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Nazev bakalarské prace:

Antiseptické nanostruktury médi pro biomedicinské aplikace

Abstrakt:

Cilem této prace byla ptiprava vhodnych vzorkti nanocastic médi, tfemi metodami,
vzhledem k tfem druhtim pouzitych organickych stabilizatorii nanocastic. Optickd spektra
pouzitych vzorkl byla zméfena pomoci spektrofotometru. Byla studovana antibakterialni
ucinnost pripravenych vzorkl nanocastic médi, na gramnegativnich bakteriich Escherichia
coli. Tato ucinnost byla podrobné&ji diskutovana. Zmétené velikosti nanocastic byly

statisticky zpracovany. Byl diskutovan vliv zptisobu pfipravy na velikost ¢astic.
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Master’s Thesis title:

Copper antiseptic nanostructures for biomedical applications

Abstract:

This thesis is focused on preparation of a pilot sample of copper nanoparticles. These
samples were prepared three different ways. The basic parameters were determited using
the spectrophotometer. Antibacterial efficacy against gram-negative bakterium Escherichia
coli was confirmed. The size of particular nanoparticles was measured by scanning

electron microscope.
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Seznam symboli a zkratek

AFM
STM
SEM
TEM
LED
UV-VIS
Fyzikalni:
D (nm)
e (C)
h (/s)
I (A)
m (kg)
M (kg/mol)
n (mol)
s (m)
U (V)
V (cm®)
Statistické znaceni:
S

X

Mikroskopie atomarnich sil
Rastrovaci tunelova mikroskopie
Radkovaci elektronova mikroskopie
Transmisni elektronova mikroskopie
Light emitting diode

Ultraviolet- Visible spectroscopy

Nameéfeny prumeér
Naboj elektronu
Planckova konstanta
Tunelovy proud
Hmotnost elektronu
Molarni hmotnost
Latkové mnozstvi
Vzdalenost elektrod
Napéti

Objem

Smérodatna odchylka

Aritmeticky primeér



Uvod

Cilem této prace byla pfiprava antiseptickych nanocastic. Prace je zaméfena na studium
kovovych nanomaterialli, konkrétné¢ na nanocastice médi. Nanocastice byly pfipravovany

ve vodném prostredi

Préce je ¢lenéna do dvou Casti a to ¢asti teoretické a prakticke.

ro~r

V prvni, teoretické ¢asti jsem se vénovala ivodu do nanotechnologii a hlavnim metodam

vyroby nanomateriald.
V druhé ¢asti prace jsem se vénovala
i. pfipravé nanocastic,
ii. spektrofotometrickému méfeni,
iii. méréni antibakteridlni ucinnosti a
Iv. statistickému zpracovani velikosti nanocastic.

Pti ptipravé nanocastic médi se vyuzilo né€kolik metod podle ptidaného stabilizatoru.
Pouzité redukéni Cinidlo umozni redukovat ionty kovli na kovové atomy. Nasledné
z kovovych atomt se vytvaieji kovové Castice. Stabilizator vytvaii na povrchu nanoc¢astic
vrstvu, kterd zabraiiuje koagulaci castic. Po piipravé nanocastic médi jsme provedli
spektrofotometrické méfeni, abychom ziskali opticka spektra, které charakterizuji zakladni

vlastnosti nanoc¢astic médi v roztoku.

Vychozim ptfedpokladem této prace je védecky podlozend hypotéza, kterd tvrdi, Ze
nanocastice médi by mély u¢inné puisobit v boji proti bakteriim, respektive vykazovat
antibakteridlni Uc¢innost na specifické kmeny bakterii. V naSem pfipad¢ jsme pracovali
s grampozitivnimi bakteriemi kmene Bacillus subtilis a gramnegativnimi bakteriemi

kmene Escherichia coli.

Pro pftiblizné ur¢eni velikosti nanoc¢astic médi a jejich pocetni zastoupeni v roztoku bylo
nutné provést statistické zpracovani. Vyhodnoceni velikosti bylo provedeno ze snimki
z elektronového mikroskopu, kde jsme zméfili velikosti ¢astic pomoci programu Imagel.
Ziskané hodnoty jsme statisticky zpracovali pomoci priméru a smérodatné odchylky. Pro

lepsi znazornéni vysledkl byly sestaveny histogramy rozlozeni hodnot.

Tato prace popisuje zakladni vlastnosti nanocastic médi a jejich mozné vyuziti
v medicin€é. Diky zjiSt€énym antibakteridlnim U€inkim lze do budoucna uvazovat o
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moznosti vyuziti nanocastic médi Vv boji proti bakteriim vyskytujicim se bézné
vV nemocni¢nim prostiedi. Dalsi aplikaci nanoc¢astic médi, by bylo mozné vyuziti jejich
vysoké vodivosti. Toho by se dalo vyuzit pfi snimani elektrické aktivity mozku (EEQG),

vylepSenim dosavadnich elektrod pomoci nanoc¢astic médi.



1. Historie

Prvni pouziti nanotechnologii se objevovalo jiz ve 4. stoleti pfed naSim letopoctem. Z
této doby jsou znamé ozdobné sklenéné predméty, které méni barvu, pokud sklem prochézi
zdroj svétla. Tyto vlastnosti jsou i dnes zname i ve sklech oken chramu, které se stavély ve
sttedoveéku. V soucasnosti bylo zjisténo, Ze zbarveni pochazi z nanostruktur kovu, napi.

zlata. [1]

V roce 1611 irsky chemik Robert Boyle publikoval praci, v které kritizoval Aristetoltiv
nazor na hmotu. Ta se podle Aristotela sklada ze Ctyf elementi- zémé, ohné, vody a

vzduchu. Podle Boyla se hmota sklada z malych ¢astecek. [1]

Dalsi vyzkumy zabyvajici se ptevazné koloidni chemii malych ¢astic, posunuly znalosti
o jejich vlastnostech dopfedu. Pozdé&ji, na zakladé vSech téchto znalosti, se zrodil novy
védni obor, nanotechnologie. Ve své publikaci z roku 1915 Sveét zapomenutych rozmeriu
profesor Dr. Wolfgang Ostwald popisuje vlastnosti ¢astic, které maji podobné vlastnosti
tém, které se studuji v soucasné dob€. Popsal zmény vlastnosti latky, kterym dnes fikadme

vlastnosti ,,nano* [1],[4]

Dalsi fyzik, ktery mluvil o mikrotechnologii, byl profesor Richard Feynman, ktery ve
své prednasce "Plenty of Room at the Bottom™ nastinil teoretické moznosti zapisu
informaci ve velmi malém objemu hmoty a tim pfedpoveédél teoretickou budoucnost
nanotechnologiim. Nikdy se sice nezminil o nanoc¢asticich jako takovych, ale tvrdil, Ze vSe,
co doposud vime, se da zapsat do objemu krychli¢ky rozméru zrnka pisku. Predpovedél
mnohé vyuziti nanocéastic, které bude mozné realizovat az po vynalezeni potiebné
techniky. Polozil otazku: ,,KdyZ to umi pfiroda pro¢ ne my?* Dnes mizeme fict, Ze tyto
diive utopické myslenky se staly skute¢nosti a v nejblizSich letech dosahneme novych

znalosti. [1],[4]

Dalsim prikopnikem nanotechnologii je profesor Eric Drexler, ktery predpovédél
technologickou revoluci v oblasti nano. Ta by méla spocivat v nastupu malych systémtl,
takzvanych nanorobotd. V porovnani s jinymi védci byl Drexler pouze vizionat a
pfedpovédé€l revoluci v této oblasti. Vyroba nanorobotll je zatim budoucnost. Termin
nanotechnologie byl poprvé pouzit v roce 1974 profesorem Taniguchim. Jeho cilem bylo

dosahnout presnosti ve vyrobé v nano rozmérech. [1]

Koncem 20. stoleti se objevil termin molekularni inzenyrstvi, ktery zavedl von Hippel.

[4]



V 80. letech byla snaha vytvofit mensi ¢ipové technologie a k tomu bylo nutné pouzit
potiebné pfistroje pro sledovani mikrosvéta. Jednim z téchto pfistroji je rastrovany
tunelovy mikroskop SPM a mikroskop atomovych sil AFM. Tyto pfistroje umoznily
sledovani a méfeni déju na atomarni trovni. V soucasné dobé je nanotechnologie jeden
znejvice se rozvijejicich védnich oborG. Dukazem je narust aplikaci spojenych

s nanotechnologii ¢i rovnou s nanocasticemi. [1], [4]

Pokud budeme dale hovoftit o nanotechnologiich nebo nanocasticich, mély by spliovat

tyto podminky:

1. Alespon jeden rozmér 1-100 nm.
2. Fyzikalni a chemické vlastnosti jsou na Grovni atomti a molekul, to znamena
odli$né charakteristiky v porovnani s pivodnim materiadlem.

