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ABSTRAKT

Nanocastice stiibra a jejich potencionalni vyuziti jakoz i1 budouci vliv na zZivotni prostiedi je
stale objektem studii. Metodika syntézy nanocastic stfibra je pomérné dobfe prostudovana
jsou Setrné k zivotnimu prostiedi a nejsou toxické. VSechny tyto vyhody ma biochemickeé
produkce nanocastic. Tato prace byla zamétena piedevsim na produkci nanocastic bakteriemi
mlééného kvaSeni a jejich antibakteridlni aktivitu. Experimentdlni c¢ast byla zaméfena na
izolaci amplifikaci DNA izolované z bakteric Lactobacillus gasseri K7, u které byla
potvrzena schopnost tvorby nanocastic. DNA byla izolovéana v kvalit¢ vhodné pro PCR, coz
bylo potvrzeno jeji amplifikaci s primery specifickymi pro doménu Bacteria a primery
specifickymi pro druh Lactobacillus gasseri.

ABSTRACT

Silver nanoparticles and its potencial use and influence on the environment is still object of
research. Methodics of synthesis of silver nanoparticles is already well investigated and study
deals with more economical ways of syntesis by metireals, which are environmentally
friendly and nontoxic. Biochemical production of nanoparticles has both advantages. This
study focused on the production of nanoparticles by lactic acid bacteria and antibacterial
activity. Experimental part of the study focused on amplification DNA isolated from
Lactobacillus gasseri K7, which has efficiency to form silver nanoparticles. DNA was
isolated in PCR, it was confirmed using primers specific for domena Bacteria and species
Lactobacillus gasseri.

KLICOVA SLOVA

Nanocastice stiibra, bakterie mlééného kvaseni, morfologie nanocastic, identifikace, ptiprava,
metoda PCR.

KEYWORDS

Silver nanoparticles, lactic acid bacteria, mofphology of nanoparticles, identification,
production, PCR method.
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1. UVOD

Nanocéstice vzhledem k jejich optickym a elektronickym vlastnostem jsou intenzivné
studovany jiz radu let. Nanocastice nachéazeji uplatnéni v odvétvi optiky, optoelektroniky,
katalyze, vyrobé a chemickém ¢i biochemickém snimani. Nanocastice jsou vysoce aktivnimi
heterogennimi katalyzatory vzhledem ke svym unikatnim elektrickym vlastnostem a velkému
specifickému povrchu. Katalyza kovy hraje kliCovou roli v Sirokém spektru odvétvi
chemického primyslu. Cilem je vyvoj vysoce uc¢innych katalyzatort, které budou umozinovat
vyssi efektivitu a selektivitu reakci. Vyznamna je i antibakteridlni aktivita nanocéstic
nekterych kovi a s tim spojené biomedicinské aplikace.

Bakterie rezistentni vici antibiotikiim a geny pro rezistenci vuc¢i antibiotikiim jsou
V poslednich letech vdznym problémem v celosvétovém meéfitku. Diskutovanou moznou
nahradou jsou nanocastice stiibra, které maji antibakteridlni ucinky a také schopnost
inaktivace genti pro rezistencil. Zajem o nanotechnologie se také projevuje v odvétvi
textilniho pramyslu. Hedvabi vykazuje biokompatibilitu, pevnost a skvélou flexibilitu pfi
pokryti nanocasticemi stfibra a nachdzi vyuziti v medicin€ pro rychlejsi hojeni ran a pfipravu
umélych tkani®. Nano&asticemi sti{bra mohou byt pokryty nejriznéjsi materidly, jako jsou

obaly nejrizn&jsich potravin, syri, zelenin a ovoce®.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Nanotechnologie

Nanotechnologie se zaméfuje na jevy, techniky, zafizeni a struktury, jejichz rozméry
odpovidaji urovni nanometrt, tedy na molekularni urovni. Takto zavedeny pojem je vSak
ptilis Siroky, protoze cely hmotny svét je sloZzen z atomti a molekul, jejichz stavy a dé&ji se jiz
dlouhodob¢ zabyva fada obort, jako jsou fyzika, chemie, biologie a dalSi. Pojem
nanotechnologie tedy musi znamenat vice nez pouze obsah ¢asti zminénych védnich disciplin.
Za nanotechnologie 1ze oznacit jen takové materialy, systémy, jejich aplikace nebo zptisoby
vyroby, které spliuji nasledujici podminky:

e Maji alespon jeden rozmér nebo svoji vnitini strukturu v intervalu velikosti 1 — 100 nm,

e vyuzivaji fyzikalnich nebo chemickych vlastnosti na urovni atom a molekul, maji
neobvyklé charakteristiky v porovnani se stejnym materidlem nebo systémem, ktery
nema nanorozmery,

e mohou byt kombinovany tak, aby vytvarely vétsi struktury.

Na nanotechnologie je mozné pfihlizet ze dvou uhli pohledu. Prvni fyzikalni nebo
inzenyrsky pfistup k nanotechnologiim od vétSich struktur k mensim je oznaCovan nazvem
top-down. Druhy chemicky pfistup oznaCovany jako bottom-up se zakladd na vytvareni
vétsich a slozit&jsich struktur z mensich prekurzort®.

2.1.1 Disperzni systém nanocastic stfibra

Nanocastice stiibra tvoii v roztoku disperzni systém, tedy soustavu obsahujici disperzni podil,
rozptylené v disperznim prostfedi rozpoustédla ve vzijemné termodynamické rovnovaze.
Zakladni fyzikalni vlastnosti téchto systémil jsou zavislé ptredevSim na disperzité a tvaru
castic, které se nemeéni a jsou agregatné stalé. Stabilita systému je zavisld na fazové
a agregatni stabilité¢. NeZadoucim jevem je sedimentace nanocastic, kterd roste s polomérem
a hustotou nanocastic. Kinetickd nestabilita je pri¢inou tepelného pohybu, gradientu
osmotického tlaku, fluktuace, difuze, gradientu chemického potencidlu, rotaéniho pohybu,
gradientu koncentrace, gradientu rychlosti pohybu a podobng®.

Disperzni systém nanocastic stfibra je vysvétlen DLVO teorii. Tato teorie se opira
0 vytvoteni rovnovahy mezi elektrostatickou repulzi a van der Waalsovymi interakcemi, ktera
brani aglomeraci. Castice v disperznich systémech tvoii elektrické dvojvrstvy, jejichz shodné
naboje se odpuzuji (tato sila je nepiimo timérna druhé mocnin€ vzdalenosti ¢astic) a tvoii tak
energetickou bariéru, ktera urcuje stabilitu systému. Van der Waalsovy sily jsou vysledkem
vzajemného pfitazlivého pisobeni molekul a pii dostate¢né kinetické energii srazeni. Pro
stabilitu disperzniho systému je nutné feSeni sterické a elektrické stabilizace indikované zeta-
potenciélemB.



2.1.2 Povrchovy plasmon

Nanocastice ve své koloidni disperzi rozptyluji svétlo a také ho absorbuji. Poloha maxima
absorpce je zavisla jak na chemickém slozeni a velikosti ¢astic, tak i na jejich morfologii
arovnéz na jejich agregaci. Teorii popisujici rozptyl a soucasnou absorpci svétla ¢astici
sférického tvaru vypracoval Mie’. V piipadé¢ kovovych nanocastic tento jev ovliviiuje
koherentni oscilace elektroni indukovana interakci s elektromagnetickym polem svételné
viny. Tyto oscilace produkuji $ifeni vin tzv. povrchového plasmonu (SPB), ktery je na rozdil
od situace na rozhrani rovinného povrchu lokalizovan na povrchu nanocastice (lokalizovany
povrchovy plasmon). VInova délka, pfi niz je svétlo absorbovano za vzniku plasmonovych
oscilaci, se oznacuje absorpéni pas povrchového plasmonu.

