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Anotace

Zinek fadime mezi esencialni prvky v organismu. V poslednich letech se pouziva jako nastroj
pro snizeni pouzivani antibiotik a jako prevence prijmovych onemocnéni u odstavenych selat.
Aby bylo docileno antimikrobidlni aktivity, je nutné podavat zinek ve vysokych déavkéach
(2000 — 2500 mg/kg diety) nejéastéji ve forme oxidu zine¢natého. Diky témto nadlimitnim
davkam zinku dochazi k nadmérné akumulaci zinku v praseci kejdé, kterd je nasledné
aplikovana jako hnojivo zejména pro vyzivu kukufice. Vznika tak velice pal¢ivy problém,
kdy jsou pidy presyceny nadlimitnimi hodnotami zinku. Re$enim miZe byt pouZiti
nejmodernéjsich postupli za pomoci nanotechnologii, kdy bude mozné davky zinku razantné
snizit pfi zachovani jeho uc¢inku. Cilem této metodiky bylo vytvofit uceleny postup, syntézy
nanokomplexti zinku za pomoci fosfore¢nani. Soucasti metodiky jsou rovnéz

mikrobiologické vlastnosti jednotlivych nanokomplext zinku.

Klic¢ova slova: zinek, nanotechnologie, antibakteridlni vlastnosti, vyziva monogastra

Annotation

Generally, zinc is one of the essential elements in the body. In recent years, it has been used
as a tool for reducing the use of antibiotics and to prevent diarrheal diseases in weaned
piglets. To achieve the antimicrobial activity, zinc should be administered in high doses (2000
- 2500 mg/kg diet) and usually in the form of zinc oxide. These over-limit doses of zinc lead
to excessive accumulation in pig manure, which is subsequently applied as a fertilizer for
maize. This creates a problem when soils are supersaturated with over limit of zinc. The
solution can be the use of latest nanotechnology-based techniques, where zinc doses can be
dramatically reduced while its effect is maintained. The aim of this methodology was to create
a coherent process of zinc nanocomplexes synthesis using phosphates. The microbiological

characteristics of the individual nanocomplexes of zinc are part of the methodology.

Keywords: zinc, nanotechnology, antibacterial properties, nutrition



1 Uvod
Zinek (latinsky Zincum) je stiedné tvrdy kiehky modrobily kov, na lomu krystalicky a leskly.

V periodické tabulce prvkil se nachdzi ve ctvrté periodé a dvanacté skupiné spoleéné s
kadmiem a rtuti. Zinek se vyskytuje ve formé¢ dvoumocného iontu, kdy jsou jeho d-orbitaly
kompletn¢ zaplnény elektrony a nemuze tak podléhat redoxnim zménam. Atomové cCislo
zinku je 30, atomova hmotnost 65,409 a bod tani 419,4 °C. Radi se mezi biogenni prvky, coz
Znamena, Ze je pro zivot nezbytny. Fyzikalné-chemické vlastnosti mu predurcuji mimotradné
vyuziti a dilezitost v biologickych systémech. Zinek je dilezitou soucasti enzymového
systému, ktery plisobi antioxidacné. Zabranuje tak, spolecné¢ s vitaminy a selenem, tvorbé
mediatora zanétu v téle [1].

Zinek je stopovy prvek (mikroelement), ktery je nezbytny pro clovéka a zvirata.
Mikroelementy se vyskytuji v organismech viadech mg/kg a pro mnoho zvifat jsou
nepostradatelné. Jako prvek ma vyznamnou roli ve vice nez 160 enzymech, je nezbytny pro
DNA replikaci, transkripci a proteinovou syntézu. Byva soucasti riznych metaloproteind, kde
plni strukturni i katalytickou funkci. Jeho mnozstvi v organismu ovliviiuje rist zivo¢isnych
organismii. Ucastni se také metabolismu sacharidi [2].