3. Moznost vytvaret vétsi struktury kombinaci materialt. [1], [4]



2. Priprava

V soucasné dobé se setkavame s dvéma zplsoby vyroby nanocastic. Jedna se o metody
Top-down a Bottom-up. Tyto metody se lisi podle vychoziho stavu materialu. Jedna se o
pfipravu malych castic z vétSich celka, naptiklad rozpousténim velkych a tim tvorba
malych, nebo skladanim a kombinaci, jednotlivych malych casti, naptiklad molekul, do
vétSich celkl. Pii pfipravé nanocastic je cilem ziskat Castice kontrolovatelného tvaru,

velikosti a slozeni. [1]

2.1 Top-down

Metoda top-down spociva v rozkladani velkych struktur na mensi. Je to metoda fyzikalni
a mechanicka. Tato metoda je ve velkém vyuZzivana pii vyrobé pocitacovych Cipu a dalSich
produkt pro denni vyuziti. K vyrobé se vyuziva kratké vinové délky optického zdroje.
Zdroj kratké vinové délky predstavuje naptiklad ultrafialové a rentgenové zaieni, diky
kterému je mozné vyrobit nanostruktury o rozmérech 10 az 100 nanometri pomoci

litografické tiskové techniky. [1], [4]

2.2 Bottom-up

Metoda bottom-up funguje na principu skladani atomt z menSich struktur do vétsi
struktury. Tuto metodu je mozné oznacit jako chemickou nebo elektrochemickou. V dnesni
dobé se stale pracuje na rozvoji této techniky. Inspirace pro metodu zdola nahoru vychazi z
biologickych systémt, kde ptiroda vyuziva své vlastnosti z malych ¢asti vytvaret slozité

kombinace, aby byly vytvofeny v podstaté vSechny struktury potiebné pro zivot. [1], [4]

2.2.1 Chemicka metoda

Chemicka metoda je jedna z nejpouzivanéjSich metod zalozend na metod¢ bottom-up.
Tato metoda je zaloZena na skladani jednotlivych atomi nebo molekul v nanocastice. Jsou
to kontrolovatelné postupy, které vytvoii vyslednou nanocastici. Cilem skladani atomu
nebo molekul je ziskat nanocastici o urCité velikosti a vlastnostech, pfedem piesné
definovanych. Pfi vytvafeni nanocastice je nutné riist ¢astice v€as zastavit. Tim ziskdme
zvolené vlastnosti. Ke kontrole ristu nanocastic se vyuziva velké mnozstvi stabilizatort.
Diky pouziti stabilizatoru zabranime kontaktu dvou nanocastic, které by tak zvétSily svoji
velikost a mohly by se stat makrocastici. Stabilizator funguje jako klec, kterd brani

spojovani jednotlivych nanocastic do shluku. [1],[4]



Jako nejc¢astéjsi chemicka metoda je vyuzivana redukce soli ptrechodnych kovi. Touto
metodou lze vyrobit napiiklad nanocastoce médi, zlata, stiibra a platiny. Mezi hlavni
pouzité stabilizatory patii Zelatina, natrium lauryl sulfat nebo kyselina askorbova. Jako

redukéni ¢inidlo se vyuziva tetrahydroboritanu sodného. [3]



3. Aplikace nanotechnologii

Nanotechnologie se postupné dostdvaji do vSech odvétvi a to diky unikatnim
vlastnostem nanocastic, které si popiseme pozd¢ji. Aplikace se daji rozdélit do nékolika
nejvyznamnéjSich  odvétvi, jako je materidlové inZenyrstvi, nanobiotechnologie,

nanomedicina ¢i specializace na lé¢iva-nanofarmacie a informa¢ni technologie. [27]

3.1 Materialové inzenyrstvi

Materidlové inZenyrstvi se zabyva vyrobou novych materialti s vyuzitim nanostruktur.
V soucasné dob¢ se jedna o oblast nejvice prostudovanou. Materidlové inzenyrstvi se
uplatiiuje v chemickém pramyslu, automobilovém pramyslu, kosmetickém pramyslu,

technickém primyslu a ochran¢ zivotniho prostiedni.

Konkrétnim piikladem mohou byt nanoprasky urcitych sloucenin, které se vyuzivaji
V kosmetickém primyslu. Dale se muzeme setkat s tkaninami obsahujici nanocastice
stiibra, diky kterym jsou tyto tkaniny antibakteridlni. Nanocastice kiemiku byly téz
aplikovany na sklo, které tak ziskalo lepsi povrchové vlastnosti. V soucasné dobé je
studovana moznost vyuziti nanotechnologii pro ¢iSténi vodnich ploch, pady a pfi vyrobé

zcela biologicky rozlozitelnych materialt. [27]

3.2 Nanoelektronika

Nanoelektronika se soustiedi na vyrobu tranzistor, Cipi a jinych elektronickych
piistroji o mensi velikosti, ale vétsi kapacité. Pojem nanoelektronika nesmime zaménovat
s pojmem mikroelektronika. Rozdil je v rozmérové oblasti. Podstatou mikroelektroniky je
rozmérova oblast 1um-100nm. Na druhé strané¢ se nanoelektronika zabyva vkladanim
¢astic nanorozmérti (velikost molekuly) do elektronickych obvoda Vv rozmérové oblasti
100nm-2nm. Byly objeveny nové nanomaterialy, které maji nové vlastnosti, jako vétsi
tvrdost, supravodivost a vyrazné lepsi magnetické chovani. Jedna se naptiklad 0 chemické
latky jako fullereny nebo uhlikaté trubi¢ky. Dalsi velky posun byl uskute¢nén ve vyrobé
LED obrazovek diky polovodicim v nanorozmérech. Vyzkumy se také vénuji
miniaturizaci procesorti a paméti, u kterych chtéji ziskat vétsi kapacitu pii mensi velikosti.

[1][4]

Velkym objevem byl nanomateridl na bazi uhliku- grafen. Tento material byl objeven
v roce 2004 Andrem Greimen a Konstantinem Novoselovem. Bylo dokéazano, ze grafen ma

velmi dobré vlastnosti. Bylo zjisténo, ze grafen vykazuje relativné vysokou pohyblivost
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elektronti, ktera u jinych materidli nebyla pozorovéna. Déle ma vysokou vodivost,
pevnost, tuhost a také dobré optické vlastnosti. Diky témto vlastnostem se otevira nové
vyuziti v elektronice, napiiklad pii vyrobé novych typt tranzistora nebo pii vyrobé
displejti. [11]

odtokova
elektroda

zdrojova
elektroda

Obrazek 1: Tranzistor CNFET, zhotoven pomoci nanotechnologii [21]



4. Nanobiotechnologie, nanomedicina

Nanobiotechnologie a nanomedicina jsou védni oblasti se zaméfenim na aplikaci
nanostruktur v mediciné a biologii. Tyto védni oblasti jsSou zatim V pocatcich, a proto je
obtizné najit jednotnou definici terminu nanomedicina. V této praci je zminéna definice
podle Foresight Nanotech Institute: ,,Nanomedicina miuze byt definovina jako
monitorovani, oprava konstrukce a kontrola lidského biologického systému na molekuldrni
urovni pomoci nanozarizeni a nanostruktur. *“ [13]

V téchto oborech se objevuji nové diagnostické a terapeutické metody. Mezi
diagnostické metody patfi vyuziti nanocastic v onkologii, pro v¢asné odhaleni nadoru.
Dalsi oblasti vyzkumu je transport 1€kii do organismu, tedy nanofarmacie. Nitrozilni
pristup podavani 1ékit miize byt nahrazen ptipravou koloidnich roztokt aplikovatelnych do
ustni dutiny. Novy vyzkum se také provadi v oblasti ionizujici zafeni, které by mohlo byt
nahrazeno nanocasticemi a infraCervenym svétlem, coz by znamenalo odstranéni
Skodlivého zafeni pro pacienty. Jednotlivé obory budou postupné detailnéji rozepsany v

nasledujicich kapitolach. [14]

4.1 Nanomedicina v onkologii

Nanocastice 1ze v onkologii vyuzivat pro diagnostické i1 terapeutické ucely. V prvni fadé
mohou nanocastice pomoci lokalizovat nadorové buiky, coz je dulezité, jelikoz vEasné
objeveni nadoru zvySuje pravdépodobnost tiplného vylééeni. Pti diagnostice nadoru nejde
pouze o objeveni nadoru, ale i specifikaci velikosti, tvaru a umisténi v organismu. K tomu
1ze opét vyuzit nanocastice, které se pouZziji jako kontrastni latky pfi sniméani z magnetické
rezonance. Tyto kontrastni latky jsou schopné se navazat na receptory urcitych bunck,
které hledame, a ve vysledném vzorku zé&fi v misté nadoru. V piipad€, kdy je nédor

lokalizovan, je mozné nanocastice vyuzit téz k 1&cbé. [1], [4]

Obrazek 2: Nanocastice zlata, které je mozné vyuzit pri hledani nadori [21]



V onkologické terapii se vyuziti nanocéstic stavi na pfedni pozice vyzkumu. Diky
cilenému smérovani 1éku do nadoru by bylo mozné omezit nezadouci G¢inky na okolni
tkan¢€, které se vyskytuji napiiklad u chemoterapie. Také je mozné do nadoru vpravit
nanocastice, kterd nesou jinou molekulu, diky které bude ozafovéani G¢innéj$i. Podobny
princip miize byt pouzit pfi ultrazvukovém sniméni. Nador bude cilené ozafovan a dojde

k jeho destrukci. [14], [21]

4.2 Nanofarmacie

Nanocastice bud’ mohou napomadahat pti distribuci 1éku v organismu, nebo mohou
nahradit 1éky a stat se samotnym lé€ebnym prostiedkem. Mezi zakladni latky pouzitelné
pfi prenesu léku do organismu fadime lipozomy, dendrity, fullereny, nanotrubicky a dalsi.
[14]

Nanocastice ptenasejici 1éky nahradi mnohdy bolestivé zilni podani 1éku. V podstaté se
da vyrobit koloidni sprej obsahujici nanocastice s potfebnym lékem, které se vpravi do
organismu Ustni dutinou. Jejich G¢innost nebude nijak znehodnocena. Dalsi vyhoda podani
1éku pomoci nanocastic je mensi degradace 1é¢ivych latek v organismu, zvysena stabilita a
kontrolovatelna distribuce. V neposledni fadé je velkou vyhodou zkraceni 1écby a tim 1

snizeni nakladu. [2], [14], [21]

Dalsim pfedmétem zkoumani je podavani inzulinu pomoci nanocastic. Byl by vyrabén

pomoci nanocastic a kdykoliv by mohl byt uvolnén do organismu. [19]