Se zmensSovanim castice se zaclinaji uplatiiovat kvantovd omezeni, a proto kovovy
charakter nanocastice pfechazi na nevodivy. Rozdil jednotlivych hladin povolenych pro
elektrony neni tak velky, aby doSlo timto zplsobem k ovlivnéni optickych vlastnosti
nanocastic kvantové chemickymi mechanismy. Zavislost resonance povrchového plasmonu
na velikosti kovové nanocastice souvisi se zavislosti dielektrické konstanty kovu na velikosti
nanocastice, kde se na urceni dielektrické konstanty podileji vnitini d-elektrony a volné
vodivostni elektrony. Vodivé elektrony se mohou srazet s fotony a vzajemné interagovat.
V malych casticich ma také velky vliv rozptyl na rozhrani fazi povrchu nanocastice
s disperznim prosttedim. Pfi studiu vétSich ¢astic (25 — 30 nm) dochazi k zakfiveni vyssich
radi prostorového rozlozeni ndboje vodivostnich elektront, coz zplsobuje vyznamny posun
resonance povrchového plasmonu s riistem nanocastice®.

2.1.3 Morfologie nanocastic

Kovové nanocastice je mozné rozlisit podle charakteristické absorpce (zlato, stfibro, méd).
Diky tomuto jevu je mozné dosdhnout zmény morfologie, chemickych reakci,
supramolekularnich interakci, elektronovou vodivost, dérovou vodivost, Singletovy stav,
tripletovy stav a Ramanova jevu. Nanocastice tvoii specificky zbarvené koloidni disperze.
Typické SPB spektrum koloidni vodné disperze sférickych nanocastic stiibra ma maximum
pki 420 nm°.

Velikost a tvar vysoce ovliviiuji fyzikélni, optické vlastnosti a chemickou reaktivitu
nanocastic. Zatimco prevazné symetrické, sférické Castice vykazuji jediny absorpcni pik pii
studiu absorpce elektromagnetického vInéni v oblasti viditelného spektra, anizotropni
nanocastice jako naptiklad krychle, kvadr, trojboky hranol apod. vykazuji vice absorpcnich
maxim. Tato zména je zpisobena polarizaci hran ve struktufe, kde se hromadi potencial
avznikd gradient. Syntéza krystald z hlediska tvaru nanoCastic je fizena predev§im
termodynamickymi (teplota, redoxni potencial) a kinetickymi (koncentrace reaktanti, reakcni
rychlost, rozpustnost, difuze) parametry. Pfi koloidni syntéze urcuje tvar nanocastic krok
nukleace.



Prvnim krokem pfi chemické syntéze nanocastic je vznik krystalizacnich jader v roztoku
stiibrnych iontli, coz muze byt vyvoldno raznymi postupy, o kterych bude podrobnéji
pojednano v kapitole 2.2. Témét okamzité dojde k redukci stéibrnych iontl, avsak dalsi faze
rustu castic probihd déle. Z hlediska energetické bilance je nartst vétsich krystalti vyhodnéjsi,
jelikoz se pfti riistu ¢astic snizuje jejich povrchova energie a Castice se tak stabilizujilo.

Po ozafeni nanocastic elektromagnetickym zafenim o rizné vinové délce vznikaly krystaly
o rizné velikosti a tvaru (Obrazek 1). Pro syntézu nanocastic byl pouzit dusi¢nan stiibrny,
jako redukcéni Cinidlo citrat ¢i tetrahydridoboritan sodny a jako stabiliza¢ni CcCinidlo
polyvinylpyrrolidin. Stfibrny ion reagoval s citratem za vzniku krystalizacnich jader o
velikosti 3,3 = 0,4 nm. Pro zménu morfologie nanocastic bylo pouzito ozaifeni LED zdrojem a
bylo ji mozné indikovat UV-VIS spektrofotometricky ¢i primarné vizualné. Po ozafeni LED
zdrojem o vlnové délce 405 nm byla detegovana spektralni zména absorpéniho maxima
vzorku z 395nm na 416 nm. Tato zména velikosti byla téméf okamzit¢ zaznamenana
plasmonovou absorpci se zvySenim ozafeni a excitaci. Po vystaveni LED ozéafenim o vinové
délce 455 nm byla zaznamenana dalsi spektralni zména absorpce vzorku na hodnotu 480 nm,
ktera tak indikovala vznik nanocastic Ve tvaru dvanactisténu s izkou polydisperzitou. Ozareni
vlnovou délkou 627 nm vedlo ke zmén¢ absorpéniho maxima vzorku a vzniku nanocastic ve
tvaru desticek. Po excitaci vzorku zafenim o vinové délce 720 nm byly ziskany nanocastice
ve tvaru ty€inek s absorpcnim maximem v oblasti 800 nm.. Pii tvorbé krystali ma velky vliv
ptitomnost kysliku 0211 .

400 500 600 700 ) 8b0
A [nm]

O®® A =

Obrazek 1: Absorbance ruznych morfologickych forem nanocastic stribra pri UV-VIS
spektrofotometrie®’.
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2.2 Metody chemické syntézy

Ptipravu nanocastice stiibra (AgNP) je mozné vést n¢kolika zptsoby. Prvni z nich mtize byt
redukce kovovych ionl pfislusnym redukénim cinidlem (boran, citrat, askorbova kyselina,
hydroxilamin apod.). Dalsi moznosti je fotochemicka reakce, pii které probéhne
fotochemicky iniciovana redukce kovovych ionti a dojde k tvorbé radikald, které donuji
kovové ionty elektrony a reakce je tak zahdjena elektromagnetickym zatenim o urcité vinové
délce™. Dale je mozné nano&astice stifbra syntetizovat biochemicky, o &emz bude pojednano
v kapitole 2.2.3.

2.2.1 Fotochemicka priprava nanocastic
2.2.1.1 Chitosan

Chitosan je linearni polysacharid, jehoz struktura je tvofena D-glukosaminovymi jednotkami,
ma schopnost vazat tézké kovy a prave diky této vlastnosti je pouzivan pfi ptipravé nanocastic
kovl. Nevyhodou je velkd molekulovd hmotnost chitosanu, a proto i nestabilita nanocastic
V neutralnéjSim a bazickém prostiedi. V popsaném experimentu byly pfipraveny nanocastice
o struktufe [(GIcN), —AgNPs], kde x je rovno 1 — 6, pomoci y radiace. Pfipravené
nanocastice mély velikost 5 — 15 nm. Nanocastice vykazovaly jiz pii pokojové teploté
vysokou stabilitu az nékolik mésict predevsim v roztoku chloridu sodného. Pouze pii vyssi
koncentraci NO; ¢i H,PO, anionti vykazovaly nanocastice nestabilitu, ktera byla prokazana

pomoci absorbance SPB posuvem absorp¢niho maxima k vyssim vinovym délkam.

Chitosan nese pozitivni ndboj a pii vystaveni zapornym iontli zplsobi shlukovani
nanocastic. Pti praktickém experimentu byl chitosan rozpustén v kyselin¢ octové (pH = 3)
anasledné slouceno s dusi¢nanem stifibrnym v poméru 1:2. Deaerace systému byla
zabezpecCena probublavanim cistym dusikem. Reakce probé&hla pii rlznych koncentracich
dusi¢nanu stéibrného a z vyzkumu vyplynulo, Ze velikost ¢astic je ovlivnéna jeho koncentraci.
Vyssi koncentrace zabezpecuje vétsi Castice (16nm castice byly pfipraveny pfi koncentraci
10° M AgNO;s a &astice 5 nm byly detegovany pii koncentraci 1,2-10™* M AgNOs), dalsim

faktorem je doba vystaveni zafeni.

