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Nazev bakalarské prace:

Antiseptické nanostruktury pro biomedicinské aplikace

Abstrakt:

Nanotechnologie je rychle se rozvijejici interdisciplinarni védni obor. Dusledky
vyplyvajici ze studii nanocastic se zacinaji vyuzivat v mnoha oblastech vcetné
biomedicinskych aplikaci. Tato bakalaiska prace se zamétuje na antiseptické nanostruktury
vhodné pro biomedicinské aplikace a biomedicinskou techniku. Zabyva se stfibrnymi
nanocasticemi, které maji vynikajici baktericidni vlastnosti. Popisuje se jejich vyroba
s vyuzitim tii riznych stabilizatori. Pfipravené nanocastice jsou zkoumany pomoci
spektrofotometru, SEM mikroskopu a je testovana jejich bakterialni u¢innost na Ctyfech
druzich bakterii. Déle jsou porovnavany parametry jednotlivych roztokli a je zkouman

jejich vliv.
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Bachelor’s Thesis title:

Preparation of antiseptic nanostructures for biomedical applications

Abstract:

Nanotechnology is a fast growing interdisciplinary field. Consequences resulting from the
studies of nanoparticles can be used in many fields, biomedical application included. This
bachelor thesis focuses on antiseptic nanostructures suitable for biomedical applications
and biomedical engineering. The thesis concentrates on silver nanoparticles which have the
most significant bactericidal properties. The thesis describes production of silver
nanoparticles using three different stabilizers. Prepared nanoparticles are studied by using
spectrophotometer, SEM microscope and their antibacterial efficiency is tested on four
species of bacteria. Parameters of each solution are compared to each other and their

impact is examined.
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Seznam symboli a zkratek

AFM Mikroskopie atomarnich sil

LB Lisogeny broth

ot/min Jednotka pocet otacek za minutu
SEM Radkovaci elektronova mikroskopie
SPM Mikroskopie skenovaci sondou
STM Rastrovaci tunelova mikroskopie
TEM Transmisni elektronova mikroskopie

UV-VIS Ultraviolet-Visible spectroscopy



Uvod

Nanotechnologie jsou Vv soucasné dobé ve fazi vyznamného rozvoje a vyzkumu.
Jsou vyuzivany zejména pro jejich specifické vlastnosti liSici se od makrolatky. Aplikace
nanocastic je V nékterych oborech jiz béznou praxi, jejich budouci vyuziti vSak presahuje
souCasny stav. PredevSim v biomedicinské praxi, kde jsou bakterie ¢asto nezadouci,

by mohly byt vhodnym FeSenim antiseptické nanostruktury.

Prace se zamé&fuje na nanostruktury vyuzitelné v biomedicinskych oborech, zvlasté
v biomedicinské technice. Byly studovany nanocastice stiibra, které maji velmi dobré
antiseptické u¢inky. Ty maji velky potencial vyuziti hlavné proto, ze mnoho druhti bakterii
zadina byt rezistentni vuéi antibiotikim. Je tedy tfeba hledat nové ucinné postupy, jak
pfitomnost bakterii eliminovat. Studie dokazuji, Ze nanocastice stfibra G¢inkuji jak na
grampozitivni, tak na gramnegativni bakterie, navic se jedna o roztoky, jejichz G¢innost je
dlouhodoba, proto miize byt jejich vyuziti Siroké napft. pii sterilizaci zdravotnické techniky
nebo pii rozpra$ovani v prostorech, kde je potieba nadstandartni Cistoty. Céstice mohou
byt také soucasti textilii, ze kterych se $iji zdravotnické potieby, plasté, prostéradla nebo
slouzit pii péci o diabetickou nohu apod. V teoretické ¢asti prace jsou popsany vlastnosti a
ucinky nanocastic, jakym zptisobem je mozné je zkoumat a jejich vliv na organismus.
V experimentalni ¢asti prace byly pfipraveny roztoky nanocastic stfibra metodou bottom-
up snékolika druhy stabilizatord. V praci je uveden postup vyroby a parametry
pfipravenych roztokli. U jednotlivych roztokd jsou zméfena spektra pomoci
spektrofotometru, ziskan obraz pomoci SEM mikroskopu a vypocitana statistika velikosti a
poctu Castic. V neposledni fade jsou uvedeny vysledky antiseptické u€innosti pfipravenych
roztokd. Jednotlivé roztoky jsou dale porovnavany podle konkrétniho parametru a tedy je

urcen jeho vliv na prostiedi kde bude roztok pouzit.



