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Uvod

Vlastnosti kovovych nanocéstic (déle jen NP), jako je oxid zine¢naty (ZnO),
oxid titanicity (TiO2) a stiibro, jsou vét$inou charakterizovany jejich velikosti, slo-
zenim, krystalinitou a morfologii. Zmenseni velikosti na nanorozméry muze zménit
jejich chemické, mechanické, elektrické, strukturni, morfologické a optické vlastnosti.
Tyto modifikované vlastnosti umoznuji NP jedineénym zptisobem interagovat s bu-
nécnymi biomolekulami, a tim usnadnuji fyzikalni pfenos NP do vnitinich bunéc-
nych struktur. Nanostrukturované materidly maji na svém povrchu vétsi procento
atomi, coz vede k vysoké povrchové reaktivité. Nanomaterialy tak v posledni dobé
zaznamenavaji znac¢ny vyznam v zakladnich i aplikovanych védach a také v biona-
notechnologiich [1].

Tato prace zkouma antibakterialni aktivitu ZnO-NP na bakteriich Escherichia
coli a Staphylococcus aureus. V teoretické ¢asti jsou rozebrany vlastnosti danych bak-
terii, prozatim znamé a predpokladané mechanismy antibakterialni aktivity ZnO-NP
a co je ovliviiuje. Déle je zminén fyzikalni princip metody, kterou je v experimentalni
casti zkouman vliv ZnO-NP na rtst bakterii. Ve druhé c¢asti prace je tato metoda
popsana prakticky. Na konci prace jsou rozebrany vysledky zminénych experimenti
a porovnany s dosavadnimi poznatky:.






Cast I

Teoreticka cast






Kapitola 1
Mikrobiologie

Ke studiu antibakterialnich vlastnosti oxidu zine¢natého, byly vybrany dvé bak-
terie. Kazda reprezentuje jednu ze dvou skupin, do kterych se bakterie déli podle
struktury bunééné stény (bude popséno dale).

1.1 Bakterie

Termin bakterie oznacuje velkou skupinu prokaryotickych organismu. Tyto or-
ganismy se vyznacuji tim, ze nemaji bunécéné jadro s membranou, ale pouze bak-
teridlni chromozom (nukleoid).Velikost bakterialnich bunék se pohybuje v fadech
mikrometri a jejich tvary jsou koky, tyéinky a spirédly [2].

Bakterie jsou vsudypritomné. Vyskytuji se v prirodé, v jinych komplexnich zi-
vych organismech a v jejich (tedy i nasi) potravé. Jestlize maji vhodné podminky
(teplota, ziviny, prostor...), rychle se mnozi. Nékteré patogenni bakterie se pfi urci-
tém mnozstvi stavajl nebezpeénymi a mohou zpiisobovat nemoce, a proto je treba
branit jejich pfemnozeni [3].

1.1.1 Struktura bakterii

70S ribozomy Inkluze

Vchlipena membrana Nukleoid

Plazmid

Fimbrie

Flagellum

Sex pilus

Pouzdro Bunééna sténa  Cvtoplazmaticka membrana

Obrazek 1.1: Struktura bakteridlni bunky [2]
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Od okoli je bakterialni bunka oddélena cytoplazmatickou membranou a bunéc-
nou sténou,kterou tvori prevazné homogenni vrsta peptidoglykanu z aminokyselin a
cukri. Podle struktury bunééné stény se bakterie rozlisuji na gram-pozitivni (G+)
a gram-negativni (G-). Diky bunécné sténé m4a burnka svij tvar a staly osmoticky
tlak. G- bakterie maji vnéjsi membranu a cytoplazmatickou membranu mezi ni-
miz je tenkd vrstva peptidoglykanu (7-8 nm). Na druhou stranu G+ bakterie maji
vicevrstvou polymerni vrstvu peptidoglykanu silnou 20-80 nm a jen jednu vnitini
cytoplazmatickou membranu. Srovnani struktur bunéénych stén G+ a G- bakterii
je na obrazku 1.2 [1].

Nékteré bakterie maji jesté navic pouzdro (kapsula) tvorfené extraceluldarnimi
polysacharidy.

Na povrchu mouhou mit bunky rizné struktury jako napt. biciky, sekrecni
systémy a fimbrie [2].

Vnittek je vyplnén cytoplazmou, coz je rosolovitd tekutina zahrnujici vSechny
bunécné slozky. Jeji funkei je zajisténi ristu, metabolismu a replikace bunky. Prave
proto cytoplazma obsahuje bilkoviny, sacharidy nukleové kyseliny, soli, ionty a vodu
(cca 80 %). To prispiva k elektrické vodivosti bunky. Celkovy néboj bakteridlni
burnky je zaporny. Obrézek 1.1 ukazuje typickou strukturu bakteridlni bunky [1].

GRAMPOZITIVNI GRAMNEGATIVNI

kapsula
xapsula e
AL L. ava LLH L 00089
|

vnéjsi membrana I
toa00d ‘86 0600  goe

peptidoglykan TE

peptidoglykan

=\ e {0
200000 000 9000009 ‘:.Q.-QES: 090 | I LXIY T
L { cytoplazmaticka \ -
cytoplazmaticka > membrana ‘
membrana |

006006 000000000000 00000 /0000000000000

Obrazek 1.2: Bunéénd sténa grampozitivnich a gramnegativnich bakterii [4]

1.1.2 Gramovo déleni bakterii

Bakterie mohou byt rozdélené do dvou skupin - gram pozitivni (G+) a gram
negativni (G-) Ke klasifikaci bakterii se v klasické mikrobiologii pouzivd metoda
navrzena H. C. Gramem v roce 1884. Metoda je zalozena na rozdilné struktute
bakteialni stény, coz vede k rozdilné schopnosti zadrzet barvivo krystalviolet. Metoda
mé nasledujici kroky:

1. Fixace sondy na skle mikroskopu
2. Primdrni barveni - krystalviolet (modra)

Fixace zabarveni Lungovym roztokem

- W

Omyti alkoholem

5. Protibarveni safraninem (Cervena)
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Silna vrstva peptidoglykanu u G+ bakterii nepropusti alkohol a proto po ¢tvr-
tém kroku zustavaji obarvené na modro. G- maji peptidoglykanovou vrstvu tenci
a tak je barva alkoholem odplavena. Proto na konci metody vyjdou bakterie modré
az fialové jjsou-li G+, a Cervené, jsou-li G- [5] [6].

Staphyloccocus aureus

Zastupcem gram-pozitivnich bakterii je Staphyloccocus aureus (Zlaty stafylo-
kok). Jednd se o nendro¢nou, nepohyblivou, kokovou bakterii o praméru 1 pm.
Tvori nepravidelné hroznovité shluky, je ale mozné nékdy pozorovat i dvojice ¢i
kratké retézce bunék. S. aureus zpusobuje fadu mirnych infekci jako jsou zanéty
kuze a mékkych tkani az po rizné sepse, které mohou byt ohrozujici na zivoté.
Mluvime o odolnych mikroorganismech s béznym vyskytem ve slizni¢ni a kozni mi-
kroflére [2].

Obrazek 1.3: Staphylococcus aureus [7]

Escherichia coli

Z gram-negativnich bakterii byla vybrana Escherichia Coli. Tato bakterie ma tvar
ty¢inky a diky bi¢ikiim na svém povrchu je schopna se pohybovat. Mtzeme ji bézné
nalézt ve strevni mikroflére, kde se podili na traveni a tvorbé vitamini K. Jedna se
o vyluéné lidsky patogen. Mize zptsobovat prijmy, mocové infekce, potencialné i
novorozeneckou meningitidu. Kultivacné je nendrocna [2].

Obrazek 1.4: Barevné skenovani Fscherichie coli, elektronovy mikrofotograficky snimek
8]
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1.1.3 Rust bakterii

Bakterie umisténé na médium s vhodnymi podminkami (ziviny, pH, teplota)
obvykle rostou a mnozi se pomoci déleni materské bunky na dvé dcetinné. Kiivka
rustu bakterii ma 4 hlavni faze (viz obrazek 1.5).

1. Lag faze - Bakterie se adaptuji na podminky v kultivaé¢nim médiu. Pocet bunék
se nezvysuje a bunky, které se nebyly schopny adaptovat, umiraji.

