak pro
pozitivni kontrolu zteteln€ viditelné. Na zaklad¢ téchto pasti mizeme fict, Ze izolovand DNA spada do
druhu Lactobacillus casei ssp. casei [13]. Béh pro negativni kontrolu je viditelny, je tedy mozné, ze
v pribéhu pripravy vzorkll, doslo k jejich kontaminaci a diky tomu mohou byt vysledky ovlivnény

falesné€ pozitivnim vysledkem.

6.5 Kultivace v médiu s pfidanym dusi¢nanem stfibrnym
6.5.1 Rustova kiivka

Pro zjisténi nejoptimalngjsi doby pro odbér bunék pro produkci stfibrnych nanocastic byla u
bakteriadlnich kment sledovana riistova kiivka v MRS broth médiu bez dusi¢nanu stfibrného a
s dusi¢nanem stfibrnym v konecné koncentraci 0,01 mM a 0,1 mM. Déle byl sledovan rozdil mezi
kultivaci bunék s v MRS broth médiu bez dusi¢nanu stiibrného a s dusiCnanem stfibrnym
v koncentracich 0,01 mM a 0,1 mM.

Podle literatury je pro bakterie druhu Lactobacillus casei ssp. casei v MRS broth médiu bez
dusi¢nanu stfibrného optimalni doba pro odbér bun¢k mezi 12 a 13 hodinou. To odpovida pozdni
exponencidlni fazi. Pokud jsou bakteridlni kmeny kultivovany s dusi¢nanem stfibrnym, prodluzuje se
lag-faze a exponencialni faze nastavd az po 15 hodiné. Coz je nezbytny ¢as pro prizplsobeni
mikroorganismu na nové prostredi [2].

U ziskanych kiivek byly rozpoznany jednotlivé faze ristu. K chybam béhem méteni rustové kiivky
mohlo dojit pii fedéni vzorkl, kdy i pfes centrifugaci mohlo dojit k rychlé sedimentaci bun¢k, a tedy
mohl byt nabran mensi objem bunck. Kfivky, ziskané béhem méfeni, byly pouzity na odhadnuti
pozdni exponencialni faze pro odbér bunek. Lag-faze trvala u vSech bakterii kultivovanych v MRS
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broth médiu bez dusi¢nanu stfibrného pfiblizné¢ 12 hodin. S pfidanym dusi¢nanem stfibrnym
v koncentraci 0,01 mM se lag-faze prodlouzila na 13 hodin, stejné tak s pfidanym dusi¢nanem
stiibrnym v koncentraci 0,1 mM. Prodlouzeni lag-faze souviselo s adaptaci bakterii na nové prostiedi.
Exponencidlni faze se se zvySujici koncentraci dusi¢nanu stiibrného prodluzovala spolu se zvysujici
absorbanci, coz potvrzuje produkci stfibrnych nanocéstic. Trvala 10 az 12 hodin a pozdni
exponencialni faze probihala jesté kolem 24 hodiny od zapoceti kultivace.

6.5.2 Produkce stiibrnych nanoc¢astic

Bakterie byly naockovany do reakéni smési obsahujici glukézu (56 mM) a piidany dusi¢nan
stiibrny v koncentracich 0,1; 1; 2; 4 mM. V pribéhu experimentu byla sledovana zména zbarveni
reakéni smési a méfena absorbance na turbidimetru pro zjisténi nejoptimalnéjsi koncentrace dusi¢nanu
sttibrného pro produkci stiibrnych nanoc¢éstic. BEhem experimentu dochazelo ke zbarveni smési pres
zlutou barvu az k hnédé, pii vysSSich koncentracich dusi¢nanu stiibrného ve vzorku dochazelo az
k ¢ernému zbarveni. Zména zbarveni smési je zpusobena tvorbou koloidni suspenze nanocastic stiibra,
tmave hnédé a Cerna barva je zplisobena excitaci povrchové rezonance v nanocasticich. [2] Ke zfetelné
zmén¢ zabarveni doslo u reakénich smési s AgNO; v koncentracich 1; 2; 4 mM jiz po 24 hodinach.
Reakéni smési s bunikami obsahujici AgNO; v koncentraci 0,1 mM se zietelné zbarvily az po 48
hodinéach. Barva se v priabéhu experimentu ztmavovala v disledku produkce nanocastic stiibra.