1 Nanotechnologie

Nanotechnologie je interdisciplinarni védni obor, ktery zasahuje do oblasti fyziky,
chemie, biologie, mediciny, techniky, textilniho primyslu a mnoha dalSich oboru.
Pfedpona nano znamend miliardtina (10”°) zakladni jednotky [1]. Jedna se o velikost &astic
na urovni atomtl nebo molekul, kde hmota nabyva kvantovych vlastnosti. Nanomaterialy
se lisi svymi vlastnostmi od makrolatky. Nanocastice mohou byt vyuzity piimo jako

aktivni medium nebo jako nosice ruznych I1éCiv. [2], [3]

Podstata toho, pro¢ nanostruktury vykazuji unikatni vlastnosti, je jejich prostorové
omezeni (space confinement) a z toho plynouci kvantové disledky. Zmensovanim rozméri
struktury se zmenSuje prostor pro volny pohyb elektronti nebo fotont v latce. Kdyz je
velikost struktury nebo c¢astice alesponn v jednom rozméru mensi nez vilnova délka
elektronu, musi elektron zkratit svoji vinovou délku na rozmér ¢astice. Tim, Ze elektron
zkrati vinovou délku, zvEtsi svoji energii a vytvoii vyssi energetickou hladinu. V disledku
toho se zacnou ménit fyzikalni, fyzikaln¢ chemické a optické vlastnosti latky, coz tvori
podstatu unikatnich vlastnosti nanostruktur. [2] V makrosvéte se to projevi zcela zjevnym
zpiisobem, napt. uhli je Cervené a rozpustné v organickych rozpoustédlech, kiemik je bledé¢
zluty a ma silnou oranzovou luminiscenci, Zelezo je Zzluté a rozpustné v polarnich

rozpoustédlech aj. [3]

1.1 Historie nanotechnologii

Pojem nanotechnologie se zacal pouzivat v az poslednich desetiletich. Nékteré jevy,
které bychom dnes oznacili za nanotechnologie, jsou vSak znamy z davné historie. Jiz ve
4. stoleti naseho letopoctu vyrabéli fimsti sklenafi sklo, obsahujici kovy aniz by veédéli, Ze
Z kovu pfti taveni skla vznikaji nanocastice které jsou zodpovédné za barvu skla. Také
Siroké Skéla barev mozaik v oknech stfedovékych katedral vznikla pfitomnosti nanocastic
ve skle. Lidé znali vyrobni postupy, kterymi barvu skla ziskaji, aniz by potitebovali znat
teorii “nano®. [2] AZ prub&hu 19. a 20. stoleti dochazi k velkému rozmachu postupt
v chemii, fyzice, optice a predev§im technice, ze kterych se pak zrodily nanotechnologie,
jak je zname dnes. Prvni vSeobecné rozsifenou technikou zalozenou na principu
nanotechnologii je fotografie zalozend na halogenidech stiibra, které se po expozici

rozkladaji na stiibrné nanocastice. [1]



Roku 1915 napsal Dr. Wolfgang Ostwald knihu Koloidni chemie ,,Svét
zapomenutych rozméru“. V této knize se zabyval materidlnimi objekty, které lezi mezi
makrolatkou a molekularni strukturou malych ¢astic az po troven jednotlivych molekul.
Pojednava o rozmérové oblasti, fyzikalnich a chemickych vlastnostech malych koloidnich
Castic, zmén¢ barvy a chemického chovani. S pojmem nanotechnologie je Casto spojovan
také teoreticky fyzik Richard Feynman, nositel Nobelovy ceny za fyziku. Ten poprvé
nastinil moznosti miniaturizace v roce 1959 ve své pfednasce s ndzvem ,,There is plenty of
Room at the Bottom*. Pfedpovéd¢l tehdy moznost vytvafeni materiali a mechanizmt na
urovni atomu a molekul. Uvadél, ze pfiroda umi tyto struktury vytvaret a vyuzivat, tak
pro¢ by nemohl i clovék? Tim nastinil teoretické zaklady nanovédy a piredpovedél
moznosti syntetické konstrukce na molekularni arovni. [1], [2] V té dobé& vsak jesté nebyla
k dispozici technika, kterda by umoznila pozorovat, a tedy i manipulovat s tak malymi
objekty. Proto byla fada pfedpovézenych tivah povaZovana za utopie. Zasadni zlom
V rozvoji nanotechnologii pfinesl objev Skenovaciho tunelovaciho mikroskopu (STM -
Scanning Tunneling Microscope) a mikroskopu atomovych sil (AFM - Atomic Force
Microscopy) v 80. letech 20. stoleti. Od té doby dochazi k exponencialnimu nartstu
objevi, publikaci, patentti a praktického pouziti nanotechnologii ve vSech oborech lidské

¢innosti. [1]

