Biologické vlastnosti nanocastic

Klara Pacolova

Bakalarska prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2015 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka
Ustav inzenyrstvi polymert
akademicky rok: 2014/2015

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pfijmeni: Klara Pacolova

Osobni ¢islo: T12352

Studijni program: B2808 Chemie a technologie materiali
Studijni obor: Polymerni materialy a technologie
Forma studia: prezenéni

Téma prace: Biologické vlastnosti nanocastic

Zasady pro vypracovani:

Studentka se seznami s dosud publikovanymi informacemi o syntéze, vlastnostech
a biologickém piisobeni nanoéastic. V teoretické éasti se zaméfi predeviim na rizné
skupiny nanoéastic a jejich vyuziti v mediciné. Prakticky se seznami s praci v laboratofi
bunéénych kultur a mikrobiologické laboratofi a osvoji si zakladni techniky prace v téchto
laboratofich. V praktické ¢asti pak provede a vyhodnoti sérii testd zaméfenych na
antibakterialni vlastnosti nanocastic.




Rozsah bakalafské prace:
Rozsah pfiloh:
Forma zpracovani bakalaiské prace: tisténa/elektronicka

Seznam odborné literatury:

SNUSTAD, D.P., SIMMONS, M.J., RELICHOVA, J. et al. Genetika. Brno: Masarykova
univerzita, 2009.

ALBERTS B. et al. Molecular Biology of the Cell 5th ed. Garland Science.

ROSYTAL, S. Novy piehled biologie. . Praha: Scientia, 2003. ISBN 10: 80-7183-268-5.

Vedouci bakalafské prace: doc. Ing. Petr Humpoliéek, Ph.D.
Centrum polymernich materiald

Datum zadani bakalarské prace: 16. ledna 2015
Termin odevzdani bakalaiské prace: 25. kvétna 2015

Ve Zliné dne 2. bfezna 2015

P

////
g

doc. Ing. Roman Cermék, Ph.D. Ing. Lubomir Beniéek, Ph.D.
i¢kan S feditel distavu




Pi{jmeni a jméno: Pacolova Klara Obor: PMT- FM

PROHLASENI
Prohlasuji, ze

* beru na v&domi, ze odevzdanim diplomové/bakalaiské prace souhlasim se zvefejnénim
své préace podle zdkona &. 111/1998 Sb. o vysokych kolach a 0 zm&n& a doplnéni dalsich
zakont (zakon o vysokych Skolach), ve znéni pozdéjsich pravnich predpisti, bez ohledu
na vysledek obhajoby ”;

* beru na védomi, ze diplomovéa/bakalaiska prace bude uloZena v elektronické podobé v
univerzitnim informacnim systému dostupnd k nahlédnuti, ze jeden wvytisk
diplomové/bakalarské prace bude ulozZen na pfislusném udstavu Fakulty technologické
UTB ve Zlin¢ a jeden vytisk bude uloZen u vedouciho prace;

* byl/a jsem seznamen/a s tim, Ze na moji diplomovou/bakalarskou praci se plné vztahuje
zakon €. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a
o zméné nekterych zékont (autorsky zakon) ve znéni pozdéjsich pravnich predpisi, zejm.
§ 35 odst. 37;

+  beru na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 1 autorského zakona ma UTB ve Zliné préavo na
uzavieni licen¢ni smlouvy o uziti $kolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského zékona;

+  beru na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 2 a 3 mohu uZit své dilo — diplomovou/bakalafskou
praci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuziti jen s predchozim pisemnym souhlasem
Univerzity ToméSe Bati ve Zling, ktera je opravnéna v takovém pfipadé ode mne
pozadovat pfiméfeny piispévek na thradu nakladi, které byly Univerzitou Tomase Bati
ve Zliné na vytvoteni dila vynalozeny (aZ do jejich skute¢né vyse);

* beru na védomi, Ze pokud bylo k vypracovani diplomové/bakaldiské prace vyuZito
softwaru poskytnutého Univerzitou Toméase Bati ve Zlin€ nebo jinymi subjekty pouze ke
studijnim a vyzkumnym uGcéelim (tedy pouze k nekomerénimu vyuziti), nelze vysledky
diplomové/bakalaiské prace vyuzit ke komerénim tceltim;

*  beru na védomi, Ze pokud je vystupem diplomové/bakalaiské prace jakykoliv softwarovy
produkt, povazuji se za soucast prace rovnéz i zdrojové kody, popt. soubory, ze kterych
se projekt sklad4. Neodevzdani této soucasti mize byt divodem k neobhéjeni prace.

Y zékon ¢, 111/1998 Sb. o vysokych skoldch a o zméné a dopinéni dalSich zdkon( (zékon o vysokych $koldch), ve znéni pozdéjsich prévnich
predpist, § 47 Zverejriovani zavérecnych praci:

(1) Vysoka skola nevydélecné zverejiiuje disertacni, diplomové, bakaldrské a rigorozni prace, u kterych probéhla obhajoba, vietné posudku
oponenti a vysledku obhajoby prostrednictvim databdze kvalifikaCnich praci, kterou spravuje. Zplsob zverejnéni stanovi vnitini predpis
vysoké skoly.

(2) Disertaéni, diplomové, bakaldrské a rigorézni prdce odevzdané uchazecem k obhajobé musi byt téZ nejméné pét pracovnich dnu pred
kondnim obhajoby zverejnény k nahliZeni verejnosti v misté urCeném vnitfnim predpisem vysoké skoly nebo neni-li tak urceno, v misté
pracovisté vysoké Skoly, kde se ma konat obhajoba prdce. KaZdy si miZe ze zverejnéné prdce porizovat na své ndklady vypisy, opisy nebo
rozmnoZeniny.

(3) Plati, Ze odevzddnim prdce autor souhlasi se zverejnénim své prdce podle tohoto zdkona, bez ohledu na vysledek obhajoby.

2 zékon €. 121/2000 Sb. o prévu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zdkoni (autorsky zdkon) ve
znéni pozdéjsich prévnich predpist, § 35 odst. 3:




3) zékon ¢ 121/2000 Sb. o prévu autorském, o prévech souvisejicich s prévem autorskym a o zméné nékterych zékonii (autorsky zdkon) ve
znéni pozdéjsich prdvnich predpist, § 60 Skolni difo:

(1) Skola nebo 3kolské & vzdéldvaci zafizeni maji za obvykljch podminek prévo na uzavieni licenéni smlouvy o uZiti $kolniho dila (§ 35
odst. 3). Odpird-Ii autor takového dila udélit svoleni bez vézného divodu, mohou se tyto osoby domdhat nahrazeni chybéjiciho projevu jeho
vile u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 zistévd nedotceno.

(2) Neni-li sjedndno jinak, mize autor skolniho dila své dilo uZit &i poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s opravnénymi zdjmy skoly
nebo Skolského Ci vzdéldvaciho zarizeni.

(3) Skola nebo skoiské ¢&i vzdélévaci zafizeni jsou oprdvnény poZadovat, aby jim autor $kolniho dila z vydéiku jim dosazeného v souvislosti s
uZitim dila ¢i poskytnutim licence podle odstavce 2 pfiméfené pfispél na uhradu ndkladi, které na vytvoreni dila vynaloZily, a to podle
okolnosti aZ do jejich skutecné vyse; pfitom se pfihlédne k vysi vydélku dosaZeného Skolou nebo Skolskym ¢&i vzdéldvacim zafizenim z uZiti
Skolniho dila podle odstavce 1.




ABSTRAKT

Cilem bakalatské prace bylo seznamit se s problematikou interakce nanomateriald s zi-
vymi systémy. V praktické ¢asti pak ziskat praktické zkuSenosti s testovanim antibakterial-
ni aktivity a to ovefenim antibakterialni aktivity nanocastic stiibra u tfech komer¢né do-
stupnych produkti. Experiment byl provadén dle Ceského lékopisu 5.1.3 Uéinnost proti-
mikrobnich konzervacnich latek. K provedeni experimentu jsme zvolili bézné se vyskytu-
jici kmeny bakterii Escherichia coli a Staphylococcus aureus. Vysledky jsou podle kritérii
pfijatelnosti vyhovujici, tedy antibakteridlni u¢innost nanocastice stiibra se prokaza-

la ve vsech tiech vzorcich.

Kli¢ova slova: nanocastice, antibakterialni aktivita, Escherichia coli, Staphylococcus au-

reus

ABSTRACT

The bachelor thesis focused on the interaction of nanomaterial with biological systems.
The antibacterial activity of silver nanoparticles with three commercially available pro-
ducts were tested in the practical part of the thesis. The experimental procedure was carried
out according to the Czech Pharmacopoeia 5. 1. 3. Efficacy of antimicrobial preservatives.
For the experiment, we chose the commonly occurring bacterial strains of Escherichia coli
and Staphylococcus aureus were used in the experiment. The results proved efficient anti-

bacterial activity of silver nanoparticles in all three samples.

Keywords: nanoparticles, antibacterial aktivity, Escherichia coli, Staphylococcus aureus
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UvVOD

Bakalatskéd prace se zabyva nanocasticemi, které jsou v dnesni dobé predmétem fady
vyzkumu a vénuje se jim velkd pozornost nejen v odbornych kruzich, ale také mezi laickou
vetejnosti. Nanotechnologie se zabyva manipulaci a vyrobou nanomateriald. Jako védni
obor se nanotechnologie fadi k nové&ji vzniklym, ovS§em nanocastice se vyuziva jiz delsi
dobu, avsak nevédomé. Hlavni diivod pro¢ se zafaly nanocastice studovat je, Ze maji oproti
zékladni slouceniné rozdilné vlastnosti, coz umoziuje vétsi pouziti. Velky vyznam maji
nanocastice vV mediciné, kdy se daji pouzit napf. jako nosi¢e 1é¢iv, v kloubni protetice,
Vv dentalni hygiené ¢i pfi 1éCeni rakoviny. Také se uplatituji v dalSich odvétvich jako napft.
potravindiském pramyslu, kde slouzi ke zvySovani trvanlivosti potravin, ve stavitelstvi,
pro vyrobu pevnéjsiho materidlu, v mikroelektronice a také na vyrobu samocisticich po-
vrchi. S kazdym objevem nanocastice jsou spojené také mozné rizika. Obecné plati, ze
aktivita ¢astic souvisi s velikosti, tvarem a rozpustnosti. Proto je obtizné stanovit veskera
rizika s nimi spojend, jako napf. jejich malé rozméry, které nanocastici dovoluji pronikat
pfes bunéénou sténu a umoziuji ji volné se $ifit organismem. Dulezitym faktorem je tedy
velikost Castic, kterd se da do jisté miry ovlivnit pfipravou. Mozné metody zahrnuji che-
mickou redukci, optickou redukci, vyrobu ¢astic pomoci hydrogelu, micel a pomoci zelené

biosyntézy.

Ve své bakalatské praci jsem se zaméfila na nanocastice stiibra a na jejich antibakteri-
alni aktivitu, coz je vlastnost ur¢itych latek reagovat s bakteriemi a negativné pusobit
na jejich zivotni funkce. V praktické Casti jsem se vénovala prokézani této antibakteridlni
aktivity u dvou kment bakterii konkrétné u Staphylococcus aureus a u Escherichia coli.
Postup experimentu je provadén dle Ceského 1ékopisu. Vysledky ukézaly prokazatelnost
antibakterialni Gi¢innosti nano&astice stfibra dle kritérii pfijatelnosti stanovenych Ceskym

1ékopisem.
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. TEORETICKA CAST
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1 NANOMATERIALY

1.1 Definice nanomaterialii a nanotechnologii

Pojem nanotechnologie zahrnuje vyrobu a manipulaci s materidlem v métitku nanomet-
r (Picraux, 2014), pfi¢emz pojem ,,nano* vyjadfuje jednu miliardtinu (10°°) zékladni jed-
notky, v tomto ptipad¢ tedy metr. Nanocastice se mohou vyskytovat v Siroké Skale tvara,

napt. koule, vlocky, dendritické struktury, tyce a trubky (Pitkethly, 2004).