Zdrojem zinku ve vyzivé zvifat jsou predev§im oxidy, sirany, uhli¢itany, octany a jiné. Jeho
potieba roste s vys$§im piijmem médi a vapniku [3]. Bylo prokazano, ze dopliiovani zinku do
krmnych davek ovei ma pozitivni vliv na produkci mléka a vyssi hmotnost jehnat. Nedostatek
zinku v pidé¢ a tim i v krmivu se projevuje snizenou chuti k ptijimani krmiva, zanéty kize, u
dribeze Spatnym opetfenim. U kutat a kratat se vyskytuji pfi nedostatku zinku zkracené a
ztlusteélé dlouhé kosti panevnich koncetin, zvétSené klouby [4]. Zaroven dochazi ke snizeni
lihnivosti vajec [5]. Nadbytek zinku a nékterych stopovych prvkd nemusi vzdy vyvolavat u
zvitat zdravotni obtize, ale jeho vysoky obsah ve vykalech mize mit negativni vliv na
ekologickou zatéz a pidni mikrobiom. U lidi je nedostatek zinku spojovan s vypadévanim
vlast, snizenym metabolismem vitaminu A, Spatnym hojenim ran, niZ§i imunitou nebo
napiiklad poskozenim varlat. Vyzkumy prokdzaly, Ze dlouhodobé dopliiovani zinku u
pacientq s jaterni encefalopatii zlepSuje neurologické symptomy a metabolické parametry [6].
Biologicka dostupnost zinku z rtiznych zdroji je rozdilna. Pokud siran zine¢naty heptahydrat
ma hodnotu 100, potom uhli¢itan zinecnaty 93, oxid zinecnaty 67, chlorid zine¢naty 107 a
chelat zinku s methioninem dokonce 131 [7]. Mikroprvky obecné byvaji n€kdy vazany
s organickymi latkami, jako jsou aminokyseliny, v tzv. chelaty, které maji vyssi ucinnost.

Vazbami s kyselinou fytovou vznikaji fytaty, které jsou pro zvifata nedostupné. Takto vazany
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mikroprvek Ize pro vyuziti zvifaty uvolnit enzymatickou hydrolyzou. Fytaza k tomu potiebna
je v rostlinnych krmivech zastoupena v malém mnozstvi, zvifata si ji neumi vytvofit, proto
musi byt do krmiv ptidavana [3].

Chemicka forma zinku ovlivituje jeho vstfebatelnost, vyuzivany jsou formy organické
a anorganické. Organické formy jsou obecné 1épe stravitelné, a to zejména formy chelatové.
Chelat v ptekladu znamena klesté, témi jsou pravé aminokyseliny svirajici mineralni latku, jez
je takto pro organismus lépe absorbovana. Navazanim kovu na chelat jsou ovlivnény vSechny
procesy metabolismu, je udrzovana optimalni hladina mikroprvka v organismu v porovnani
s formou anorganickou. Z anorganickych forem se vyuzivaji siran, oxid ¢i uhli¢itan zine¢naty.
Pouzitim sirant ve vétS§im mnozstvi je ucinek lipofilnich vitamind snizovan. Mira resorpce je
z oxidové a siranové formy nizka, vétsinou do 15 %. Vhodngjsimi formami jsou zinek

organicky vazany na aminokyseliny, kdy vstiebatelnost dosahuje az 60 % [8].

Potieby zinku ve vyZivé monogastrickych zvirat

Potieba zinku pro rostouci prasata v 1 kg smési se snizuje v prubehu vykrmu ze 130 mg/kg u
kojenych selat az na 80 mg/kg u prasat ve druhé fazi vykrmu. Pro chovné prasata v odchovu
je udavana potieba 100 mg/kg, bifezim a kojicim prasnicim je doporu¢ovano 80 a 85 mg/kg
zinku. Maximalni povolena davka zinku v krmnych smésich pro prasata je v EU 250 mg/kg.
Divodem je bézné vyuzivani vysSich koncentraci zinku v dietdch selat pro tlumeni
prujmovych onemocnéni a tim jeho zvySené vyluovani ve vykalech [9]. Zinek je napiiklad
U prasat vyznamnou slozkou vyzivy. Jeho pfijem v krmivu je preventivné hlidan jiz u selat. Ta
mohou pfi jeho deficitu onemocnét parakeratozou, ktera muze vést az ke smrti [10]. Dalsi
vyznamnou funkci zinku je jeho antibakteridlni aktivita. Této vlastnosti se vyuziva zejména
ve vyzivé selat jako prevence prijmovych onemocnéni a omezeni vyskytu E. coli, ktera ma
tyto nepiijemnosti na svédomi. Aby se u zinku mohly projevit jeho antibakteridlni vlastnosti,
musi byt do diety selat ptidavan ve vysokych davkach (2000 — 2500 mg/kg diety) po dobu 7 —
14 dni v pribehu odstavu. Tyto vysoké davky se sebou ovsem nesou vysoké riziko v podobé
velkého vylucovani zinku do potravniho fetézce. Je tedy na misté v souCasné dobé& hledat
alternativni formy zinku. V praxi se nejcastéji vyuzivd oxid zineCnaty. Jako vyhodna
alternativa jak omezit vylu€ovani zinku do prostfedi mize byt ve formé nanokompexti zinku