2. Log faze - Bunky jsou privyklé prostfedi a pripravené na déleni. Jejich pocet
exponencialné roste, dokud nejsou spotfebovany ziviny.

3. Stacionarni faze - Kvili vycerpani zivin se snizuje rychlost ristu bunék a mnoz-
stvi nové vzniklych a odumirajicich bakterii se vyrovnava. V prosttedi se hro-
madi metabolity.

4. Faze odumirani - Bakterie ztraci schopnost se délit. Po¢et mrtvych bunék
prevysuje pocet nové vzniklych. Celkové mnozstvi bakterii se snizuje.

log stupnice

érii —

r

Pocet bakt

Obréazek 1.5: Rustova kiivka bakterii [6]

Kdyz bakterie nejsou schopné reprodukce, odumiraji. Poc¢et bunéénych kolonii
lze urcit spocitanim bunék v daném objemu kultiva¢niho média nebo mérenim jeho
prusvitnosti [5] [6].



Kapitola 2

UV-VIS spektroskopie

Jednou z nejvyuzivanéjsich a nejstarsich fyzikalné-chemickou metodou je spek-
trometrie v ultrafialové a viditelné oblasti (UV-VIS). Tato metoda sleduje absorpci
elektromagnetického zéfeni v intervalu od 200 nm do 800 nm [3].

2.1 Spektrofotometrie

Schopnost molekul pohlcovat elektromagnetické zareni se vyziva k méreni kon-
centrace zredénych roztokii. Molekula miize existovat pouze v urc¢itych kvantovych
stavech liSicich se obsahem energie. Prejde-li molekula ze stavu s nizsi energii do stavu
s vyssi energii, musela absorbovat zareni o frekvenci, ktera odpovida rozdilu energii
mezi jednotlivymi stavy. Tomu odpovida Planckova podminka:

AE:EP—Eq:h~u:h~§ (2.1)

kde AFE je rozdil energii dvou stavii, p znaci excitovany stav, ¢ znaci zakladni stav.
h je Planckova konstanta, v frekvence zareni, ¢ rychlost svétla a A je vlnova délka [9].

K méreni absorbovaného zareni se pouzivaji tzv. absorpc¢ni spektrofotometry.
Na latku se vyzaii vstupni zafivy tok ®,su,, jehoz ¢ast je absorbovana vzorkem
(Pups). Zbyly zafivy tok @yysyp je pak zaznamenan na detektoru.

Vstupni zafivy tok Vystupni zarivy tok
(I)vstup (I)U?JStUP
Absorbovany
zarivy tok
(I)abs

Obrazek 2.1: Princip absorpc¢niho spektrofotometru
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2.1.1 Veliciny spektrofotometrie

Pro analyzu vlastnosti zkoumaného materialu se pak pouzivaji veli¢iny transmi-
tance, absorbance a opticka hustota.
Transmitance a absorbance

Transmitance neboli propustnost je podil vystupniho a vstupniho zarivého toku:

¢'U Stu,
—vystup (2.2)

T =
(I)Ustup

Absorbance je pak zadporny logaritmus tohoto podilu:

¢’U Stu, ®'US U,
A:—logT:—logq)yi:pzlogq) ttp (2.3)
vstup vystup

Opticka hustota

Absorbanci je nadfazen pojem opticka hustota znaceny OD z anglického optical
density. Je definovana stejné jako absorbance

(I)’Us U,
OD = log 2. (2.4)

(I)vystup

ale jeji vyznam je odlisny. Pokud zkoumanym vzorkem prochézi paprsek, jeho inten-
zita muze byt snizovana i dalsimi jevy kromé absorpce, napriklad rozptylem zareni
na velkych ¢asticich. Tedy OD nemé pifimou souvislost s absorpci a zahrnuje i dalsi
vlivy [10].

Lambert-Beeruv zdkon

Podle Lambert-Beerova zakona je hodnota absorbance pfi urcité vinové délce
primo umérna latkové koncentraci.

(b'l)S’LL
A=log M2 —¢.].c (2.5)

vystup

€ je absorpéni koeficient charakteristicky pro danou latku, 1 délka absorbujiciho
prostiedi [cm] a ¢ latkova koncentrace vzorku [mol - dm™3].
Jedna se o zakon, ktery je omezen urcéitymi podminkami:

« dopadajici zareni je monochromatické,
o mé&feny roztok je velmi ziedény ¢ < 1072 mol - [},

« absorbujici prostiedi se béhem méfeni nemeéni [3].
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2.2 UV-VIS spektrofotometr

Muzeme najit mnoho typu spektrofotometri, zakladni usporddani je vsak stejné

(Obréazek 2.2). Kazdy spektrofotometr se musi skladat ze

Zdroj svétla

zdroje zareni emitujiciho elektromagnetické zafeni v rozsahu 190 az 900 nm.
Vétsinou jde o dva zdroje zateni, jeden pro viditelnou oblast, druhy pro ultra-
fialovou oblast,

monochromaétoru, coz je zatizeni slouzici k ziskani zareni o jedné vinové délce.
Sklada se ze vstupni Stérbiny, disperzniho prvku (hranol nebo mfizka), vy-
stupni Stérbiny a pripadné z pomocné optiky (¢ocka ¢i zrcadlo). Poloha stérbin
je fixni. K dosazeni dané vlnové délky se pouziva disperzni prvek a pomocna
optika,

absorbujiciho prostredi (méfeny vzorek),

detektoru zareni, ktery pracuje na principu premény energie svételného zareni
na elektricky signal. Byvaji to fotodiody, fotoclanky, fotonasobice ¢i soustavy
fotodiod,

fidictho zafizeni (pocitac) [11].

Monochromator
i
[ )

I I Detektor
I Disperzni I
Vstupni prvek Vystupni \/zorek

Stérbina Stérbina

Obrazek 2.2: Schéma spektrofotometru na bazi monochromatoru

P1i pouziti této metody, je dilezité pouzivat nadoby, které nezkresli vysledek.

Pro méreni v UV oblasti se proto pouzivaji kyvety z kifemenného skla a pro méreni
v oblasti VIS sklenéné ¢i plastové kyvety. Metoda je dale pouzitelna pouze pro ana-
lyty schopné absorpce elektromagnetického zareni a pouze pro zredéné roztoky. Mala
koncentrace je dilezita, protoze pri vyssich koncentracich prestava byt absorbance
linedrné zavisla na mnozstvi latky v roztoku [12].






Kapitola 3

Oxid zinecCnaty

Oxid zinec¢naty je dilezity anorganicky material s mnoha vlastnostmi. Je zndm
jako polovodic¢ II-VI, jelikoz zinek je v periodické tabulce zarazen do druhé sku-
piny a kyslik do skupiny sesté. Vykazuje antibakterialni aktivitu a pouziva se jako
rustovy stimulator. M4 Siroké uplatnéni v oblasti optoelektroniky, farmacie, kosme-
tiky, potravinarstvi a zemédélstvi. Antibakterialni aktivita oxidu zinec¢natého byla
predmétem mnoha vyzkumi. Bylo zjisténo, Ze koncentrace, velikost a teplota pro-
stfedi ji mohou ovliviiovat [13].

Syntéza ZnO v nanorozmeérech vedla ke zkoumani jeho vyuziti jako nového an-
tibakteridlniho ¢inidla. Nanocastice oxidu zine¢natého maji kromé antibakterialnich
a antimykotickych vlastnosti i vysokou katalytickou a fotochemickou aktivitu. Ab-
sorbuji elektromagnetické zareni v oblasti UVA (A = 315-400 nm) a UVB (A = 280-
315 nm), coz je vyhodné pri antibakterialni reakci a pouziva se jako UV ochrana
v kosmetice [1]. Diky této vlastnosti je vhodny i pro zkouméni antibakteridlni akti-
vity UV-VIS spektroskopii, jelikoz svou vlastni absorpci neovlivni vysledky.

3.1 Velikost a tvar Oxidu Zinec¢natého

Pomoci nanotechnologii 1ze pripravit ZnO-NP. Tyto nanoc¢éstice jsou malé a pri-
tom maji velky povrch a diky tomu mohou vykazovat vyssi antibakterialni aktivitu
nez samotny oxid zinecnaty. Kviili tomu se v posledni dobé vénuje vétsi pozornost
vyzkumu interakci NP s mikroorganismy, které zaznamenaly mnohé antibakterialni
ucinky:.