Produkce nanocastic byla iniciovana zafenim, které zpusobilo rozpad molekul vody
a vyrazeni elektronu, ktery redukoval stfibrny kation na stfibrné ¢astice. Hydroxylovy radikal
pfi napadeni oligochitosanu formoval radikaly chitosanu, které pisobily také jako redukéni
¢inidla pro vznik stfibrnych ¢astic. Stiibrné ¢astice se primarné shlukovaly v dimery, které se
mohly kombinovat i mezi sebou a tvofily tak tetramery a vétsi aglomeraty. Disperze
organicky chranénych nanocastic obvykle zavisi na pH roztoku a iontové sile. Pomoci méteni
zeta potencidlu bylo zjiSténo, Ze stabilita nanoCéstic je srovnatelnd s casticemi
stabilizovanymi citratem, hodnoty pii pH 11 jsou —55 mV a pH optimum bylo zjisténo 1,8 —
6,6. Pfi vySSich hodnotach pH byl zaznamenan pokles absorpéniho maxima, roztok
s nanoCasticemi zménil barvu ze Zluté k oranzové az Gervené, doslo k agregaci nano&astic®,
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2.2.1.2 Ketylové radikdly a a-aminoalkylové radikaly

Pro vznik ketylovych radikald, které jsou dobrymi redukénimi Cinidly, mlze byt pouzita
sloucenina 1-[4-(2-hydroxyethoxy)fenyl]-2-hydroxy-2-methyl-1-propan-1-on (CAS 106797-
53-9). Pti syntéze byl zaznamenan vysoky vytézek radikalt a kratky polocas rozpadu tripletu
molekuly zmensil pravdépodobnost excitace jinych sloucenin v roztoku a zamezil kaleni
cizimi radikaly (Obrazek 2). Praktickd syntéza byla provedena v roztoku toluenu, ktery
zabezpecil dostate¢nou stabilitu za probublavani dusiku po dobu 30 minut.

Rozpoustédlo z UVA oblasti zafeni neabsorbuje, a proto je idealnim solventem pro tuto
fotochemickou reakci. Spektralni zmény byly pozorovany po ozafeni kifemenné kyvety
s 2mM trifluorooctanem stiibrnym a cyklohexylaminem. Absorp¢ni maximum Se posunulo
k hodnoté¢ 447 — 449 nm vinové délky. Amino-sloucenina zabezpecila stabilitu nanocastice
abylo zjisténo, Zze mneni nutné pouziti cyklohexylaminu, dobfe funguji i dalsi
aminoslouceniny™,

CH,
HsC OH
X °x
Xo hv O HsC
"o — 0 + C—OH
HaC, H,C
C—OoH + A ——= >:O + Az +  H
/
H,C HsC
F
F
nAg + 0 4 —=  AgFNP
F +
o NH3

Obrazek 2: Reakcni schéma.

2.2.2 Priprava nanocastic redukei
2.2.2.1 Hydrazin hydrat (HH) a formaldehyd-sulfoxyldt sodny (FSS)

Nanocastice stiibra lze ptipravit pomoci hydrazin hydratu (HH) a formaldehyd-sulfoxylatu
sodného (FSS, HOCH,SO,;Na) pouzitymi jako redukéni Ccinidla ve vodném roztoku
polyvinylalkoholu v pfitomnosti dusi¢nanu stfibrného jako zdroje stfibrnych iontt. Zakladni
schéma reakce je znazornéno nasledujici reakci (1).

AgNO, +PVA — Ag' +PVA e, Ag® L PVA — AgNP (1)
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V experimentu byl polyvinylalkohol rozpustén v deionizované vodé soucasn¢ s roztokem
dusi¢nanu stiibrného v poméru 1:10 a promichany. Roztok byl procistén probublavanim
inertniho dusiku. Rozpusténé redukéni ¢inidlo (jedno ze zminénych) bylo pievedeno do
prvniho roztoku pomoci stiikacky v poméru ekvimoldrnim. Roztok se zacal zabarvovat do
zluta, coz znacilo syntézu nanocastic. Cely postup byl proveden v inertni atmosfére, pfi
pokojové teploté s naslednym meéfenim absorpcnich spekter vzorku. V druhé ¢asti
experimentu byl vytvofen film nanocastic na podloznim sklicku, na které byl nanesen roztok
se vSemi komponenty a odpafovan v elektrické susarné pii teploté 100 °C.

Polyvinylalkohol je dobry stabilizator malych kovovych &stic™. P¥i porovnani redukénich
¢inidel bylo zjisténo, ze FSS je mnohem lepsi ¢inidlo z hlediska uchovani nanocastic.
Z hlediska kvality vzniklych ¢astic bylo zjisténo, ze FSS mél niz§i tendenci stiibra
k aglomeraci. Pti méfeni absorbance pii uziti FSS v roztoku se absorpéni maximum drzelo na
hodnoté 418 nm, pii proméfeni filmu nanocastic se absorpéni maximum rozlozilo na dalsi
piky o riznych vinovych délkach. V piipadé¢ HH byl pik v obou piipadech filmu i roztoku
rozlozen na fadu piki o riznych vinovych délkach.

Metodou FTIR bylo zjisténo, Zze mezi obalem polyvinylalkoholu a stiibrnym jadrem
vznikaji chemické vazby ptedevsim parovanim hydroxilovych skupin s jadrem castice. Tato
skute¢nost byla dokazana poklesem vysky piku pii 1420 cm™ u nanoastic ve srovnani se
samotnym polyvinylalkoholem. Metodou transmisni elektronové mikroskopie TEM bylo
zjisténo, ze Castice syntetizované pomoci FSS byly vétsi (asi 50 nm) a bez tendence
k aglomeraci, zatimco ¢astice syntetizované pomoci HH byly mensi (asi 20 nm) a postupné se
shlukovaly ve vétsi ¢astice. Pomoci termogravimetrické analyzy TGA bylo zjisténo, ze se
nanocastice rozkladaji pii teplot¢ 330 —430 °C. Bylo mozné Kkonstatovat, ze HH je pro
syntézu nanocastic vyuzitelnych v elektronickych technologiich pro vysledné fyzikalni
vlastnosti méné vhodny nez FSS, pii jehoz pouziti bylo mozné syntetizovat monodisperzni
nanoéastice, které neaglomerovaly a byly stabilngjsi*®.

2.2.2.2 Hydrazin hydrat a hydroxid sodny

Stabilni nanocastice stfibra byly pfipraveny redukci dusi¢nanu stiibrného pomoci hydrazin
hydratu a hydroxidu sodného s naslednou stabilizaci pomoci citronanu sodného. Syntéza
probéhla podle nasledujici reakce (2) znamé stechiometrie.

4 AgNO, +4 NaOH+N,H, -4 Ag’ +4 NaNO, +4H,0+N, T (2

Prvni krok procesu byla adsorpce hydrazin hydratu na povrch nanocastice stfibra za vzniku
intermediatu [N,H,Ag’]. Tento komplex nésledné interagoval se dvéma stiibrnymi ionty
advéma hydroxylovymi ionty za vzniku intermedidtu [N,H,Ag’] a dvou atomi stiibra.
Komplex [N,H,Ag’] interagoval se dvéma stiibrnymi ionty a dvéma hydroxylovymi ionty

za vzniku dvou molekul st¥ibra. Molekuly stfibra byly stabilizovany citronanem sodnym®’.
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2.2.3 Priprava nanocastic stfibra biologickymi postupy
2.2.3.1 Houby
Cladosporium cladosporioides

Pro extracelularni syntézu nanocastic Stiibra byla pouzita houba Cladosporium
cladosporioides'® ziskana ze sbirky Gulbarga University v Indii. 10 ml supernatanu biomasy
bylo slouc¢eno se 100 ml roztoku obsahujicim 0,01 ml stfibrnych iontl a reakce probihala na
tiepacce pii teploté 27 °C po dobu 3 dny pfi neustalé periodické kontrole absorbance UV-VIS
spoktrofotometrickou metodou pii vinové délce 415 nm. VIlikost koloidnich ¢astic byla
stanovena rentgenovou difrakci na 35 nm. Vysledek byl potvrzen snimky elektronovym
transmisnim mikroskopem, pomoci kterého byly zjistény castce v rozmezi velikosti 10 —
100 nm, pfi¢emz asi 32 % tvofily Castice o velikosti 20 nm.

Pomoci infracervené spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR) byly zaznamenany
dva piky nélezici hodnotam 1 640 cm™ a 1 540 cm™, které odpovidaly vibracim aminoskupin
a karbonyld. Touto metodou byl potvrzen piedpoklad o stabilizaci nanocastic stfibra proteiny
ve vodném médiu, které tak zabranuji jejich aglomeraci. Produkty metabolismu hub, mezi
které patii organické kyseliny, proteiny, polysacharidy, interaguji s nanoc¢asticemi, stabilizuji
je a diky tomu hraji velkou roli v utvareni krystali nanocastice.