[11].



Nanokomplexy zinku jako vyZivovy doplnék

Pojem nanotechnologie je odvozen od slov nanos neboli trpaslik a techné neboli dovednost
¢i zkuSenost. Tento obor se zabyva objekty o velikostech v fadu nanometri, coz je 1 — 100 nm
(10° m). Nanotechnologie jsou interdisciplinarni védeckou oblasti, zabyvajici se stavbou
a inzenyrstvim molekularnich objektd hmoty (nanomateriald). Déle je vyuzivano jejich
unikatnich vlastnosti v riiznych vyzkumech, ale i v praxi [12]. Jednim ze zdrojt zinku mohou
byt zinkové nanokomplexy. Je velice dobfe zndmo, Ze zinkové nanocastice jsou dobie
vstiebatelné tkdnémi a snadno piekracuji biologické bariéry. V soucasné dobé¢ je jiz pomérné
dobie znama jejich syntéza. Otazkou ovSem zistava, jak se tyto latky chovaji z pohledu
toxicity. Zda mohou byt vyuzity pro oralni podavani a slouzit jako zdroj zinku pro zivoc¢isny
organismus. Z tohoto duvodu se soucasny vyzkum zaméfil na ovéfeni toxicity nékterych
modifikovanych nanocastic zinku [13]. Nanocastice zinku v dieté zvifat, mohou rovnéZ snizit
vyskyt amoniaku ve staji [11].

Zinek se ve vysokych davkach pouziva jako antibakterialni prostiedek k prevenci prijmovych
onemocnéni. Antimikrobialni peptidy jsou v pfirod¢ vSudyptitomné s vice nez 1000 znamymi
zastupci a jsou slozkou prvni obranné linie organismi proti infekénim mikroorganismim
[14].Tyto mikroorganismy jsou schopny ovlivnit imunitni odpovéd’ v¢etné posileni vrozené
imunity a potlaceni zanétlivych procest. Organismy vylucuji kationické a anionické peptidy s
antimikrobialnim u¢inkem. Anionické antimikrobidlni peptidy maji malou velikost, anionicky
charakter, za ktery jsou odpovédné homopolymerni aspartatové oblasti a jako kofaktor pro
baktericidni aktivitu potfebuji zinek. Poprvé byly nalezeny u ovci. Mechanismus u¢inku u
téchto peptidl zatim nebyl spolehlivé prokazan, avsak predpoklada se, ze bakterialni bunka je
pfijima spole¢né se zinkem. Baktericidni Uc¢inek anionickych peptidii je inhibovan v
ptitomnosti fosfatu nebo EDTA, naproti tomu s rostouci koncentraci NaCl se zvySuje.
Anionické antimikrobidlni peptidy byly nalezeny v plicich, jatrech, tenkém stfevu savcl a
rovnéz v krevnim séru [15]. V soucasné dobé pievladaji tlaky ze zemi EU o regulaci
zkrmovani vysokych davek zinku zejména u prasat. Vysokd davka zinku ve formé& oxidu
zineCnatého lze snizit pravé vyuzitim nanomateridl, které maji nékolikandsobné vyssi

senzitivitu viici biologickym membranam v porovnani s konvencnimi formami zinku.