Dilezitou a vyhodnou vlastnosti ZnO-NP je tzv. selektivni toxicita, tedy Ze se po-
vazuji za bezpecné antibakterialni ¢inidlo pro lidi a zvitata. Diky tomu maji potencidl
nahradit nékterd antibiotika [13].

ZnO-NP lze syntetizovat riznymi metodami a tak prizptisobit jejich vlast-
nosti pomoci velikosti a tvaru. Kazda nanostruktura ma specifické strukturni, op-
tické, elektrické a fyzikalné-chemické vlastnosti, coz umoznuje zajimavé aplikace.
Je mozné ziskat tvary jako jsou nanopruty, nanosféry, nanotrubicky, nanodratky,
spiraly, bubny, kvéty, hvézdy, mnohostény a jiné. Vysokou antibakterialni aktivitu
vykazovaly napf. struktury se sférickym povrchem [1].

13
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3.2 Antibakterialni aktivita nanocastic ZnO

Antibakteridlni aktivita je zndma jako ¢innost, kterou se ni¢i nebo potlacuje
rust bakterii. Je také popisovana jako funkce plochy povrchu, kterd je v kontaktu
s mikroorganismy. Na druhou stranu antibakterialni latky jsou léky se selektivni
koncentraci schopné poskodit nebo inhibovat rist bakterii a nejsou skodlivé pro
hostitele. Tyto slouc¢eniny ptisobi jako chemoterapeutika pro 1é¢bu nebo prevenci
bakteridlnich infekci. Antibakteridlni latka je povazovana za baktericidni, pokud
bakterie zabiji, nebo za bakteriostatickou, pokud inhibuje jejich rust [1].

Antibakteridlni aktivita ZnO-NP je sice spojena s fadou otazek, ale jeji presny
mechanismus neni zcela objasnén. V ramci spektra antibakteridlni aktivity totiz
existuji otazky, které vyzaduji hlubsi vysvétleni. V literature jsou uvadény tyto cha-
rakteristické mechanismy:

o primy kontakt nanocastic s bunéénymi sténami, coz vede k destrukei integrity
bakterialni bunky,

e uvoliiovani antimikrobialnich iontt, piedeviim ZnO?** iont,
« tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS).

Mechanismus toxicity se vSak lisi v riznych médiich, jelikoz kromé fyzikalné-chemickych
vlastnosti ZnO-NP se mtize ménit i druh rozpousténého Zn v zavislosti na slozkach
média [1] [13].

3.2.1 Morfologie ZnO

Mnohé studie zabyvajici se toxicitou ZnO uvadi, ze jeho antibakterialni aktivita
je ovlivnéna rtiznymi morfologiemi ZnO-NP.

Morfologie ZnO-NP je ddna rtiznymi podminkami syntézy. Pozadované struk-
tury ZnO-NP je mozné dosahnout fizenim parametrii, napt. rozpoustédla, fyzikalné-
chemickd nastaveni (teplota, pH) nebo tvarové usmeérnujici latky.

Zavislost toxicity na tvaru se vysvétluje procentem aktivnich faset nanocastic.
Diky syntéze a technice rustu se na NP nachazi mnoho aktivnich faset. Napriklad
sférické ZnO-NP maji prevazné (100) fasety a tyCinkové struktury (111) i (110)
fasety. Fasety (111) vykazuji vyssi antibakteridlni aktivitu. Timto faktorem anti-
bakterialni aktivity se ale zabyvalo jen nékolik studii. Navic rizné ZnO-NP s rtiznou
morfologii maji rizné typy aktivnich faset. Tento princip si proto vyzaduje dalsi
zkoumani. Tvar nanostruktur také ovliviuje proces internalizace, kdy napriklad sfé-
rické nanocastice ZnO pronikaji do bunécné stény hiire, nez tycinky a dratky. Dale se
predpoklada, ze podil polarnich povrchu (faset) vede k vétsimu mnozstvi kyslikovych
vakanci, které zvysuji tvorbu ROS [1].

3.2.2 Velikost a koncentrace

Za antibakterialni aktivitu ZnO-NP odpovida vyssi koncentrace a vétsi povrch
struktury. Nékolik studii uvadi, ze antibakterialni aktivita ZnO-NP je zavisla na ve-
likosti NP a zaroven tato zavislost, ze je ovlivnéna koncentraci NP. Mensi rozmeéry
NP umoznuji snadny prinik do bakteridlnich membran a tim zvysuji jejich ucin-
nost. Mnoho studii se také shodlo na tom,ze kontrola velikosti ZnO-NP je klicova
pro dosazeni nejlepsich bakteriocidnich t¢inkt a zaroven, ze mensi struktury, tedy
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struktury s vyssim specifickym povrchem, dosahuji nejlepsich vysledkii. Nékolik stu-
dif popisuje, Ze rozpousténi ionttt ZnO** je zodpovédné za toxicitu ZnO-NP. Toto
rozpousteéni je zavislé na velikosti NP. Dale bylo popséano, ze i vznik HyO,, téz prav-
dépodobné zodpovédného za toxicitu ZnO-NP, je zavisly na velikosti povrchu ZnO-
NP. Prace Padmavatyho a Vijayghavana popsala, ze ¢im vétsi je plocha povrchu
a vyssi pocet kyslikovych forem, tim NP ziskavaji vétsi toxicitu, coz ale bylo v roz-
poru s jinou praci, ktera nezjistila zadny vliv velikosti. Proto se zd4, Ze je nutna jista
shoda mezi velikosti NP, bakteriemi a koncentraci. Mnoho praci se shodlo na faktu,
ze aktivita ZnO-NP je nepiimo imeérna velikosti castic ale pfimo timérna jejich kon-
centraci. Zvysenim koncentrace se dosahuje vyssi bunééné smrti, jelikoz ZnO-NP
narusuje funkci mitochondrii, stimuluje tnik laktatdehydrogenazy a méni morfolo-
gii bunky [14] [1].

3.2.3 Povrchové defekty

Prestoze mé ZnO jednoduchy chemicky vzorec disponuje bohatou chemii de-
fekti, kterd obliviiuje jeho antibakteridlni aktivitu. Povrchy ZnO-NP obsahuji radu
hran a rohti, které jsou potencidlnimi reaktivnimi povrchovymi misty. Tyto defekty
silné ovliviuji antibakteridlni aktivitu ZnO [1]. Studie Padmavathyho a Vijayaragha-
vana predpoklada, ze toxicita ZnO-NP je zpusobena pravé tim, ze defekty jako jsou
hrany a rohy, které jsou dusledkom abrazivniho povrchu ZnO, poskozuji bunécné
membrany [15].

3.2.4 Fotokatalytické vlastnosti ZnO

Jelikoz je ZnO polovodic, vykazuje fotokatalytické vlastnosti. ZnO pohlcuje
elektromagnetické zareni (zejména pak UV zafeni) a zvysuje tak svou vodivost,
¢imz vyrazné aktivuje interakce mezi ZnO a bakterii. Jakozto polovodi¢ se ZnO
sklada z vodivostniho pasu, zakazaného pasu a valenéniho pasu. Dopadne-li na ZnO
foton s vyssi energii nez 3,3 eV, je absorbovan a elektrony se presouvaji z valenc-
niho do vodivostniho pasu. Ve valenénim péasu se tak vytvori kladné diry, zatimco
ve vodivostnim pasu vzniknou volné elektrony. To vede k radé fotoreakci. Kladné
diry jsou hlavnim oxidantem ve fotokatalytickém procesu, protoze diky nim vznikaji
reaktivni hydroxylové radikaly OH™. Elektrony z vodivostniho pasu naopak reaguji
s kyslikem, ktery se ddle redukuje na superoxidovy radikal ‘O, [16]. Oba vzniklé
radikaly hraji dilezitou roli v antibakterialni aktivité ZnO-NP.

3.3 Mozné mechanismy antibakterialni aktivity

Jak bylo zminéno vysSe, antibakterialni aktivité nanocastic oxidu zinecnatého
se pripisuje nékolik mechanismi, které budou popsany dale.