Vazba C-C Heamoglabin Limit rozligeni  Cervend krvinka
(0,145 nm) {6,5 nm) sviteliného (7 pm)
mikroskopu
Glukdza Wiry Bakterie
(0,9 N} {10—100 nm}
| l/l ] \L LY | J/ |
| | | | | 1
0,1 nm 1 nm 10 nm 100 nm 1 pm 10 pm

Obrazek 1 Skala velikosti ¢astic (Prnka a Sperlink, 2004)

Dle (Hosek, 2011) je pak pro oznaceni materialu jako nanomaterial nutné spliiovat na-

sledujici podminky:

- Musi mit alespoii jeden rozmér nebo svoji vnitini strukturu v intervalu velikosti 1 — 100
nm.
- Musi vyuzivat fyzikalnich nebo chemickych vlastnosti na urovni atomt a molekul.

- Mohou byt kombinovany tak, aby vytvaiely vétsi struktury s disledky do makrosvéta.

Nanotechnologie zanechava velky dopad na celé 21. Stoleti, at’ uz je to v oblasti medi-
ciny, ¢i elektroniky. Uz nyni je jasné, ze vede Kk dalsi primyslové revoluci (Niroumand,
Zain a Jamil, 2013).

1.2 Historie nanomaterialii a nanotechnologii

Jevy, které miizeme oznacit za nanotechnologie, byly nevédomé vyuZzivany velmi dlou-
hou dobu. Nejstars§i dochovany predmét vyuzivajici nanomaterial je datovan kolem
4. st. n. 1. Jednalo se o fimsky pohar vyrobeny ze sodnovapeného skla obsahujici nanoc¢és-
tice zlata a stiibra, které zpiisobuji zabarveni pifedmétu. Tento pohdr je nyni uloZen
v British Museum v Londyné. Nevédomé se také vyuzivaly nanocastice kovu ve stiedové-

ku, kde byly pouzity na okenni tabule katedral (Poole a Owens, 2003). Prvni primyslova
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produkce nanomaterialu je datovana kolem roku 1940. Jednalo se o produkci sazi (Pitketh-
ly, 2004). V roce 1959 predpoveédél Richard Feynman moznost vytvafeni materialti
naurovni atomil. Predstavil Feynmanovy diagramy, které graficky znazornuji interakce
mezi jednotlivymi Casticemi. Za piinos v oboru nanotechnologie ziskal Nobeovu cenu
(Nobelprize.org). Za jeho pokrac¢ovatele jsou povazovani Gerd Binning a Heinrich Rohrer,
kteti byli také ocenéni Nobelovou cenou za navrh prvniho tunelového mikroskopu (Nobel-
prize.org). Dalsi vyznamnou osobnosti v oboru nanotechnologii je Don Eigler, ktery pra-
coval se skenovacim tunelovym mikroskopem. Tento druh mikroskopu se do té doby pou-
zival pouze k zobrazovani atomti. Don Eigler ho poprvé vyuzil v technice, kde slouzil
K pfesnému umistovani atomd na povrch. Tedy technologie IBM. V neposledni fadé mu-
sim zminit Kim Eric Drexlera, kterému se v roce 1974 povedlo dostat nanotechnologii
do podvédomi lidi. Také si stal za nazorem, Ze biologie nam ukazuje, Ze stroje na moleku-
larni urovni mohou existovat, mohou se programovat a mohou vytvaret dalsi stroje (Jones,
2005). Nanotechnologii I1ze nyni aplikovat na veskeré lidské aktivity od tvorby materialti
novych vlastnosti, pfes vytvareni mikro a nanostroji a aplikaci v technice, biologii i béz-
ném zivoté. Prikladem praktického vyuziti nanotechnologii je naptiklad vyroba asfaltu, kde
se vyuziva nanocastic jilu a oxidu kfemicitého. Takto pfipraveny asfalt je odolné&jsi vici

vys8im teplotam (Yang a Tighe, 2013).

1.3 Druhy nanomaterialu

V soucasné dob¢ existuje velké mnozstvi riznych nanomaterialti. S ohledem na rozsah
prace se budeme dale zabyvat pouze vybranymi typy a to konkrétn¢ uhlikem, protoZze ma
velky potencidl spojeny s objevem struktur nanotrubek a fullerenti a dale zlatem, které
ma podobné vlastnosti jako stiibro. Samostatna kapitola pak bude vénovana nanocasticim

sttibra, které¢ jsou intenzivné vyuzivany.

1.3.1 Ptirodni nanomaterialy

Je zfejmé, ze mnoho biologickych materiald 1ze klasifikovat také jako nanocastice. Jako
nanocastice miizeme povazovat i bilkoviny, které se obvykle vyskytuji v rozmérech mezi
4 a 50 nm, nebo také viry s rozméry od 10 do 200 nm (Prnka a Sperlink, 2004). Pod pii-
rodni nanomateridly fadime napt. krystaly rtiznych minerali, které vznikly jako disledek

jejich vnitiniho uspofadani na atomové a molekulové urovni (Hosek, 2011).
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1.3.2 Uhlikové nanomaterialy

Uhlik je univerzalni prvek se schopnosti vazat se riiznymi zpusoby a vytvaret tak mate-
rialy s velmi riznorodymi vlastnostmi. MiZe se vyskytovat napf. ve form¢ grafitu, ¢i dia-
mantu. Dals§i formou uhliku jsou nanotrubice, které byly objeveny v uhlikovém nénosu
vzniklém po obloukovém vyboji. O objev nanotrubic se zaslouzili v roce 1985 védci Harry
Kroto, Richard Smalley a Robert Curl, kteti dostali Nobelovu cenu za ptinos v oblasti
chemie (Kroto et al., 1985). Tato vlakna méla pramér nékolik nanometrti a délku nékolik
milimetr. Vlakna obsahovala atomy uhliku uspofadanych do grafémovych pasi svinutych
do tvaru beze$vé valcové trubice. Nanotrubice jsou bud’ vicesténné nebo jednosténné (Pu-
rohit et al., 2014). V roce 1985 se nahodn¢ objevila nova forma uhliku. Jednalo se o fulle-
reny (Agel et al., 2012), které jsou slozeny z 60 dokonale symetricky uspotadanych uhli-
kovych atomti. Za zminku stoji zajimavé fyzikalni, optické a elektrické vlastnosti téchto
materiald. Tyto vlastnosti 1ze upravovat ptipojenim chemickych skupin k atomtim uhliku.
Napt. krystalicky C60, ktery je normalné nevodivy, se stane az supravodivy po navazani

alkalického kovu, jako jsou draslik, cesium nebo rubidium (Purohit et al., 2014).

Obrazek 2 Morfologie uhliku (Nanotechnoogie.cz)
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1.3.3 Nanodastice zlata

Nanocéstice zlata ptitahuji pozornost ve vSech odvétvich primyslu. Konkrétni vyuziti je
napf. zvySeni elektroluminiscence ve svételnych diodach, vyroba senzort, které jsou
schopny detekovat velmi malé mnoZzstvi analyzovaného vzorku, jako jsou chemické vypa-
ry v rozmezi nékolika ppm. Kromé toho se zlaté nanoc¢éstice pouzivaji pti vyrobé barviv
a pigmentt. Kladné piisobi i na zivotni prostfedi. Viz kapitola rizika nanocastic. Pro své
jedinecné vlastnosti patii mezi jedny z nejpouzivanéjSich nanocastic v biomedicin€. Hlavni
vyhoda je, Ze jsou netoxické a biokompatibilni jak in vivo tak i v in vitro podminkach. Pro
biomedicinské aplikace, které¢ vyzaduji niz§i koncentrace nanocastic zlata je dilezité, ze
se fedénim neméni vlastnosti (Rad, Abbasi a Afzali, 2011). Nyni se zacaly zkoumat nano-
Castice zlata pii potencialni 1é¢bé rakoviny. K detekci rakovinovych bunék se pouzivaji
rozméry ¢astice 30 — 40 nm. Hlavni vyhodou AuNPS (z angli¢tiny — Aurum Nanopaticles)
je snadna syntéza, povrchova uprava, dale optické vlastnosti, které se daji ovliviiovat

a vynikajici biologicka kompatibilita (Huang a El- Sayed, 2010).

1.4 Vyuziti nanomaterialu

Oblast nanotechnologii je velmi progresivni, a proto niZze uvedené piiklady jsou pouze
struénym vybérem moznych materialti a jejich aplikaci. V Soucasnosti nalézaji uplatnéni
AgNPs, jehoz rozméry jsou mensi nez 20 nm (Abdel-Aziz, Shaneen a EI-Nekeety, 2014).
Vyuziti ve zdravotnictvi miizeme najit v podobé¢ cilené dopravy 1éciv. Jedna se o nanoc¢as-
tice Fe304 0 velikosti 30 — 50 nm. Diive byl problém téchto NPs (z angli¢tiny — nanopar-
ticles) v tom, ze maji tendenci se shlukovat a tedy tvofit sekundarni vétsi ¢astice. Pro bio-
logické pouziti je tedy potieba vytvorit Castici stabilni (Cui et al., 2014). Metodiku popsal
ve svém c¢lanku Laurent et al., 2008. Jako dalsi ptiklad toho, Ze maji nanocastice slibnou
budoucnost je objeveni nanocastice, ktera ovliviiuje molekuly oxidu dusnatého. NO je di-
lezity napf. pii hojeni ran. Technologie vyuZziva silanového hydrogelu v pfitomnosti chito-
sanu. Piednosti této Castice tispésné odzkouseli pii 1écbe zanétlivych lozisek zplisobenych
multirezistentnim kmenem bakterie Staphylococcus aureus (Martinez et al., 2009). Dalsi
vyuziti nanocastic ve zdravotnictvi je jejich vyuziti v rdmci kloubnich nahrad. Pouzivaji
se oxid zinku nebo titanu pro jejich antimikrobni vlastnosti (Pazdera, 2006). Aplikace na-
notechnologii Vv oblasti vyzkumu rakoviny poskytuje novou moznost lé¢eni gastrointesti-

nalnich nadort tvoticich az 55 % vsech umrti spojenych s rakovinou (Laroui et al., 2013).
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Uplatnéni najdou i jako nanoroboti. Vyuziti téchto nanoroboti je Siroké. Mohly by
se v budoucnosti uplatnit v dentalni hygiené, kde se vyuziva jejich obratnosti vzhledem
k nanorozméru. Jako nanomaterial se v dentalni mediciné pouzivaji nanoc¢astice oxidu zir-

koni¢itého s rozmérem pod 100 nm (Shetty, Swati a David, 2013).

Nanocéastice se také vyskytuji v potravinaiském primyslu, kde zvysuji trvanlivost po-
travin (Chellaram et al., 2014). Dalsi pokrok vyuziti nanomaterialu je ve stavebnictvi, kde
je snaha o vytvofeni kompozitu s vysokou pevnosti, jejich vyuziti je i pii stavbé letadel,
kdy se pozaduje zmenSit zafizeni a sniZit spotiebu paliva, dale v mikroelektronice, kde
se pouzivaji uhlikové nanotrubky ke snizeni spotieby energie v displayich a obrazovkach
(Mohammad et al., 2012). Uplatnéni pro nanomaterial najdeme i v podobé samocisticich
povrcht jako jsou napiiklad samocistici okna, na které je pouzita vrstvicka obsahujici oxi-

du titani¢itého o velikosti 15 nm (Dowling, 2004).