2 Priprava nanocastic

Metody ptipravy nanocastic 1ze rozdé€lit do dvou zakladnich skupin. V prvni z nich
fyzikalnimi postupy vytvaiime stdle mensi ¢astice z vétsiho celku, je to tedy cesta vedouci
od makrolatky k nanostruktute. Tyto metody se oznacuji jako dispergacni nebo také top-
down (shora-dolt) metoda. V druhém piipadé se slucuji jednotlivé atomy do vétsich castic,
a tedy nanostruktury vytvafime piimo z jednotlivych atomti a molekul. Tato skupina

se nazyva kondenzaéni nebo také bottom-up (zdola-nahoru) metody. [2], [4]
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Obrazek 1: Metody piipravy kovovych nanocastic [5]
2.1 Dispergaé¢ni metody

Dispergace znamena rozbijeni vétsich shluki atomti a molekul na mensi ¢astice [6].
Vznik disperzni soustavy touto cestou vyzaduje vynalozeni prace, kterou je nutno dodat
k pfekonani pusobicich mezimolekularnich sil [7]. Touto metodou dochazi k postupnému
zmenSovani materialu ¢astic. To se muze dit riznym zpusobem, napi. laserovou ablaci,
kdy dochézi pisobenim vysoce energetického laserového paprsku k ptehiati urcitého mista
na povrchu pevné faze a k naslednému odtrhavani ¢astic koloidnich rozméri. Nebo
ultrazvukem, kdy ultrazvukové viny o frekvenci nad 20 000 Hz vyvolavaji v latkach
periodické stlatovani a roztahovéni, ¢imz vznikaji drobné trhliny a dochazi k rozpadu
latky. Dale je mozné pouzit mleti, jehoZ princip je zaloZen na rozméliovani materidlu
mlecimi télesy pfi narazu na st€ény nddoby. K tomuto ucelu existuje fada mlynt riznych
konstrukei, napf. kulové mlyny, koloidni, vibra¢ni ¢i proudové. [2], [7], [8] Dispergacéni

metody nejsou pii piipravé nanocastic kovi ¢asto pouzivany. [4]

2.2 Kondenzacni metody

Zpusob vyroby nanocastic kondenza¢nimi nebo také bottom-up (zdola-nahoru)
metodami je v soucasnosti nejvyuzivangjsi. [2], [4] Kondenza¢nimi metodami Ize ptipravit
vysoce dispergované a pomérné¢ monodisperzni koloidni soustavy. Kondenzace lze

dosahnout bud’ fyzikalnimi metodami nebo chemickymi reakcemi. V piipadé fyzikalnich
4



metod jsou pouzivany prevazné metody zalozené na kondenzaci par kovl ¢i uhliku na
vhodné podlozce. Chemické postupy jsou podstatné vyuzivanéjsi, protoze umoznuji
piipravu vétsiho poctu koloidnich soustav rtizného chemického slozeni. Z plvodné
rozpustné latky se vhodnou chemickou reakci vytvofi latka v daném prostredi
nerozpustna. [8] U chemickych metod je k dispozici fada reakci, které vedou k vytvoreni
nerozpustného produktu. Jedna se 0 kontrolované chemické reakce jednotlivych slozek
iontl, ze kterych se skladd material nanocastic. lonty vzajemné interaguji a vytvareji
molekuly, které po usporddani vytvaii Castice. Cilem je jejich rtst pii urcité velikosti
zastavit nebo prerusit. Toho muize byt docileno teplotnim skokem, zménou koncentrace,

zménou difuzniho koeficientu na membranach, filtraci apod. [2], [4]

2.2.1 Chemicka redukce

Oxidaéné-redukénimi reakcemi je mozné pfipravit nanocastice kovil (redukéni
dgje) i nekovil (oxidacni dé€je) [8]. V soucasné dobé pievladaji v praxi tzv. “wet” metody
pripravy kovovych nanocastic, kdy je rozpustnd sloucenina kovu redukovana vhodnym
redukénim Cinidlem. Pfi chemické redukci rozpustné slouceniny kovu vznikaji atomy,
spojujici se pii jejich dostatecném piesyceni, tedy pii dostatecéné sile redukéniho ¢inidla, v
roztoku do zarodku pevné faze. Tyto zarodky mohou po dosazeni kritické velikosti dale
rast za vzniku stabilnich nanocastic. Z hlediska kone¢né velikosti téchto ¢astic je obvykle
rozhodujicim okamzikem pocateéni faze reakce, kdy vznikd hlavni frakce zéarodkd.
Ptridavkem dalS$ich latek do reakéniho systému (stabilizatory) 1ze navic ovliviiovat velikost,
morfologii nebo stabilitu vznikajicich nanocastic. [4], [9] Nejcastéji vyuzivanym
anorganickym redukénim cinidlem je tetrahydridoboritan sodny NaBHa. Z latek organické
povahy je pro ptripravu koloidnich castic nejCastéji pouZzivan citrat sodny (trisodnéa stl

kyseliny citronové). [10]