4.3 Tkanové inzenyrstvi

Tkanové inzenyrstvi je obor zabyvajici se vytvafenim novych tkani. Tyto tkadné jsou
vyrobeny in vitro (mimo télo) a poté implantovany do téla. V soucasné dobé neni k
dispozici velké mnozstvi vysledkll pro zhodnoceni piinosii a nedostatkii. Vyroba novych
tkani je velmi ¢asové i financné naro¢na. V dalsi ¢asti kapitoly se zaméfim predevsim na

regenerativni medicinu, kterd kombinuje tkanové inzenyrstvi s nanotechnologiemi. [14]

Ve studiich se vénuji konstrukci biokompatibilnich materidli. Mezi né patii
nanotrubicky pro kostni implantaty nebo kovové nanomateridly pii ndhrad¢ svald. Kosti
diky implantovanym nanotrubiC¢kdm ziskaji vétSi pevnost a tim se zmenSuje
pravdépodobnost zlomenin. Kovové nanosvaly mohou byt vyrobeny napiiklad z platiny,

ktera je lehka, ale zaroven velice pevna. [4], [14]
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5. Nanomaterialy

Nanomateridly jsou struktury s pfesn¢ definovanymi vlastnostmi. V prvni fadé se jako
nanomateridly vyuzivaji kovové nanocastice jako naptiklad zlato, stiibro, méd’ a jiné.
Kovové nanomateridly maji velké uplatnéni v mediciné a biologii, pievazné diky
antibakterialnimu ucinku. Setkat se mizeme také s uhlikatymi nanomaterialy, konkrétné s
fullereny, uhlikovymi trubickami ¢i nanodiamanty. Tyto materidly maji vyuziti
Vv elektronice a informacni technologii. DalSim typem nanomateridli jsou napiiklad
polovodice nebo keramické nanomaterialy. V soucasné dobé¢ se vyuziva nanocastic stiibra

pti 1é¢be popalenin. [4]

5.1 Kovové nanomaterialy

Kovové nanocastice a nanomateridly jsou dnes velmi vyuzivané v biomedicinském
inzenyrstvi. Kovové nanomaterialy maji vyhodu vtom, Ze je mizeme vyuzit jako
samostatny prvek, nebo je mizeme kombinovat mezi sebou nebo i sjinymi latkami.
ZmenS$eni kovovych materialti do nanorozmért vede ke zlepSeni jejich vlastnosti. Zejména

jsou zminované mechanické vlastnosti konkrétné pevnost a elasticita. [4]

Mezi uslechtilé kovové nanocastice patii napiiklad zlato, stfibro, platina a méd.
Neuslechtilé kovové nano€astice jsou Zelezo, hlinik a jejich slitiny a slouc¢eniny. Uslechtilé
kovové nanomateridly jsou zajimavé diky jejich optickym, magnetickym a chemickym

vlastnostem. Takeé se studuje jejich katalyticka aktivita. [8], [12]

Kovové materidly se vyuzivaji hlavné¢ kvuli antibakteridlnim ucinkim. Ty jsou
zkoumané v mnoha studiich, jako naptiklad studie Chena zabyvajici se toxicitou
nanocastic médi in vivo. [22] Antibakterialni efekt nanocastic je zptsoben jejich malymi
rozméry a tim zménou fyzikalnich a chemickych vlastnosti ¢astic. Mezi tyto vlastnosti
patii napfiiklad optické, magnetické, zména bodu tani nebo povrchova reaktivita. Pokud
ptipravime kovové nanocastice S rozmérem mens$im nez je rozmér vykazujici rezonanci
plasmonu (oligomerni ¢astice), dokazou se navazat tyto nanocastice na bakterii a znicit ji,
ale uz se nedokazou od bakterie odd¢lit. Maji jednorazovou funkci. Naopak pokud mame
nanocastice, S velikosti které vykazuji plasmonovou rezonanci, tj. maji jiz kovovy
charakter, umi se tyto ¢astice navazat a zni¢it danou strukturu a poté se od bakterie oddélit

a postup opakovat. [9]
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Pro ptipravu kovovych nanomateriali se vyuziva laserova ablace, kondenzace z plynné

faze, naprasovani tenkych vrstev a jiné chemické metody. [1], [4]

5.2 Bezpecnost nanomateriala

Nanomateridly nebo obecné nanotechnologie jsou povazovany za novy védni obor, ktery
piinasi fadu novych objevi, ale zaroven i mozna nebezpec¢i. Hunt a Riediker ve své praci
tvrdi, Ze nemdme ani tuseni, jaky dopad miizou mit nanocastice na lidsky organismus ¢i
okolni pfirodu.[23]. Prozatim jsou nanomaterialy v legislativé brany stejné jako jakykoliv
jiny chemicky material. Piesto, ze nanomateridly existuji uz od starovéku, neni doposud

prozkouman vliv nanomateriald na lidsky organismus.[23]

V ptedchozi kapitole bylo popisovano mozné vyuziti v medicin€. Nanocéstice 1ze vyuzit
v diagnostické a terapeutické Casti 1é¢by nadord. Jak vime z literatury, nanocastice je
schopna proniknout do bunky (pokud je mensi nez 4 nm) a diky svoji toxicité¢ dokaze
buiiku znicit, hlavné porusenim DNA. Podle studii by to mohlo stat za mutagennimi vlivy

a tim by mohlo dojit naptiklad az k rozvoji rakoviny. [20]

Zatim jsme pouze na urovni dohadu o rizicich nanocéstic, proto je nutné provést mnoho
vyzkumu. Mezi bezpeCnostni opatieni by méla patfit zména legislativy ¢1 komunikace

védcu s vefejnosti 0 nanomaterialech. [20]
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6. Nanocastice médi

Meéd’ patii mezi uslechtily kovovy prvek, ktery zndme uz od staroveku. Jeji vlastnosti se
V podob¢ nanoc¢astice mohou zménit. Nanoc¢astice médi tak jako jiné kovové nanocastice
maji velmi dobré uplatnéni v praktickych aplikacich, protoze maji unikatni optické,
elektrické, magnetické a mechanické vlastnosti. Diky velmi nizké potizovaci cené oproti

jinym koviim (napf. zlato) jsou vyhledavangjsi. [3]

Tato prace se vénuje piipraveé nanocastic médi ve vodném prostiedi a jeji mozné vyuziti
diky antibakteridlnim vlastnostem v praxi. Méd’ ma velmi dobré vlastnosti, které se daji
vyuzit v mnoha oblastech. Mé&d’ neni tak stabilni jako stiibro, proto je nutné pii piipravé

dodrzet spravné podminky. [3]

Nanocastice médi vykazuji pii pokojové teploté trvalé magnetické vlastnosti s vysokymi
magnetickymi momenty. Rozdil magnetickych momentti nanoc¢éstic zlata a stiibra od
nanocastic médi je vysvétlovan moznou oxidaci nanoc¢astic médi. K tomuto jevu dochdzi,
protoze oxid je stabilnéjsi nez ¢astice médi. [3]

Pii pfipravé nanocastic v laboratornim prosttedi ptsobi na strukturu, tvar a velikost
Castice okolni vlivy, jako napftiklad teplota, pH, tlak, vlhkost, dokonce i pouzité
chemikalie. Nanocastice mé&di jsou velmi nestabilni 1 pii pfipravé ve vodném prostiedi a
proto je nutné vyuZit stabilizatort. Naopak vyhodou pfi vyrobé nanocastice je schopnost
fidit proces a to diky redukénim ¢inidlim. Pomoci vhodného redukéniho ¢inidla dokazeme

ptipravit nanocastici o dané velikosti. [3]

M¢éd’ jako makrolatka je velmi dobry vodi¢ a tato vlastnost se zlepSuje u nanorozméru.
Diky tomu se uplatni pii vyrobé polovodicovych soucastek. Dale se studuje aplikace jako
katalyzatorii a maziv. Oxid méd’naty se vyuziva jako katalyzator pii vyrobé hedvabi. Také

se vyuzivaji jako piidané barvivo do skla a keramiky. [17]

6.1 Toxicita nanocastic médi

Med patii mezi toxické latky, kdy diky toxicité dochazi ke zniceni buné¢né membrany
bakterie. Méd’ uvoliuje kovovy iont, ktery se navdze na bunécnou membranu a vyvola
bunécnou smrt. Z toho mizeme usoudit, Ze toxicita zplsobuje antibakteridlni ucinnost

nanocastic médi. [22]
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6.1.1 Antibakterialni uc¢inky
Nanocastice médi maji podobné antibakterialni ucinky jako stfibro, ale méd’ je levnéjsi,

snaze se kombinuje s polymery a je stabilnéjsi. [3]

Podle vyzkumd, kterymi se zabyval Raffi a spol. dosli k zavéru, Zze je mozné vyuzit
nanomé&d’ proti riznym kmentm bakterii. [16] Nanocastice maji velkou vyhodu proti
antibiotikim, protoze si bakterie nedokdzou vytvofit rezistenci vic¢i nanocasticim médi.
Vyuziti antibakterialniho ucinku lze aplikovat v medicing, specialn¢ v chirurgii pro
potazeni nastroji. Nastroje jsou pak odolné proti usazeni bakterii na povrchu a pfipadnému
presunu na lidskou tkan. Divodem antibakterialnich ucinkd je velikost nanocastic, ¢imz
mohou prochazet péry v membrané (kolem 3-4 nm) a navazat se na Zzivotn¢ dulezité
enzymy bakterie. To omezi funkci téchto enzymti a dochazi k bunééné smrti. Védecké
studie pfipisuji toxické G¢inky nanocastice médi jejich velikosti a specifickému povrchu.