Nov¢ vznikajici technika je metoda analyzy nanoport, kde se pouziva napéti k fizeni
molekul v prostiedi mezi dvéma elektrolyty. Pii této metodé se monitoruje prichod proudu
pfes nanopory. Tedy, nanocastice s pory se vytvoii ve vodivém elektrolytu, kde je navic
izola¢ni membrana, kterd od sebe odd¢luje dvé komory elektrolytu. Nabité molekuly pro-
chazi pres pory diky elektrickému potencialu a tim se moduluje proud iontd pies poérovou
nanocastici. Tento proud ukazuje uZitetné informace o struktufe a dynamickém pohybu
molekul. Nedavné uspéchy naznacuji, Ze senzory nanopdrii mohou najit vyuziti pii sekve-
naci DNA. Rychlé sekvenovani jednotlivych ¢asti lidského genomu, které by tato techno-
logie méla umoznit, by pomohlo zlepsit nase chapani nemoci, dédi¢nosti a individuality

jedince (Venkatesan a Bashir, 2011).

1.5 Vyroba nanomateriala

Nanocastice se daji vyrobit mnoho zpusoby. Ne¢které zpusoby patii ke starSim,
ale s vyvojem nanotechnologie se hledaji i cesty nové. V podstaté existuji ¢tyfi zpisoby,
kterymi se daji nanoc¢astice pfipravit. Prvni z nich je pomoci kapalného stavu (mokry che-
micky proces), druha je mechanicka, tfeti cesta je zabudovani nanocéstic do formy a po-

sledni zptisob je plynna syntéza (Pitkethly, 2004).

1.6 Zdravotni rizika nanotechnologii

Pokud chceme hovofit o riziku nanocastic je nutno zminit, Ze aktivita a mobilita zavisi

na jejich velikosti, tvaru, rozpustnosti. Proto nelze oznacit konkrétni material jako nebez-
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pecny. Nebezpecnost nanoc¢astic se bude ménit v ase a prostiedi. Skutecné nebezpeci spo-
¢iva v jejich malych rozmérech, které nanocastici dovoluji pronikat pies bunécnou sténu
a umoznuji ji voln¢ se §ifit organismem. Tim padem mohou ovliviiovat katalytické schop-

nosti organismu a piimo zasahuji do béznych fyziologickych pochodi (Hosek, 2011).

Jako $kodlivé nanocastice mizeme oznacit nanocastice oxidi prechodnych kovi.
S nartstajici atomovou hmotnosti a zvétSujicim se protonovym c¢islem roste riziko skodli-
vosti. Nanocastice, zvlasté ty o velikosti 16 — 80 nm, snadno pronikaji bunkdm do cyto-
plazmy a pak ni¢i membrany zevnitf. U nékterych nanocastic kovii mlizeme hovofit az
0 genotoxicité. V této souvislosti se zkouma oxid zine¢naty. Pouziva se jako ucinna sub-
stance pudrt, rtének, zubnich past, opalovacich krému. Céstice oxidu zine¢natého pronikaji
z povrhu kiize do bunék a pak poSkozuji membrany a jesté zavaznéji zpusobuji mutace
arozpad DNA v bunééném jadte. Tyto nepiiznivé projevy jsou zpusobeny volnymi radika-
ly, které nanocastice produkuji v bunice (Trafton, 2014). Jedna z technik, ktera posuzuje
genotoxicitu je metoda ,,Commet Assay*. Testovani je velmi rychlé a citlivé. Genotoxicka
¢astice volné projde do buniky a poSkodi DNA. Za vyuziti gelové elektroforézy je pak de-
tekovana mira posSkozeni DNA pomoci velikosti ,kometarniho ocasu® jeZz vznika
Z jednotlivych fragmenti DNA. Velikost této zony pak koreluje s oxidativnim stresem vy-
volanym pusobenim nanocastic (Vasquez, 2012). Toxické ucinky by naopak mohly byt
prospésné v boji s nadorovymi onemocnénimi. Na Massachusetts Institute of Technology
se touto myslenkou zabyvaji, a zkoumaji mozné pouziti nanocastic spolu s RNA. Pomoci
takto upravenych ribonukleovych kyselin by mohlo byt mozné cilené¢ dopravit genotoxické
nanocastice k mistim vyskytu nadorovych bunék a G¢inné je zlikvidovat (Paino et al.,
2012).
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Obrazek 3 Vyuziti cytotoxicity a genotoxicity AuNPS na nadorové bunky (Paino
etal., 2012)
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1.6.1 Vliv na Zivotni prostiedi

Distribuci nanocastic v zivotnim prostfedi mizeme rozdé€lit do dvou kategorii a to na:

piirozeny vyskyt a na uméle se vyskytujici.

1.6.1.1 Prirozeny vyskyt

Nanocastice jsou do zivotniho prostiedi, nej¢astéji do vzduchu, uvoliiovany fadou pfi-
rozenych pochodl. Piedevsim jde o motsky ptiboj, kterym se do vzduchu dostavaji nano-
¢astice motskych soli a organickych materialii, vulkanické erupce produkujici keramické
i kovové nanocastice, pady a exploze mikrometeoritll v atmosféfe a samoziejmé vsechny
typy spalovacich procest, zejména se jedna o lesni pozary, kdy se uvolnuji smési uhliko-

vych materiald, které oznacujeme jako carbon blacks (Hosek, 2011).

1.6.1.2 Uméle se vyskytujici

V soucastné dob&é musime brat v potaz i nebezpe¢i uméle se uvoliujicich nanocastic do
zivotniho prostiedi a moznost jeho negativniho ovlivnéni. NanocCéastice mohou pftejit
do vody, pidy, do ovzdusi i do zvifat. S vyvojem a s Castéjsi vyrobou nanocastic roste také
koncentrace jednotlivych €astic v Zivotnim prostiedi. Na obrazku je patrné velky narGst
vyskytu ¢astic v ptdé, ve vode i ve vzduchu. Tedy hlavné nano Ag, TiO,, ZnO, CNT
a fullereny. Grafy zaznamenavaji obdobi od roku 2002 do roku 2012 v oblasti U.S. (Yao et
al., 2013).
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Obrazek 4 Koncentrace nanocastic v zivotnim prostiedi od roku 2002-2012 v oblasti U.S.
(Yaoetal., 2013)
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Naptiklad vyskyt nanocastice stiibra ve vode k roku 2013 je 0,010 — 0,03 pg/kg v pudé
0,02 — 0,43 pg/kg a ve vzduchu 0,0017 pg/m®. CoZ je oviem velmi malo ve srovnani s na-
nocasticemi ZnO, kterych je ve vod¢ 76 pg/kg vpudé 3194 pg/kg udaj o koncentraci
ve vzduchu chybi. Mozna detekce a separace nanocastic kovil v ptirod¢ se v zavislostech
na velikost ¢astice provadi pomoci filtrace, dialyzy, chromatografie, centrifugace a jinych
(Yao et al., 2013). Nemusi se ale vzdy jednat o negativni Gi¢inek nanocastic. Napft. zlaté
nanocastice mohou byt feSenim nékterych ekologickych problému, jako je napiiklad zne-
¢isténi vody. Hlavi vyhoda zlata je, Ze je stabilni a nepodléhd oxidaci a tim mtze katalyzo-
vat reakce jako napt. oxidaci oxidu uhelnatého na oxid uhlicity. Také bylo prokazano, ze
G&inné odstraiiuji rtut’ z pitné vody (Rad, Abbashi a Afzali, 2011). Uplné zavéry o vlivu
¢astic a bezpecnosti se nyni zkouma a jsou také predmétem fady mezinarodnich vyzkum-

nych programt (Yao et al., 2013).

1.6.2 Vliv na ¢lovéka

S ohledem na zavaznost toxicity je rozumné pocitat s tim, ze biodistribuce, akumulace,
metabolismus a vyluovani nanocastic se bude liSit v zavislosti na typu Castice a zptsobu
vniknuti do organismu. Nanocastice mohou vstoupit do téla aspiraci, peroralné, intra-
vendzné, perkutalné a nasledné se distribuovat do celého téla (Yildirimer et al., 2011).
Prestup pres kizi mize byt napf. aplikaci opalovaciho krému, ktery obsahuje kombinaci
nanocastic titanu a oxidu zine¢natého. In vitro studie ukazuji, ze nanocastice TiO, vlivem
UV zéfeni ovliviiuji negativné bunééné funkce hlavné proliferaci, diferenciaci a apoptdzu
(Jatana a Delouise, 2014). Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC) zafadi-
laTiO, do kategorie karcinogen skupiny 2B (potencialné karcinogenni pro lidi). Mnohé
studie ukazuji, Zze nanocastice TiO, NP je jesté toxi¢téjsi nez TiO, Z provedenych experi-
mentl, kdy se krysam podavalo po 40 dni nanocastice TiO, 0 velikosti 21 nm a TiO, se
ukazalo, ze je TiO, NP toxic¢t€jsi (Shi et al., 2013). Hlavnim mistem, kde se pozité nano-
¢astice kumuluji, jsou jatra. Nanocastice v nich ptetrvavaji dlouhou dobu po poziti. U pro-
vadéného experimentu se ukazalo, ze zlaté nanocastice o velikosti od 3 — 100 nm a koncen-
traci 8 mg/kg/ tyden po dobu 4 tydnii maji rozdilnou toxicitu. Castice o velikosti 3, 5, 50
a 100 nm nevyvolavaly toxické ucinky, zatimco ¢astice v rozmezi 8 — 37 nm prokazovaly
nezadouci ucinky, které se projevovaly jako nechut’ k jidlu, tinava, Gbytek na vaze. Neni to
pouze zlato, které se hromadi v jatrech. Mezi jedny z dalSich patii nanocastice sttibra, které
maji také tendenci se kumulovat v jatrech. Mozek, na rozdil od jater, ma velmi omezené

regeneracni schopnosti a proto musi byt obzvlasté chranény pted vlivy ¢astic. Vystaveni
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¢lovéka prostiedi, kde je st¥ibro ionizovano (Ag"), vede k vyraznému ibytku neurotransmi-
tert dopaminu a serotoninu v mozku, které jsou kli¢ové komponenty motorickych funkci
(Yildirimer et al., 2011). Obecné plati, ¢im je nanoc¢astice mensi, tim spiSe zptisobuje zanét

a dalsi nezadouci uc¢inky (Warheit, 2004).