2.2.2 Stabilizace nanocdastic

Nanocastice jsou nestalé z divodu jejich agregace, coz vede ke vzniku shlukii. Ve
vetSing piipadl ma agregace za nasledek ztratu vlastnosti spojovanych s koloidnim stavem
téchto nanocastic [5]. Podminkou pro vytvofeni stabilnich nanostruktur je zabranit
vzajemnému kontaktu nanocastic. Nanocastice maji snahu se spojovat, zvétSenim svého
objemu se snazi dosdhnout energetického minima. Pfi styku dvou nanocéstic ptirozené

dochazi k jejich spojeni a nanocastice zvétsuji svoji velikost, rostou. Tomuto rastu se fika

5



Ostwalduv rast, kdy mensi Castice pfirozené piredava elektron vétsi ¢astici. Pro zabranéni
tomuto procesu se pouzivaji stabilizatory. Stabilizatory jsou latky, které na povrchu
nanocastic vytvori potencidlni bariéru [2]. Stabilizator je intaktni latka a nemél by
zasahovat do chemické struktury ¢astice, pouze se na ni fyzikalni vazbou navazat. Existuje
velké mnozstvi pouzivanych stabilizatort, které se obecné déli do hydrofilni a hydrofobni

skupiny. [11]

3 Studium vlastnosti nanocastic

3.1 Metrologie nanocastic

Nanometrologie se zabyva méfenim rozmérti struktur na Grovni nanometru.
Zéakladni typy metod mikroskopovani nanocastic se déli do dvou skupin. Do prvni patii
mikroskopie skenovaci sondou (Scanning Probe Microscopy, SPM) coz jsou metody
zalozeny na pohybu sondy v tésné blizkosti povrchu pozorovaného objektu. Tato skupina
se déli na dva zakladni typy: skenovaci tunelova mikroskopie (Scanning Tunneling
Microscopy, STM) a mikroskopie atomarnich sil (Atomic Force Microscopy, AFM).
Drhou skupinou metod, pouZivanym v nanometrologii jsou mikroskopické techniky
zalozené na svazku castic, tedy skenovaci elektronova mikroskopie (Scanning Electron
Microscopy, SEM) a transmisni elektronova mikroskopie (Transmission Electron
Microscopy, TEM). [12]

3.1.1 STM mikroskop

Skenovaci tunelovd mikroskopie byla vyvinuta v laboratofich IBM Vv roce
1981 [12]. Funkce skenovaciho tunelového mikroskopu je zalozena na monitorovani
elektrického proudu, ktery protékd mezi vodivym vzorkem a hrotem ve vakuu bez jejich
fyzického kontaktu. [1] STM mikroskop obsahuje vodivy hrot, ktery ma vlastni vinovou
funkci materidlu. Ten se pfibliZzi na vzdalenost vlnové funkce materidlu vzorku. Vinové
funkce se vzajemné piekryji a vykompenzuji (vyrusi) tim vznikne v potencialech “tunel®.
Hrot i povrch vzorku tedy funguji jako elektrody a vznika mezi nimi tunelovy proud
elektroni prochazejicich “tunelem” v potencialové bariéfe. Velikost tohoto proudu je
umérna tvaru a vzdalenosti elektrod (Sifce potencialové bariéry) a topografii povrchu. Hrot
pii skenovani kopiruje povrch a zmény fidiciho napéti jsou pouzity pro zobrazovani. [12]
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3.1.2 AFM mikroskop

Mikroskop atomarnich sil byl vynalezen vroce 1986, 0 pét let pozdéji nez
STM [12]. Princip funkce AFM mikroskopu je zaloZena na existenci pfitazlivych a
odpudivych sil mezi hrotem a vzorkem v jejich tésné blizkosti, ktera je dana energetickym
potencialem [1]. Ostry hrot je umistén na konci pruzného raménka S mensi tuhosti, nez je
tuhost meziatomovych vazeb. Hrot je veden po povrchu zkoumaného vzorku nebo nad nim
Vv tésné blizkosti kmita. [12] Je-li méfeni provadéno s hrotem ve vétsi vzdalenosti od
povrchu vzorku, plisobi na néj pfitazliva sila a jedna se o bezkontaktni rezim méfeni.
Pokud je naopak hrot mikroskopu pfiblizen na vzdalenost mensi, nez je hodnota vazebné
vzdélenosti, bude na ngj pisobit odpudiva sila a hovofi se o méfeni v kontaktnim