[10],[22]

Antibakterialni chovani ¢astic nanomédi bylo ovéfeno na bakterii Escherichia coli. Diky
aplikaci médi se pocet bakterii v koloniich redukoval, a pocty kolonii se rovnéz
redukovaly, aZ doSlo k zastaveni riistu kolonii. Touto studii se zabyval Raffi a jeho
kolektiv. Kolonie bakterie Escherichia coli byly zkoumany pomoci SEM mikroskopie a
zjistilo se, Ze nanocastice médi vytvofily v membrané dutiny a kanalky naruSujici jeji

strukturu. Méd’ pronika do cytoplazmy, az dojde k zaniku bunky. [3],[16]

Schopnost proniknuti nanocastice médi do bunky a jeji zniceni bylo potvrzeno i studii,
ktera se zabyvala moZnym poskozenim DNA pisobenim nanocastic oxidu méd’natého. Ze
studie vyplyva, Ze vystaveni rostliny pisobeni nanocastic médi mélo vétsi dopad na zménu
DNA neZ piisobeni jiné chemické latky. Tento experiment mél dokazat moznou Skodlivost
nanomateridlli pro zivotni prostiedi, ale v§e bylo provadéno v laboratofich a byly pouzity

vetsi koncentrace, nez které se vyskytuji v piirodé. [17]
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7. Metody zkoumani nanocastic

Mikroskopie patfi mezi nejpouzivanéj$i metody pro zkoumani castic. Mikroskopii,
kterou vyuzivame ke zkoumani nanocastic, mizeme rozdélit na mikroskopii svételnou a
mikroskopy jsou AFM a STM. STM je rastrovaci tunelova mikroskopie, diky ni
dokazeme charakterizovat povrch vodivych a polovodivych vzorkli az na atomové Grovni.
AFM je mikroskopie atomdrnich sil pro zkoumani vodivych a nevodivych vzorku.
Mikroskopie zaloZena na elektronovém svazku je SEM a TEM. Obé& tyto metody maji
velké vyuziti v nanometrologii. SEM je rastrovaci elektronova mikroskopie a TEM je
transmisni elektronové mikroskopie. Klasické svételné mikroskopy jsou nejvice vyuzivané

pro oblast 1um a vétsi, z divodu jednoduchosti a vétsi dostupnosti. [1],[2]

Jako dalSi techniky vyuzivané pro zkouméni nanotechnologii miZeme uvést
mikroskopii magnetickych sil, mikroskopii lateralnich sil nebo skenovaci optickou

mikroskopii v blizkém poli. [1],[2]

7.1 STM (Scanning Tunneling Microscope)

V roce 1981 byla vyvinuta rastrovaci tunelova mikroskopie védci G. Binnigem a H.
Rohrerem. Za tento objev ziskali vroce 1986 Nobelovu cenu. STM se vyuziva pfi
zkoumani tenkych vrstev a povrchli. Na povrchu sledujeme jednotlivé atomy, defekty a

vlastnosti povrchi. Dale Ize vyuzit pro manipulaci s atomy a molekulami. [2]

Metoda je zaloZzena na principu zmény pribéhu napéti mezi hrotem a povrchem
vodivého vzorku. Princip je zalozen na kvantové fyzice, konkrétné na tunelovém jevu.
Tunelovy jev poruSuje principy klasické fyziky. Elektrony prochazeji potencidlovou
bariérou, 1 kdyZ maji niZsi energii nez bariéra. Hrot ma stejné vlastnosti jako zkoumany
vzorek, to znamend, ze vinova funkce je na hrotu i na povrchu stejnd. Vlnové funkce se
prekryji, vykompenzuji se a dojde ke vzniku tunelu. Elektrony prochazeji tunelem v
energetické bariére, ktera vznika piekrytim vinovych funkci elektronti atomt na hrotu a na
povrchu vzorku. Velikost tunelového proudu je umérna vzdalenosti hrotu od povrchu, tedy

vzdalenosti elektrod. [2]
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Tunelovy proud Ize dopocitat rovnici:

-~ (7.1.1)

I=U-A(U)exp|—2 |’

kde m je hmotnost elektronu, U je napéti mezi elektrodami, A (U) je zavislost tunelového
proudu na napéti S je vzdalenost mezi elektrodami, h je Planckova konstanta a e je naboj

elektronu. [2]
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Obrazek 3: Schéma tunelové mikroskopie [5]

Rastrovaci tunelovy mikroskop se sklada z piezoelektrické trubice s elektrodami, hrotu,

ovladani posunu, vyrovnavace vibraci a pocitace. [2]

7.2 AFM (Atomic force microscopy)

Mikroskopie atomarnich sil byla vyvinuta az v roce 1986. Jeji vyuziti je podobné jako u
STM a to pro analyzu povrchu vzorku i k tvorbé struktur. Obraz je skladan bod po bodu.
Na rozdil od STM lze zkoumat vzorky i ve vodivém elektrolytu. To méa velké uplatnéni
Vv elektrochemii. Zkouma rozloZeni atomarnich sil a poskytuje rozliSeni na atomarni
urovni. Povrch je oproti elektronové mikroskopii, (ktera ma pouze 2D projekci), zobrazen
ve 3D. [2]

Ptiblizovanim hrotu k vzorku dochazi k vyvolani pfitazlivé ¢i odpudivé sily. Hrot se
pohybuje diky piezoelektrickym skenerim, které se pohybuji v fadu nanometrt. Pokud si

predstavime vrstvu, kterou zkoumame, predstavime si, Ze vinova funkce mé piresah na
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povrchu. Tohoto ptesahu se dotyka spicka hrotu mikroskopu. To znamena, ze Spicka hrotu
se priblizi k hmoté, ale nedotkne se ji. AFM zobrazuje pouze povrch vzorku nikoliv

objemovou strukturu. [1],[2]

Zakladem mikroskopu je hrot a ohebny nosnik. Piezoelektrické skenery zajistuji pohyb
hrotu. Detekce se provadi pomoci laseru a odraz dopada na fotodetektor. AFM se vétSinou

umist'uje na antivibrac¢ni stoly, pro zajisténi pfesné polohy hrotu. [2]

7.3 SEM (Scanning electron microscope)

Radkovaci elektronovy mikroskop je zaloZen na principu pohyblivého svazku elektronti
misto svételného paprsku, ktery se vyuziva u klasického optického mikroskopu. VInova
délka elektronit je fadové mensi nez vlnova délka svétla. Elektronovy mikroskop se
vyuziva pro pozorovani povrchu pomoci sekundarnich elektronti. Byl zkonstruovan v roce
1942 védcem V. K. Zworykinem. Je to jeden znejvyuzivanéjSich mikroskopti pro

zkoumani makro a nano svéta. [2]

Pti zkouméni povrchu vzorku dokézeme urcit jednotlivé atomy, chemické slozeni a dalsi
vlastnosti preparatu. Zkoumany vzorek musi byt pozorovan ve vakuu, aby nedoSlo
k interakci elektront. Elektrony se odrazi od atomt a molekul vzorku a vytvoii vysledny
obraz, ktery pozorujeme. To ma velké wvyuZiti v materidlovém vyzkumu nebo

Vv biologickych aplikacich. [2]

Electron Electren Gun
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To TV
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Obrazek 4: Schéma elektronoveho mikroskopu [2]
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7.4 TEM (Transmission electron microscopy)

TEM je transmisni elektronovy mikroskop. Svételny zdroj je nahrazen svazkem
elektronti, které musi prochazet vakuem. Principidlné transmisni elektronovy mikroskop
funguje na odrazu elektronli od pozorovaného vzorku. Elektrony se odrazi do magnetické
cocky, kterd nahrazuje sklenénou ¢ocku z klasického mikroskopu. Pomoci TEM je mozné
pozorovat vzorky o tloust’ce fadove 100 nm. Ma vysokou rozliSovaci schopnost. Obraz je

detekovan senzory nebo je zachycen na fotograficky film. [2], [4]

Transmisni elektronovy mikroskop je konstruovan z tubusu s elektronovou optikou,
vakuovym systémem, elektromagnetickymi ¢ockami a zdrojem elektronti. Pro pozorovani

vzorku je nutné odstranit veSkerou vodu, protoze by mohla ovlivnit priachod elektront.[2]
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8. Spektrofotometrie

Spektrofotometrie patii mezi optické metody. Vyuziva se pro stanoveni koncentrace
latek. Dané latky musi absorbovat zafeni o vinové délce v UV nebo viditelné oblasti.
Pokud latky zafeni neabsorbuji, je mozné latky chemickou reakci pozmeénit.
Spektrofotometrické stanoveni patii mezi nepiimé metody. Pfi urCeni koncentrace analytu
je zapottebi vyuzit standardy. To se provadi nejen pomoci kalibracni ptimky. Kalibra¢ni

ptimka udava zavislost absorbance na koncentraci latky. [24], [25]

Spektrofotometr se sklada ze Ctyf Casti- zdroje zafeni, monochromatoru nebo
polychromatoru, vzorku a detektoru. Jako zdroj zafeni se nejcastéji pouzivd wolframova,
halogenova a deuteriova zarovka. V piipadé¢ UV-VIS spektrofotometru, kdy se vyuziva
ultrafialového zareni, se jako zdroj pouzivd vodikova nebo xenonova vybojka.
Monochromator je ¢ast piistroje, ktery zajiStuje propustnost pouze ¢asti spektra.
V jednoduchych fotometrech se vyuziva klasickych filtr, které propusti jenom urcité
zateni. U spektrofotometri. monochromator tvofi hranol, reflexni mifizka nebo u
polychromatoru Rowlandiiv kruh. Vzorek se méti dle pouzitého pfistroje. U vertikalniho
fotometru se vyuziva mikrotitracni destiCky a zafeni je K desticce vedeno optickymi
vlakny. Proto je stanoveni absorbance velice rychlé. U klasickych spektrofotometrti se
vyuziva plastova kyveta a u spektrometri méticich v UV-VIS oblasti se vzorek proméiuje
v ktemenné kyveté. Detektor se sklada z fotonky nebo fotonasobice. Fotonka je sklenéna
trubicka s dvéma elektrodami a je propustnd pro dané zareni. Ve fotonasobi¢i dochazi
k fotoelektrickému jevu, kde dojde k vyrazeni elektronu. Signal, ktery dopada na
fotokatodu, se zméni na elektrony a ty jsou dalSim vyrdZenim na dynodéch zesilovany.
[24], [25]