3.3.1 Tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS)

Mnoho studii uvadi jako hlavni mechanismus zodpovédny za antibakteridlni
aktivitu ZnO-NP tvorbu ROS a to pro jejich vysokou reaktivitu a oxida¢nim vlast-
nostem. Zjistilo se, ze vodni suspenze ZnO-NP produkuji jejich zvysené mnozstvi,
a pokud je ZnO exponovano UV zafenim, je toto mnozstvi jesté vétsi. Vznikajicimi
formami kysliku jsou:
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» superoxidovy aniont ‘O, ,
» peroxid vodiku H,0O,,
e a hydroxid OH .

Jejich toxicita je zaloZena na destrukei bunéénych slozek (lipidy, DNA, proteiny)
v dusledku jejich internalizace do bunééné membrany bakterii.

[1] Vznik vyjmenovanych ROS je vysvétlovan nasledujicim zpusobem. UV za-
feni a viditelné svétlo mize aktivovat ZnO s defekty a tak mohou vznikat pary
elektron-dira (e~h™). Diry dale $tépi molekuly HsO (ze suspenze ZnO) na OH~
a HT™ (Rovnice 3.1 a 3.2). Rozpusténé molekuly kysliku se méni na superoxidové
radikdlové anionty ‘O5 déle reagujici s H' za vzniku radikdli HO; (Rovnice 3.3
a 3.4). Ty pri nasledné srazce s elektrony vytvori anionty peroxidu vodiku HOj,
které potom reaguji s vodikovymi ionty za vzniku molekul H>Oy (Rovnice 3.5). Ty
mohou pronikat bunécnou sténou a zabijet bakterie.

ZnO +hy — e +h* (3.1)
h*t +H,0 — 'OH + H' (3.2)
e +0, — 0y (3.3)

‘0, + H" — HOy (3.4)
HO, + H" + ¢~ — H,0, (3.5)

Hydroxylové radikaly a superoxidy jsou zaporné nabité a tak nemohou pro-
niknout do bunécéné membrany a zustavaji v primém kontaktu s vnéjsim povrchem
bakterii. Naopak molekuly H,0, mohou proniknout skrz bunécénou sténu a to vede
k jejimu poSkozeni az zniceni, a tak je zapocata bunéfnd smrt [15].

Pti interakci ZnO-NP s bunéénou membranou s velkou pravdépodobnosti ziista-
vaji ¢astice pevné adsorbovany na povrchu zabitych/zbylych bakterii a blokuji dalsi
antibakterialni aktivitu. Jakmile se vsak ZnO-NP dostanou do ristového média dale
uvolnuji peroxidy a to vede k vyssi baktericidni ti¢innosti.

3.3.2 Uvolilovani Zine¢natych iontt ZnO?*

Dalsim z hlavnich navrhovanych mechanismt toxicity ZnO-NP je uvolnovani zi-
necnatych iont v prostfedi obsahujicim ZnO-NP a bakterie. ZnO*™ m4 vliv na inhi-
bici aktivniho transportu i na naruseni metabolismu aminokyselin a enzymového sys-
tému. Nékolik studif zjistilo, ze rozpousténi ZnO-NP na ZnO*" je zdvislé na velikosti
nanostruktur. Proto by bylo mozné upravovat toxicitu NP manipulaci s rychlosti
rozpousténi. Nékteré studie popisuji, Ze toxicita se vztahuje i k rozpustnosti ZnO?"
v médiu, proto mohou i nizké, dobie rozpustné koncentrace ZnO*" vyvolat u bak-
terii vysokou odezvu. Na druhou stranu viak byl piispévek ZnO?** k antimikrobidlni
¢innosti nékterymi védci oznacen za maly, kvili nizkym koncentracim solubilnich
forem Zn uvolnénych pri rozpousténi ZnO. Navic je tento mechanismus omezen pri-
rozenou vlastnosti ZnO a to stabilitou ve vodé. Nerozpustnost tak brani distribuci
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ZnO*" do prostfedi a tim omezuje toxicitu. Jelikoz k uvoliiovani ZnO*" dochdazi
praveé na povrchu nanocastic, mohl by byt i tento mechanismus toxicity ovlivnén je-
jich velikosti a tvarem. Bylo zjisténo, ze mechanismus uvolnovani zinecnatych ionti
zavisi na dvou hlavnich parametrech:

1. fyzikdlné-chemické vlastnosti ¢astic, véetné porovitosti, koncentrace, velikosti
castic a morfologie,

2. chemické slozeni média: pH, UV osvétleni, doba expozice, existence dalsich
prvka.

Jejich vliv vS8ak neni zcela objasnén a vyzaduje dalsi studie.

3.3.3 Dalsi mozné mechanismy

Jakmile jsou NP uvnitt bakterii, je tfeba pro dosazeni bakteriocidniho uc¢inku
inhibovat energeticky metabolismus. ZnO-NP jsou bakteriocidni, narusuji mem-
branu a zpusobuji jeji dysfunkei, v disledku ¢ehoz se internalizuji do bakterii. Veli-
kost c¢astic, chemické slozeni povrchu a defekty maji vyznamny vliv na internalizaci
ZnO-NP. Podle velké ¢asti védeu jsou zakladem interakce NP s bakteriemi dva me-
chenismy:

1. nadmérna tvorba ROS,

2. srazeni NP na vnéjsim povrchu bakterii; nebo shromazdovani v cytoplazma-
tické oblasti ¢i v periplazmatickém prostoru, coz vede k naruSeni bunécné
aktivity a naslednému naruseni a poruse membran.

ZnO-NP obsahuji ve vodni suspenzi kladny naboj, coz je prihodné, jelikoz celkovy
naboj bakterii je zaporny. Mezi NP a bakterialnim povrchem tak vzniké silné vazba
diky elektrostatickym silam [1]. Diky interakci mezi ZnO-NP a bakterii dochézi
k dezorganizaci bunécné stény a internalizaci NP do bunék. Zménéna morfologie
bunky pak vede k tniku intracelularniho obsahu. Zarovén diky naruseni membrany
a tim jeji zvysSené propustnosti se mohou ZnO-NP shromazdovat uvniti membrany
a dale pronikat do cytoplazmy [17].

Dalsim faktorem ovliviiujicim mechanismy antibakterialni aktivity ZnO-NP je je-
jich abrazivni povrchova struktura. Tato vlastnost je pripisovana povrchovym de-
fektim NP, jako jsou rohy, hrany a chemické defekty. Abrazivni vlastnost ZnO-NP
ma zasadni vliv na aktivitu pfi mechanickém poskozeni bunécné stény.

O podrobnych mechanismech antibakterialni aktivity nanocéastic ZnO se sice
vedou diskuze, ale je tfeba je dale zkoumat. Literatura vsak uvadi tfi nejcastéjsi
prijimané mechanismy:

1. Vychytavani kovovych iontt (translokace a internalizace ¢astic) do bunék s na-
slednym vycerpanim bunécné produkce ATP a narusenim replikace DNA,

2. tvorba ROS z oxidt a iontil kovli v NP s naslednym oxida¢nim poskozenim
bunécénych struktur,

3. Zmény propustnosti bakteridlni membrany (postupné uvolnovéani lipopolysa-
charidi, membranovych proteini a intracelularnich faktoru) a rozptyl proto-
nové hybné sily v disledku akumulace a rozpousténi NP v membréané.
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Veskeré uvedené mechanismy jsou znazornény na obrazku 3.1 [1].
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Obrazek 3.1: a) internalizace NP do buriky, translokace. NP pronikaji otvory, jamkami
nebo vystupky v bunééné sténé. b) Schematické zndzornéni zhroucené burky ukazujici
naruseni bunécné stény a vytlaceni cytoplazmatického obsahu. c¢) Bakteridlni burika vy-
kazujici vyznamné zmény ve slozeni obalu (mirné invaginace a ztlusténi bunééné stény)
a vytlacovani cytoplazmy. d) Pravdépodobné mechanismy zahrnuji nasledujici: pfijem
kovovych iontti do bunék; intracelularni vycerpani a narusSeni replikace DNA; uvolnéni
kovovych ionti a ROS; akumulace a rozpousténi NP v bakteridlni membréné [1].