rezimu. [1]
3.1.3 TEM mikroskop

Prvni transmisni elektronovy mikroskop byl postaven roku 1933. Konstrukce
transmisniho elektronového mikroskopu vychazi zusporfadani bézného optického
mikroskopu, pouze doSlo k nahrazené jednotlivych casti. Svételny zdroj optického
mikroskopu je nahrazen elektronovym délem, které slouzi jako zdroj elektroni. Sklenéné
cocky jsou nahrazeny Cockami elektromagnetickymi a misto okularu je fluorescenéni
stinitko. Diky tomu, ze de Broglieho vinova délka elektront je fadove kratsi nez vinova
délka viditelného zateni, dosahuje elektronovy mikroskop lepsiho rozliSeni a zvétSeni, a to
az dvoumilionkrat. [1] Draha elektront od elektronového déla az po stinitko musi byt ve
vakuu, aby nedochazelo k absorpci elektroni molekulami vzduchu a k jejich kontaminaci
¢asti mikroskopu. Vysledny obraz vznika, kdyz proud elektroni prochazi vzorkem.
Urychlovaci napéti elektront je 100 — 400 kV. Dale je obraz zvétsen a zaostien ¢ockami na

objektivu a objevi se na obrazovce. [12]

3.1.4 SEM mikroskop

Princip rastrovaciho elektronového mikroskopu je velmi podobny TEM
mikroskopu, piesto byly prvni prakticky pouzivané pfistroje tohoto typu az v poloviné 60.
let 20. stoleti [1]. Skenovaci elektronovy mikroskop SEM je pfistroj urceny k pozorovani
povrchii. Stejné jako u transmisniho elektronového mikroskopu TEM se jedna o obdobu

svételného mikroskopu, kde svételné paprsky nahrazuje elektronovy svazek a obraz je



tvofen sekundarnimi nebo-li odrazenymi elektrony. Zdrojem elektroni ve Spic¢ce tubusu je
pfimo Zhavené wolframové vldkno. Paprsek primarnich elektroni je zkoncentrovany
elektromagnetickymi ¢ocCkami. Pfed dopadem na povrch preparati je rozpohybovan
vychylovacimi civkami tak, Zze pokryje fadky a tim skenuje malou plosku. Pii dopadu
elektroni na vzorek muze nastat nékolik piipadii. Nékteré elektrony jsou absorbovany
v zavislosti na tloust'ce a slozeni vzorku. To zplsobi tzv. Amplitudovy kontrast obrazu.
Dalsi elektrony jsou rozptyleny pod malymi thly, jejichZ velikost zavisi na slozeni vzorku,
coz zpusobi tzv. fazovy kontrast v obraze. V krystalickych preparatech jsou elektrony
rozptyleny do velmi odliSnych smért, které jsou zavislé na krystalické struktufe, coz
zpusobi tzv. difrak¢ni kontrast obrazu. Ne&které z dopadajicich elektrond mohou byt

odrazeny a nazyvaji se zpétné odrazené elektrony. [12]

3.2 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie je opticki metoda pro stanoveni vlastnosti vzorku.
Spektroskopické metody vychazi z toho, ze se pii interakci s elektromagnetickym zarenim
excituji a nasledné deaktivuji atomy, ionty, molekuly nebo radikdly, pfipadné jejich
soubory. Na zaklad¢ této interakce si hmota se zafenim vyménuji energii, a proto jsou
spektroskopické metody spojeny s absorpci nebo emisi elektromagnetického zateni.
Princip spektrofotometrie spo¢iva v rizném pohlcovani svétla v riznych vlnovych
délkach. Pokud se méfi jen pii jedné vinové délce, metoda se oznacuje fotometrie.
Spektrofotometry umoziiuji méfit ¢ast libovolného absorpcniho spektra v urcitém useku
vlnovych délek. Spektrofotometrické stanoveni patfi mezi nepfimé metody, kdy méteni
vychazi ze vztahu métené veliCiny k riiznym jinym veli¢inam, s kterymi podle své definice

ptimo nesouvisi. [13], [14]