Absorpcni spektrofotometrie je zalozena na spektralni zavislosti absorpce svétla.
Absorbujici zéafeni je pfimo umérné tlouStce absorbujiciho prostiedi, kterym zéateni
prochazi. Koncentrace nezndmého vzorku Ize dopocitat pomoci Lambertova-Beerova

zakonu. [24], [25]

Absorpéni koeficient udava kolik je dana latka schopna pojmout zafeni. Smérnice této
pfimky odpovida soucinu absorpéniho koeficientu a délce optické drahy. Hlavni

podminkou platnosti tohoto zakona je konstantni hodnota absorp¢niho koeficientu. [6],[24]

Spektrofotometry miizeme dale délit podle principu na jedno a dvoupaprskové.
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8.1 Jednopaprskovy spektrofotometr
Jendopaprskovy piistroj funguje na principu jednoho paprsku. Nejdiive paprsek projde
srovnavacim vzorkem a hodnota proslého svétla se zaznamend. Poté se srovnavaci vzorek

vyméni za méfeny a opét se zaznamena hodnota. Z tdaju se dopocte absorbance. [25]

8.2 Dvoupaprskovy spektrofotometr

Dvoupaprskové pfistroje umoznuji podstatné rychlejsi méteni, avSak jsou drazsi oproti
klasickym jenopaprskovym. V pfipadé pouziti dvoupaprskového spektrofotometru
vyuzijeme dva svazky paprsku. Jeden svazek svétla prochdzi méfenym vzorkem a druhy
srovnavacim vzorkem (blankem). Tento typ pfistroje byl vyuzit pii méteni. [24]

zdroj svétla

Stérbina
I detektor
opticka I
mrizka kyveta

Obrdzek 5: Schéma jednopaprskového spektrofotometru [7]
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9. Prakticka c¢ast

9.1 Pouzité pristroje

UV-VIS spektrofotometr Specord 210 plus
Magnetické michadlo ARE Heating Magnetic Stirrer
Mini Spin plus- Eppendorf

Enviroumental Shaker- incubator BIOSAN
Super-mixer

Lyra 3 FEG-SEM x FIB

ZEISS ULTRA PLUS

9.2 Pouzité chemikalie

Siran méd’naty- Modra skalice CuSQO4

Lauryl sulfat sodium CH3(CH3)10CH,(OCH2CH2)nOSO3Na
Destilovana voda

Tetrahydroboritan sodny NaBH,4

Zelatina- Dorapis

Citréat- citronan sodny CgHsNazO;

Chitosan

Bacilus subtilis- grampozitivni

Escherichia coli- gramnegativni

Fyziologicky roztok

9.3 Priprava nanocastice médi

Nanocastici médi byly pfipraveny ve vodném prostiedi. Metody piipravy se liSily
v pouzitych chemikaliich a vlastnostech prostfedi. Pro pfipravu nanocastic jsme pouZzili
siran méd’naty. Dale jsme roztok stabilizovali pomoci chitosanu, zelatiny, lauryl sulfatu
nebo citratu. Stabilizator vytvoii kolem nanocéstice obal a nedojde ke shlukovani
nanocastic. Pfipravené nanocéstice bez stabilizatoru maji velky chemicky potencial a proto
maji tendenci se spojovat mezi sebou a tim dosahnout nizkého chemického potencialu.

Jako redukéni ¢inidlo jsme vyuzili tetrahydroboritan sodny. Redukéni Cinidlo dodava

elektron atomu a vytvoii se kovové nanocastice.
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9.4 Méreni antibakteriologické u¢innosti

M¢éteni antibakteriologické ucinnosti bylo provadéno Vv Mikrobiologickém tstavu
akademic véd. Pii testovani antibakteridlnich G¢inki nanocéastic médi byly pouzity dva
kmeny bakterii: gramnegativni Escherichia coli (C 600) a grampozitivni Bacillus subtilis.
Déleni bakterii je zalozeno na odliSnych vlastnostech bakteridlni stény. Grampozitivni
bakterie obsahuji proteoglykan a polysacharid, tvofici buné¢nou sténu. Barveni dle Grama
je zalozeno na principu barveni buiiky pomoci krystalové violeti a Lugolovo roztoku.
Nasledn¢ se vyuzije naptiklad alkoholu k obarveni bunky. U grampozitivnich bakterii
alkohol neni schopny prostoupit bunécnou sténou, tudiz nerozpusti komplex. Pfi pouziti
safraninu dobarvime bakterii na tmavé fialovou. Gramnegativni bakterie jsou tvofeny
proteoglykanem a lipopolysacharidem. V piipadé¢ gramnegativnich bakterii dochazi

k vyplaveni komplexu alkoholem. Po pfidani safraninu se bakterie zbarvi ¢ervené. [28]

Do oznacenych zkumavek jsme napipetovali 1 ml bakterialni kultury vyrostlé pies noc.

Buiiky byly centrifugovany 3 min pti 10 rpm a byl odstranén bujon.

Po centrifugaci jsme vyndali zkumavky a nechali vykapat ptebyte¢ny bujon. Poté do
vzorkl s bakteriemi byly pfidany vzorky nanocastice médi. VSe bylo promichano a
premisténo do sterilnich kultivaénich zkumavek. Roztoky, které obsahovaly bakterie i
nanodastice se fedily na 10° 10™,10% (10®) pavodni koncentrace. Roztoky obsahujici
pouze bakterie bylo nutné nafedit na 10,10, 107 ptvodni koncentrace. Pied roziedénim
bylo nutné roztoky s nanocasticemi médi a bakteriemi nechat hodinu kultivovat.
Z neztedéného roztoku jsme odpipetovali 100 pl do dalsi zkumavky, kam jsme dali 900 pl
fyziologického roztoku a postupné dal fedili. Poté jsme vzorky nanesli na vysusené

médium a nechali inkubovat do druhého dne.

Pro experimentalni vzorek bylo vysévano fedéni 10°, 10%,107%, (10“3). Pro kontrolni
vzorek jsme vysévali fedéni 10,10, 10”7, Misky jsme nechali kultivuvat pres noc v 37°C.

Druhy den byl spocitan pocet kolonii v experimentalnim i kontrolnim vzorku.
Bakteriocidni ucinek ptislusného roztoku nanocastic vypocitame podle vzorce:
Uéinnost (%)

_ CFU/mlv kontrolnim vzorku — CFU/ml v experimentalnim vzorku (9.4.)

CFU/ml v kontrolnim vzorku

Baktericidni u¢inek s hodnotu 99,9999 % je povazovan za vyborny. [29]
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Na nasledujich snimcich jsou vidét vysledky antibakterialni G€innosti.

Obrazek 6: Pozitivni vysledek

Obrdazek 8: Kontrolni vzorky

Na obrazku 6 vidime pozitivni vysledek. Zleva doprava je fedéni 10°, 10, 102 roztoku
naonocastic médi s bakterii Escherichia coli. Ze snimku je patrné, Ze roztok nanocastic
pusobi na kmen bakterii Escherichia coli a ty se dale ned¢li. Na obrazku 7 lze pozorovat
negativni vzorek nanocastic médi s bakterii Bacillus subtilis, kde nedochézi
k antibakterialni G¢innosti nanoc¢astic médi. Na obrazku 8 jsou vynesené kontrolni vzorky

v fedéni 108 107,
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9.5 Proméreni nanocastic na SEM

Pripravené roztoky nanocastic jsme proméfili na elektronovém mikroskopu. Vyuzili
jsme dvé pracovi§té a to Ustav fotoniky a elektroniky, Akademie véd CR v Praze a

pracovisté na Technické univerzité v Liberci.

9.5.1 SEM- Lyra 3 FEG-SEM x FIB

Na Ustavu fotoniky a elektroniky, Akademie véd CR, jsme proméfili roztoky nanoéastic
médi. Pro méfeni bylo nutné roztoky nejdiive pfipravit, aby bylo mozné je pozorovat na

elektronovém mikroskopu.

Jako podklad jsme vyuzili kiemikovy substrat. Ten jsme nejprve nechali povafit
v metylalkoholu, abychom odstranili v§echny necistoty. Poté jsme nanesli kapku roztoku
meédi a nechali ustat v digestofi. Nanocastice ve vzorcich, pfipravené touto metodou, byly

hiie pozorovatelné.

Po tomto zjiSténi jsme zkusili jako substrat uhlikové miizky. Roztok nanoc¢éstic medi
jsme na miizku nakapali a nechali zaschnout nebo je mozné miizku v roztoku jenom
namocit. Mfizku jsme nechali opét ustat v digestofi. VSechny pfipravené vzorky jsme

proméfili na elektronovém mikroskopu ve vakuu.

Obrazek 9: Elektronovy mikroskop Lyra 3 FEG-SEM x FIB
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952 SEM-ZEISS ULTRA PLUS

Na Technické univerzité v Liberci jsme proméfili roztoky nanocastic na elektronovém
mikroskopu. Pfiprava nanocastic pfed méfenim byla odlisna od piipravy na Ustavu

fotoniky a elektroniky.

Jako substrat byla vyuzita uhlikova vrstva pokryta teflonem. Pomoci pinzety jsme
odtrhli teflon a nakapali roztok nanocastic. Takto pfipravené vzorky jsme nechali plisobit
nékolik sekund, aby nanocastice klesly na uhlikovou podlozku, kde se uchytily. Poté jsme
vzali filtra¢ni papir a odebrali nadbyte¢nou vodu z kapky. Vzorek byl piipraveny pro
prométeni v SEM ve vakuu. Pro leps$i rozliSeni nanocéstic na snimku lze pivodni roztok

natedit. V naSem piipad¢ jsme ztedili roztok 1:20.