3.4 Antibakterialni aktivita proti bakteriim F. coli
a S. aureus

Mnohé studie ukazuji, ze pti kontaktu ZnO-NP s FE. coli, NP interaguji s jeji
bunécénou sténou a dochéazi k jejimu znacénému poskozeni a tim i ke kolapsu bu-
nécné stény, coz vede ke smrti bunky [1]. Ruzné studie také uvadi, Ze i proti bak-
terii S. aureus maji ZnO a jeho nanocastice dobré antibakterialni ucinky. Soder-
berg et al. (1990) ukazali, ze 179 a 1790 ug/ml ZnO m4 jasny antibakteridlni acinek.
Déle Liu et al. (2009) ukazali, ze koncentrace 3 mmol/l ZnO-NP mohou inhibovat
rust E. coli a koncentrace 12 mmol/1 uz rust zcela inhibuje [13]. Zejména pak u bak-
terie F. coli bylo zjisténo, ze pti vétsich velikostech NP 1ucinek neni tak veliky jako
u ¢astic mensich [14].



Cast II

Experimentalni cast

19






Kapitola 4

Metody a materialy

Ke studiu antibakterialnich uc¢inkt oxidu zinecnatého byly pouzity dvé me-
tody. Nejprve UV-VIS spektroskopie, k obecnému zjisténi vlivu koncentraci ZnO-NP
na rustovou kiivku bakterii a dale za pomoci bioreaktori byly zkoumany dalsi vlivy
prostredi.

4.1 Materialy

Pouzité bakterie

Jak bylo zminéno vyse, byly pouzity dvé bakterie kazd4 jako zastupce jedné
bakterialni skupiny. Z gram-negativnich bakterii byla vybrana Escherichia coli, bak-
terialni kmen ¢islo CCM 3954. Zastupcem gram-negativnich bakterii byla bakterie
Staphylococcus aureus, bakterialni kmen c¢islo CCM 3953.

Nanocastice

Ke zkoumani antibakteridlni aktivity oxidu zine¢natého byl vyuzit praskovy
7m0 od spolecnosti US Research Nanomaterials, Houston, USA s ¢istotou vzorku
99,9 % a velikost{ ¢astic 10 um.

4.2 Metody

4.2.1 Priprava vzorkt
Kultivacni média

Jako kultiva¢ni médium byl pouzit Mueller-Hintontiv bujon (MHB) a Mueller-
Hintontv agar (MHA). Jeden litr MHB obsahuje:

e 2 g hovéziho extraktu,
e 17,5 g hydrolyzatu kaseinu (mlé¢ny protein),
e 1,5 g skrobu.

MHA ma stejné slozeni jako MHB s tim rozdilem, ze navic do 1 1 vody pridame
17 g agarové substance, kterd zpusobi, ze MHA m4 konzistenci zelé [6]. Pro nasledné
pouziti MHA ke kultivaci bakterii byly vyuzity Sesticentimetrové Petriho misky,
kazda s 10 ml MHA.
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Priprava ZnO

Prvotni roztok ZnO byl pfipraven smichanim 20 mg praskového ZnO a 20 ml vody,
¢imz vznikla koncentrace 1 mg/ml. Tento roztok byl ddle homogenizovan pomoci ul-
trazvuku po dobu 30 minut a sterilizovin pomoci autoklavu. Potfebna koncentrace
byla vzdy dosazena redénim.

4.2.2 UV-VIS spektroskopie

Ke ¢teni optické hustoty vzorki byla pouzita kompaktni absorpéni ¢tecka na bazi
monochrométoru: Epoch™ 2 Microplate Spectrophotometer (obréazek 4.1).

Obrazek 4.1: Epoch™ 2 Microplate Spectrophotometer

Vzorky (vzdy v triplikdtech) byly sledoviany po dobu 20 hodin s nésledujicim
nastavenim :

teplota prostredi 37 °C,
o promichani double orbital vzdy pfed mérenim,

« interval méreni 30 minut,

A =600 nm,
e A =2850 nm,

¢ tma
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Priprava vzorkt na mikrotitracni desku

Jako vychozi koncentrace bakterii pro zkoumani vlivu koncentrace ZnO pri-
tomného v roztoku s bakteriemi, byla vzdy pripravena zkumavka se 4,5 ml MHB,
do které byla postupné pridavana dana bakterie z rozmrazeného koncentratu, do-
kud vzorek nemél turbiditu 1, 0 méfrenou podle McFarlandova standardu. Konkrétné
pro E. coli bylo potteba pridat 910 ul a pro bakterii S. aureus 770 pl. Tato vychozi
koncentrace byla oznacéena jako 10°. Dale byly podle matice vzorkii na obrazku 4.2
pripraveny vSechny vzorky pro mikrotitracni desticku formatu 12x8 jamek.

I O|mim Qo0 | m| >

S. aureus -3 S. aureus -4 E. coli-3 E. coli-4

Obrazek 4.2: Matice vzork mikrotitracni desky; -3 resp. -4 znaci koncentraci bakterie
10~3resp.10™%; Pismena A-H znad¢i dany typ vzorku (viz tabulka na obr. 4.3)

Roztok ZnO Bakterlelxlrlvro'ztok Vysledna koncentrace
v koncentraci (ug/ml): kon\;:)r:fraucsix/IHB ZnO0 v roztoku (pg/ml)
A 1024 + bakterie -> 512
B 512 + bakterie -> 256
C 256 + bakterie -> 128
D 128 + bakterie -> 64
E 64 + bakterie -> 32
F 32 + bakterie -> 16
G 0 + bakterie -> 0
H 0 + MHB -> 0
50 pl + 50 pl > 100ul

Obrazek 4.3: Tabulka koncentraci vzorku mikrotitra¢ni desky

Nejprve byly pomoci fedéni pripraveny pozadované koncentrace bakterii v kon-
centra¢nim spadu 10°— > 1071— > 1072~ > 1073~ > 10~ , podle obrazku 4.4.

Dale byly pripraveny pozadované koncentrace prostiedi se ZnO. Jelikoz bylo
treba pripravit vzdy poloviéni koncentraci nez byla koncentrace predchozi, fedilo
se v poméru 1 : 1, predchozi roztok : dH5O.

Nakonec se do mikrotitracni desky dalo do kazdé jamky 50 wpl roztoku ZnO
v koncentraci podle daného tadku a 50 ul roztoku bakterie v koncentraci podle
dané oblasti. Podle tabulky na obrazku 4.3 mtizeme vidét, ze v fadku A byly vzorky
s koncentraci ZnO 512 pl/ml, v fadku B koncentrace poloviéni a tak az do fadku F.
V radku G a H byl misto ZnO pouze MHB. Bakterie pak byly pridany vzdy do po-
zadované oblasti s vyjimkou fadku H, kde byl pouze samotny MHB (viz obr. 4.3).
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0,5 ml
predchoziho
vzorku

Judud

Vychozi vzorek

0,5 ml
predchoziho
vzorku

4,5 ml MHB

0,5 ml 0,5 ml
predchoziho predchoziho
vzorku vzorku

4,5 ml MHB 4,5 ml MHB 4,5 ml MHB

Obrézek 4.4: Redéni bakterialnich roztokt v poméru 1:10

Konkrétné tedy S. aureus byl v koncentraci 1072 ve sloupcich 1-3, v koncentraci
10~* ve sloupcich 4-6 a E. coli byla v koncentraci 102 ve sloupcich 7-9 a v koncen-
traci 10™* ve sloupcich 10-12 (viz obr. 4.2). Kazdy typ vzorku byl tedy pfipraven

jako triplikat.
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4.3 Bioreaktor

Pro studium vlivu prostredi na antibakteridlni aktivitu ZnO-NP byl pouzit
osobni bioreaktor RT'S-1C spole¢nosti BioSan (obrazek 4.5).

Obrazek 4.5: Osobni reaktor RTS-1C, Biosan

Pomoci bioreaktoru byla ¢tena opticka hustota vzorkt po dobu 20 hodin s na-
slednym nastavenim:

e interval méreni 10 minut,

e 2000 otacek za minutu (1 s vpravo, 1 s vlevo),
o teplota 37 °C,

e A =850 nm.