1.6.3 Pracovni lékarstvi

Vyzkum v oblasti nanotechnologii v poslednich desetiletich vyrazné pokrocil. Vyroba
a vyuzivani téchto materialii je uz skoro kazdodenni samoziejmosti. To je ovSem spojeno
S tim, ze velmi rychle pfibyva pocet lidi pohybujicich se v prostfedi vyroby. A jsou tim
padem ovliviliovani nanocasticemi po velkou ¢ast svého zivota. Studie ukazujici mozny
vliv na pracovniky je zatim v poc¢atcich. Hlavni roli mtze hrat biologické monitorovani.
Jedna se o opakované méfeni biochemickych markert v té€lnich tekutinach a tkanich. Takto
mohou biologické ,,markery‘‘ pfispivat k uréeni potencidlnich rizik nanomaterialii a po-
chopeni jejich mechanismt. Méfeni aktivity markert se provadi v krvi a v mo¢i. V Krvi
stanovujeme predevsim kadmium, rtut’, olovo, zlato a stiibro. Prozatim se méfeni neprova-
di pfimo na konkrétnich lidech, ale jsou provadény simulace prostiedi na krysach. Vysled-
ky testll nejsou jesté¢ jednoznacné, protoZe se nyni zkousi podavat krysam neadekvéatni

mnozstvi dané nanocastice (lavicol et al., 2014).
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2 NANOCASTICE STRiBRA

2.1 MozZné pripravy nanocatice stiibra

Ptiprava nanocastic stiibra se ukazala jako velmi snadnd, proto se nyni stiibrné Castice
hojn¢ zkoumaji a vyrabi. Mezi nejpouzivanéjsi metody k pripraveé ¢astic patii kondenzacni
metody. Jsou postaveny na redukci stfibrné soli za pomoci nize zminénych metod. Jedna
se o spojovani atomd v homogennich soustavach do vétSich celkd. Kondenzaéni metody
1ze jesté dale delit na fyzikalni, které jsou zalozeny na kondenzaci par kovu a chemické,
které diky fad¢ chemickych reakei vytvoti nerozpustny produkt. Tedy se jedna o redukci
iontovych sloucenin, kde je mozné pouzit kromé bézné dostupnych anorganickych ¢i orga-
nickych cinidel také radikaly, které jsou vyvolavany napt. pisobenim UV zafeni, svétla
nebo y zafeni. Uz méné pouzivanou metodou piipravy ¢astic je disperga¢ni metoda, ktera
je opakem kondenzaéni. Zde jsou velké Castice rozptylovany za tvorby mensich (Kvitek,
2008). Mezi dispergacni metody patii napt. laserova ablace. Vyhoda laserové ablace je, ze
nezanechava v systému zbytkova chemicka cinidla. Nanocastice jsou velmi Cisté. Jejich
velikost se odviji od vlnové délky a intenzité laseru, na dobé ozéafeni a také na pouzitém

rozpoustédle (Lee, Han a Kim, 2001).

2.1.1 Chemicka redukce

Tato metoda se v prumyslu vyuziva nejvice. Pouziva se dusi¢nan stiibrny jako prekur-
zor pro vyrobu nanocastice stiibra. Borohydrid sodny (NaBH4) a dodecyl sulfat (SDS)
se pouzivaji jako reduk¢ni Cinidlo a stabilizator. Proces piipravy je nasledujici. AQNOj3 se
rozpusti v neionizované vodg, ke které se po ¢astech ptida stabilizator a redukéni €inidlo.
(Lee, Song a Lee, 2010). V této metodé jsou stiibrné ionty v roztoku redukované na ptizni-
vej$i uskupeni v podobé malych kovovych shluki. Proces redukce je zahdjen solvatova-

nymi elektrony, které jsou generované pomoci ionizujiciho zatreni (Kholoud et al., 2010).

2.1.2 Opticka redukce

Tato metoda spociva v tom, Ze se vytvoii micelarni roztok, do kterého se piida reakéni
smés dusi¢nanu stiibrného navdzaného na anilin. Reakce je zahajena fotolyzou. Touto me-
todou se daji pfipravit nanoc¢astice o velikosti 10 — 30 nm. Takto pfipravené Castice vyka-

zuji velkou stabilitu (Li et al., 2012).
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2.1.3 Metoda pomoci hydrogelu

Pfi této metod¢ se tvorba nanocastic provadi v hydrogelu. Vétsinou se pouziva kyselina
polyakrylova ve spojeni s akrylamidem nebo systém na bazi polyvinylalkohol/polystyren —
CO-polyethylenglykol-methakrylat (PVA/PS-PEGMA). Hydrogel tady slouzi jako nanore-
aktor, ktery ma za ukol nukleaci a rist nanokrystalt, které vedou ke vzniku nanocéstic.
Déle je zapottebi sitovaci Cinidlo jako napf. N,N- methylenbisakrylamid, citrat sodny,
persiran draselny a dusi¢nan stiibrny. Velikost se pohybuje v rozmezi 4 — 30 nm. Castice
v nanokompozitech prokazaly vynikajici antibakterialni ¢inky na Escherichia coli. Anti-
bakteridlni aktivita zavisi na velikosti nanokompoziti, mnozstvim nanocastic stiibra
a mnozstvim pfitomného monomeru kyseliny v ramci hydrogelu. Nejpokrocilejsi rys této
techniky je, Ze 1ze ménit velikost a morfologii nanoc¢astic zménou monomerni sité piisobe-

nim ¢inidla o zménéné koncentraci (Thomas et al., 2007).

it |

Silver nanoparticle

Obrazek 5 Priprava nanostfibra v polymerni siti (Thomas et al., 2007)
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2.1.4 Metoda pomoci micel

Ptiprava nanocastic probihd v reverznich miceldch. Reverzni micely jsou termodyna-
micky stabilni. Stfibrné nanoc¢astice jsou syntetizovany ve vodé, ve které se reakcni slozky
rozpusti. Piiprava Castic nevyzaduje specidlni zafizeni ani extrémné vysoké teploty nebo
tlak. Nicméné, produktivita stfibrnych nanoc¢éstic pomoci revezniho micelarniho systému
je omezena nizkou koncentraci reaktantti. Pomoci transmisni elektronové mikroskopie
(TEM, Transmission Electron Mikroscopy) se da urcit, ze stfibrné nanocastice vykazuji
Sirokou Skalu tvarti. Velikost Castice je siln€ zavisla na reakéni teploté. Stfedni primér na-
nocastic se postupné zvySuje s rostouci teplotou. Tento narGst je patrny z grafu. Na expe-
riment byla pouzita smés DK-SS coz je sachardza, 99 hm % piedstavuji monoestery, a 1
hm % di a triestery mastnych kyselin. A dale slozku, ktera tvoti 60 hm % kyseliny stearové

a 40 hm % kyseliny palmitové (Noritomi, 2011).
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Obrazek 6 Vliv reakéni teploty na primeér nanocastic stiibra v reverznich micel
DK-SS: [AgNOs] ov = 0,1 M; [NaBH4] ov = 1,0 M; n-butanol / isooktan, obsahu-
jici 50 g /1 DK-SS a 60 mM H,0; reakéni doba = 3 h. (Noritomi, 2011)

2.1.5 Metoda ,,zelené‘‘ biosyntézy

Moznost vytvotfeni nanoc¢astic pomoci biosyntézy patii k noveéjsSim metodam. Jako hlav-
ni surovina nezbytna pro piipravu nanocastic se vyuziva extraktu z listli. Vyhoda metody je
rychlost, nizké naklady, a Setrnost vii¢i zivotnimu prostiedi. Neni zapotiebi ani vysoka
teplota, tlak ¢i jiné chemikalie. Dalsi vyhoda je, ze mlze byt syntéza pouzita ve vétSim

m¢éfitku (Jeeva et al., 2014). Rostlinny extrakt 1ze pouzit z rostliny Partenium hysterphorus



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

nebo z hliz Curcuma longa a jinych. Pfiprava probiha tak, ze se listy nékolikrat promyji,
aby se odstranil nezadouci prach. Pripravi se rostlinny extrakt, ktery se smicha
S dusi¢nanem stfibrnym, ktery zde slouzi jako prekurzor stfibra. Dale se do roztoku ptida
zvolena koncentrace HNO3; a HCI. Zvolend koncentrace ma ve vysledku vliv na velikost
Castic. V roztoku byla pozorovana tvorba ¢ervenohnédé barvy. Roztok se skladuje pti po-
kojové teploté po dobu 24 hodin pro sedimentaci ¢astic. Dale se smés odstiedi a nalije na
pelety, které se centrifuguji. Takto se daji pfipravit nanocastice o velikosti kolem 10 nm

(Kumar, 2012).

Ag"[aq:l+ C. longa _Srme e reemtemp 1 A g (C. longa)]* (1)

Srrrimg for 24 h
[Ag (C. longa)]t + R-CHO _Zr=miemr [Ag (C. longa)]
+ R—COOH
(2)

Obrazek 7 Ptiprava NP pomoci zelené biosyntézy (Shameli et al., 2012)

Na obrazku vidime rovnici (1) roztok matrice se necha reagovat s Ag+ za vzniku [Ag
(C. longa)] + komplex, ktery reaguje s aldehydovou skupinou ve struktufe extraktu.
V druhé rovnici dochdzi ke sniZeni stiibrnych iontli z diivodl oxidace aldehydové skupiny

na karboxylovou (Shameli et al., 2012).
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3 ANTIBAKTERIALNI AKTIVITA

Antibakterialni aktivita je vlastnost urCitych latek reagovat s bakteriemi a negativné
pusobit na jejich zivotni funkce. S ohledem na antibakterialni latku, koncentraci a délku
vlivu se mize jednat o kombinace biologického a chemického nebo fyzikalni ptisobeni.
KdyZ mluvime o antibakterialni aktivité, je vhodné zavést definice bakteriocidnich latek
a bakteriostatickych latek. Zkracen¢, bakteriocidy jsou latky, které usmrcuji bakterie, kdez-

to bakteriostatické latky pouze inhibuji rast (Hampl a Palecek, 2002).

3.1 Biologicko — chemické pisobeni

V podstaté se jedna o dva zékladni mechanismy vyvolané bakteriostatickou latkou ne-
bo latkou bakteriocidni. Bakteriostatické latky reversibilné blokuji funkci biomolekul, aniz
je ni¢i. Zastavuji ovSem nékteré fyziologické funkce v bunice a v disledku toho i rust
a mnoZeni. Je-1i takova latka po kratké dob€ odstranéna, Zivotni funkce bakterii mohou byt
obnoveny. Trva-li vSak pulsobeni latky déle, dochazi k ireversibilnim dysfunkcim
a k zahynuti bakterialni buiky. Do chemickych latek, které ptisobi bakteriostaticky, mi-
zeme zahrnout enzymové jedy nebo antimetabolity. Ptiklad je kyselina malonova, ktera je
strukturnim analogem kyseliny jantarové. Antimetabolit je na misto metabolitu zabudovan
do makromolekuly. To vede ke zménam v primarni, sekundarni i terciarni struktufe mak-
romolekuly a k jeji mozné dysfunkci. Napi. na misto fenylalaninu mize byt do bilkoviny

zabudovan p-fluorfenylalanin.

Mezi bakteriostatické latky patii 1 antibiotika, které jsou produkty tzv. sekundarniho
metabolismu, ¢imZ je minéna syntéza velkého mnozstvi sloucenin, z nich dosud znama
antibiotika predstavuji jen zlomek z celého poctu. Latky baktericidni ni¢i bakterie tfemi
mechanismy. A to: ireverzibilni alteraci bilkovin zahrnujici procesy alkylace a oxidace,
dale poskozenim molekuly DNA a rozruSenim uspoiadanosti bunécnych membran. Jde
0 latky snizujici povrchové napéti. Nejznaméjsi baktericidni latky jsou fenoly, oxidujici
latky (H202, KMnOg, chlor a jiné halogeny), kyseliny a louhy, t€Zké kovy, alkylujici latky,
formaldehyd a nékteré jiné aldehydy, alkoholy ale pouze pii vysoké koncentraci ¢ >70 %
(Bednar et al., 1996).

3.2 Fyzikalni ptasobeni

Fyzikalni ptsobeni na dany organismus mizeme také oznacit jako sterilizaci. Pod po-

jmem sterilizace rozumime odstranéni vSech mikroorganismil z prostfedi i z pfedmétu.
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Hlavni vyuziti je v zdravotnictvi. Je daleko ucinnéjsi nez dezinfekce, ktera je povahy che-

mické. Mezi fyzikalni ptisobeni fadime tepelné plsobeni a zafeni (Rutala a Weber, 2004).