Snimky potizené z mikroskopu ZEISS ULTRA PLUS jsme vyuzili pro dalsi zpracovani.
Pomoci programu ImageJ na méfeni velikosti nanoc¢astic jsme zméfili jednotlivé ¢astice

Vv roztocich a provedli jsme statistické zpracovani. [26]

Obrazek 10: Elektronovy mikroskop ZEISS ULTRA PLUS

9.6 Statistické zpracovani velikosti ¢astic

Za ucelem spocitani piiblizného poctu vzniklych nanocastic v definovaném objemu
roztoku a ptiblizného poctu atomu v jedné vytvorené nanocastici bylo nezbytné jednotlivé
pro kazdy testovany vzorek roztoku zjistit primér jedné nanocéstice. Pro idedlni definici
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priméru reprezentativni ¢astice celého vzorku je potiebné si uvédomit nutnost vytvoreni
baliku dat s poctem vSech nanocastic vyskytujicich se v roztoku. Redln¢ to neni mozné
provést, jelikoz v 1 ml roztoku se nachdzi hrubym odhadem 10* &astic. Kromé toho U
vzorkl, v kterych nam vznikaji ¢astice dvou velikosti je tato tiloha velice obtizna. Z téchto
divodii nami definovany primér nanocastic vzorku bude aproximovany, tedy statisticky
vyjadieny, pouze z baliku dat poskytnutych ndmi zvolenym softwarem Imagel. V ptipadé
vzorku obsahujici dva druhy castic, bude datovy balik pii vyjadfovani aproximovaného
praméru vzorku slozeny jen z prvki pocetnéjSiho druhu ¢astic. Softwarové méfeni Castic

ze SEM snimku funguje na principu zméteni jednotlivych nanoc¢astic ve vzorku.

Kazdy datovy balik reprezentujici jeden vzorek obsahoval minimalné¢ 100 prvku.
Vzhledem k faktu, ze zkoumany datovy balik ma nezjistitelny charakter, je pfi voleni
metod jejich zpracovani a vyhodnoceni nevyhnutelné védet, s jakym rozloZzenim zkoumané
veli¢iny pracujeme. V soucasné dob¢ existuje celd fada testli normality odliSujici se silou a
naroc¢nosti. Datovy balik jsme podrobili Kolmogorovov-Smirnovovmu testu. Zakladni
hypotézou testu je, Ze ndhodny prvek ma predpoklddané (normalni) rozdé€leni. V ptipadé,
Ze p-hodnota je mensi jak nastavena uroven hladiny vyznamnosti a, potom je zakladni
hypotéza odmitnuta a existuje dikaz, Ze testované prvky nejsou piedpokladaného
rozdéleni. Zvolena uroven vyznamnosti a byla 0,1. Testovani datovych balikli a nasledné
statistické vyhodnoceni dat bylo vykonané v numerickém softwaru MatLab. Ve vSech
ptipadech se ukazalo normalni- parametrické rozlozeni dat. Tato skutecnost ndm umozZnila

urcit aritmeticky pramér datového baliku.

Dale hodnoty podrobime vypoctu smérodatné odchylky, vychazeli jsme ze vztahu:

- (9.6.1)
1 2 ¥ )2
S = mz(xl - X ) f
i=1

kde N je pocet vzorki, X; jsou dil¢i hodnoty a X je aritmeticky pramér.

9.6.1 Ur¢eni po¢tu nanocastic v roztoku

Chceme zjistit, kolik nanocastic zredukovanych na uréitou velikost je v daném roztoku
médi. Jako ilustraéni priklad si uvedeme vypocet z roztoku médi o koncentraci 10° M a
velikost zredukovanych nanocéstic je 10 nm. Tento vypocet pouzijeme pro jednotlivé

metody.
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Relativni atomova hmotnost m&di je 63,546 g. Hustota m&di je 8,94 g/cm®. Pro vypocet

vychazime z objemu.

m
V=-, (9.6.1.1)

za m dosadime relativni hmotnost a za p hustotu.

63,546
V=

— 3
8,94 = 7,108 cm

Tento objem obsahuje 1 mol roztoku médi. Koncentrace je 10° M a objem je 1 ml.
V =7,108-10"%cm3 Cuv 1ml
Pro dalsi vypocet si musime dopocitat objem zredukovanych nanocastic.

1 1
V= ETL'D3 = gT[ ' 103 = 523,6 nm3

Objem roztoku mame v cm?® a proto ho musime pfevést na nm®:
1cm® = 10%1nm3
Nakonec spocitame pocet ¢astic v roztoku o 10 nm.

_ 7,108 107%-10%!

— . 1016
5236 =1,357-10

V roztoku o koncentraci 10 M je 1,357-10% &astic o velikosti 10 nm.

9.6.2 Urceni poctu atomi v jedné ¢asticl
V daldi &asti chceme uréit podet atomii v jedné &astici. Castice méla velikost 10 nm.
Pomoci Avogadrovy konstanty, které udavd pocet castic v jednotkovém latkovém

mnozstvi, zjistime velikost atomt mé&di v koncentraci 10 M.
11 = 6,023 - 1023
1073M = 6,023 - 1017 atomti Cu
V piedchozi kapitole jsme si spocitali pocet ¢astic o priméru 10 nm, to pouzije pro pocet
atomu medi v jedné Castici o stejné velikosti.

6,023+ 10V

N = W = 443 846 atoml v jedné Castici

V jedné castici 0 velikosti 10 nm je 443 846 atomu.
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10. Vysledky

10.1 Metoda se stabilizatorem chitosan

Pii ptipravé prvnich vzorkt jsme ptidali jako stabilizator chitosan. Chitosan patii mezi
polysacharidy, ktery se vyrabi z chitinu. Do pfipraveného roztoku médi (50 ml 10° M
Cu?") bylo pridano 5 ml 0,1 % chitosanu.

® Zavislost absorbance na vinové délce

Absorbance [AU]
o
[EEN

0,06

0,02 T T T 1

420 520 620 720 820
VInova délka [nm]

Graf 1: Zavislost absorbance na vinové délce u nanomédi s chitosanem
Z optického spektra je vidét, ze nejvyssi pik se nachazi v 560 nm vinové délky. Tato
vlnova délka spadd do zelenozlutého spektra. Vysledna barva nanocastice je ovlivnéna

tvarem nanocastic.

Z grafu 1 je patrné, ze dochazi k excitaci volnych elektronti s dopadajicim svétlem,
mluvime o povrchové plasmové excitaci U 560 nm vinové délky. Svétlem vybuzené
elektrony v kovovych nanocasticich jsou volné, nevazané, proto dochazi k jejich vibraci pii
dopadu svétla. Resonanci volnych elektroni na povrchu castice se absorbuje svétlo a
vytvari se plasmonova excitace- plasmon. V nasem piipad¢ vidime malou absorpci svétla,
tudiz mluvime o slabé resonanci. Chitosan tvofi povrchovou vazbu S nanocasticemi a tim

sniZzuje vysku resonanc¢niho piku plasmonu.

10.1.1 Metoda se stabilizatorem chitosan a redukénim ¢inidlem

Tento vzorek jsme piipravili podobnym zpisobem jako v predchozi kapitole, (50 ml 107
M Cu®) a piidali jsme 5 ml 107 % stabilizatoru natrium laurylsulfatu a1 ml 10% M

redukéniho ¢inidla NaBH,4. Roztok kratce prejde varem, zméni barvu na zelenou.
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Graf 2: Zavislost absorbance na vinové délce nanomédi s natrium lauryl sulfatem

V grafu 2 se pik nachazi v 345 nm vlnové délky a dalsi se nachazi v 445 nm. Prvni
odpovida fialové a druhy fialovomodré barvé podle optického spektra. To znamena, Ze se

v roztoku nachézi dvé velikosti ¢astic.

Tento samy roztok jsme proméfili po tydnu a sledovali jsme zménu z hlediska mozné
oxidace nanocastic v roztoku. V grafu 3 nelze pozorovat Zadnou absorbanci, tudiz doslo

k oxidaci roztoku.
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Graf 3: Zavislost absorbance na vinové délce nanomédi s lauryl sulfate sodium a NaBH,
promérené po tydnu
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10.2 Metoda se stabilizatorem Zelatinou
Pro dalsi ptipravu roztoku byla piidana Zelatina a NaBH,. Zelatina byla v pevném stavu,

proto bylo nutné Zelatinu rozpustit ve vod¢ a piipravit zasobni roztok.

Do 50 ml roztoku 10°M siranu mé&d’natého pridame 5 ml 10 % Zelatiny a poté pridame

1 ml 10 M NaBH,. Barva roztoku nanocstic médi se zméni na Zlutou.

1,2 -

1

0,8

@ Zavislost absorbance na vinové délce
0,6

0,4

Absorbance [AU]

0,2

0 T T T T T T T T
295 345 395 445 495 545 595 645 695

Vinova délka [nm]

Graf 4: Zavislost absorbance na vinové délce nanomédi s Zelatinou a NaBH,

Na grafu 4 je optické spektrum, kde vidime dva piky a to jeden ve 335 nm a druhy ve
445 nm vilnové délky. Opét to odpovida fialové a fialovomodré barvé. V roztoku jsou dva
komplexy, tedy dvé velikosti nanocastic. Vrchol ve vyssi vinové délce ubira elektrony

plasmonu a zbylé volné elektrony kmitaji s vyssi frekvenci, nez elektrony u vrcholu v 345

nm.