4.3.1 Priprava vzorku

Za pomoci bioreaktorii byly provedeny ¢tyfi rizné experimenty. Byl blize pro-
zkoumén vliv koncentrace ZnO-NP na antibakterialni aktivitu vici E.coli, dale byl
zkouman vliv svétla a vliv UV zareni na toxicitu ZnO-NP vici obéma bakteriim
(E. coli, S. aureus). Vychozi koncentrace bakterii byla pripravena stejnym zpuso-
bem jako u pfedchoziho experimentu, tedy tak, Ze koncentrace bakterii 10° byla
takova koncentrace ve 4,5 ml MHB, Ze roztok mél turbiditu 1,0 mérenou podle Mc-
Farlandova standardu. Redéni roztoku bakterif probihalo stejnym zptisobem, jako v
minulém experimentu. Do bioreaktorti byl vzdy pripraven vzorek o objemu 21 ml.
Koncentrace bakterif 107% ve vzorku bylo dosaZeno tak, Ze byly do 18 ml MHB
pfiddny 2 ml roztoku bakterie v koncentraci 103, &mz vznikla pozadovana koncen-
trace 10~%. Dale byl vzdy do roztoku piiddn 1 ml dH>O v piipadé reference nebo
roztoku ZnO-NP v ptipadé zkoumaného vzorku.
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Ruzné koncentrace E.coli

V tomto experimentu byly pripraveny ¢tyti zkumavky pro ¢tyri bioreaktory. V
jedné byl referenc¢ni roztok s bakterii a v ostatnich vzdy rizna koncentrace ZnO-NP.
Konkrétneé:

e Do prvni zkumavky (20 ml roztoku bakterie v koncentraci 10~%) byl pii-
dédn 1 ml prvotniho roztoku ZnO-NP (1 mg/ml), ¢imz vznikla koncentrace
512 pg/ml

e do druhé zkumavky bylo pridano 250 ul prvnotniho roztoku ZnO-NP

a 750 pl dH50, ¢imz vznikla koncentrace 128 pg/ml

e do treti zkumavky bylo pridano 125 pl prvnotniho roztoku ZnO-NP

a 875 ul dH>O, ¢imz vznikla koncentrace 64 pg/mil.

o do ¢tvrté zkumavky byla priddna pouze d H>O, a byla oznacena jako referencni.

Vliv svétla

Vliv svétla na antibakteridlni aktivitu byl zkouman nejprve s bakterii E. coli
a poté i s bakterii S. aureus. Byly tedy pripraveny dva shodné experimenty, kazdy
s jinou bakterii. V tomto experimentu byly pripraveny ¢tyti zkumavky pro ¢tyti
bioreaktory. Dvé referen¢ni zkumavky, jedna pro tmu, jedna pro svétlo, a dveé se ZnO-
NP v koncentraci 512 pg/ml., opét jedna pro tmu a jedna pro svétlo. VSechny vzorky
byly ptripraveny obdobnym zptisobem jako u predchoziho experimentu. Bakterie byly
osvetlovany bilym LED svétlem, které mélo spektrum zobrazené na obrazku 4.6.
Charakteristika byla namérena pristrojem Spekol.

o
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Obrazek 4.6: Charakteristika spektra LED svétla
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4.4 Kultivace bakterii v Petriho miskach

Soucasti sledovani antibakteridlni aktivity ZnO-NP v rdmci experimentu za po-
uziti bioreaktoru bylo konkrétni zjisténi koncentrace kolonie formujicich jednotek
(CFU) ve vzorku. CFU bylo zjisténo kultivaci bakterii v Sesticentimetrovych Pe-
triho miskach na MHA. Podle potfeby byl vzorek fedén v koncentrac¢nim spadu

10— > 1071 — > 1072— > ... — > 107% a to za pomoci mikrozkumavek eppen-
dorf podle schématu na obrazku 4.7.

0,1 ml
predchoziho
vzorku

0,1 ml
pfedchoziho
vzorku

0,1 ml
predchoziho
vzorku

0,1 ml
pfedchoziho
vzorku

Vychozi vzorek 0,9 ml 0,9 ml 0,9 mi 0,9 ml )
fyziologického fyziologického fyziologického fyziologického
roztoku roztoku roztoku roztoku

Obrazek 4.7: Schéma fedéni vzorku pomoci mikrozkumavek eppendorf

Nakonec bylo z kazdého vzorku ddno na samostatnou Petriho misku 0,5 ml
roztoku, ktery byl rovnomérné roztiepan po misce, chvili ponechdn v laminarnim
boxu, aby uschnul, a pfesunut do inkubatoru. Tam byl pfi teploté 37 °C ponechan
po 24 h. Po této dobé byly bakterie spocitany rucéné (E. coli i S. aureus) nebo
za pomoci pocitacky (S. aureus) (obr. 4.8). U E. coli pfesnost pocitacky neni vysoka

jelikoz jeji kolonie nemaji jasnou hranici na rozdil od Staphylococca, jehoz kolonie
jsou jasné ohranicené kruhy.

Obrazek 4.8: Pocitacka kolonif






Kapitola 5

Vysledky

5.1 UV-VIS spektroskopie

5.1.1 FEscherichia coli

Obrazky 5.2 az 5.5 zobrazuji grafy OD bak-
terie F. coli v case. Vlevo je realné opticka hus-
tota a vpravo relativni opticka hustota, kde jsou
vsechny pocatecni OD sjednoceny tak, aby byl
odstranén vliv koncentrace ZnO-NP na vysledek.
Obrazek 5.1 ukazuje legendu ke zminénym gra-
fam.

Mizeme vidét, ze podle ocekavani se zvy-
Suje antibakteridlni ucéinek ZnO-NP se zvysu-
jici se koncentraci jeho NP. Koncentrace nizsi
nez 64 pg/ml vsak nemdji uz zadny ucinek
a u koncentrace 128 ug/ml je toxicita ZnO-NP

512 pug/ml
256 j1g/ml
128 j1g/ml
64 jg/ml
32 p1g/ml
16 pg/ml

0 pg/ml
bez bakterii

Obrazek 5.1: Ledenda ke grafiim
oD

tak mald, Ze je-az zanedbatelnd. Oproti tomu koncentrace 512 pg/ml vykazuje dobré

antibakterialni ac¢inky:.
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Obrazek 5.2: Vyvoj optické hustoty roztokd E. coli v koncentraci 1073 v ¢ase, vlnova
délka 600 nm, vlevo graf skutecnych hodnot OD, vpravo relativni OD
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Obrazek 5.3: Vyvoj optické hustoty roztoktt E. coli v koncentraci 1073 v ¢ase, vlnova
délka 850 nm, vlevo graf skutecnych hodnot OD, vpravo relativni OD
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Obrazek 5.4: Vyvoj optické hustoty roztokilE. coli v koncentraci 10~ v ¢ase, vlnova
délka 600 nm, vlevo graf skutecnych hodnot OD, vpravo relativni OD
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Obrazek 5.5: Vyvoj optické hustoty roztoki E. coli v koncentraci 10™* v ¢ase, vInova
délka 850 nm, vlevo graf skutecnych hodnot OD, vpravo relativni OD
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5.1.2 Staphylococcus aureus

Obréazky 5.7 az 5.10 zobrazuji grafy OD
bakterie S. aureus v case. Vlevo je redlna op-
tickd hustota a vpravo relativni optickd hus-
tota, kde jsou vSechny pocatecni OD nastaveny
na nulu tak, aby byl odstranén vliv koncentrace
ZnO-NP na vysledek. Obrazek 5.6 ukazuje le-
gendu ke zminénym graftim.