2 Cil metodiky

Cilem této metodiky je vytvofit uceleny postup syntézy nanokomplext zinku,
uréeného pro dietarni ucely u monogastrickych zvitat. Tento postup bude vyuzitelny
jednak pro biochemické laboratoie, ale zejména krmivaiské firmy zabyvajici se
vyrobou minerdlnich premixa. Zaroven je v metodice popsan postup charakterizace

jednotlivych nanokomplex.
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3 Vlastni popis metodiky

3.1 Priprava zinkovych nanocastic

Fosforecnan zineCnaty je zndm piedevSim jako pigment, ktery na rozdil od chromanu
zine¢natého a oxidu olova, nema zadnou toxicitu. Lze jej pouzit pro ochranu povrchu kovt,
protoze ma skv¢lé antikorozni vlastnosti. Primyslové se fosfore¢nan zine¢naty vyrabi z oxidu
zineCnatého a kyseliny fosforecné nebo ze zinecnatych soli a fosfore¢nand. Antikorozni
vlastnosti ve velké mife zavisi na distribuci velikosti ¢astic. Velikost ¢astic 1ze ovlivnit pfimo
technologickym postupem ve vyrobé nebo je produkt upravovan nasledné¢ mletim vedoucim
k ziskani mikronovych ¢astic. Nejvyhodnéjsi je pripravit pfimo Castice, jejichz velikost
neptesahuje 100 nm [16].

Je zndmo mnoho metod syntézy fosforecnanu zine¢natého z riiznych surovin, ale produkty lze
stézi oznaCovat za nanomaterialy [17].

FosforeCnan zine¢naty byl piipraven reakci dusi¢nanu zine¢natého s fosfore¢nanem
diamonnym ve vodném roztoku bez nebo s komplexnim cinidlem (kyselina citronova).
Syntéza probihala ve tfech krocich. Prvym bylo vysrazeni Zn3(POs),-4H,O (hopeit) pii
teploté 293 do 363K. Nasledovala kalcinace (1 — 2 h) pii nizké teploté (473 — 523 K) a

hydratace vedouci opét k hopeitu.
3Zn(N03)2 + 2(NH4)2HPO4 + 4H,0 — Zn3(PO4)2‘4H20 + 4ANH4NO3 + 2ZHNO;3

Zn3(PO4)2-4H20 — an(PO4)2 + 4H,0

Ve druhém piipad¢ byla reakéni smés obsahujici dusi¢nan zine¢naty, fosfore¢nan diamonny a
kyselina citronovd zahu$téna za tvorby husté pény, ktera byla termicky upravena.
Zkoncentrovani bylo provedeno na ultratermostatu pii teplotach 348 - 353 K po dobu asi 3
hodin. Kalcinace se provadéla pii teploté 453 K po dobu 5 — 120 min.

Zn-A

3 Zn(NOs3),-6H20 + 2 (NH4):HPO4 — Zn3(POy);

Dusi¢nan zine¢naty (4,46 g) byl rozpustén ve vode (50 ml) a zahtat na 60°C. Za michani byl
piidan roztok hydrogenfosfore¢nanu amonného (1,32 g ve 20 ml vody). Vznikala ihned bila

srazenina. Suspenze byla michdna 2 h a objem byl doplnén na 100 ml.

11



Zn-B

3 Zn(NO3),-6H,0 + 2 NagHPO,4 7H,0  — Znz(POy)2

Dusi¢nan zinecnaty (4,46 g) byl rozpustén ve vode (50 ml) a zahtat na 60°C. Za michani byl
piidan roztok hydrogenfosfore¢nanu sodného (2,68 g ve 20 ml vody). Vznikala ihned bila

srazenina. Suspenze byla michana 2 h a objem byl doplnén na 100 ml.

Zn-C

2 Zn(NO3),-6H,0 + NasP,07 — Zny(P207)

Dusi¢nan zine¢naty (3 g) byl rozpustén ve vod¢é (50 ml). Za michani byl pfidan roztok
difosfore¢nanu sodného (1,33 g ve 20 ml vody). Vznikala ihned bila srazenina. Suspenze byla

michéana 2 h a objem byl doplnén na 100 ml.