Spektrofotometr se sklada ze Ctyi Casti: zdroje zafeni, monochromatoru nebo
polychromatoru, vzorku a detektoru. Jako zdroj zafeni se nejcastéji pouzivad wolframova,
halogenova nebo deuteriova zarovka. V ptipadé¢ UV-VIS spektrofotometru, kdy se vyuziva
ultrafialového zafeni, se jako zdroj pouzivd vodikovd nebo xenonova vybojka.
Monochromator zajist'uje propustnost pouze ¢asti spektra. V jednoduchych fotometrech
se vyuziva interferencni filtr, ktery propusti jenom urcité zafeni. RozliSuje se n¢kolik druhti
filtrt, jejichz vhodnou kombinaci se sestavi filtr pozadovanych vlastnosti. Low-pass filtry
propoustéji svétlo vinovych délek kratSich, nez je uré¢itd mez (cut-off). High-pass filtry
naopak propoustéji jen svétlo, které ma vétsi vinovou délku, nez je hrani¢ni vinova délka
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filtru. Pasmové filtry propoustéji urcity rozsah vinovych délek. U spektrofotometrii tvoii
monochromator hranol, reflexni miizka nebo u polychromatoru Rowlandiiv kruh. Pfi
méfeni vzorku se vyuziva plastova kyveta a u spektrometrt méficich v UV-VIS oblasti se
vzorek prométuje v kfemenné kyveté, z davodu propustnosti UV zareni. Detektor se sklada
z fotonky nebo fotonasobice. Ve fotonasobici dochazi k fotoelektrickému jevu, kdy dojde
Kk vyrazeni elektronu. Signal, ktery dopada na fotokatodu, se zméni na elektrony a ty jsou

dal$im vyrazenim na dynodach zesilovany. [13] — [15]
3.2.1 Dvoupaprskovy spektrofotometr

Dvoupaprskové piistroje umoziuji podstatné rychlejsi méteni, ale oproti klasickym
jednopaprskovym jsou nakladnéjsi. Pii pouziti jednopaprskového spektrofotometru musi
paprsek projit nejdiive méfenym a pak srovnavacim vzorkem. V pfipadé pouziti
dvoupaprskového spektrofotometru jsou vyuzity dva svazky paprsku. Jeden svazek svétla

prochazi méfenym vzorkem a druhy srovnavacim vzorkem. [14]

4 Vyuziti nanocastic v biomedicinskych oborech

Nanostruktury nabizi diky svym jedine¢nym vlastnostem mnoho aplikaci v
biomedicing. Zasadni pfednosti jsou jejich malé rozméry. Ty jsou srovnatelné s rozméry
bunék Zivych organismu, které dosahuji velikosti 10 — 100 um, viry o velikostech 20 — 500
nm, proteiny 5 — 50 nm nebo geny, které maji Sitku 2 nm a délku 10 — 100 nm. Velkou
vyhodou nanocéstic je velkd plocha jejich povrchu, jak je zndzornéno na obr. 3. Povrch
jednotlivych nanocastic mize byt modifikovan a specificky funkcionalizovan. Nékteré
nanocastice mohou interagovat pfimo s molekulami bun¢k i1 bunéénych povrchi, aniz by

zménily chovani reagujicich molekul nebo své vlastni biochemické vlastnosti. [16]



Klastry atomu Celkovy pocet Povrchové atomy
atomu (%)
1 Kklastr @ 13 92
2 klastry @ 55 76
3 klastry @ 147 63
4 klastry 309 52
5 klastra 561 45
7 Kklastra 1415 35

Obrazek 2: Rozlozeni a po¢ty atomti na povrchu nanocastice [16]

Nanomedicina je oznaceni pro uplatnéni nanotechnologii pii 1é¢bé, diagnostice
a monitorovani nemoci. Pfitomnost nanotechnologii Vv mediciné se zda byt relativné
nedavny trend, zdkladni nanotechnologické pfistupy se vSak v lékafstvi pouzivaji jiz
nckolik desetileti. Prvni ptiklad lipidovych vacka, které se pozdéji staly znamy jako
lipozomy, byl popsan v roce 1965, prvni fizeny uvoliiovaci systém polymeri
makromolekul byl popsan vroce 1976 a prvni nanosenzor se objevuje v roku 2001.
Nedavné studie o cilenych nanocéasticovych kontrastnich latkdch pro vcasnou
charakterizaci aterosklerozy a kardiovaskularnich patologii na bunétné a molekularni
urovni mohou predstavovat nové hranice pro kombinovani zobrazeni a cileného podavani
1ékt. Nanotechnologie zaloZzené na manipulaci s vysoce G¢innymi “markery* (znackovace
cesty) a presné kvantitativni detekéni zafizeni pro vcasnou diagnostiku a pro sledovani
terapie bude mit Siroky vliv na 1é¢bu pacienta, zlepSovani kvality jeho Zivota a snizovani

umrtnosti u nemoci, jako je rakovina a Alzheimerova choroba. [17]