Penicillium oxalicum

K bun&énému filtratu druhu houby Penicillium oxalicum®® byl pridan dusi¢nan stiibrny za
stdlého michdni. Reakéni smés byla vystavena zareni xenonové lampy pii udrzovani stalé
teploty 25 °C. Optimalnim pH bylo zvoleno pH 8, kdy byla zjisténa nejvyssi katalyticka
aktivita enzymu. Pfi pH8 se tvofily nanocastice vrozsahu 1 — 14 nm S nejvy$§im
zastoupenim nanocastic o velikosti 6 nm. Pii pH 12 byly detegovany nanocastice v rozsahu
1-12 nm s nejvyssim zastoupenim nanocastic o velikosti 4 nm. Tento postup kombinaval
fotochemickou a biochemickou metodu syntézy nanocastic.

Phaenerochaete chrysosporium

NanoGastice stifbra byly syntetizovany druhem hub Phaenerochaete chrysosporium®.
Povrchovy plasmon nanoc¢astic mél maximum 470 nm a dal$i maximum bylo zjisténo pii
vysSich vlnovych délkach ve viditelné casti spektra. Tato hodnota vypovidala o tvaru
a velikosti nanocastic, ktera se pohybovala v rozmezi 50 — 200 nm a tvar nanocastic nebyl
uniformni. Nanocastice byly tvofeny extracelularné, obalovaly mycelium, nanocastice zde
byly stabilizovany §tépenim karboxyla, peptidickych vazeb proteinti a hydroxyla sacharidl na
povrchu mycelia.
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2.2.3.2 Bakterie
Bacillus subtilis

Nanocastice stfibra byly piipraveny pomoci mikroorganismu Bacillus substilis a rostliny
Catharanthus roseus (L.) G. Don (barvinkovec rizovy) %!, Spektrofotometricky byla zjisténa
rizna morfologie syntetizovanych nanocastic pouzitych substratd. U vzorku s bakterialnim
supernatanem byl zjistén jediny pik s maximem 440 nm. U vzorku z listového extraktu byl
zjistén pik s maximem 390 nm. Tento jev byl potvrzen pii analyze pomoci rastrovaciho
elektronového mikroskopu a rentgenovou difraktometrii. Ve vzorku s bakteridlnim
supernatanem byly dokazany rovinné Céstice, desticky a Castice, které vykazovaly nestabilitu
a snahu aglomerovat ve vét§i Castice. Ve druhém vzorku byly zjiStény vysoce stabilni
nanocastice o velikosti 45 — 70 nm.

Klebsiella pneumonia

Pro syntézu nano&astic byl pouzit gram-negativni druh bakterie Klebsiella pneumonia®. Smés
supernatanu a stibrnych iontéi (10> M roztok) byla uloZena na dobu 20 minut na temném
misté pii vystaveni viditelnému zafeni, které bylo generovano halogenovou lampou (75 W).
Redukce stiibrnych iontl byla monitorovana spektrofotometricky. Bylo naméfeno absorpéni
maximum 418 nm. Nejvyssi absorpce byla zaznamenana po vystaveni zafeni halogenové
vybojky o optické hustotd 1 000 pmol/m®s (nejvyssi zkoumana hodnota opticka hustoty).
Ziskané nanocastice byly dale studovany metodou transmisni elektronové mikroskopie a bylo
zjisténo, ze jejich primérna velikost v analytu ¢inila 40 nm.

V této praci byl také popsan vliv michani po ozafeni reakéni smési svétlem o nejvyssi
optické hustoté. V prvni ¢asti probihalo michani reakéni smési po celou dobu 20 minut a byly
pifipraveny nanocastice S absorpénim maximem 412 nm a velikosti pfiblizné¢ 40 nm. Zatimco
ve druhé ¢asti probihalo michani pouze pii srazeni AgCl a pii samotné reakci michani
neprobihalo. Velikost ¢astic se sniZila na 1 —6 nm a primérna velikost nanocastice byla asi
3 nm. Nastala rovnéz zména spektra ve viditelné oblasti. Absorpéni maximum se posunulo na
hodnotu 410 nm a rostlo na intenzit¢ po hodnotu 480 nm vlnové délky. Na mechanismu
syntézy nanostruktur se podilel enzym nitroreduktaza NfsA.

Pseudomona putida

Bakterialni druh Pseudomona putida®® byl kultivovan na Luria Bertani agaru. Extracelularni
tvorba nanocastic byla indikovana s maximem 420 nm. Bylo zji§téno, ze biochemicka tvorba
nanocastic byla moznéa pouze pii koncentraci 1 mM dusi€nanu stfibrného, vyssi koncentrace
inhibovali rlst bun¢k. Byla méfena aktivita enzymu nitratreduktéza a bylo zjisténo, Ze aktivita
enzymu Vv ¢ase 20 minut od pocatku reakce byla 0,958 U/ml/min. Nasledné byl zaznamenan
pokles v aktivit¢ enzymu, coz bylo zpusobeno spotifebovanim substratu. Koncentrace
vzniklych nanocastic byla 0,330 mg/l a primérna velikost ¢inila 70 nm. Optimalizované
podminky pro reakci byly pH 6, teplota 37,5 °C a inkubac¢ni doba 48 hodin.
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Staphylococcus aureus

Pro pripravu nanoCastic byl vybran bakterialni druh Staphylococcus aureus®. Supernatan byl
ptidan k dusi¢nanu stfibrnému. Reakce probihala za svétla po dobu 72 hodin a byla
monitorovana spektrofotometricky (420 nm). Nanocastice se zacaly tvofit béhem nékolika
minut a jejich tvorba probihala extracelularné. Byly syntetizovany nanocastice stiibra
o velikosti 160 — 180 nm.

2.2.3.3 Rod Lactobacillus

Probiotické druhy bakterii mlééného kvaseni jsou adaptabilni, rychle rostouci, rychle se
rozmnozujici, produkujici rizné enzymy a jsou nepatogenni. Diky témto svym vlastnostem
jsou dobrymi kandidaty k produkci nanocastic jak v laboratornim méfitku, tak i v primyslu.
Bakterialni buiiky zastupci tohoto rodu maji schopnost tvorby nanolastic stibra, zlata®
i titanu®.

Lactobacillus casei subsp. casei

K produkei nano&astic byly pouzity buiiky Lactobacillus casei subsp. casei ?’. Cas nezbytny
pro adaptaci mikroorganismu na reak¢éni podminky byl asi 15 hodin, poté nastala enzymaticka
reakce s tvorbou nanocastic a jejich aglomeraci. V této studii bylo také zjisténo, zZe
centrifugace a filtrace vzorkll s nanocasticemi méla negativni vliv na udrzeni koloidniho
roztoku nanocastic a vznikla vétsi tendence nanocastic aglomerovat ve vétsi Castice a tvofit
pouhym okem viditelné Castice za soucasného zaniku povrchového plasmonu. Bylo také
zjisténo, Ze pfitomny dusicnan stiibrny v reakéni smési funguje jako induktor transkripce
genu pro prislusny redukéni enzym. Pro spravnou produkei enzymi 1 riist bakterie bylo tfeba
optimalizovat pH, pficemz kyselejsi pH bylo vyhodnéjsi.

Pro enzymatickou reakci byly nezbytné nékteré koenzymy, a jelikoz jsou koenzymy
pomérné drahé, bylo vyhodné pouzit pii biochemické syntéze celé bunky, které zabezpecily
recyklaci koenzymu. Pro recyklaci koenzymi byl nezbytny elektronovy donor, ktery
umoziuje neustaly pribéh enzymatické reakce, proto obsahovala reakéni smés glukédzu.
V opacném piipadé nastava vycerpani koenzymi po 12 hodinach reakce.