Z grafi je na prvni pohled jasné, ze ZnO-
NP maji na bakterii S. aureus lepsi antibakte-
ridlni Uc¢inek nez na bakterii E. coli. Jiz nizsi
koncentrace vykazuji toxicitu vici této bakte-
rii. Téz podle ocekavani se antibakterialni ci-

512 pg/ml
256 j1g/ml
128 pg/ml
64 j1g/ml
32 jug/ml
16 pg/mi

0 peg/ml
bez bakterii

Obrazek 5.6: Ledenda ke grafiim

OD

nek zvysuje s koncentraci. Nizs{ koncentrace ZnO-NP, tedy 16 ug/ml, 32 ug/ml
a 64 pg/ml, rust bakterii pouze zpomaluji, ale vys$i koncentrace, konkrétné
128 pug/ml, 256 pg/ml a 512 pg/ml rust bakterii v podstaté zastavuji.
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Obrazek 5.7: Vivoj optické hustoty roztokii bakterie S. aureus v koncentraci 1072 v ¢ase,
vinova délka 600 nm, vlevo graf skuteénych hodnot OD, vpravo relativni OD
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Obrazek 5.8: Vivoj optické hustoty roztokii bakterie S. aureus v koncentraci 1072 v ¢ase,
vinova délka 850 nm, vlevo graf skuteénych hodnot OD, vpravo relativni OD
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Obrazek 5.9: Vivoj optické hustoty roztokii bakterie S. aureus v koncentraci 10™* v ¢ase,
vlnova délka 600 nm, vlevo graf skutec¢nych hodnot OD, vpravo relativni OD
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Obrazek 5.10: Vyvoj optické hustoty roztokti bakterie S. aureus v koncentraci 10~%
v Case, vinova délka 850 nm, vlevo graf skutecnych hodnot OD, vpravo relativni OD

S e

5.1.3 Srovnani Gc¢inku na obé bakterie

U obou bakterii se antibakteridlni i¢inek ZnO-NP se zvysujici koncentraci zvy-
suje. U E. coli je ale toxicita zasadné mensi. Mizeme vidét, Ze ani nejvyssi koncen-
trace rust bakterii nezastavila zcela a naopak nejnizsi koncentrace nemély na rust
bakterie zadny vliv. Mize to byt zptisobeno tim, ze velikost ZnO-NP je pro bakterii
E. coli jesté prilis velké. Podle studie Chao Wang a spol. [13] by mély mit ZnO-NP
na E. coli znicujici uc¢inek jiz po nékolika hodinach, coz je v rozporu s vysledky
této prace. Rozdil je v tom, Ze ve zminéné studii byly nanocastice 140x mensi nez
v této praci. Konkrétné tato prace pouzivala NP o rozmérech 10 um, zatimco NP
ve zminéné studii mély velikost 70 nm, tedy o vice nez dva fady méné. Toto zjisSténi
souhlasi s tvrzenim, ze ¢im mensi velikost NP, tim lepsi antibakteridlni ucinek [14].

Rozdilny tc¢inek ZnO-NP o stejné velikosti na bakterie E. coli a S. aureus mu-
zeme pripisovat rozdilnému slozeni bunécnych stén bakterii (viz. kapitola 1).
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5.2 Bioreaktor

5.2.1 FEscherichia coli - koncentrace

Jiz podle vysledkii z experimentu provedeného za pomoci UV-VIS spektrofo-
tometru bylo zjisténo, ze ZnO-NP v mikro rozmérech nemaji na E. coli prilis velky
ucinek. Za pomoci bioreaktorti byly zkoumény koncentrace ZnO-NP s nejzajimavéj-
sim tuc¢inkem za icelem blizstho prozkoumani za pomoci stanoveni konkrétni hodnoty
CFU v daném vzorku po 24hodinové inkubaci v Petriho miskach. Tyto koncentrace
byly: 512 pg/ml, 128 pg/ml a 64 pg/ml.

Na obrazku 5.11 mizeme vidét vlevo redlnou OD vzorkii a na pravo relativni
hodnotu OD po sjednoceni poc¢atecni OD vzorku. Obréazky 5.12 az 5.15 pak ukazuji
Petriho misky po 24hodinové inkubaci vzorka.

Miuizeme vidét, ze grafy koresponduji s vysledky experimentu za pomoci UV-
VIS spektroskopie, tedy zZe se zvysujici se koncentraci ZnO-NP roste i jejich tucinek,
avsak ani nejvyssi koncentrace nezastavuje rust bakterii zcela.

Tabulka 5.1 ukazuje konkrétni pocty kolonii jednotlivych vzorki po 24hodinové
inkubaci a uc¢inek ZnO-NP v procentech vuci referenénimu vzorku bez ZnO-NP.
Jak jiz bylo zminéno vyse, antibakteriani uc¢inek neni veliky. Nedoslo ke sniZeni
poctu bakterii ani o jeden Tad a ani nejvyssi koncentrace ZnO-NP nesnizila pocet
kolonii o vice jak polovinu. Jak bylo diskutovano vyse, pricinou je pravdépodobné
velikost nanocéstic.

E. coli

512 ug/ml 512 ug/ml
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Obrazek 5.11: Vyvoj optické hustoty roztoki bakterie E. coli v koncentraci 10~ a ZnO-

NP v case, koncentrace ZnO-NP v jednotlivych vzorcich jsou uvedeny v legendé, vinova
délka 850 nm, vlevo graf skutecnych hodnot OD, vpravo relativni OD

Pocéty kolonii

| Koncentrace ZnO (pg/ml) | Koncentrace (CFU/ml) | Procent z reference

64 1,88 10° 76,11
128 1,75 - 10° 70,85
512 1,62 -10° 65, 59
0 2,47 - 10° 100

Tabulka 5.1: tabulka koncentraci bakterii v jednotlivych vzorcich a procentudlniho sni-
Zeni oproti referenci
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1076 107
740 114

Obrazek 5.12: Kolonie bakterie F. coli po 24hodinové inkubaci; koncentrace ZnO-NP -
64 pg/ml; pouzité fedéni pivodniho vzorku z bioreaktoru je 1076 vlevo a 10~7 vpravo;
vlevo dole pocet kolonii ve vzorku

106 1077
612 114

Obrazek 5.13: Kolonie bakterie E. coli po 24hodinové inkubaci; koncentrace ZnO-NP -
128 pg/ml; pouzité fedéni ptivodniho vzorku z bioreaktoru je 1076 vlevo a 10~7 vpravo;
vlevo dole pocet kolonii ve vzorku

10°¢ 1077
607 101
Obrazek 5.14: Kolonie bakterie F. coli po 24hodinové inkubaci; koncentrace ZnO-NP -

512 pg/ml; pouzité fedéni pivodniho vzorku z bioreaktoru je 107 vlevo a 10~7 vpravo;
vlevo dole pocet kolonii ve vzorku

Reference

Obrazek 5.15: Kolonie bakterie E. coli po 24hodinové inkubaci; vzorek bez ZnO-NP;
pouzité fedéni piivodniho vzorku z bioreaktoru je 1076 vlevo a 10~7 vpravo; vlevo dole
pocet kolonii ve vzorku
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5.2.2 Vliv viditelného svétla

Vliv viditelného bilého svétla na antibakteridlni aktivitu ZnO-NP byl zkouman
na obou bakteriich (tj. E. coli a S. aureus). Byl vzdy jeden vzorek referencni, tedy
bez ZnO-NP, a jeden se ZnO-NP o koncentraci 512 pug/ml.

FEscherichia coli

Obréazek 5.16 ukazuje hodnotu OD vsech ¢tyt vzorkitl v case. Muzeme vidét,
ze hodnota OD vzorku se ZnO-NP je v obou pripadech mensi nez OD vzorku re-
ferencniho, coz souhlasi s predchozim zjisténim. V obou piipadech (svétlo, tma)
ZnO-NP zpomaluji rust bakterii, avSsak u vzorku ve tmé tento ucinek slabne s casem
mnohem vice, nez u vzorku, ktery je osvétlovan.

Obrazky 5.17 az 5.20 ukazuji stav vzorku po 24hodinové inkubaci, v obrazcich
jsou uvedeny konktrétni poc¢ty kolonii na misce. Z téchto vysledki je déle vypoctena
koncentrace bakterii v celém vzorku, ktera je zobrazena v tabulce 5.2.

Je obecné znamo, ze vétsiné mikroorganismu se lépe daii ve tmé, proto neni
prekvapujici, Ze koncentrace bakterii u referenci se lisi, avsak podle OD miizeme
také Tici, ze je to zpusobeno tim, ze bakterie ve vzorku jiz presly ze stacionarni faze
do faze odumirani.

Z tabulky 5.2 i z grafi na obrazku 5.16 je zfejmé, ze svétlo podporuje anti-
bakteridlni aktivitu ZnO-NP. Sice stale nejde o snizeni poc¢tu bakterii v ramci rad,
ale na svétle byla koncentrace bakterii ve vzorku se ZnO-NP sniZzena na 32,14 %
koncentrace vzorku referencniho. U vzorku ve tmé to bylo pouze 88,71 % .