4.1 Kovové nanocastice

Kovové materidly se vyuzivaji hlavné kvlli jejich antibakteridlnim ucinktm.
Antibakterialni efekt nanocastic je zptsoben jejich malou velikosti a tim zménou vlastnosti
Castic. [18] Mezi uslechtilé kovové nanocastice patii zlato, stéibro a platina. Neuslechtilé
kovové nanocastice jsou méd’, zelezo, hlinik a jejich slitiny a slouceniny. UsSlechtilé

kovové nanomateridly jsou zajimavé diky jejich optickym, magnetickym a chemickym
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vlastnostem. Antiseptické kovové nanocastice maji velky potencial vyuziti pfi nezadoucim
rustu bakterii, ktery predstavuje jiz fadu let problém, a to nejen v soucasné medicing, ale
naptiklad 1 V potravinarském pramyslu. Pouziti kovovych nanocastic s baktericidnimi
vlastnostmi vyznamnou alternativou existujicich metod, jako jsou napiiklad antibiotika,
které prestavaji byt ucinné na stale vice druht bakterii, které ziskavaji rezistenci vic¢i nim.
Jeden z nejucinnéjsich typt nanostruktur predstavuji Castice stiibra, které maji schopnost
interagovat s proteiny obsazenymi v bakterialnich membréanach. Bylo zjisténo, ze kovové
nanocastice stiibra maji velmi silny antisepticky ucinek pro velky pocet bakteridlnich
kmeni. Tyto vlastnosti byly méfeny v riznych laboratofich riznymi metodami. Ve vSech

ptipadech byla jednoznac¢né potvrzena antisepticka aktivita. [3]

5 Nanocastice stribra

Nanocastice stfibra jsou v soucasné dobé komercéné a aplikacné nejrozsifenéjSim
typem nanocastic. Diivodem Sirokého spektra jejich vyuziti je predevsim jejich vyznamna
antibakterialni aktivita. [1] Svymi specifickymi vlastnostmi pomahaji stéibrné nanocastice
bojovat proti bakterialnim infekcim [19]. Diky tomu, Ze roste odolnost mikrobialnich
organizmu vuci Sirokospektrym antibiotikiim a zvySuji se naroky na cenu farmaceutickych
vyrobkll, zacalo mnoho vyzkumnikl badat po novém efektivnim 1éku, ktery bude schopen
ucinné zabijet mikroorganismy a nebude drahy. Antibakteridlni Gc€inek stibrnych ionth
nebo soli je velmi dobfe znam, ale ucinek stfibrnych nanocastic na mikroorganismy
a antimikrobialni mechanismus je zatim stale predmétem vyzkumu. [20] Mnohé studie jiz
dokézaly, Ze ionty stiibra a slouceniny obsahujici stfibro jsou vysoce toxické pro
mikroorganismy a vykazuji silny biocidni efekt na vice nez 16 druht bakterii ze skupin
grampozitivnich 1 gramnegativnich. Stfibrné nanocastice navic vykazuji silné¢ baktericidni

vlastnosti i pfi velmi malych koncentracich. [18]

5.1 Vyuziti antimikrobialnich vlastnosti stribra

Jiz ve starovéku si lidé vSimli, ze stiibro ni¢i nebezpecné choroboplodné zarodky.
Je historicky znamo, ze uz v dobé¢, kdy zil Alexandr Veliky, tedy n¢kolik set let pfed nasim
letopoCtem, se védeélo, ze voda k piti je bezpecna, pokud je uchovavana ve stiibrnych
nadobach. Tim se tento velky vojevidce pii svych valecnych tazenich vyvaroval fady