Roztok jsme proméfili na spektrofotometru znovu po tydnu uskladnéni.
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Graf 5: Zavislost absorbance na vinové délce nanomédi s Zelatinou a NaBH, zmérené po tydnu
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Z grafu je patrné ze nanocastice se z ¢asti oxidovali a zbylé vytvoftili komplex v oblasti
mezi 650-750 nm. To znamena, ze proti grafu 4 doslo posunuti vrcholu vice vpravo.

Elektrony budou kmitat s vétsi frekvenci. Komplex se nachazi v modrozelené oblasti.

10.3 Metoda se stabilizatorem citratem

Nakonec jsme pouzili pro stabilizaci nanocastic médi citrat. Roztok nanocastice médi
(50 ml 10° M Cu?") jsme zahiali a piidali 0,05 ml 10* M citratu. Nakonec bylo pfidano
reduk¢ni Cinidlo NaBHy, 120 kapek. Proméfime na spektrofotometru. Barva roztoku se

zménila na hnédou.
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Graf 6: Zavislost absorbance na vinové délce nanomédi s citratem a NaBH,

V grafu vidime piky V rozmezi 350 nm a poté mensi v 620 nm. Prvni odpovida fialové
barve a druhy zluté. Opét se v roztoku nachazi dva komplexy s rtiznou velikosti nanocastic.

Pik v 630 nm kmita s vyssi frekvenci nez pik v nizsi vinové délce.

10.4 Antibakterialni ué¢innost- Chitosan

Pro nasledujici zkouSeni antibakterialni t¢innosti jsme nejdiive pracovali s roztokem
meédi stabilizovanym chitosanem. Vzorek jsme aplikovali na gramnegativnich a
grampozitivnich kmenech bakterii. Také jsme si pfipravili kontrolni vzorek obsahujici

pouze bakterie, ktery jsme porovnavnali S ostatnimi vzorky.

V prvnim experimentu jsme testovali nanocastice médi stabilizované chitosanem a lauryl
sulfatem sodium. V nasledujici tabulce jsou uvedeny pocty kolonii bakterii CFU (colony
forming units), spocitané po 16 hodinach kultivace. V tabulce je Escherichia coli oznac¢ena

1 a Bacillus subtilis jako 2.
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Tabulka 1: CFU po kultivaci pri prvnim méreni

Redéni roztoku nano¢astic 10° 10! 102
1/Chitosanem a Lauryl sulfatem 0 0 0
2/Chitosanem a Lauryl sulfatem 00 00 00

Tabulka 2: CFU po kultivaci pii druhém méreni

Redéni roztoku nano&astic 10° 10t 102
1/Chitosanem 10 3 1
2/Chitosanem o0 00 0

Z tabulek je patrné, Ze roztok nanoCastic médi s chitosanem putsobi na bakterii
Escherichia Coli v obou méfenich. Na bakterii Bacillus subtilis roztok médénych

nanocastic nepusobi.

10.4.1 Vypocet ucinnosti- Chitosan

Pro vypocet uCinnosti roztoku nanocastic médi budeme vychazet ze vztahu (2).
V kontrolnim vzorku bylo 1,5 X 10° CFU/ml, v fedéni 107 kontrolniho vzorku. V

experimentalnim vzorku nenarostla zadna kolonie bakterie Escherichia coli.

‘.. 15-108 -0
Ucinnost (%) = W +100% = 100 %

Utinnost roztoku nanoéastice médi s chitosanem a lauryl sulfatem je 100 %.

Pfi druhém méfeni bylo v kontrolnim vzorku o fedéni 107 1,82 x 10 CFU/mI.

Experimentalni vzorek obsahoval 1 x 10° CFU/m.

182-10% —1-103

U¢innost (%) = 182 -10°

-100% = 99,9999 %
Ucinnost roztoku nano¢astice médi s chitosanem je 99,9999 %.

10.5 Antibakterialni ucinnost- Citrat

Opakovali jsme postup piipravy jako u predchoziho méfeni. Pro experimentalni vzorek
bylo vysévano fedéni 10°, 10,10 Pro kontrolni vzorek jsme vysévali fedéni 10, 107
Pro prvni pokus jsme pouzili nanoc¢astice médi s citratem a pro druhym pokus jsme ptidali

redukéni ¢inidlo NaBHa. Oznaceni 1 predstavuje Escherichia coli a 2 Bacillus subtilis.
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Tabulka 3: CFU po kultivaci pri prvnim pokusu s citrdtem.

Redéni roztoku nano&astic 10° 10 107
1/Citrat 38 8 2
2/Citrat 0 0 0

Tabulka 4: CFU po kultivaci pri pokusu s citratem NaBH,.

Redéni roztoku nanocastic 10° 10 107
1/Citrat s NaBH, 7 0 0
2/Citrat s NaBH, o0 0 0

V tabulce vidime vysledky ucinnosti nanocastice médi na bakterie. Roztok nanocastic
meédi s citratem v obou piipadech pisobi na Escherichia coli. Na Bacillus subtilis je

vysledek negativni.
10.5.1 Vypocdet Gcinnosti- Citrat
V kontrolnim vzorku bylo 1,82 x 10'° CFU/ml a v experimentalnim 2 x 10° CFU/m.

182-10% —2-103
182-108

Ucinnost (%) = -100% = 99,9999 %

Utinnost roztoku nanoéastice médi s citratem je 99,9999 %.

Pfi druhém pokusu bylo v kontrolnim vzorku 9,60 x 10' CFU/mI. V experimentalni

vzorku doslo k zni¢eni kolonii bakterie na nulu.

960108 — 0
Ucinnost (%) = 960 108 100% = 100 %

Utinnost roztoku nano¢astice médi s citratem je 100 %.

Roztok nanocastic médi se stabilizator citratem s 1 bez redukéniho ¢inidla ma a¢innost
na bakterii Escherichia Coli. V pfipadé Bacillus subtilis bychom museli udélat dalsi

pokusy pro ovéteni dosazenych vysledkd.

10.6 Antibakterialni uinnost- Zelatina

Nakonec jsme zjistovali ucinnost roztoku nanocastic medi se stabilizdtorem Zelatina.
Jako kmeny bakterii jsme vyuzili Escherichia Coli 1 a Bacillus subtilis 2. Postupovali jsme

stejné jako pii predchozich pokusech.
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Tabulka 5: CFU po kultivaci se stabilizatorem Zelatinou.

Redéni roztoku nano&astic 10° 10t 1072 103
1/Zelatina tisice 145 7 7
2/7Zelatina © 0 © tisice

Z tabulky miizeme usoudit, Ze roztok opét ucinkuje pouze na Escherichia Coli.

V piipad¢ Bacillus subtilis roztok nanocastic medi G¢inkoval negativné.

10.6.1 Vypocet ulinnosti- Zelatina
V kontrolnim vzorku se nachazelo 15 x 10° CFU/mI a v experimentalnim vzorku bylo 7

x 10* CFU/m.

15-108 - 7-10*

Uéinnost (%) = 15108

+100% = 99,9953 %

U¢innost roztoku nano&astice médi s zelatinou je 99,9953 %.

Tento vysledek nemiizeme povazovat za vyborny, ale pfesto vidime u¢innost roztoku

proti bakterii Escherichia Coli.

10.7 Statistické zpracovani velikosti nanocastic- Citrat

Na nasledujicich obrazcich vidime nanocastice médi se stabilizitorem citrat.
Nanocastice se pfitahuji k sob¢ a tvoti kulové shluky. Nejdiive jsme proméfili velké shluky
nanocastic pfi zvétSeni 771 krat. Snimky jsou pofizené pomoci SEM ZEISS ULTRA
PLUS.

Obrazek 11: Shluky nanocastic médi s citratem  Obrdzek 12: Priblizeny shluk nanocastic médi
35,75k

Pomoci programu ImagelJ jsme zméfili velikosti nanocastic ze snimktit SEM. Vysledky
Jjsou zobrazeny v nasledujicim grafu.
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Graf 7: Rozlozeni velkych shlukii nanocdastic.

Aritmeticky prumér velikosti nanocastic: X =2,73nm
Smérodatna odchylka: s =043nm
Pocet nanocastic v roztoku: N = 6,68 - 10

Nasledujici snimky byly pofizeny pii zméné parametrii elektronového mikroskopu (z 2

KV na 10 kV). Zméfili jsme velikosti nanocastic, které tvoii velké shluky.

Obrdzek 13: Shluk nanocdstic médi s citratem Obrazek 14: Zaostieny jeden shluk nanocastic
25,97 k 33,92 k
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Graf 8: Rrozilozeni malych nanocastic ze shluku.

Nejveétsi pocet Castic se nachazi v rozmezi 63-68 nm. Spocitdme aritmeticky pramér a
smérodatnou odchylku nanocastic.

Aritmeticky prumér velikosti nanocdstic: X =6775nm
Smeérodatna odchylka: s =21,57nm
Pocet nanodastic v roztoku: N = 4,37 -10%°
Pocet atomt v jedné kulicce: N = 13814220

10.7.1 Statistické zpracovani velikosti nanocastic - Citrat s NaBH4

Roztok nanocastic médi s citratem a NaBH, jsme proméfili na SEM a ziskali nasledujici

snimky.

Obrazek 15: Nanocdstice médi s citratem a Obrazek 16: Priblizeny roztok s citratem a
NaBH, 22,33 k NaBH, 58,24 k

Na piedchozich snimcich 15 a 16 byla zmétena velikost ¢astic medi.
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Graf 9: Rozlozeni nanoddstic s citratem a NaBH4.

V grafu jsou dva vrcholy, které odpovidaji spektrofotometrickému proméfeni.
V piedchozi Casti jsme zméfili optické spektrum, na kterém se objevily dva piky, které
odpovidaji dvéma komplexiim o dvou velikostech. Prvni komplex ma nejvétsi pocet Castic

0 velikosti 54-58 nm. Druhy komplex ma nanocastice o velikosti 74-82 nm.