Zn-D

5 Zn(NOs3),-6H20 + 2 NasP3019 — Zns(P3010)2

Dusi¢nan zinec¢naty (1,49 g) byl rozpustén ve vodé (50 ml). Za michani byl pfidan roztok
trifosfore¢nanu sodného (0,74 g ve 20 ml vody). Vznikala ihned bila srazenina. Suspenze byla

michéna 2 h a objem byl doplnén na 100 ml.

3.2 Priprava tekutého a tuhého kultivacniho média

Vsechny pouzité bakterialni kultury byly kultivovany v zivném médiu Muller-Hinton Broth
(MHB) nebo Luria-Bertani Broth (LBB). MHB se skladalo z 21 g/L MHB smési (Oxoid,
Hampshire, UK) a LBB z tryptonu 10g/L, NaCl 10 g/L a kvasni¢ného extraktu 5 g/LL (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA). Po ptidavku MilliQ vody (Thermo Electron LED GmbH, Némecko)
probéhla sterilizace média v parnim sterilizatoru (Tuttnauer, Holandsko) pfti teploté 121 °C po
dobu 15 minut.

Pro testovani antimikrobialni aktivity byl dale vyuzit Muller-Hinton Agar (MHA) a Luria-
ertani Agar (LBA). MHA obsahoval 38 g/L MHA smési (Oxoid, Hampshire, UK) a LBA byl
sloZen z tryptonu 10g/L, NaCl 10 g/L, kvasni¢ného extraktu 5 g/L a 15 g/L bakteriologického
agaru (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Po ptidavku MilliQ vody prob¢hla sterilizace média

V parnim sterilizatoru pfti teplot€ 121 °C po dobu 15 minut.

3.3 Priprava bakterialnich kultur
Vsechny pouzité bakteridlni kultury byly pofizeny z Ceské sbirky mikroorganismii v Brné

(Ceska republika). Piiprava biologického materidlu probihala z hluboce zmrazenych
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bakterialnich kultur uchovavanych pii teploté¢ -80 °C. Sterilni klickou bylo asepticky
odebrano 10 pL mikrobialni kultury Staphylococcus aureus (NCTC 8511), Escherichia coli
(NCTC 13216) nebo methicilin-rezistentni S. aureus (MRSA) a smichano s 25 ml sterilniho
MHB nebo LBB. Inkubace bakterialnich kultur probéhla pies noc ve tfepacim inkubatoru
Hood TH 15 (Edmund Buhler GmbH, Némecko) pfi teploté 37 °C a 120 RMP.

Piiprava diskové diftizni metody. Bakteridlni kultura byla natedéna pomoci PBS na 0,5
stupné¢ McFarlandovi stupnice. Pomoci vatového tamponu doslo k naneseni mikroorganismu
na cely povrch Petriho misky sagarem MHA. Prazdné sterilni disky (ThermoFisher
Scientific, Massachusetts, USA), urcené ke zjistovani antimikrobialni citlivosti, byly
asepticky impregnovany 10 pL zinkovych NPs. Takto pfipravené disky byly nasledné
umistény na agar s bakteridlni kulturou a inkubovany po dobu 24 hodin pti 37 °C v
inkubatoru (Sanyo, USA).

Priprava rastovych krivek. Do 96 jamkové mikrotitraéni desticky byla nanesena
mikrobidlni kultura (1 stupeit McFarlanda) a natfedéna 1:1 roztokem zinkovych nanocéstic o
riznych koncentracich nebo v ptipad¢ kontroly pouze vodou. Absorbance bakteridlniho
zakalu byla detekovana pii vinové délce 620 nm po dobu 24 hodin pti 37 °C v intervalu 0,5
hodiny.

Priprava kultivaéni metody. Bakterialni kultura o zakalu 0,5 McFarlanda byla déle nafedéna
devitinasobnym objemem média (1 ml kultury + 9 ml LBB) desitkovym fedénim podle typu
pouzitych bakterii. VSechny zkumavky s pfisluSnym fedénim byly umistény do inkubatoru
(Sanyo, USA) na dobu 120 minut pti teploté 37 °C. Po inkubaci bylo z kazdé zkumavky
odebrano 300 pL a smichano se 300 pL testované latky o riznych koncentracich (v pfipadé
kontroly s vodou). Nasledovala inkubace pii 37 °C po dobu 120 minut pfi rotaci 20 RPM
pomoci programovatelného rotator Multi RS-60 (Biosan, Lotyssko). Po inkubaci bylo na
povrch plotny s LB agarem naneseno 100 puL smési bakterialni kultury s nanocasticemi.