3.2.1 Teplem

V bakteriologii se ke sterilizaci vyuziva v malé mitfe plamen. Opaleni se provadi pou-
ze u malych kovovych predmétli, které nejsou nijak predem oSetfeny desinfekci na bazi
alkoholu. Sterilizace je poté neu¢inna, hofi totiz pouze lihové pary a dany predmét je prak-
ticky studeny. Dal§i moznost sterilizace je horkym vzduchem. Zde se pouziva teplota
v rozmezi 160 °C — 180 °C. Zafizeni se nazyvaji horkovzdusné sterilizatory, které maji
zabudovany ventilatory s nucenym ob&hem vzduchu. Jedind nevyhoda sterilizatori je, ze
se do nich daji vkladat pouze predméty ze skla nebo z porcelanu. Uginnost je skoro 100 %.
Prakticky jsou pii 180 °C zabity v§echny nesporulujici mikroorganismy do péti minut, spo-

rulujici do dvaceti minut.

Dalsi metoda sterilizace je para pod tlakem. Pristroj, ktery se pouziva ke sterilizaci, se
nazyva parni sterilizator neboli autoklav. Hlavni vyhoda autoklavu je, Ze se da takto sterili-
zovat nejen sklo, kov, ale dale i obvazové materialy, n€které roztoky, nékteré druhy plasti,
bavinéné 1 Inéné pradlo. Princip autokldvu spociva vtom, Ze horkd para pfi styku
s chladnéjsimi pfedméty kondenzuje a piredava predmétu velké mnozstvi vyparného tepla.
Tato zména usmrti pfitomné mikroorganismy tepelnou denaturaci bilkovin, rozkladem

nukleovych kyselin a porusenim bunéénych membran (Votava, 2005).

Obrazek 8 Autoklav (Black, 2012)

3.2.2 Zarenim

Mohlo by se zdat, ze jasnym favoritem je tady UV zafeni, bohuzel je jeho nevyhoda
v tom, ze UV zafeni nepronika do hloubky. Jde o vinéni od 40 — 390 nm, kde je jeho efek-
tivni ptisobeni kolem 200 nm. Kinetika hynuti pod u¢inkem UV svétla nebo pod G¢inkem

vysoké teploty je vztaZzena na koncentraci zivych bunék a na ¢ase. Rychlostni konstanta je
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mira rychlosti hynuti. Cim je konstanta vétsi, tim je faktor u¢inngjsi. Dalsi dileZité zafeni
pfi sterilizaci je ionizacni zafeni tzv. radiacni, které ptisobi na vlnové délce 0,1 nm az 40
nm. VéEtSinou se pouziva ke sterilizaci nékterych typu pryzi, jako jsou ve zdravotnické ka-
nyly, injek¢ni stiikacky. Vyhodou ioniza¢niho zéieni je, Ze pronika jak obaly, tak sterilizo-
vanym materidlem. VétSinou se pouziva davka zareni 25 kilogray, kterd zaruci snizeni po-

&tu bakterii o 108 (Black, 2012).
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Obrazek 9 Hynuti E. coli pfi raz-
nych koncentracich fenolt
Vv zévislosti log zivych bun¢k na

Case (Bednar et al., 1996)

Obrazek 11 Pocet zivych bakteri-
alnich spor v zavislosti na case pfi
teploté 120 °C (Bednaf et al.,
1996)

10"
10°

10°

Obrazek 10 Kiivka hynuti tfi riz-
nych kment E. coli pod vlivem UV
zareni v zavislosti prezivsich bakte-
rii na energii eng/mm (Bednaf et al.,

1996)
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3.3 Antibakterialni u¢inek nanostribra

Nyni se zamé&iim pouze na antibakterialni aktivitu nanocastice stiibra.

Uginek nanoé&astice stifbra je stale atraktivni pro biomedicinské a farmaceutické oblas-
ti, jako alternativni moznost 1é¢by infekénich onemocnéni zpisobenych kmeny bakterii
rezistentnich na antibiotika, zejména Gramnegativni bakterie (Desselberger, 2000). Anti-
bakterialni aktivita koloidd stiibra / nanostifbra se uzce vztahuje k velikosti ¢astic. Cim
jsou stiibrna jadra mensi, tim je vyssi antibakterialni aktivita (Kholoud et al., 2010). Vlast-
nosti, které mohou zmeénit stabilitu a biologickou aktivitu jsou spojeny s velikosti, tvarem
a vyrobni metodou. Napf. stiibrné nanocastice ve tvaru desky maji vyssi antibakterialni

aktivitu proti Escherichia coli, neZ stéibrné nanocastice ve tvaru tyce (Salem et al., 2014).

Nanostiibro u bakterii inhibuje replikaci DNA, ribozomalni expresi, zasahuje do bak-
terialniho transportu elektrond pfi vSech déjich (Yamanaka a Hara, 2005). U stiibra byla
prokazana afinita k fosfatim, se kterymi se vaze za vzniku AgsPO,, a tudiz dochazi
k poruse transportu elektronti a oxidativni fosforylace v buiice (Klouda, 2000). V soucastné
dob¢ se testuje nano stiibro na bakteriich Vibrio cholerae a Escherichia coli, které jsou
pficiny tézkého prijmu V nejhor§im piipadé smrti. K onemocnéni dochéazi prevazné v roz-
vojovych zemich. Oba patogeny vykazuji podobné rezistentni chovani vici antibiotikdm.
V pokusu byly na patogeny pouzity nanocastice o priméeru Snm, ptipravené pomoci zelené
biosyntézy. Byla prokdzand inhibice aldenyl cyklasy, coz je enzym pro tvorbu biofilmu

(Salem et al., 2014).

3.4 Vedlejsi u¢inky antibakterialnich latek

Jako vedlejsi ucinky miizeme posuzovat toxicitu, oslabeni imunitni reakce organismu,
alergické reakce a nepfimé UCinky. Mezi pfimé toxické Ucinky fadime lokalni projevy,
gastrointestindlni, které zahrnuji neurotoxické, ototoxické, hepatotoxické, nefrotoxicke,
hematotoxické pisobeni. Z alergickych reakci je asi nejbéznéjsi alergie na penicilin (Julak,
2006).

3.5 Rezistence mikrobu k antimikrobialnim latkam

Nékteré mikroorganismy jsou primdrné rezistentni na nékteré antimikrobialni latky.
Napt. Gramnegativni tyCky jsou pfirozen¢ rezistentni vuci penicilinu, linkosamidim

a makrolidim. Streptokoky jsou rezistentni na aminoglykosidy. VéEtsi problém pro nas je
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ziskana rezistence na antibiotika, kdy dany kmen by m¢l byt na antibiotikum primarné cit-
livy, ale ziskal vi¢i nému rezistenci. Napf. jiz jednou zminény penicilin, ktery byl primar-
né ur€en na S. aureus, ale jiz nyni na 90 % druhti nepisobi. Mechanismy vzniku rezistence
na antibiotika se d€li to ¢ty d€ji. A to na: zménu cilové molekuly antibiotika, zhorSeni

pruniku do bunky, aktivni vyCerpani z buiiky a inaktivace vlivem enzymu (Votava, 2005).

3.6 Metody antibakterialnich testi

K dtikazu u¢innosti antibakterialni latky se velmi ¢asto vyuZzivaji difuzni metody, které
slouzi k semikvantitativnimu stanoveni citlivosti bakterii na danou antibakterialni latku.
Hlavni roli zde hraje koncentra¢ni gradient, ktery se snizuje vlivem difize antibakterialni
latky ze zdroje do okoli. SniZzeny koncentracni gradient zabrani ristu bakterii do vzdale-

nosti G¢inné inhibi¢ni zony (Zavadova, 1986).

3.6.1 Difazni diskova metoda také 6.1.3 CSN EN ISO 20645

Metoda je zaloZena na principu difundovani antibakteridlniho ptipravku do prostiedi.
Pii této zkousce se pracuje s bakteriemi Staphylococcus aureus a Escherichia coli (CSN
EN ISO 20645) Zkoumany vzorek se umisti na agarovou pudu, ktera je inokulovana testo-
vacimi bakteriemi. Vyhodnocovani se provadi po 24 h, kdy se zkouma nartst bakterii pod
vzorkem nebo piipadné v okoli vzorku. Stanovuje se inhibi¢ni zona, ktera 1ze nejspolehli-
v&ji stanovit podle vztahu MIC, coZ je nejnizsi koncentrace latky, ktera jiz inhibuje viditel-
ny rust. Udava se Vv jednotkdch pg/ml nebo mg/l a primér inhibi¢ni zoény (Zavadova,
1986). Vyhodnoceni zkousky je hodnoceno jako dobré, na hranici u¢innosti nebo nedosta-
te¢né (CSN EN ISO 20645).

3.6.2 Agarova diftiizni metoda

Nyni se vyuziva toho, Ze je dané inokulum piimo rozptyleno v jesté rozehraté agarové
vrstvé v Petriho misce. Metoda je vyhodna pro striktni anaeroby. Takto se také muze pro-
vést test na hrn bakterii pfimo z materidlu. Soucasné se doporucuje pritomné aeroby po-

tlacit kanamycinem a vankomycinem (Zavadova, 1986).

3.6.3 Dilu¢ni metoda

Princip spociva v rozpusténi antibiotik v tekutém bujonu nebo v pevném agaru. Rozli-

cw v
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koncentraci antibiotik, ktera jiz inhibuje viditelny rist. Vyhoda metod je v tom, Ze lze otes-

tovat soucastné jeden kmen viigi vice antibiotikiim (Spacek, Buchta a Jilek, 2013).

3.6.4 6.1.1 AATCC Test Method: 100-2004- Anitabcterial Finishes on Textile Mate-

rials

Tato metoda ukazuje kvantitativni postup hodnoceni stupné antibakterialni aktivity.
Posuzuje se antibakterialni ucinnost daného textilntho materialu, ktery je v interakci
s danou bakterii. Urcuje se faktor redukce, ktery ukazuje, o kolik doslo ke snizeni inokulo-
vané koncentrace bakterii. Faktor se pfepocitava na pocet obnovenych bakterii vzhledem

k neupravenému standardu (AATCC Test Method, 2012)

3.6.5 6.1.2 AATCC Test Method: 147-2004-Antibacterial aktivity Assessment of

textile materials

Jedna se o metodu stanoveni antibakteridlni aktivity upravenych textilnich povrchi.
Metoda je velmi citliva, ale obtizna na provedeni a ¢asové ndro¢na na rutinni kontrolu kva-
lity. Ve vysledku se hodnoti velikost tzv. halo zon, coZ jsou oblasti okolo testovan¢ho

vzorku (AATCC Test Method, 2011).
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II. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Testované vzorky

Stiibro v podob¢ nanocastic je v posledni dobé vyuzivano v celé fadé kosmetickych
a zdravotnickych ptipravki. Jeho G¢innost mize byt odlisna s ohledem na 1ékovou formu,
koncentraci, velikost a tvar ¢astic a mnoha dalSich faktorech. V praktické Casti byly testo-
vany pouze vzorky jedné formy nanocastic a to konkrétn¢ koloidni. Prakticka ¢ast prace se
zaméfila na ovéfeni antibakterialniho efektu komeréné dostupnych piipravki obsahujicich
sttibro v koloidni formé&. Jednotlivé vzorky nejsou oznaceny vyrobcem a jsou definovany
jako vzorek €. I, vzorek €. I a vzorek €. III. Vyrobky byly zakoupeny jak v distribucni siti
lékéren, tak i v internetovém obchod€. Mezi zakoupenim vyrobkl a jejich testovanim byly
vzorky uchovavany v podminkéach definovanych v ptibalovém letdku. Vzorky byly pouzity

do 24 hodin od zakoupeni. Jednotlivé vzorky je mozno definovat nasledujicim zptisobem:

Vzorek ¢. 1. Jednalo se o krém, ktery kromé koloidniho stiibra obsahoval konopny ex-
trakt. Vyuziti krému piedpoklada jeho kontakt se zdravou ¢i mirné¢ podrazdénou kuzi.
Konzistence vzorku byla na pomezi gelu a krému. Produkt je voln¢ dostupny ve speciali-
zovanych prodejnach. Objem vyrobku stanovil vyrobce na 15 ml. Pfed samotnym testova-
nim byl vzorek homogenizovan. VVzorek nebyl u bakterie E. coli stanoven, jelikoZ se do néj
vneslo inokulované mnozZstvi bakterie pfipravené ve fyziologickém roztoku, tedy 9 % Na-
Cl. AZ po vneseni takto pfipraven¢ho inokula jsme si uvédomily, ze pfitomné chloridové
ionty inaktivuji ionty stiibrné. Tato reakce se projevila vznikem srazeniny. Tudiz jsme mu-
sely pfipravit nové inokulum pouze v demineralizované vodé. Vzorek €. 1. se tedy nepoda-

filo stanovit.