Pii vys$si koncentraci stfibrnych iontd byl zjistén neenzymaticky mechanismus reakce.
Grampozitivni bakterie maji bunécnou sténu, ktera obsahuje silnou vrstvu peptidoglykanii,
kyselinu teichoovou, lipoteichoovou kyselinu, proteiny a polysacharidy. L. casei ma na svém
povrchu mnoho zaporné nabitych skupin, kde muze probihat biosorpce. MIé¢né bakterie jsou
schopny produkce exopolysacharidl, které funguji pii protekci bunék proti toxickym
slouceninam, jako jsou kovové ionty. Exopolysacharidy mohou vytvofit dodate¢na mista pro
biosorpci stéibrnych iontd. Buiky L. casei jsou schopny detoxikovat a redukovat velké
mnozstvi stiibrnych iontd na kovové stiibro. Experimentalné bylo ovéteno, ze pii zvyseni
koncentrace biomasy dojde i ke zvySeni koncentrace vzniklych nanocastic.
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Metodou analyzy TEM bylo zjisténo, Ze nanocastice jsou lokalizovany uvniti bakterialnich
bunék i volné ve smési. Nanocastice byly prevazné kulovitého tvaru v rozmezi velikosti 25 —
100 nm a byly vysoce stabilni. Pti pozorovani syntézy nanocastic, bylo zjisténo, ze bakterialni
buiiky nejprve vychytavaly stiibrné ionty ze smési a nasledné je redukovaly enzymem
z cytoplasmy.

2.3 Antimikrobialni aktivita

Stiibrné nanocastice vykazuji desinfek¢ni vlastnosti. Plisobi vysoce aktivné proti Siroké skale
mikroorganismi a parasiti v nizkych davkéach. Pfi pouzitych davkach nanocastice stiibra
vykazuji velice nizkou toxicitu pro ¢lovéka a jsou relativné levné a dostupné. Podle
nejnovejSich studii v antimikrobidlni aktivité nanocastic stfibra hraje hlavni roli oxidace
kovovych nanocastic.

2.3.1 Mechanismus

Pti studiu antimikrobialni aktivity nanocéstic stfibra je nutné studovat interakci castic
s bakterialni bunkou a pochody, které¢ vedou k bakterialni smrti. Vysledky se odvijeji od typu
nanocastic, studované¢ho organismu, tvaru, velikosti, koncentraci, médiu, pfitomnosti svétla,
kysliku atd. U castic s vysokou antimikrobialni aktivitou je potom tieba sledovat jejich
chemické a fyzikdlni modifikace, agregaci nanocastic, rozpustnosti, oxida¢né-redukéni
reakce, absorpci a desorpci iontti, molekul ¢i polymert, interakci S ostatnimi nanocasticemi
a povrchu nanocastic. Nasledné¢ je tieba studovat jejich chovani v zivotnim prostiedi.

2.3.1.1 Stiibro (Ag°)

Pti kontaktu nanocastic stiibra s bakteridlni kulturou maji nanoc¢éstice tendenci akumulovat na
bakterialni membrané a vytvaret agregaty. Tento proces vede ke sniZeni integrity bakterialni
membrany a nasledné jeji perforaci a bunééné smrti. Pfi studiu mechanismu tohoto procesu
bylo zjisténo, Ze je zavisly pfedevSim na velikosti Castic. Riizné velké Céstice maji jiny
mechanismus pasobeni na bunéfnou membranu. Malé Castice jsou aktivnéjsi, maji vetsi
povrch, a proto pusobi rychleji pfi oxidaci na stfibrné ionty.

V nekterych studiich byl pozorovan vysoky podil reaktivnich forem kysliku (ROS)
v bunikach, které interagovaly s nanocasticemi stfibra. Pii vystaveni builky vysoké
koncentraci ROS vzrustal oxidacni stres bunky, ktery vedl k inaktivaci bunky. Nanocastice
funguji jako katalyzatory pii produkci ROS, které vznikaji taktéz ptirozené pii aerobni

respiraci. Pfirozena produkce ROS je vsak mnohem niz§i nez produkce zpisobena
nanocasticemi stiibra.
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2.3.1.2 Stiibrné ionty (Ag")

Stiibrné ionty mohou byt z roztoku uvolnény v pfitomnosti soli, zeolitli, ionomerti iontovou
vyménou & rozpuiténim. Stiibrné ionty funguji jako oxidacni ¢inidlo za vzniku Ag’
nanocastic. lontové stiibro ma vysokou afinitu K organickym amintim, fosfatim, thiolim,
(selenolim), se kterymi tvoii témeét kovalentni vazbu. Mezi nékterymi thioly miize stfibro
tvofit mistek za tvorby fetézcl, coz mize vést K nevratné agregaci. Mize dojit k inaktivaci
biologickych systému za nevratného vzniku aduktti. Nékteré molekuly, jako napiiklad DNA,
peptidy, kofaktory, byly identifikovany jako cile stfibrnych ionti a jsou hlavnim divodem
bunécné smrti.

Zvyseni koncentrace ROS v burice pfi vystaveni stfibrnym iontiim je zptsobeno narusenim
regulace oxidacniho stresu, interakci stfibrnych iontii s reduktdzami (glutathion peroxidéaza
obsahuje selenocystein) ¢i vyplavenim intracelularniho glutathionu, ktery funguje jako
kofaktor. Kli¢ovym krokem antibakterialni aktivity nanocastic stiibra je rozpoustéci
mechanismus oxidace. Nanocastice jsou stabilni vii¢i oxidaci vodou, pfi rozpousténi je nutnd
role oxidovadla, tim je ve vétSiné studii atmosféricky kyslik, ktery je rozpustén ve vode¢.
Nanocastice stfibra funguji jako rezervoary stfibrnych iontti, které maji majoritni podil na
antibakterialni aktivité.

2.3.1.3 Povrch nanoddstice

Na antimikrobidlni aktivitu nanocastic stiibra se podili také jejich povrch. Bakteridlni
membrana je zaporné nabitd, a pokud je povrch nanocéstic taktéz zaporné nabit, mize dojit
k vyméné ligandi mezi nanocastici a bunéénou membranou. Afinita nanocastic k povrchu
bunky zavisi na gama-potencidlu nanocastice a na sloZzeni bunécné membrany
a extracelularnich polymerech a muze tak dojit i k fyzické interakci. Pii synergickém

. . Ch o y - S 1 28,2
plisobeni nanocastice s povrchem buiiky dochéazi ke zvyseni antibakterialniho efektu 829

2.3.2 Toxicita
Escherichia coli

Nanocastice byly pfipraveny pomoci dusi¢nanu stiibrného a citronanu sodného, jejich
velikost se pohybovala v rozsahu 20 — 70 nm. Jako pozitivni kontrola byly pozity nanoc¢astice
s PVP obalem o velikosti 20 nm a jako negativni kontrola deionizovana voda. Na malé
kolecko filtracniho papiru byly naneseny vzorky nanoc¢éstic o rizné koncentraci a nasledné
byly inkubovany s bakterialnimi buitkami na Petriho miskach. Nanocastice o koncentracich
10 — 100 ppm vytvofily na Petriho miskach zonu bez bunék v rozsahu 0,4 — 1,42 cm. Bylo
také zjiSténo, Ze pfi vystaveni reakce atmosféfe byl vysledek antibakteridlni aktivity viditelné
zvysen.

Pro analyzu charakteristickych znakt apoptozy byly buriky pottisnény Annexinem V-FITC
a propidium jodidem. Po inkubaci bunék s nanocasticemi stfibra byly bunky inkubovany
20 minut v Annexinu 'V vazebném pufru (5 ul/ml Annexin V-FITC) a1l ul/ml propidium
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jodidu. Bunky byly analyzovany pomoci priatokového cytometru. Pomoci této techniky je
mozné oddélit apoptické, nekrotické a zivé bunky. Po 2 hodinach vystaveni bunck stfibrnym
iontim bylo zjisténo, ze doslo k nartstu koncentrace apoptickych bunck o 21 %, pfi pozitivni
kontrole 0 27 %.