Aritmeticky pramér velikosti nanocastic: X = 56,54nm
Smérodatna odchylka: s =13,33nm
Podet nano&astic v roztoku: N =7,51-101°
Pocet atom1l v jedné kulicce: N =8019973

10.8 Statistické zpracovani velikosti nanoéastic - Zelatina

Nasledujici snimky ukazuji roztok nanocastic médi se stabilizatorem Zelatinou.

Nanocéstice tvoti kulové shluky, ale i volné nanocastice.
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Obrazek 17: Nanorastice médi s Zelatinou ve
shluku 81,70 k

Obrazek 18: Nanorastice médi s zelatinou 25 kK
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Graf 10: RozlozZeni nanocastic s zelatinou ve

shluku.
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Graf 11: RozloZeni nanocdstic s Zelatinou

volné.

Na obou grafech vidime dva vrcholy. To odpovida spektrofotometrickému proméfeni,

kde jsme pozorovali dva vrcholy, tedy dva komplexy s riiznou velikosti nano¢astic médi.

Nanocastice ve shluku maji jeden komplex v rozmezi 62-66 nm a druhy komplex se

nachazi v 78-82 nm. Stejny pribéh se nachazi v grafu 11.

Aritmeticky pramér velikosti nanocastic:
Smérodatna odchylka:
Pocet nanocastic v roztoku:

Pocet nanocastic v jedné kulicce:
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Diskuze

V této praci jsme se vénovali pfipravé nanocastic ve vodném prostiedi pomoci tifi metod.
Metody se liSily podle pouzitého stabilizatoru. Pouzité stabilizatory byly citrat, Zelatina,
natrium laurylsulfat a chitosan. Stabilizator by mél zajistit, aby se mnanocastice

neagregovaly a ziistaly jednotlive.

Tyto stabilizatory jsou organického ptvodu, aby bylo mozné vytvoiené nanocastice
aplikovat do biologickych systémi. Stabilizator je intaktni, neméa vliv na tvotfeni komplexu,
ale pouze stabilizuje velikost Castic. Pouzité stabilizatory jsou hydrofilni. Nejcastéji se

vyuziva citrat, ktery jsme na nase nanocastice médi aplikovali také.

U vzorkd byla proméfena opticka spektra. Z grafi 1-6 je patrné jakou vinovou délku
svétla absorbuje dana nanocastic. Pii pouziti stabilizatoru chitosanu a nasledné redukci
jsme vzorek znovu proméfili a ziskali nové optické spektrum. Pfitom se objevil jeden
soubor velikosti nanocastic vrozmezi 520-550 nm. Kdyz je charakter stabilizatoru
elektrofilni, ubira elektrony plasmonu a dochazi k posuvu maxima Kk niz§im frekvencim
tudiz k delSim vlnovym délkam. Velikost piku na grafech 1-6 odpovida koncentraci

nanocastic.

Pfi pouziti stabilizatoru Zelatiny nebyl na optickém spektru patrny zadny pik. Po pfidani
redukéni latky, tetrahydroboritanu sodného, NaBH, se redukci kovovych iontid vytvofily
nanocastice. V roztoku se objevily dvé adsorbéni maxima nanocastic. Prvni maximum u
kratSich vinovych délek bude patrné odpovidat menSim casticim a podstatné veétsi Castice

by méli absorbovat u delsich vinovych délek.

Posledni vzorek pro zméfeni optického spektra byl roztok se stabilizatorem citratem.
Siroké, nevyrazné maximum v oblasti kolem 620 nm signalizuje Sirokou velikostni
distribuci c¢astic. Statistika popisu velikosti ¢astic je ve shod¢ s charakterem optickému

spektra.

V dalsi casti prace jsme zjistili antibakteridlni i¢innost m&di na bakterie Escherichia coli
a Bacillus subtilis. Pfipravené pilotni vzorky jsme aplikovali proti kmenim bakterii.
Roztoky (s chitosanem, citratem a Zelatinou) pfipravené tfemi metodami, mély pozitivni
vysledek na bakterii Escherichia coli. V ptfipad¢ bakterie Bacillus subtilis jsme dostali
negativni vysledek. Ziskané vysledky antibakteridlni Gi¢innosti nanocastic médi byly ve
shodé se studiemi uvedenymi v teoretické ¢asti. U¢innost na grampozitivni kmeny byla

negativni.
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Pro statistické zpracovani velikosti nanoc¢astic bylo nutné ziskat snimky ptipravenych
roztokli nanocastic médi. Snimky byly pofizeny na elektronovych mikroskopech. Pfistup
na elektronové mikroskopy byl umoznén na Ustavu fotoniky a elektroniky, Akademi véd
CR a na Technické univerzité v Liberci. Postup piipravy vzorkl pfed proméfenim na
elektronovém mikroskopu se li§il. Postup piipravy vzorkii na Ustavu fotoniky a

elektroniky nebyl vhodny pro nase vzorky, ale ptesto byly vysledky akceptovatelné.

Postup pii méfeni na Ustavu fotoniky a elektroniky byl nasledujici. Dany roztok se
aplikoval na kifemikovy substrat, ktery byl pfedtim ocistén v metylalkoholu. Tim doslo
k nahromadéni velkého poctu Casti na sebe. Pii pozorovani tedy nebylo mozné oddélit

jednotlivé vrstvy od sebe a snimky jsme nemohli zatadit do statistického zpracovani.

Oproti tomu postup piipravy na Technické univerzit¢ v Liberci vyuziva jako
podkladového substratu uhlikové miizky, ktera je pokryta teflonem. Kapka roztoku s
nanocasticemi se aplikovala na uhlikovou miizku a nechala se ustat né€kolik desitek
sekund. Béhem této doby doslo k ¢astecné sedimentaci nanocastic na uhlikovou podlozku.
Poté se pomoci filtraéniho papiru odebrala piebyte¢na tekutina z kapky. Diky této metodé

bylo mozné pozorovat jednotlivé nanocastice médi v roztoku.

Snimky ziskané na elektronovém mikroskopu typu ZEISS ULTRA PLUS na Technické
univerzité v Liberci jsme pouzili pro statistické zpracovani. Pomoci programu ImageJ,
ktery nam byl doporucen, jsme zméfili velikosti jednotlivych ¢&astic. Provedli jsme
statistické vyhodnoceni pomoci aritmetického priméru a smérodatné odchylky. Veskeré
vysledky jsme zpracovali do grafii 7-11 a je patrné ze rozloZeni velikosti nanocastic se
shoduje s optickymi spektry. RozloZeni velikosti nanocastic odpovida normalnimu

rozloZeni.
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Cilem této prace byla piiprava pilotnich vzorkd nanocastice médi. Pro ptipravu jsme
zvolili tfi metody postupu. Metody piipravy se lisi pouzitym stabilizatorem. Do roztoku
1ze také pridat redukeni Cinidla, kterd predaji elektrony, a dojde k vzniku kovovych iontt.

Pfidanim reduk¢niho cCinidla, které piida kovovy charakter, dojde ke zméné zbarveni

roztoku, coz indikuje vznik nanocastic.

Zmétili jsme optickd spektra danych nanocastic pfipravenych tfemi metodami. Na

optickych spektrech jsme pozorovali, v jaké vinové délce se nanocastice absorbuji.

U nékterych metod dochazi patrné ke vzniku dvou druht ¢astic, dvou velikosti, nebo

jediné se strukturovanou absorbanci.

V dalsi casti prace jsme provedli méfeni antibakterialni G¢innosti nanocastic médi.
Vyzkouseli jsme ucinnost roztokd nanocastic médi na gramnegativni Escherichii coli a
grampozitivni Bacillus subtilis. Podle nasich vysledk byly nanocastice médi G¢inné na
kmeny bakterie Escherichia coli. V piipadé kmend Bacillus subtilis byly vysledky
negativni. Pro dal§i pozorovani antibakteridlnich u¢inkli na grampozitivni kmeny je nutné

experimenty opakovat.

Pro statistické zpracovani jsme vychazeli ze snimkl z elektronového mikroskopu typu
ZEISS ULTRA PLUS. Nanocéastice médi jsme nechali proméfit na elektronovém
mikroskopu na dvou pracovistich — Ustav fotoniky a elektroniky, Akademie véd CR a
Technicka univerzita v Liberci. Vyuzili jsme snimky potfizené na elektronovém
mikroskopu ZEISS ULTRA PLUS, protoze mély lepsi kvalitu nez snimky z elektronového
mikroskopu Lyra 3 FEG-SEM x FIB. Kvalita snimkt byla zavisla na pfedchozi piipravé

nanocastic pro promeétent.

Snimky z elektronového mikroskopu jsme zpracovali v programu Imagel, ve kterém
jsme zméfili velikosti nanocastic médi. Velikosti nanocastic se li§i pouzitou metodou
ptipravy. Spocitali jsme aritmeticky primér a smérodatnou odchylku velikosti nanocastic.

Z téchto hodnot jsme poté spocitali pocet nanocastic v daném roztoku.

Dokézali jsme piipravit nano¢astice médi tfemi metodami. Zjistili jsme, Ze nanocastice
médi maji velkou nevyhodu kvili rychlé oxidaci na vzdusném kysliku. Méd’ je obecné
nestabilni prvek a v pfipadé nanocastic dochazi k oxidaci povrchu jejich jednotlivych

Castic. Proto je nutné v piipravé zajistit stabilni podminky nebo vyuzit jiné slouceniny
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zabranujici oxidaci. Pro vyuziti nanocastic médi vV medicin€ jsme zjistili €innost proti
bakteriim. V ptipad¢ bliz§iho zkoumani nanocastic bych doporucila transmisni elektronovy

mikroskop. Diky nému by bylo mozné ziskat kvalitn&jsi vysledky.

Diky antibakterialni ucinnosti nanocastic lze aplikovat nanocastice proti bakteriim

napiiklad v nemocni¢nim prostiedi.
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