Inokulum bylo rozetieno a nasledovala inkubace pti 37 °C po dobu 24 hod.

13



4 Charakterizace nanocastic

4.1 4.1 Charakterizace castic pomoci transmisni elektronové mikroskopie
(TEM)

Studované vzorky byly zobrazeny pomoci transmisni elektronové mikroskopie. TEM analyza

byla provedena s pouzitim ~4 uL vzorku, naneseném a zasuseném na meédéné miizce (400-

mesh) s uhlikovou vrstvou. VysuSeny vzorek byl zobrazen pomoci Tecnai F20 TEM (FEI,

Eindhoven, Netherlands) pti 120 kV.

500 nm

Obr. 1: TEM zobrazeni nanocdstic ZnO znaceného jako ZnO-N. Nanocdastice 0 velikosti do
100 nm byly dodany firmou Sigma Aldrich.
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Obr. 2: TEM zobrazeni nanocdstic Zn-A (A), Zn-B (B), Zn-C (C) a Zn-D (D).

Vysledky charakterizace nanocastic pomoci transmisni elektronové spektroskopie jsou
uvedeny na Obr. 1 a 2. Na Obr. 1 jsou ¢astice ZnO dodaného firmou Sigma Aldrich a popsané
dodavatelem jako nanocastice s velikosti <100 nm. Vé&tSina krystalkii tuto podminku
dodavatele spliiuje, pfi¢emz ¢astice maji tvar tyCinek a hranolkt. Na Obr. 2 jsou
charakterizovany pfipravené castice fosforeCnanu zine¢natého A, AC a B ve srovnani
s difosfore¢nanem zine¢natym (C a CC) a trifosfore¢nanem zine¢natym (D). Porovnanim
vzorkll A a B je vidét shodu ve velikosti ¢astic kulovitého tvaru, které jsou tvofeny mensimi
casticemi S velikosti do 100 nm. Vzorek AC je zcela odlisny. Pfidavek kyseliny citronové do
reakéni smési vede k vytvofeni vlockovitych utvari a jakéhosi listového tvaru castic.
Difosforecnan zine¢naty (C) vytvari vétsi krystalky o rozmérech do 500 nm, které jsou vSak
tvoreny slepenim mensich ¢asteCek s velikosti desitek nanometrti. P¥idavek kyseliny citronové
do reak¢éni smési vede nejspise k rozruSeni plivodni struktury a tvorbé izolovanych ostrivkl o
rozmérech 100 az 200 nm, které jsou vytvoreny srostlicemi krystalkii. Tvarem i velikosti
krystalki se trifosfore¢nan zine¢naty velmi blizi struktufe nanocastic oxidu zine¢natého.

Velikost ¢astic byla dale stanovovana v roztoku (viz niZe) a potvrzuje zavéry z TEM.
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4.2 4.2 Charakterizace velikosti ¢astic pomoci dynamického rozptylu
svétla (DLS)

Primérna velikost cCastic a distribuce velikosti byla ziskana méfenim quasielastického

dynamického rozptylu svétla na piistroji Malvern Zetasizer (NANO-ZS, Malvern Instruments

Ltd., Worcestershire, Velka Britanie). Suspenze nanocastic v destilované vodé (1,5 ml, 1

mg/ml) byl nalit do polystyrenové cely a méfen pii detekénim Ghlu 173°, vinové délce 633

nm, refrakénim indexu 0,30, realném refrakénim indexu 1,59 a teploté 25 °C.
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Obr. 3:4nalyza distribuce velikosti u castic Zn-A, Zn-B, Zn-C a Zn-D.

5 Stanoveni antibakterialnich vlastnosti nanocastic

5.1 Diskova difiizni metoda

Jedna se rutinné vyuzivanou kvalitativni metodu slouZzici ke stanoveni citlivosti/rezistence
mikroorganismi  k antibakterialnim latkam [18, 19]. Principem je radialni difaze
antimikrobialni latky z papirového disku do agaru a nasledné (ne)vytvoreni inhibi¢nich zon
[20].