Pro indikaci poruch membrany byly buiiky inkubovany v disperzi sttibra, bunky byly po
centrifugaci pfidany k 1 ml hovéziho sérového albuminu. Bylo pfidano 5 ug [DiBAC4(3)]
(CAS 70363-83-6) a cytometricka analyza byla provedena pomoci cytometru FACSCalibur.
Fluorescence indikujici poruchy membrany vzrostla po vystaveni stfibru o téméf 90 %, pii
pozitivni kontrole o 99 %. Aktivace kaspaz byla analyzovana pomoci pritokového cytometru.
Genova exprese kaspaz byla zjisténa u 37 % bunék po vystaveni nanocastic, pozitivni
kontrola 48 %.

Detekce znakli pozdni apoptézy a aktivace mechanismii opravy DNA byla provedena
pomoci deoxynukleotidové transferazy dUTP. Bunky po inkubaci s nano¢asticemi stiibra
byly nejprve promyty Krebsovym pufrem a nasledné parmeabilizovany permeabilizacnim
roztokem 2 minuty v ledu a znovu promyty. DNA fragmenty byly analyzovany FITC-dUTP.
Bunky byly pozorovany fluorescenénim mikroskopem a fluorescence byla métfena pomoci
pratokového cytometru. Byl detegovan narust fluorescence o 62 % po vystaveni nanocastic
stiibra.

Mrwe

kterd pretézuje antioxidacni systémy a zvySeni koncentrace peroxidu vodiku, peroxidovych
iontll, oxidu dusnatého a hydroxylovych radikalt, které maji vliv na brzky pocatek apoptozy.
Pti¢ina pocatku apoptozové kaskady je také destrukce bunék, nartst volnych vapenatych
iontl a depolarizace bunééné membrany. Nasledn€ je vyvolana exprese genli pro tvorbu
proteind se stejnou funkci, jako maji kaspazy (cysteinprotedzy) u eukaryot a expresi dalsi
gent, které inhibuji expresi bakterialnich genti pro opravu buﬁky3°.

Klebsiella pneumoniae

Gram-negativni bakterie Klebsiella pneumoniae® byla kultivovana pii teplots 37 °C na
Mieller-Hinton agaru a byla vybrana koncentrace 10® bun&k/ml. Nanod&astice stfibra byly
ptipraveny pomoci listového extraktu rostliny Typha angustifolia a dusi¢nanu stiibrného,
jejich primérnd velikost Cinila 8 nm. Minimalni inhibi¢ni koncentrace nanocastic stfibra pro
potlaceni Zivotaschopnosti kolonii ¢inila 1,4 pg/ml.

Tato studie byla také zaméfena na efekt antibiotik spolecné s nanocasticemi stiibra
(gentamicin 10 pg/ml, cefotaxime 30 pg/ml, meropenem 10 ug/ml). Minimalni inhibi¢ni
koncentrace pro vzorky s antibiotiky ¢inila: 1 pg/ml pro gentamicin, 0,5 pg/ml pro cefotaxime
a 0,4 pg/ml nanodastic stiibra pro meropenem. Produkce ROS bakteriemi pii soucasném
vystaveni antibiotik a nanoc¢astic znatelné€ vzrostlo. Nanocastice stiibra stejné jako antibiotika
zvySuji produkci ROS tak, Ze zvySuji permeabilitu bakteridlni membrany.
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Pseudomonas aeruginosa

Nanocastice stiibra byly pfipraveny o velikosti 6,7 nm s maximem povrchového plazmonu
412 nm. Kompletni inhibice ristu bun€k byla indikovéana pfi koncentraci nanocastic 50 pg/ml,
Vv pfitomnosti dusi¢nanu stfibrného byla tato koncentrace 10 pg/ml pii vystaveni suspenzi
bunék. Pii zkouma bakteridlniho biofilmu, ktery je chranén metabolity bunék, bilkovinami,
polysacharidy apod. bylo zjisténo, ze koncentrace 100 pg/ml nanocastic stiibra snizi
koncentraci bun€k pfiblizné¢ na 8 % plivodni koncentrace. Pro docileni stejného vysledku
antibakterialni aktivity bylo tieba expozice koncentrace 8 ug/ml dusi¢nanu stiibrného. A bylo
zjisténo, ze pro zniCeni kombinace biofilmu i volnych bunék bylo zapotiebi 250 pg/ml
nanocastic stiibra.

Nasledné bylo zkoumano, zda-li jsou buiiky po vystaveni nanocasticim pouze neschopny
metabolismu a ristu nebo doslo k bunécné smrti. Pocet bunék, které tvotily kolonie, silné
Klesl po plisobeni nanocastic i stfibrnych iontt. Z dalsich analyz bylo mozné fici, ze buiky
nepodlehly lyzi, nedoslo k perforaci membran a mnozZstvi rRNA v buiikach se nezménilo.
Pouze koncentrace ATP v burikach klesla na 75 % puvodni hodnoty. Tato studie prokazala, ze
u bakteridlniho kmene Pseudomonas aeruginosa® nedoslo po pisobeni nano¢astic a iontl
sttibra k bunééné smrti.
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3. CiL PRACE
Cilem teoretick¢ casti bakalaiské prace bylo vypracovat piehled literatury o produkci
nanocastic stiibra.

Cilem experimentalni ¢asti bakalafské prace bylo pomoci PCR ovéfit amplifikace DNA
izolované z bun¢k Lactobacillus gasseri K7.

Soucasti prace bylo:
e kultivace bunék Lactobacillus gasseri K7,
e izolace DNA z bun€k kmene Lactobacillus gasseri K7,

o amplifikace izolované DNA s pouzitim specifickych parametru.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Material

4.1.1 Chemikalie

e Agardza pro elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)

e Standard DNA (100 bp Zebricek, ktery obsahuje fragmenty DNA o velikosti 100, 200,
300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1500 bp) (Malamité, Moravské Prusy,
CR)

e Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

¢ Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)

e Tris-HCI (Tris-hydroxymethyl-aminomethan hydrochlorid) (Amresco, Solon, USA)

e Tris-baze (Tris-hydroxymethyl-aminomethan) (Amresco, Solon, USA)

e Nanaseci pufr Yellow load (Top-Bio, Praha, CR)

e dal$i bézné chemikalie byly z komer¢ni sité v kvalité p.a.

Komponenty pro PCR

e voda pro PCR (Top-Bio, Praha, CR)

e 10xPCR Blue Buffer (obsahuje 750 mM Tris-HCI, pH 8,8 (25°C), 200 mM (NH,)2SO4,
1 % Tween 20,25 mM MgCl,) (Top-Bio, Praha, CR)

e Smés dNTP (10 mM) (Top-Bio, Praha, CR)

e Primery F_eub, R_eub a GASS I, GASS Il (10 pmol/ul) (Generi Biotech, Hradec
Kralové, CR)

Sekvence obou primerd jsou uvedeny v tabulkach (Tabulka 3 a Tabulka 6).
e Taq DNA polymeréaza 1.1 (1 U/ul) (Top-Bio, Praha, CR)

e DNA izolované z bun¢k Lactobacillus gasseri K7

Média

e MRS (Mann, Rogosa, Sharpe) medium (Oxoid, Hampshire, Velka Britanie)
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4.1.2 Mikroorganismy a DNA

Mikroorganismus Lactobacillus gasseri K7 byl ziskan od doc. RNDr. A. Spanové, CSc.
(VUT v Brng¢, Fakulta chemicka).

Uvedeny mikroorganismus byl zvolen na zaklad¢ skutecnosti, ze produkoval cCastice

nanostiibra®>.

4.1.3 Média a roztoky

Roztoky a metody byly prevzaty ze skript®*.

4.1.3.1 Kultivacéni média

e MRS agar
MRS médium bylo pfipraveno podle navodu vyrobce a pH upraveno na hodnotu 6,5. Bylo

ptidano 15 g/l agaru. Puda byla sterilizovana v autoklavu pii 121°C na dobu 15 minut.