Vzorek ¢. II. V tomto ptipad¢ se jednalo o sprej, ktery obsahoval koloidni sttibro
0 koncentraci 20 ppm. Velikost nanoc¢astic uvadi vyrobce od 1,5 — 10 nm. Sprej je primar-
né urcen pro zevni pouziti, aplikuje se lokalné€ na tvare, paze i podpazi. Pii ¢astéjsim pouzi-
ti by mél vyrazné snizovat poceni. Tedy ma se chovat jako deodorant, antiperspirant. Vy-
robce uvadi, ze je nutné skladovat sprej ve tm¢. Pumpickovy aplikator umoziuje rovno-
mérné naneseni produktu. Celkovy objem vyrobku ¢inil 25 ml. Mozné zakoupeni je pouze
na webovych strankach vyrobce. Jeho dohledatelnost je velmi snadnd, jedna se totiZ o Ces-

ky vyrobek. Pied samotnym testovanim byl vzorek homogenizovan.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

Vzorek €. Ill. Jedna se o gel, ktery kromé koloidniho stfibra také obsahuje extrakt
z konopi, panthenol a koenzym Q10. Gel mé zmirfiovat potize pii nadmérném poceni no-
hou. Celkovy obsah vyrobku byl 75 ml. Cely obsah se pro experiment nevyuzil. Gel se da

zakoupit ve vSech 1ékarnach. Pfed samotnym testovanim byl vzorek také homogenizovan.

4.2 Pouzité bakterie

V experimentu byly pouzity dva zkuSebni kmeny a to Staphylococcus aureus CCM
4516 (ATCC; American Type Culture Collection 6538) a Escherichia coli CCM 4517
(ATCC; American Type Culture Collection 8739).

4.2.1 Escherichia coli

E. coli patii mezi bakterie fakultativné anaerobni, nesporulujici. Nalezi ke Gramnega-
tivnim bakteriim, které maji bakteridlni sténu tvofenou vrstvou proteoglykanu a vrstvou
lipopolysacharidu. Bakterialni bunky jsou typicky ty¢inkovité o délce asi 2 pm a tlousce
0,5 um. E. coli se vyskytuje v zazivacim traktu teplokrevnych organisma (Rosypal, 2003).
Nékteré poddruhy mohou plisobit neskodné, ale napt. sérovary O157:H7, O111:B4, O121,
0104:H21 zpasobuji zavazné onemocnéni, protoze produkuji toxiny, které mohou byt
v kone¢né fazi az letalni. K infekci ve vétSin€ piipadi dochazi po poziti neomyté zeleniny
a Spatné tepeln¢ upraveného masa. Pro zamezeni Sifeni bakterialni infekce se jedinci poda-
vaji antibiotika napf. streptomycin nebo gentamicin, na které je E. coli citliva. Vici antibi-
otikim se miiZze vytvofit rezistence. Ta vznikd zneuzivanim antibiotik, jejich naduzivanim
a také ptidavanim do krmiva zvitatiim k podpofe jejich riistu. Vyskyt bakterie neni omezen
pouze na hostitelské prostredi, ale miize se vyskytovat i mimo télo. Pfitomnost bakterie

nam slouzi jako indikator zne¢isténi vod (Juhanak, 2012).

4.2.2 Staphylococcus aureus

S. aureus bézné nazyvany jako zlaty stafylokok, patfici mezi anaeroby, které netvori
spory. Je predstavitelem Grampozitivnich kok, které nelze pod mikroskopem odliSit
od jinych Grampozitivnich kok napt. od Streptococcus pyogenes. Staphylococcus aureus je
taktéz vyznamny patogen, ktery ma Siroké pole plisobnosti. Od méné zavaznych koznich
onemocnéni az po stavy ohrozujici zivot. Vyskytuje se na pokozce a sliznicich. Mezi nej-
znam¢jsi nemoci vyvolané touto bakterii patii: endokarditida, coz je onemocnéni srde¢nich
chlopni v disledku tvorby biofilmu, pneumonie, osteomyelitida, ktera se po postizeni

kloubti projevuje jako hnisavé artritida, dale pak zancty mlécné zlazy a v neposledni fadé
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také syndrom toxického Soku. Ten je zpusoben proniknutim toxinu nebo i enterotoxinil,
pfipadné jejich producentli do krevniho ob&hu. I zde je nutné antibiotickd terapie, kterd je
V tomto piipadné velmi komplikovana. Na staphylococca byl pouzit penicilin, na ktery se
rychle zacala tvofit rezistence u nékterych kment, protoze se diky pfenosim plasmida vy-
tvofil enzym penicilinasa, ktery tuto rezistenci podporuje. Nyni se zavadi jako antibioti-

kum vaktomycin, na ktery je vétsina kment citlivych (Julak, 2006).

4.3 Pristroje

Pro experiment byly vyuzivany nasledujici pfistroje a zafizeni: Biologicky inkubator
INE 400 Memmert 531, laminarni box s fizenou cirkulaci vzduchu Thermo Elecron LED
GmbH (Germany), opticky mikroskop (Olympus CKX 41), autoklav tuttnauer typ 3150
ELV, minitfepacka MS1 Laboratory Equipment (USA), stolni digitalni vahy Denver
Summit SI- 4002 (Germany), vodni lazen Memmert, pocita¢ kolonii Count Plus Schiitt

Labortechnik (Germany).

4.4 Chemické latky

Demineralizovand voda, Soyabean Casein Digest Agar (Tryptone Soya Agar) HiMe-
dia Laboratories (India), lecitin 3 g/1, polysorbat 30 g/l, NaCl

Neutralizator- Jako neutralizator se ¢asto pouziva komplex slozeny z lecitinu a polysorba-
tu. Déle se pridava treti slozka v zavislosti na povaze latky, kterou chceme zneutralizovat.
Pro sttibro nebylo nic doporuceno, proto jsme pouzili NaCl. Tedy vysledny neutralizator

byl slozeny z lecitinu o koncentraci 3 g/1, z polysorbatu o koncentraci 30 g/l a z NaCl 5 %.
Lécivy ptipravek- Jedna se o latku nebo o kombinaci vice latek, které jsou urceny k 1éceni.

Lékova forma- kazdy lék je zpracovan do urcité formy, kterd odpovidd pozadovanému
zpusobu pouziti. Lékové formy se déli na pevné, polotuhé a kapalné. Mezi polotuhé formy
patii masti, pasty, gely. A do kapalnych forem fadime roztoky, kapky, spreje a dalsi.
V nasem pokusu byly pouzity nasledujici 1€kové formy a to polotuhé a kapalné. Je nutné
dbat na to, s jakou konzistenci se pracuje, nebot’ rozdilna 1ékova forma ovliviiuje rychlost

uvoliiovani ucinné latky.
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5 DESIGN EXPERIMENTU

Design experimentu vychazi z Ceského lékopisu 2009, konkrétng jeho Doplitku 2013.
Vlastni predpis je pak v &asti ,,U&innost protimikrobnich konzervaénich latek®. Postup za-
hrnuje nasledujici: Lécivy pripravek, ktery nema vlastni dostacujici protimikrobni ucinek,
muze byt nadstaven konzervacni latkou. VéEtSinou se pfidava protimikrobni latka do pfi-
pravkli na vodné bazi. Antimikrobni latka zamezuje mnozeni bakterii ve vyrobku a tim
padem chrani pacienta pred piipadnym poskozenim nebo infekci. Uéinnost protimikrobni
konzervace se muze snizit nebo zvysit 1é¢ivou latkou ptipravku, do néhoz je ptidana. Pro-
timikrobni Gi€innost se stanovi v jeho konecném obalu a v pribéhu doby jeho pouzitelnosti,
aby se zjistilo, jestli se dand latka nijak nenarusila. V prabéhu vyvoje 1é¢ivého piipravku se
ma prokdzat, Ze protimikrobni u¢innost ptipravku S pfiddnim vhodné protimikrobni latky
zajistuje ochranu pied nezadoucimi G¢inky. Uéinnost protimikrobniho ptisobeni se proka-

zuje dale popsanou zkouskou.

51 ZKOUSKA UCINNOSTI PROTIMIKROBNI KONZERVACE

Podstata zkousSky je naockovani pfedepsaného mnozstvi vhodnych mikroorganismi
do lé¢ivého piipravku Vv jeho kone¢ném obalu. Skladovani naockovaného ptipravku musi
byt pii piedepsané teploté a odebirani vzorkli po urcenych intervalech. Déle se stanovuje
pocet prezitych mikroorganismi. Konzervaéni vlastnosti pfipravki jsou dostacujici, jestli-
7e pii zkousce pocet mikroorganismi vyznamné nevzroste. Kritéria pfijatelnosti poklesu
poctu mikroorganismil v zavislosti na Case se 1i§i podle druhu ptipravku a stupné pozado-
vané ochrany. Zkousky se provadéji s kazdym kmenem samostatné. Pfi této metod¢ jsou
zkuSebni kmeny: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans,

Aspergillus brasiliensis, Escherichia coli.

5.2 PRIPRAVA INOKULA

Nejprve bych vysvétlila, co to inokulum je. Jedna se o suspenzi bakterii, které jsou
Vv prostfedi média, v naSem piipad¢ v testovaném vzorku. Poté je tedy toto inokulum piene-

seno na zivnou pudu.

Ped zkouskou se naockuje na povrch agaru s hydrolyzaty séji a kaseinu. Kultury bak-
terii se inkubuji 18 h az 24 h pii 30 °C az 35 °C. Narostlé kolonie bakterii se pomoci steril-
ni suspenzni kapaliny pfevedou do vhodné nadoby a stejnou kapalinou se natedi tak, aby

obsahovaly 10° mikroorganismi v mililitru. Z kazdé suspenze se ihned odebere vzorek
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a stanovi se pocty jednotek vytvaiejicich kolonie v mililitru kazdé suspenze pocitanim
na pevnych ptidach nebo metodou filtrace. Tato hodnota slouzi ke stanoveni velikosti ino-

kula a je vychodiskem pro provedeni zkousky. Suspenze se maji pouzit ihned po pfiprave.

5.3 POSTUP ZKOUSKY

Ke stanoveni poctu zivotaschopnych bakterii v inokulovaném piipravku se pouziva
stejnd zivna puda jako pii kultivaci prislusné bakterie. Naockuje se série zkouSeného pfi-
pravku tak, aby v gramu nebo v mililitru bylo 10° az 10° bakterii. Objem suspenze inokula
nema preskocit 1 % objemu ptipravku. Peclivé se promichd, aby se dosahlo stejnomérného
rozptyleni. Naockovany ptipravek se udrzuje pii teploté 20 °C az 25 °C, chranén pied svét-
lem. Z kazdého obalu se odebira vhodny vzorek, obvykle 1 g nebo 1 ml a to ihned po na-
o¢kovani a poté v danych intervalech. Podle druhu piipravku se stanovi pocet Zivotaschop-
nych bakterii. Zajisti se odstranéni jakékoliv zbytkové protimikrobni ucinnosti pfidanim
inaktivacni latky. Pouzije-1i se specificka inaktivacni latka, je nutno pfiméfenymi kontro-
lami ovéfit, zda je systém schopen umoznit rist zkouskového kmene. Podle kritéria pfija-

telnosti posuzujeme U€innost dané latky. Pfijatelnost se odviji 1 od pouziti ptipravku.