E. coli E. coli, relativni

Tma - ZnO
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Obrazek 5.16: Vyvoj optické hustoty roztokii bakterie E. coli v koncentraci 10™* v case,
Koncentrace ZnO ve vzorcich se ZnO je 512 pg/ml, vlnova délka 850 nm, vlevo graf
skutecnych hodnot OD, vpravo relativni OD

| Vzorek | Koncentrace (CFU/ml) | % |

Svétlo - ZnO-NP | 0,814 - 10° 25,52
Svétlo - reference | 2,533 - 10° 79, 40
Tma - ZnO-NP 2,83 -10° 88,71
Tma - reference | 3,19 -10° 100

Tabulka 5.2: tabulka koncentraci bakterii v jednotlivych vzorcich; % vzhledem ke vzorku
tma - reference;
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107 108
169 15

Obrazek 5.17: Kolonie bakterie E. coli po 24hodinové inkubaci; Reference pro tmu;
bez ZnO-NP:; pouzité fedéni ptivodniho vzorku z bioreaktoru je 10~7 vlevo a 10~8 vpravo;
vlevo dole pocet kolonii ve vzorku

Pocty kolonii

123

Obrazek 5.18: Kolonie bakterie E. coli po 24hodinové inkubaci; Tma; Koncentrace ZnO-
NP 512 j1g/ml; pouzité fedéni ptivodniho vzorku z bioreaktoru je 107 vlevo a 10~8 vpravo;
vlevo dole pocet kolonii ve vzorku

1077 10
50 138

Obrazek 5.19: Kolonie bakterie E. coli po 24hodinové inkubaci; Reference pro svétlo;
bez ZnO-NP; pouzité fedéni ptivodniho vzorku z bioreaktoru je 107 vlevo, 10~7 uprostied
a 10~ vpravo; vlevo dole pocet kolonif ve vzorku

10°° 1077
364 45

Obrazek 5.20: Kolonie bakterie E. coli po 24hodinové inkubaci; Svétlo; Koncentrace
ZnO-NP 512 pg/ml; pouzité fedéni piivodniho vzorku z bioreaktoru je 1076 vlevo a 10~7
vpravo; vlevo dole pocet kolonii ve vzorku
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Staphylococcus aureus

Obrézek 5.21 ukazuje OD vsSech ¢tyt vzorkl v ¢ase. Stoji za povsSimnuti, zZe riist
bakterie S. aureus je vice ovlivnén zménou prostredi, co se tyce svétla, nez E. coli.
Graf téz potvrzuje predchozi zjisténi, ze ZnO-NP o koncentraci 512 pg/ml maji
zasadni vliv na rist této bakterie. Obrazky 5.22 az 5.25 ukazuji kolonie po 24hodi-
nové inkubaci. V obréazcich jsou uvedeny konkrétni pocty kolonii v daném vzorku.
7 téchto poctl je odvozena koncentrace bakterii ve vzorku, kterd je zapsana v ta-
bulce 5.3. Jak jiz bylo zminéno i v tomto pripadé se projevila zavislost riistu bakterii
na svétle. Koncentrace kolonii ve vzorku, ktery byl vystaven zareni je témér polo-
vicni. Antibakterialni aktivita ZnO-NP v zavislosti na elektromagnetickém zafeni
je ale v pripadé Staphylococca zajimavejsi. Ve vzorku, ktery byl ve tmé byl pocet
bakterii diky pritomnosti ZnO-NP snizen o 6 fadi. To je samo o sobé uz dobry
vysledek. Ve vzorku vystaveném zateni vsak za pritomnosti ZnO-NP nebyla jedind

kolonie.

E. coli, relativni
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Tma - ZnO

Svétlo - ZnO
Tma - reference
Svétlo - reference
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Obrazek 5.21: Vyvoj optické hustoty roztokti bakterie S. aureus v koncentraci 10~4
v ¢ase; Koncentrace ZnO ve vzorcich se ZnO je 512 ug/ml, vinova délka 850 nm, vlevo
graf skute¢nych hodnot OD, vpravo relativni OD

Pocty kolonii

| Vzorek | Koncentrace (CFU/ml) | % | R-value |
Svetlo - ZnO-NP | 0 0 —
Svétlo - reference | 0,713 - 10° 53,21 —0,274
Tma - ZnO-NP | 1,66 - 103 0,000123 | —5,91
Tma - reference | 1,34 -10° 100 0

Tabulka 5.3: tabulka koncentraci bakterii v jednotlivych vzorcich;% vzhledem ke vzorku
tma - reference; R-value = log(c%), C - zkouman4 koncentrace, Cy - referencn{ koncentrace
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1076 107
243 47

Obrazek 5.22: Kolonie bakterie S.aureus po 24hodinové inkubaci; Reference pro svétlo;
bez ZnO-NP; pouzité fedéni ptivodniho vzorku z bioreaktoru je 1076 vlevo a 10~7 vpravo;
vlevo dole pocet kolonii ve vzorku

Obrazek 5.23: Kolonie bakterie S.aureus po 24hodinové inkubaci; Svétlo; Koncentrace
ZnO-NP 512 ug/ml; pouzité fedéni piivodniho vzorku z bioreaktoru je 107!; vlevo dole
pocet kolonii ve vzorku

106 1077
569 77

Obrazek 5.24: Kolonie bakterie S.aureus po 24hodinové inkubaci; Reference pro tmu;
bez ZnO-NP; pouzité fedéni ptivodniho vzorku z bioreaktoru je 1076 vlevo a 10~7 vpravo;
vlevo dole pocet kolonii ve vzorku

107! 102
86 8

Obrazek 5.25: Kolonie bakterie S.aureus po 24hodinové inkubaci; Tma; Koncentrace
ZnO-NP 512 pg/ml; pouzité fedéni pitvodniho vzorku z bioreaktoru je 10~! vlevo a 1072
vpravo; vlevo dole pocet kolonii ve vzorku
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Srovnani Gc¢inku na obé bakterie

V obou pripadech svétlo zvysilo antibakterialni aktivitu ZnO-NP. Tento jev
je prisuzovan fotokatalytickym vlastnostem ZnO, které mé diky tomu, ze se jedna
o polovodi¢. U E. coli doslo ke zlepseni antibakterialniho tuc¢inku ze snizeni CFU
011,29 % na 67, 86 %, tedy tc¢inek ZnO-NP se zlepsil Sest krat. Pro bakterii S. aureus
byl tc¢inek ZnO-NP za pritomnosti svétla smrtici.






Z.aver

Mnoho praci se v dnesni dobé zabyva antibakterialnimi ac¢inky kovovych nano-
¢astic a predevsim jak dosdhnout nejlepsich vysledkt u patogennich bakterii. ZnO-
NP se daji vyuzit k oSetfeni potravinovych obali ¢i jako soucast fotokatalyticky
aktivniho transparentniho natéru aplikovatelného predevsim na barevné fasady by-
tovych domit. Nejenze diky své toxicité muze zabranit mnozeni mikroorganismi, ale
téz diky fotokatalytickym vlastnostem miize slouzit jako ochrana pred UV zarenim
(jiz vyuzivano v kosmetice). Z provedenych vyzkumi vyplyvé, Ze nanocastice oxidu
zine¢natého maji potencial nahradit u lidi i zvirat bézna antibiotika. AvsSak je jesté
treba dale studovat antibakterialni uc¢inky, bezpecnost a podrobné mechanismy an-
tibakterialniho ptisobeni ZnO-NP rtiznych velikosti a tvart nez, se tak stane.

Prace potvrzuje, ze fotokatalytické vlastnosti ZnO-NP maji vyznamny vliv
na jejich antibakteridlni aktivitu. Zaroven ukazuje, ze musi byt nalezena jistd shoda
mezi velikosti NP a bakterii, jejiz rist je tfeba inhibovat, jelikoz ZnO-NP nemaji
stejny uc¢inek na rizné druhy bakterii. Dalo by se Tici, ze bakterie G-, které maji sil-
néjsi bunécénou sténu jsou vici ZnO-NP odolnéjsi a je pro né treba zmensit rozmeéry
NP az do nanorozmeérti, zatimco u G+ bakterii by mohly byt postacujici mikroroz-
meéry. Konkrétni nastaveni nanocastic pro jednotlivé bakterie bude vsak tieba jesté
najit.
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