4.1.3.2 Roztoky pro agarovou gelovou elektroforézu

e 0,5 x TBE pufr
54 g Tris-baze a 27,5 g kyseliny borité bylo rozpusténo v 600 ml destilované vody. Poté
bylo pfidano 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a doplnéno destilovanou vodou do 1000 ml.
Pted pouzitim byl TBE pufr 10krat fedény.

e Barvici lazen
100 pl roztoku ethidiumbromidu (5 mg/ml) bylo pfidano k 500 ml destilované vody.

e Nanaseci pufr Yellow load (6xkoncentrovany, obsahuje barvivo orange G), (Top-Bio,

Praha, CR)

4.2 Pomiicky a pristroje

e MikrovInna trouba SMW 2320 (SENCOR, CR)

e Thermocycler PTC — 200 (BIO-RAD Lab., USA)

e Transilluminator TVR-3121 (Spectroline, Albany, USA)

e Zatizeni pro elektroforézu Easy — Cast, model B1 (Owl Scientific, USA)
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e Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International,
Woodbridge, USA)

e Bé&zné laboratorni sklo, umélohmotny material a laboratorni pomucky

4.3 Metody

V této kapitole jsou popsany postupy metod experimentu, které byly v této praci provedeny.

4.3.1 K¥rizovy roztér bunék

e Bylo piipraveno pevné MRS médium v Petriho miskach pro kultivaci mikroorganismi.

¢ V ockovacim boxu bylo steriln¢ o¢kovaci klickou pfeneseno urcité mnozstvi bakterialni
kultury na pevné médium a nasledné roztiranim docileno co nejniz$i koncentrace
mikroorganismu (kiizovy roztér).

e Kultivace probihala 48 hodin pfi teploté 37 °C v termostatu.

4.3.2 Priprava DNA pro amplifikaci Fedénim DNA Lactobacillus gasseri K7

e 7Z¢ zakladniho roztoku bakterialni DNA Lactobacillus gasseri K7 o koncentraci
492 ng/ul byly piipraveny vzorky s bakterialni DNA o koncentraci 49,2; 4,92
a 0,492 ng/ul. K fedéni byla pouZita voda pro PCR.

e Eppendorfovy zkumavky s riznymi koncentracemi bakterialni DNA byly uchovavany

vV mrazicim boxu pii teploté¢ —21°C.

4.3.3 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Byla provedena amplifikace DNA Lactobacillus gasseri K7 metodou PCR pro doménu
Bacteria a nasledné druhové specificka, metody se lisily pfedev$im v pouzitych primerech
a pribéhu procesu amplifikace DNA.

4.3.3.1 PCR pro doménu Bacteria

e VSechny komponenty PCR byly pfed pouZitim rozmraZeny, promichany a kratce
centrifugovany.
e Bylo pfipraveno 24 pl smési pro PCR s 1 pul DNA izolované z bakterialni kultury

v 200 pl Eppendorfovych zkumavkach. Smeési byly namichany v mnozstvi a poradi
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uvedeném v Tabulka 1. Byla pfipravena negativni kontrola s1 pul vody pro PCR
a pozitivni kontrola s DNA matrici (10 ng/ul) bakterialniho kmene Lactobacillus
gasseri K7.

¢ \/zorky obsahujici komponenty pro PCR byly po promichani umistény do termocykleru,
kde proces amplifikace probihal ve 30 cyklech (Tabulka 2).

e Vzorky s amplifikovanou DNA byly uchovavany v mrazicim boxu pfi teplot¢ —21°C.

Tabulka 1: Slozeni smési pro PCR.

Poradi Komponenta Objem [pl]
1. Voda pro PCR 19,0
2 Reakéni pufr 2,5
3 Smeés dANTP 0,5
4, Primer F_eub 0,5
5 Primer R_eub 0,5
6 Taq DNA-polymeraza 1,0
7 Vzorek DNA 1,0

Tabulka 2: Podminky PCR.

Krok Teplota [°C] Cas [min]
Prvni denaturace DNA 94 5
Posledni syntéza fetézce DNA 72 5
Denaturace DNA 94 0,5
Hybridizace primert 55 0,5
Syntéza tetézce DNA 72 1

Tabulka 3: Primery pro druhové specifickou PCR®.

Primery Sekvence (5" —3") Produkt PCR (bp)
F_eub TCC TAC GGG AGG CAGCAGT 466
R_eub GGA CTACCAGGG TATCTAATCCTGTT
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4.3.3.2 Druhové specificka PCR

e VSechny komponenty PCR byly pfed pouzitim rozmrazeny, promichany a kratce
centrifugovany.

e Bylo pripraveno 144 ul mastermix pro PCR, ze kterych bylo pipetovano 24 ul
apridan 1 pl DNA izolované z bakteridlni kultury v 200 ul Eppendorfovych
zkumavkach. Smési byly namichany v zadaném mnozstvi a potadi (Tabulka 4
a Tabulka 6). Byla pfipravena negativni kontrola s 1 ul vody pro PCR a pozitivni
kontrola s DNA matrici (10 ng/ul) bakterialniho kmene Lactobacillus gasseri K7.

e Byly pfipraveny 3 vzorky DNA o rizné koncentraci: 49,2 ng/ul; 4,92 ng/ul;
0,492 ng/ul. Tyto vzorky byly pfipraveny fedénim zéasobniho roztoku (492 ng/ul).
Byly smiseny 2 pl roztoku DNA s 18 ul vody pro PCR. Tento postup byl proveden
tiikrat pro dosazeni kone¢né koncentrace.

e Vzorky obsahujici komponenty pro PCR byly po promichani umistény do termocykleru,
kde proces amplifikace probihal ve 30 cyklech (Tabulka 5).

e V/zorky s amplifikovanou DNA byly uchovavany v mrazicim boxu pfi teploté¢ —21°C .

Tabulka 4: Slozeni mastermix pro PCR.

Poradi Komponenta Objem [ul]
1. Voda pro PCR 144
2 Reakéni pufr 15
3 Smés ANTP 3
4. Primer UNIV 3
5 Primer GASS 3
6 Taq DNA-polymeraza 6
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Tabulka 5: Podminky PCR.

Krok Teplota [°C] Cas [min]
Prvni denaturace DNA 94 5
Posledni syntéza fetézce DNA 72 10
Denaturace DNA 94 1
Hybridizace primert 58 1
Syntéza tetézce DNA 72 2
Posledni krok 10 bez omezeni

Tabulka 6: Primery pro druhové specifickou PCR*.

Primery Sekvence (5" —3") Produkt PCR (bp)
GASS | GAGTGCGAGAGCACTAAAG 574
GASS I CTATTTCAAGTTGAGTTTCTCT

4.3.4 Agarozova gelové elektroforéza produkti PCR

e Do Erlenmeyerovy banky byl ptipraven 1,2 % agar6ézovy gel z 0,84 g agardzy a 70 ml
0,5 x TBE pufru. Smés byla peclivé rozvafena v mikrovlnné troub€ a po vychladnuti
asi na 60 °C nalita do vanic¢ky s naslednym vlozenim hiebinku, kde byla asi 30 minut
ponechéna ke ztuhnuti.

¢ K produktim PCR bylo napipetovano 5 pl nanaseciho pufru Yellow load.

e Po ztuhnuti byl vyjmut hiebinek a do vzniklych otvirkl v pevném gelu bylo naneseno
30 ul amplifikonti. Pfiblizné uprostifed gelu byl do nanaSeciho otviirku nanesen také
DNA standard v objemu 5 pl.

e Vanicka s gelem byla vlozena do elektroforetické vany a prevrstvena 0,5 X TBE pufrem
do vysky asi 2 — 3 mm nad gel. Bylo pouzito asi 600 ml 0,5 x TBE pufru.

o Elektroforéza probihala pti napéti 80 V piiblizné 2 hodiny. Elektroforéza byla
ukonc¢ena, jakmile barvicka doputovala do 2/3 délky agar6zového gelu.

e Po skonceni elektroforézy byl gel barven v roztoku ethidium bomidu asi 30 minut.
Nasledné¢ byl gel oplachnut v destilované vodé a umistén na transilluminétor
a pozorovan vV UV svétle pti vinové délce A = 305 nm.

e Nakonec byla provedena fotografickd dokumentace gelu.
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5. VYSLEDKY
5.1 KF¥izovy roztér bakterialni kultury

Byl proveden kiizovy roztér bakterialni kultury Lactobacillus gasseri K7 dle postupu
uvedeném v kapitole 4.3.1. Rust kolonii byl fotograficky dokumentovan (Obrazek 3).
Narostlé kolonie byly hladké, okrouhlé, bile zbarvené.