5.4 Kritéria prijatelnosti

Pozadavky pro hodnoceni protimikirobni U¢innosti jsou uvedené v tabulce vyjadieny
V logaritmu sniZeni poc¢tu Zivotaschopnych mikroorganismi proti hodnotam ziskanym pro

cerstvé naockované piipravky.

Tabulka 1 Kritéria piijatelnosti

Logaritmus sniZeni po¢tu zarodku

Po 7 Po 14 Po 28
6 h Po 24 h
dnech dnech dnech
Bakterie A 2 3 - - -
Bakterie B - 1 3 - -

-beze zmény/ bez nélezu
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Pozadavky vitadku A vyjadiuji doporucenou ucinnost, které se mé dosdhnout.
V odiivodnénych ptipadech, kdy tyto pozadavky nemohou byt splnény, napt. pro zvysené

riziko nezaddoucich G¢inkl, se musi uplatnit pozadavky uvedené v fadku B.
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6 PRAKTICKE PROVEDENI EXPERIMENTU

Pted samotnym zapocetim experimentu byla nejdiive piipravena zivna puda a neutra-

lizator.

Pro zkousku byl pfipraveny neutralizator, tedy inaktivacni latka, 0 objemu 200 ml.
Jednotlivé slozky byly navazeny a zality demineralizovanou vodou do pozadovaného ob-
jemu. Lecitin o koncentraci 3 g/l byl navazen v mnozstvi 0,6 g. Polysorbat byl navazen na
hmotnost 6 g. NaCl bylo odvazeno 1,7 g. Dale byla pfipravena zivna puda. Bylo navazeno
6 X 16 g TSA a zalito 400 ml demineralizované vody. Slozky byly zhomogenizovany
a spolu s neutralizatorem vlozeny do autoklavu. Mezi tim, byly pfipraveny testovaci vzor-
ky a to tak, ze se kazdy rozd¢lil na polovinu. Tedy pro zkusebni kmen E. coli a S. aureus.
Navazené mnozstvi bylo vlozeno do nadobek s tmavym sklem, pro minimalizaci pfipadné-
ho rozkladu pfipravku plsobenim slune¢niho zafeni. Jako dalsi krok je pfiprava zivo-
taschopnych bakterii. Odebrala se ¢ast bakterii, které byly den pfedem nakultivovany
na TSA agaru a ptidaly se k 9 ml fyziologického roztoku.

Prvni experiment: Pii prvnim provedeni pokusu, doslo k zjisténi, ze fyziologicky roztok
pusobi jako stabilizator. Tato skute¢nost nebyla popsana ani v 1ékopise, ani jsme ji nedo-
hledali v odborné literatufe. Z tohoto divodu doslo pii vyuziti fyziologického roztoku
k zastaveni reakce, protoze podporoval vylu¢ovani stfibra. Byli jsme tedy nuceni zacatek

pokusu opakovat s tim, Ze se inokulum pfipravilo do demineralizované vody.

Druhy experiment: Nyni se pfipravilo inokulum do demineralizované vody. Po dikladné
homogenizaci se odebral vzorek bakterii, slouzici k odhadu poc¢tu kolonii. Pomoci mikro-
skopu jsme na Biirkerové komurce zkontrolovali, ze pocet bakterii pfiblizné¢ odpovida
hodnotdm stanovenych v Ceském lékopisu. Biirkerova komiirka je sestavena tak, Ze je
na horni ploSe uprostied zbrouSena do hloubky 0,1 mm, na dn¢ tohoto zabrusu je na plose
100 mm? pocitaci mfizka definovanych rozméra. Ve svislém i vodorovném sméru je miiz-
ka tvofena liniemi od sebe vzdalenymi 0,25 mm. Které tvoii ¢tverce o plose 0,0625 mm?,
Dalsi linie jsou ve vzdalenosti 0,125 mm. Urceni pfiblizného poctu mikroorganismi se
provadi dle vzorce Norg. v 1 ul = Nyg. / (pocitana plocha v mm? x hloubka komirky v mm
x fedéni). Do testovacich skleni¢ek bylo vlozeno inokulum podle hmotnosti vzorku. Diile-
zitym parametrem zde bylo, Ze mnozstvi vpraveného inokula nemélo ptesahnout 1 % celé-

ho mnozstvi vzorku. Dale byly do stojanku umistény zkumavky s 9 ml neutralizatoru. Do

prvni bylo odpipetovano mnozstvi 1 ml bakterii E. coli a a do druhé 1 ml S. aureus. Poté
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jsme odpipetovali do druhé zkumavky 1 ml piipraveného vzorku s inokulem a provadéli
jsme fedéni od 10%z po 10°. Redéni je nutné z diivodu poéitatelnosti kolonii. Vlastni fe-
déni se provadi desetinou fadou, tedy ptivodni vzorek se fedi postupné o fady: 10x, 100x,
1000x, 10000x, 100000x. Postup desetinného fedéni probiha nasledovné: Do zkumavky se
ptevede vzorek o ur¢itém objemu a poté se ziedi s devitindsobkem jeho objemu fyziolo-
gickym roztokem nebo demineralizovanou vodou. V tomto experimentu se odebral vzorek
0 objemu 1ml a ziedil se s 9 ml neutralizatoru. Smés se ve zkumavce zhomogenizuje. Poté
je postup analogicky. Znovu se odebere 1 ml vzorku. Ktery se ziedi s 9 ml neutralizatoru.

Takto se postupuje aZ do zfedéni 10°. Viz obrazek

tml o~ tm TN T tmT N tm”
I 0 M L]

9 ml

- (N R e b

10-1 10 2 107 1074 107

tekuty vzorek

Obrazek 12 Postup fedéni

Do pripravenych Petriho misek se zacal odlévat agar s 1 ml ziedéného vzorku. U kaz-
dého tedéni se stanovovaly dvé Petriho misky. Analogicky se takto postupovalo u obou
kment bakterii. Nasledné byly misky vloZeny do inkubatoru na dobu 24 h. Po uplynuti
stanovené doby se urcil pocet kolonii, které piisobeni antibakterialni latky prezily. Vysled-
ky se vyhodnocuji pouze u fedéni, pii kterych jsou bakteridlni kolonie pocitatelné. Méteni
se provadélo také po 48 h a po 7 dnech, po 14 dnech, po 28 dnech. Hodnoty byly zazna-
menany do tabulky viz. nize.Vypocet pro zjisténi hodnoty cfu/ml se da vypocitat jako

primérny pocet kolonii/ ptislusné fedéni.
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7 VYSLEDKY

Stanoveni antibakterialni aktivity nanocastice stiibra je velice dilezité. Nebot je fese-
nim nékterych onemocnéni zpisobenych bakteriemi. Pomoci antibakteridlni aktivity se da
I onemocnénim piedchazet. Uvedené vysledky poskytuji obraz o realné ucinnosti testova-

nych komer¢nich produktt.

7.1 ZkusSebni kmen: Staphylococcus aureus CCM 4516

Inokulum bylo pfipraveno do sterilni demineralizované vody. Koncentrace inokula
stanovena pomoci metody zalévani do agaru TSA. Paraleln¢ se provadély dvé stanoveni
a primé&rna hodnota poctu bakterii byla 1,0.10” cfu/ml. Cislo odpovida po&tu Zivotaschop-
nych bakterii v 1 ml vzorku. Inokulace daného vzorku probihala tak, ze inokulum nemélo
ptesahnout 1 % vzorku. Tim padem u ve vzorku ¢. I bylo 5,5 g krému a 0,055 ml inokula.
Ve vzorku €. I bylo 10 g spreje s 0,1 ml inokula a ve vzorku €. III bylo 20 g gelu s 0,2 ml
inokula. Vsechny inokulované vzorky byly homogenizovany a skladovany ve tmé za labo-

ratorni teploty. Inkubace probihala po dobu 24 h pfi teploté 36 °C.

Fotografické zdznamy ukazuji plisobeni nanocastice stfibra ve vzorku ¢. 1 inokulované

bakterii S. aureus.

C) D)
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Obrazek 13 Fotografie vysledku testd antibakterialni aktivity ve vzorku ¢. |

A) Bakterialni suspenze S. aureus pfi fedéni 10° B) Vzorek ¢. | Inokulovany S. aureus
ihned po naockovani C) Vzorek ¢. | Inokulovany S. aureus po 24 h D) Vzorek ¢. | Inoku-

lovany S. aureus po 7 dnech

Tabulka 2 Antibakterialni uc¢innost koloidniho stfibra na kmen Staphylococcus aureus po
dobu 28 dnu

Antibakterialni u¢innost koloidniho stiibra na kmen Staphylococcus aureus po
dobu 28 dni

Pocet cfu/ ml
Oznaceni vzorku Corstve o7 P14 BaI25
Po24 h
naock. gel dnech dnech dnech
Vzorek ¢. 1 1,5.10° 11 -* - -
Vzorek ¢. 11 - - - - -
Vzorek & 111 53.10° - - - .

Poznamka: cfu/ml (Colony Forming Unit) jedna se o jednotku udavajici pocet Zivo-
taschopnych bakterii v 1 ml vzorku. Cesky ekvivalent je KTJ/ml (kolonie tvorici
jednotky).

*Bez nalezu

Dle Ceského lékopisu musi byt vyhodnoceni experimentu vyjadieno v logaritmickém
sniZeni poctu Zivotaschopnych zarodkil proti hodnotam ziskanych po Cerstvé naockované

ptipravky.
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Tabulka 3 Logaritmus snizeni po¢tu zarodkut u bakterie Staphylococcus aureus

Logaritmus sniZeni poc¢tu zarodki

Cerstvé Po 7 Po 14 Po 28
Oznadeni vzorku Po 24 h
naock. gel dnech dnech dnech
Vzorek ¢. 1 0 4 5 - -
Vzorek ¢. 11 5 - - - -
Vzorek ¢. 111 1 5 - - -

—beze zmény/ bez ndlezu

7.2 ZkuSebni kmen: Escherichia coli CCM 4517

Inokulovana bakterialni suspenze byla pfipravena do sterilni demineralizované vody.

Také se stanovila koncentrace inokula metodou zalévani do agaru TSA. Ciselna hodnota

2,6.10% cfu/ml byla stanovena jako primérna hodnota dvou méfeni a odpovida poctu Zivo-

taschopnych bakterii. Podminka pii inokulaci vzorku je stejna jako u bakterie S. aureus

amusi byt i tady splnéna podminka, Ze mnozstvi inokula nesmi pfesahnout 1 % vzorku.

Vzorek €. I se bohuzel nepodatilo stanovit. Diivody jsou objasnény vyse. Vzorek ¢. II ob-

sahoval 10 g spreje s 0,1 ml inokula. Vzorek ¢. III obsahoval 20 g gelu s 0,2 ml inokula.