Po inokulaci agard bakteriemi E. coli, S. aureus a MRSA nasledovala aplikace ptfedem
pfipravenych diskli impregnovanych nanocésticemi zinku a komeré¢né dostupnych diskl
s antibiotiky (Bio-Rad, Francie) o koncentraci 6 pg na disk. Pfi inkubaci dochazi ke kultivaci
bakterialni kultury na povrchu agaru a poté jsou méfeny velikosti vytvorenych inhibi¢nich

z6n a porovnany S kontrolou, kterou tvori disky s antibiotiky.
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Na obr. 4 jsou ukazany vysledky diskové difazni metody pro E. coli (4A), S. aureus (4B) a
MRSA (4C). Inhibi¢ni zény se vytvorily pouze u pozitivnich kontrol (disku s antibiotiky).
V ptipadé testovanych latek nebyly pozorovany inhibi¢ni zony ani u zinkovych nanocastic ani
u samotn¢ho ZnO. Zbény se vytvoii pouze v ptipadé dostatecné difuze antimikrobidlniho
materidlu do okoli disku. Nerozpustnost zinecnatych komplexii pravdépodobné zpusobuje
nedostate¢né uvoliiovani Zn?*. Pokud tedy nejsou nanoCastice v piimém kontaktu

s bakterialni kulturou, antibioticky efekt je vyrazné nizsi [21, 22].

Obr. 4: Diskova difizni metoda pro (A) E. coli (antibiotikum amoxicilin), (B) S. aureus
(antibiotikum penicilin) a (C) MRSA (antibiotikum vankomycin). Poradi testovanych latek na
discich: 1 —2Zn-A, 2 -2n-B, 3-2n-C, 4 - Zn-D, 5 - ZnO-N, 6 — ZnO.

5.2 Metoda ristovych kiivek mikroorganismii

Metoda stanoveni rustovych kiivek mikroorganismu je grafickym znazornénim poctu zivych
mikroorganismu jako funkce ¢asu. Je to tedy zaznam mnozstvi bun¢k stanoveny v urcitych
¢asovych intervalech béhem rdstu bakteridlni populace [23]. Kiivky méni svij tvar
Vv zavislosti nejen na kultivovaném mikroorganismu, ale také na teploté, na sloZeni Zivného
média atd. [24].

Jako zastupce gramnegativnich mikroorganismi byla pouzita E. coli a z grampozitivnich
bakterii byl vyuzit S. aureus a MRSA. K témto mikroorganismiim byly pfidany riizné typy
nanocastic zinku (A-D) o koncentraci 5; 2,5; 1,25; 0,63; 0,31 a 0,16 mM, stejné jako ZnO
nanocastice (ZnO-N) a samotny ZnO (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) pro srovnani
antimikrobidlni  aktivity se syntetizovanymi Céasticemi. Koncentrace vybranych
mikroorganismi byla zji§tovéna turbidimetrickym stanovenim za pomoci Multiskenu EX
(Thermo Fisher Scientific, Némecko). Hodnota absorbance vV jednotlivych jamkach
mikrotitraéni desticky pfimo Umérné¢ korespondovala s mnoZstvim bakterii. Analyza
mikrobialniho rustu pomoci stanoveni absorbance je velice vyhodnou metodou z hlediska

jednoduchosti, rychlosti, finanéni nenaro¢nosti a moznosti automatizace [25].
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Na obr. 5 je ptiklad rastovych kiivek pro E. coli (5A), S. aureus (5B) a MRSA (5C), které

byly vystaveny pisobeni nanocastic Zn-A.
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Obr. 5: Vliv nanocastic Zn-A o riiznych koncentracich na rist bakteridlni kultury (A) E. coli,

(B) S. aureus a (C) MRSA.