Produkce nanocastic stiibra byla také sledovana na turbidimetru pomoci méfeni absorbance.
Absorbance se u jednotlivych roztoki ménily v pritbéhu experimentu. Absorbance se zvysSovala se
zvySujici koncentraci AgNO; ve vzorku a také s casem. NejvysSsi hodnota absorbance byla naméiena u
reakénich smési s bunkami kmenu Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7089 a Lactobacillus casei ssp.
casei CCM 7088" po riznych dobach inkubace.

U vSech testovanych kmenti byla prokdzana schopnost produkce nanocastic stfibra. Podle
ziskanych vysledkd, je podle zbarveni smési pro produkci nanocastic stiibra nejvhodnéjsi koncentrace
dusi¢nanu stiibrného 4 mM. Podle absorbance je u Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7088" a
Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7088" vhodna koncentrace dusi¢nanu stiibrného 2 mM. U
Lactobacillus rhamnosus CCM 1825" je tato koncentrace 4 mM.
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7 ZAVER

Teoretickd cast bakalafské prace pojednava bakteriich Zzijicich v pfirodé a obsahujicich tzv.
magnetozomy, diky kterym produkuji stfibrné nanocastice. Dale o jejich tvorbé, slozeni, moznosti
separace a jejich vyuziti. V bakalaiské praci se také zabyvam moznosti vytvofeni umélé magnetické
bakterie, produkujici stfibrné nebo Zelezné nanocastice, jejich pripravy, vyuziti a charakterizaci.

V experimentélni ¢asti jsem se pomoci vybranych bakterii rodu Lactobacillus, konkrétné druhti
Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7088, Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7089 a Lactobacillus
rhamnosus CCM 1825" pokusila o piipravu stfibrnych nanoéastic. Pro potvrzeni &istoty vybranych
kment byla provedena izolace DNA pomoci magnetickych nanoc¢astic a nasledné¢ provedena
identifikace pomoci metody polymerazové fetézové reakce. Za pouziti konvencni a kvantitativni
polymerazové fetézové reakce a specifickych primerti byla ovéiena ptislusnost k odpovidajicim rodim
a druhtim.

Samotnym experimentem byla potvrzena schopnost produkce stfibrnych nanocéstic u vsech
testovanych druhti rodu Lactobacillus. Nejvétsi produkce stiibrnych nanocastic byla pozorovana u
kmenu Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7089. Jako nejvhodnéjsi koncentrace pro produkci
stiibrnych nanocéstic byla ustanovena koncentrace 4 mM.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
Ag — stiibro

AgNO; — dusi¢nan stiibrny

bp — pér bazi

CFU - pocet jednotek tvotici kolonie

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dNTP — 2°-deoynukleotid-5"-trifosfat

EDTA - ethylendiamintetraoctovd kyselina

Fe;0, — oxid Zeleznato-Zelezity

Fes3S, — sulfid zeleznato-zelezity

HCI — kyselina chlorovodikova

NaCl — chlorid sodny

NaOH - hydroxid sodny

PCR - polymerazova fetézova reakce

SDS — dodecyl sulfat sodny

Tag DNA-polymeraza — termostabilni enzym izolovany z bakterie Thermus aquaticus
TBE pufr — Tris-borat-EDTA pufr

TE pufr — Tris-EDTA pufr

UV — ultrafialové svétlo
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Ptiloha 1: Porovnani ristovych kiivek jednotlivych kment bez a s riznymi koncentracemi dusi¢nanu
stfibrného v MRS médiu
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Obrdzek 28: Riistovd kiivka Lbc. casei ssp. casei 7088 s rozdilnymi koncentracemi dusicnanu stiibrného v MRS
médiu
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Obrdzek 29: Riistova krivka Lbc. casei ssp. casei 7089 s rozdilnymi koncentracemi dusicnanu stribrného v MRS
médiu
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Obrdzek 30: Riistovd kiivka Lbc. rhamnosusus 1825" s rozdilnymi koncentracemi dusicnanu stiibrného v MRS
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