Vsechny inokulované vzorky byly zhomogenizovany a skladovany ve tm¢ za laboratorni

teploty. Inkubace probihala po dobu 24 h pfi teploté 36 °C.
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Tabulka 4 Antibakterialni uc¢innost koloidniho stfibra na kmen Escherichia coli po

dobu 28 dnu

Antibakterialni u¢innost koloidniho sti¥ibra na kmen Escherichia coli po dobu

28 dnu
Pocet cfu/ ml
LA 7T Cerstvé Po 7 Po 14 Po 28
Po 24 h
naock. gel dnech dnech dnech
Vzorek ¢. | / / / / /
Vzorek ¢. 11 - - - - -
Vzorek & II1 1,5.10° 6,5.10° - - -

jednoky).

Poznamka: cfu/ml (Colony Forming Unit) jedna se o jednotku udavajici pocet zivo-

taschopnych bakterii v 1 ml vzorku. Cesky ekvivalent je KTJ/ml (kolonie tvofici

Dle Ceského 1ékopisu musi byt vyhodnoceni experimentu vyjadfeno v logaritmickém

sniZeni poctu Zivotaschopnych zarodkl proti hodnotdm ziskanych po Cerstvé naockované

ptipravky.

Tabulka 5 Logaritmus sniZeni poétu zarodku u bakterie Escherichia coli

Logaritmus sniZeni po¢tu zarodku

Cerstvé Po 7 Po 14 Po 28
Oznaceni vzorku Po 24 h
naock. gel dnech dnech dnech
Vzorek €. 1 / / / / /
Vzorek ¢. 11 6 - - - -
Vzorek ¢. 111 1 3 6 - -
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7.3 Shrnuti experimentu

Rozsah experimentu byl del$i nez jeden tyden, proto jsem v nasledujici tabulce shrnula

jednotlivé ukony, které probihaly v rozd€lenych ¢asovych intervalech.
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Tabulka 6 Postup prace

doba B
Provadéna prace
pokusu
1. Tyden
Den 1 ” vi o Pteockovani a kultivace bakte- ” . Rozd¢leni kazdého vzorku na
Ptiprava zivné ptidy TSA agaru ./ Ptiprava neutralizatoru -
rii polovinu
Den 2 , . Neutralizace vzorku
Stanoveni koncentrace inokula Redéni zneutralizovaného
Pfiprava inokula E. coli, tak S. vpraveni inokula do vzorkd, (fedéni od 10° po 107); Zal¢- 0 5
. . vzorku od 10” po 10
aureus homogenizace vani do agaru .
inkubace 24 h -Zglevam do agaru
-inkubace 24 h
Den 3
Vyhodnoceni vysledku < Nveu,trallzace .Vzorku,h Zalévani do agaru
Z minulého dne Redéni zneutralolzovaneS © inkubace 24 h
vzorku od 10 po 10
Den 4 Vyhodnoceni vysledki
Z minulého dne
2. Tyden
Den 1 Neutralizace vzorku gt
SN . . Zalévani do agaru
Redéni zneutralizovaného inkubace 24 h
vzorku od 10° po 10”
Den 2 Vyhodnoceni vysledki

Z minulého dne
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3. Tyden
Den 1 Neutralizace vzorku
Redéni zneutralizovaného
vzorku od 10° po 10°
Den 2 Vyhodnoceni vysledkii
Z minulého dne
4. Tyden
Neutralizace vzorku Zalévani do agaru
Den 1 Redéni zneutralizovaného inkubace 24 h
vzorku od 10° po 10”
Den 2 Vyhodnoceni vysledku

Z minulého dne
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7.4 Diskuze

Vysledky testl zkoumajici kmeny bakterii dopadly podle ocekavani. Z uvedenych ta-
bulek je zfejmé, ze nejvetsi antibakterialni aktivitu vykazoval vzorek €. 1. Z pocatku jsem
se domnivala, Ze takto vyrazna antibakteridlni G€innost je vyvoland mensi velikosti nano-
¢astic. Kholoud uvadi ve své praci Synthesis and application of silver nanoparticles, ze
antibakterialni ¢innost nanostfibra je vétsi, ¢im jsou jeho rozméry mensi. Coz se jasné
nedalo v mé praci prokazat, protoze Vzorek €. Il obsahoval stfibrné ¢astice o velikosti 1,5
— 10 nm, to je pfiblizné stejnd hodnota jako u vzorku €. I a €. Ill., které jsou oznaceny za
koloidy. Koloidni stiibro je definované na rozmér 1 — 10 nm. Tento parametr tedy nemi-
Zzeme brat v ivahu. Vyrazna antibakteridlni uc¢innost u vzorku €. Il se da tedy zdlivodnit
jinou konzistenci vzorku. V knize s nazvem Zakladni a aplikovana farmakologie napsana
Dagmarou Lincovou je definovano, Ze faktor ovliviiujici absorpci 1é¢iva je rozpustnost.
Léciva, kterd jsou podavand ve vodném roztoku, jsou absorbovana mnohem rychleji nez
lé¢iva v olejové nebo pevné 1ékové formé. Dle Desselberga plisobi nanostiibro hlavné na
Gramnegativni bakterie. V naSem piipadé ptsobilo nanosttibro velmi pozitivné i na Gram-
pozitivni bakterie. V tivahu ale také musime vzit, Ze vzorky €. I a ¢. lll. Nejsou Cisté a ob-
sahuji dale ve velké mife kanabinoidy, které jsou také zndmy svou antibakteridlni uc¢innos-
ti. Ve své préci to napf. uvadi Ibrahim K. A. s ndzvem Microbial metabolism of cannafla-
vin A and B isolated from Cannabis sativa. Celkové lze ale provadény experiment
S jistotou povazovat za GspéSny. Antibakterialni aktivita stiibra byla dle kriterii pfijatelnos-

ti stanovené Ceskym lékopisem prokézana.

Dale jsem se zamyslela na tim, jak by tento experiment dopadl, kdyby se nejednalo
0 nanocastice stiibra, ale o nanocastice zlata. Zde bych chtéla podotknout, Ze nanocastice
zlata se ve vétsi mife vyuzivaji k realizaci jinych vlastnosti neZ antibakterialnich. Hojné se
vyuzivaji v elektronice, kde neni kladen diraz na antibakterialni aktivitu. Nicméné jeho
antibakterialni aktivitu potvrdilo vice autorti nezavisle na sob&. VSichni pfipravili zlato
pomoci zelené syntézy, tedy syntézy pomoci rostlinného organismu. Nevyhoda této meto-
dy je, Ze se presné neda urcit velikost takto pfipravenych castic. OvSem antibakterialni
ucinnost zlata puisobila jak na bakterie Gramnegativni, tak na bakterie Grampositivni. Me-
todiku a antibakterialni uc¢innost nano zlata na bakterie E. coli a S. aureus popsal ve své

praci Islam et al., 2015. Pro zlato stejné jako pro stiibro plati, Ze antibakterialni u¢innost
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roste s klesajicim rozmérem. Proto se domnivam, Ze by experiment mohl dopadnout velmi

podobng.

Mezi ¢astice vykazujici antibakteridlni aktivitu patii také nanocastice ZnO. Pro svijj
experiment bych ji ovSem nezvolila. Ohledné nano ZnO se nyni vedou diskuze o moznosti
negativniho pasobeni na lidsky organismus. Tyto pochybnosti se zacaly objevovat zhruba
pted tiemi lety, kdy se zacinaly zvefejnovat ¢lanky o negativnim plisobenim nanocastic.
Nekteré studie jako napf. Gulanan et al., 2012 v ¢lanku Green synthesized ZnO nanopar-
ticles agens bacterial and fungal patogens uvadi, ze nanocastice ZnO jsou nebezpec¢né pou-
ze chemicky pfipravené, naopak nanocastice ptipravené pomoci zelené biosyntézy vykazu-
ji antibakterialni aktivitu. Aktualni studie z roku 2015 provedena Khan et al. s nazvem
Comparative study of cytotoxin and genotoxic potentials of zinc oxide and titanium dio-
xide nanoparticles popisuji ve svém experimentu, ze nanocastice ZnO zplisobuji hemolyzu
Vv zéavislosti na jejich koncentraci. S nanocasticemi ZnO se poji tak velké rizika, ze dle mé-
ho nazoru by rozhodn¢ nemély byt soucasti jakychkoliv ptipravki, které by mohly pfijit do

kontaktu s organismem. Pro mij experiment jsou tedy nevhodné.
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8 ZAVER

V teoretické Casti jsem se zaméfila na ti1 hlavni ¢asti a to na nanomaterialy obecné,
kde jsem se zabyvala hlavnimi definicemi, jak jsou tedy nanomateridly charakterizovany
a co musi splitovat. Déle jsem popsala, jak se vyvijely a dostavaly do podvédomi ¢loveka.
S tim souvisi i spousta ocenéni, ktera jsou zminéna V Kapitole Historie nanomateriald
a nanotechnologii. Je ziejmé, ze védni obor zabyvajici se nanotechnologii se vyviji a druhii
materidlti piibyva. Ve své praci jsem druhy materiali rozdélila na pfirodni, uhlikové,
a nanocastice zlata. Uhlikové nanomaterialy jsem zvolila z toho davodu, ze se fadi mezi
materialy, které se stale zkoumaji a jsou zajimavé hlavné svou rozmanitou strukturou. Je-
jich vyuzitelnost je hlavné v technice, kde se uplatiiuje jejich vysoka supravodivost. Nano-
Castice zlata, jsem zafadila proto, Ze jsou Casto s nanocasticemi stiibra Casto srovnavany
a mohou také vykazovat antibakteridlni aktivitu. Dulezity parametr nanomateriald je jejich
vyuzitelnost at’ uz v mediciné nebo v primyslu a podle naroku na material také vyroba.
S kazdym nanomaterialem zaroven pfichazi urcita rizika, s jejichz dusledky se mutzeme

setkat v pusobeni na zivotni prostiedi, ale také v ptisobeni na nas samotné.

Jako hlavni ¢ast celé prace povazuji kapitolu vénujici se nanocasticem stiibra, Které
jsem si vybrala pro antibakterialni pisobeni, které souvisi s rozmérem c¢astic. Velikost na-
nocastic se da ovlivnit jejich pfipravou a to pomoci chemické redukce, optické redukce,

pomoci micel, pomoci hydrogelu nebo pomoci metody zelené biosyntézy.

V zavéru teoretické Casti je uvedena antibakterialni ucinnost, kterd je vyvolana jednak
biologicko — chemickym pusobenim a jednak fyzikalnim plisobenim, tedy teplem a zafe-
nim. Bohuzel, i zde je existence vedlejsich ucinku, které jsou popsany v podkapitole. Pro-
kazéani antibakteridlniho ptisobeni se provadi pomoci tfech metod: difizni deskova metoda,

agarova difuzni metoda a tfeti dilu¢ni metoda.

rowr 4

Prakticka cast vychazi z poznatkii uvedenych v teoretické Casti. Zaméieni experimentu
je na antibakterialni G¢inky nanocastice stfibra. Tato aktivita se zkoumala u tfech ndhodné
vybranych vzorcich, voln¢ dostupnych v siti 1ékaren, na bakteridlni kmeny E. coli
a S. aureus. I zde je kapitola vénovana metodice a popisu produktt a chemikalii, které byly
pii praci pouzity. Dale je detailn¢ popsan cely experiment slovné a vysledky jsou shrnuty
do prehlednych tabulek. Posledni ¢ast prace je vénovana diskuzi o provadéném experimen-

tu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ppm
NPs

RNA

CNT

TEM

PVA/PS-PEGMA

DNA

Mnozstvi jednoho dilu z milionu (pg/ml)

Z angli¢tiny- nanoparticles - nanocastice

Ribonukleova kyselina

Z anglictiny- Carbon nanotube — uhlikové nanotrubice
Transmisni elektronovy mikroskop
Polyvinylalkohol/polystyren-CO-Polyethylenglykol-methakrylat

Deoxyribonukleova kyselina
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