Z ristovych kiivek byla pro vSechny typy nanodastic zjisténa inhibice ristu (%) bakterii ve
stacionarni fazi ktivky v porovnani s kontrolou bez piidavku nanocastic (obr. 6). Nasledné
byla vypocitana inhibiéni koncentrace ICsp. Tato hodnota udava koncentraci latky
(nanocastic), pii které dochazi k inhibici rustu o 50 % [26]. V tabulce 1 jsou zaznamenany

ICsg pro jednotlivé testované latky a mikroorganismy.
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Obr. 6: Inhibice ristu (4) E. coli, (B) S. aureus a (C) MRSA viivem zinkovych nanocdstic
(ZnO-N, Zn-A, Zn-B, Zn-C, Zn-D) a samotného ZnO.

Tab. 1: Hodnoty 1Cso (MM) pro jednotlivé testované latky a bakterialni kultury.

E. coli S. aureus MRSA

Zn0O 0,8 0,66 1,2
ZnO-N 0,7 0,62 1,45
Zn-A 0,9 0,68 1,6
Zn-B 1,5 0,8 2,7
Zn-C 11 0,48 1,6
Zn-D 1,5 1,6 4,7

5.3 Kultiva¢ni metoda

Roztérem vzorku dochazi k imobilizaci bunék na povrchu agaru. Po pfislusné dob¢ inkubace
jsou pocitany vzniklé kolonie tvofici jednotky (KTJ) [27]. Pocet kolonii vytvofenych na agaru
u misek, které byly inokulovany mikrobialni kulturou spolu s roztokem nanocastic, byl
porovnan s poctem kolonii vytvofenych na agarech inokulovanych pouze danou mikrobiélni

kulturou. Antimikrobialni Gi¢innost testované latky je vyjadiena v % KTJ oproti kontrole.
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Kultivacni technika byla testovana na bakterialnich kulturach E. coli, S. aureus a MRSA.
Ptislusné fedéni daného mikroorganismu bylo inkubovano s testovanou latkou o koncentraci

5 mM (obr. 7).
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Obr. 7: Antimikrobialni aktivita zinkovych nanocdstic stanovend pomoci kultivacni techniky
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6 Srovnani novosti postupii

Jako dietni dopln€k zinku pro monogastricka zvifata se v medikovanych krmnych smeésich
nejcastéji pouziva oxid zinec¢naty. Nanokomplexy zinku mohou byt pouzity v menSich
koncentracich a jsou tedy Setrnéj$i k zivotnimu prostfedi. Podle Evropské komise ma byt
navic v roce 2022 siln¢ zredukovano pouzivani vysokych davek zinku v krmnych davkach
hospodaftskych zvifat. Dle dostupnych vysledkl je mozné davky zinku zredukovat o cca 15-
20 % v porovnani s oxidem zineCnatym. Konkrétni postup syntézy nanokomplext zinku je

navrzen tak, aby bylo mozné vySe uvedené zdroje zinku vyrabét primyslove.
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7 Popis uplatnéni metodiky

Metodika je primarn€ urcena pro krmivaiské firmy, které mohou metodicky postup vyuzit pii
velkovyrobnim procesu. Metodika tak bude rovnéz nepfimo slouzit chovatelim
hospodaiskych zvifat. Predlozeny postup lze rovnéz vyuzit v potravinaiském a
farmaceutickém primyslu. Podle ptfedlozené metodiky miize patficny subjekt syntetizovat
jednotlivé formy nanokomplexii zinku pro hospodarskd zvitata. Navrzeny postup syntézy

nanokomplexi zinku je koncipovan tak, aby bylo mozné metodiku zavést do vyrobni praxe.
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8 Ekonomické aspekty

Mineralni latky netvoii majoritni podil krmné smési. Jedna se ovSem o jednu z nejdrazsich
polozek pfi tvorbé krmné davky. Cena oxidu zine¢natého se pohybuje cca 500 Kc/kg. Pii
davce 2500 gramt na tunu je tedy cena 1250 K¢/tuna. Pfi nasi kalkulaci vyroby zinkovych
nanocastic se vyslednd cena pohybuje cca 600 K¢é/kg. Pti snizeni davky nanokomplexii zinku
v krmné davee o 30 % (1750 mg/kg diety) bude celkovy néklad na tunu krmiva 1050 K¢.

Dalsi sniZeni nakladt na strané chovatele bude za veterinarni 1é¢bu.
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