Obrazek 3: Riist kolonii na MRS agaru po kiizovém roztéru bakterialni kultury Lactobacillus

gasseri K7.

Po kiizovém roztéru narostly jednotlivé bakteridlni kolonie ¢isté mikrobialni kultury

Lactobacillus gasseri K7.

5.2 Amplifikace DNA metodou PCR
5.2.1 Amplifikace DNA metodou PCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria

Byly ptipraveny smési pro PCR a provedena PCR dle postupt uvedenych v kapitole 4.3.3.1.
Vzorky byly ptfipraveny fedénim zakladniho roztoku bakterialni DNA Lactobacillus gasseri
K7 o koncentraci 492 ng/ul podle postupu uvedeného v kapitole 4.3.3.1. Byla provedena
agarozova gelova elektroforéza produkti PCR amplifikovanych z DNA, byly fotograficky
dokumentovany (Obrazek 4). Byly detegovany produkty PCR rozdilné intenzity.
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“ « produkty PCR

(466 bp)

Cislo Detekce produktii
behu DNA Mnozstvi DNA [ng/ul] °CR

1 standard DNA

2 Lactobacillus gasseri K7 0,492 +

3 Lactobacillus gasseri K7 4,920 ++

4 Lactobacillus gasseri K7 49,200 +++

5 negativni kontrola —

6 pozitivni kontrola 10,000 +++

Obrazek 4. Agarozova gelova elektroforéza produktii PCR (466 bp), amplifikovino bylo

riizné mnozstvi DNA Lactobacillus gasseri K7, intenzita produktic PCR: velmi silnd +++,

silna ++, slaba +, nedetegovan —.
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5.2.2 Amplifikace DNA s primery specifickymi pro druh Lactobacillus gasseri

Byl piipraven mastermix (Tabulka 4) pro PCR a provedena PCR dle postupti uvedenych
v kapitole 4.3.3.2. Do PCR smési bylo pouzito rizné mnozstvi DNA (49,2 ng/ul; 4,92 ng/ul;
0,492 ng/ul). Tyto vzorky byly ziskany fedénim zékladniho roztoku bakterialni DNA
Lactobacillus gasseri K7 o koncentraci 492 ng/ul podle postupu uvedeného v kapitole 4.3.2.
Byla provedena agardzova gelova elektroforéza produkti PCR amplifikovanych z DNA,
vysledky byly fotograficky zaznamenany (Obrazek 5). Byly detegovany produkty PCR

rozdilné intenzity.
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— 1500 bp

produkty PCR —
(574 bp) «— 500 bp
«— 100 bp
Cislo Detekce produktt
DNA Mnozstvi DNA [ng/ul]
béhu PCR
1 Lactobacillus gasseri K7 0,492 +
2 Lactobacillus gasseri K7 4,920 ++
3 Lactobacillus gasseri K7 49,200 +++
4 standard DNA
5 negativni kontrola _
6 pozitivni kontrola 10,000 +++

Obrazek 5. Agarézova gelova elektroforéza produktii PCR (574 bp), amplifikovano bylo

rizné mnozstvi DNA Lactobacillus gasseri K7, intenzita produktiu PCR: velmi silna +++,

silna ++, slaba +, nedetegovin —.
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5.3 Diskuse

Byl proveden kiizovy roztér mikrobialni kultury Lactobacillus gasseri K7. Narostly
jednotlivé bakterialni kolonie ¢isté mikrobialni kultury. Bakterialni kultura Lactobacillus

gasseri K7 byla nasledné pouzita pro amplifikaci DNA.

Produkty PCR pro doménu Bacteria byly detegovany v zavislosti na jejich koncentraci
pred amlifikaci (Obrazek 4). Vysledky tohoto gelu je mozné brat za apravné, protoze V
negativni kontrole, ve které byla pouze voda pro PCR, nebyl na gelu detegovan produkt PCR
(5. beh). Proto lze konstatovat, ze pouzité komponenty pro piipravu PCR smési nebyly
kontaminovany bakterialni DNA. Pozitivni kontrola (6. b&h), provedend se vzorkem
standardu bakterialni DNA Lactobacillus gasseri K7, byla velice zietelné detegovana na gelu.
Proto lze konstatovat, ze pouzité komponenty pro PCR byly dobré kvality.

Nejkoncentrovangjsi vzorek DNA vykazoval nejvyssi intenzitu amplikonu na gelu (4. béh),

wevr

Produkty specifické PCR byly také detegovany s riznou intenzitou v zdvislosti na jejich
pocate¢ni koncentraci (Obrazek 5). Byla také provedena pozitivni a negativni kontrola
stejnym zpusobem jako u vySe popsané metody. Produkty PCR u negativni kontroly nebyly
detegovany (5. béh), zatimco u pozitivni kontroly (6. beh) byl amplikon dobie detegovan. Na
tomto gelu byl nejkoncentrovanéjsi vzorek DNA (3. béh) také nejlépe detegovan,
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6. ZAVER

V prvni Casti bakalaiské prace byly teoreticky zpracovany poznatky tykajici se syntézy
nanocastic stfibra, byla provedena schematizace procesu syntézy a byly kriticky hodnoceny
vyhody inevyhody procesu. Teoretickd Cast prace byla také zaméfena na antibakterialni
aktivitu nanocastic stiibra, bylo pojednano o pouzivanych metodach indikace mechanismu
pusobeni antibakterialni aktivity a Sife plisobeni nanoc¢astic stfibra na rizné mikroorganismy
také v zavislosti na typu jejich syntézy. V neposledni fadé bylo také pojednano o vlastnostech
nanocastic, na které bylo navazano jejich moznym pouzitim.

Pro syntézu nanocastic jsou vybirany materialy, které nezatézuji zivotni prostfedi, nejsou
toxické a ani pfili§ drahé, proto je velice vyhodna biochemickd produkce nanocastic. Extrakt
biomasy ¢i celé bakteridlni kultury nejsou pfili§ drahé a je mozné vybrat nendrocné
mikroorganismy, které zabezpe¢i dobou aglomeraci, pozadovany tvar i velikost nanocastic
pro dalSi ucely. Mechanismy biochemické produkce nanocastic jsou prozatim objektem
zkoumani, zakladem je vSak enzymatickad reakce, které se ucastni enzym nitratreduktaza,
substratem je stiibrnd sil, pro pribéh reakce je nutna glukéza pro recyklaci kofaktort
enzymatické reakce.

Nynéjsi vyzkumy jsou zaméefeny na objev mechanismu a popis vlivu nanocastic stiibra na
Zivotni prostiedi v globalnim méfitku pii pouziti do produktti kazdodenni potieby a jejich vliv
na tkédné eukaryotnich organismil jako i Cloveka, stejné tak je vyzkum zaméten na jejich
potencialni pouziti a vyvoj nanotechnologii.

Druha ¢ést bakaldiské prace byla zaméfena na praktickou identifikaci bakterii rodu
Lactobacillus. Vybranym zastupcem byl Lactobacillus gasseri K7. Pomoci primerti F_eub
a R_eub, specifickych pro doménu Bacteria, byly ziskany amplikony o velikosti 466 bp.
Pomoci druhové specifickych primerd byly ziskany amplikony o velikosti 574 bp. Byla tak
potvrzena spravnost druhového zatazeni pouzitého mikroorganismu, ktery bude pouZit
v dalSich experimentech s cilem optimalizovat produkci nano€astic stfibra. Pomoci téchto
metod je mozZné ziskat amplifikovanou matrici DNA daného mikroorganismu ze vzorku
0 nepatrném mnozstvi.
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7. SEZNAM ZKRATEK

AgNP
FSS
FTIR
HH
NfsA
PCR
ROS
SPB
TEM
TGA

stfibrné nanocastice

formaldehyd-sulfoxylat sodny

infraCervena spektrometrie s Fourierovou transformaci
hydrazin hydrat

nitroreduktaza

polymerazova fetézova reakce

reaktivni formy kysliku

povrchovy plasmon

transmisni elektronova mikroskopie

termogravimetrickd analyza
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