infekci prenosnych vodou. V Rimé se v bohatych patricijskych domech potraviny
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uchovavaly ve stfibrnych nddobéach a stfibrné mince se vhazovaly také do mléka. Ve
sttedoveku se zavedlo uzivani stiibrného nadobi a ptibort na vSech panovnickych dvorech
a arabsky védec a lékai Avicenna aplikoval stfibrné soli k ¢isténi krve. [21] Dale se od
minulosti do dnesni doby v mediciné vyuzivaji stiibrné soli, sttibrné komplexy i sam kov.
Biocidni aktivita stfibra souvisi s biologicky aktivnimi ionty stiibra, které se uvoliuji
z anorganickych sttibrnych soli a komplext, jako je dusi¢nan stfibrny, uhli¢itan stiibrny a
halogenidy stfibra. Jejich hlavni pouziti je lokalni antimikrobidlni oSetfeni drobnych
koZnich poranéni. Pouziti dusi¢nanu stfibrného (1% roztok) proti bakteridlni infekci
zpusobenému zanétu Spojivky u novorozenat (oftalmia neonatorum) je stale bézna lékaiské
praxe, zejména v rozvojovém svété. Stiibrné soli jako je sulfadiazin stfibrny slouzi
k ochrané pied infekcemi u pacientii s popaleninami a bércovymi viedy. [22] Diky objevu
antibiotik pfestaly byt tyto slouceniny tak hojné vyuzivany. Nanotechnologie vSak
vyznamné zmeénila vlastnosti kovl, a proto se stalo kovové stiibro ve formé nanocastic
znovu vyuzivanym. [19] Postupné bylo pouzivani stiibrnych soli ve vnitinim 1ékafstvi
natrvalo nahrazeno jeho koloidni formou a v dobé¢ prvni svétové valky uz bylo stiibro v
této formé podadvano nemocnym nejen ustng, ale také nitroziln€. K uzivani stibra ve formée
koloidniho roztoku se pteslo proto, ze v poloviné 19. stoleti byla podrobné popsana
intoxikace solemi stiibra zvana argyrie, projevujici se viditelnym zeSednutim kuze.
Medikamenty totiz v této dob& byly michany ze stfibrného prasku, takze Castice stiibra
byly pro organismus pfili§ veliké a navic jich bylo mnoho. Onemocnéni postihovalo také
horniky ve stfibrnych dolech. Plati pro kazdou latku, Ze co v nizké ddvce pomize, miZe
byt ve vétsim mnozstvi nebezpecné. [21] V soucasnosti se jiz nanostiibro vyuziva pii
omezeni rlstu bakterii, v dentalni praxi, u kathetrti, pfi 1é¢bé popalenin a dalsi. [20]
V poslednich letech roste odolnost bakterii vii¢i antibiotikiim na zéklad¢é vyvinuti novych
bakterialnich kmeni. [18] Stiibrné nanocastice jsou proto dulezité v piipadech, kdy se
bakterie stavaji rezistentni vuci antibiotikim [19]. Tonty stiibra také zaCinaji byt
vyuzivany pro pokryti zdravotnickych pfistroji antimikrobialni vrstvou [18]. Tento povlak

muze byt i¢innou strategii, aby se zabranilo infekci ziskané kvili pouziti zatizeni. [22]

5.2 Pusobeni stfibrnych nanocastic na mikroorganismy

Toxicita stfibrnych nanocastic pro mikroorganizmy je dédna chemickou reaktivitou jejich
povrchu. Diky zmenSeni rozmérii se vyrazné zvétSuje povrch ¢astice v poméru k objemu

Castice, coz umoziuje lepsi kontakt s mikroorganismem. Vznikd tim velky prostor pro
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reakci, coz zajiStuje specidlni antimikrobidlni vlastnosti nanocastic. Tyto ¢astice menSich
rozmérti navic snadné¢ji pronikaji bunécnou sténou mikrobil a jsou tak jeSté ucinngjsi.
Bakterialni membrana obsahuje proteiny obsahujici siru, se kterymi interaguji stfibrné

nanocastice: [23]
Agn + R —SH + 0, > Agy_, + R — SAg + H,0 (5.2.1)

Antibakteridlni aktivita stfibrnych nanocastic je tedy spojena s interakci s thiolovou
skupinou obsazenou v proteinech. Stfibrné nanocastice také reaguji s fosforem obsazenym
ve slouCeninach jako je DNA. [24] Volné ionty stiibra Ag® svoji katalytickou reakci
zabranuji funkci HS™ skupin oxida¢nich metabolickych enzymi anaerobnich organism,
které zajiStuji jejich bunééné dychani. Tim dochézi k jejich odumieni a naslednému
rozkladu. [1] Sulthydrilova skupina —SH, ktera ve struktufe bakteridlnich proteind
ptedstavuje jednu ze zakladnich ¢asti, se adsorbuje na povrch kovové nanocastice stiibra
v disociované form& RS-. Na povrchu c¢astice se vytvoii vazba mezi sulfhydrilovou
skupinou bakterie, iontem stiibra Ag" a pfebyte¢nym elektronem, ktery vznikne v ¢astici

disociaci jednoho atomu stiibra:
Ag® > Agt +e” (5.2.2)

Prebyte¢ny elektron, zlstavd v castici. Pokud se Castice zbavi prebytecného
zédporného naboje, oddeli se od klastru nebo dojde k odde€leni organické molekuly s
navazanym stiibrem RS-Ag. Timto krokem se bakterie zbavi moZznosti pokracovani
reprodukéniho cyklu. TéZky kovovy iont zméni strukturu bakterie a ta v dusledku zmény
odumirad. Misto volné sulfthydrilové skupiny se vytvari vazba stfibrného iontu na misto
vodiku a vznika R-SAg. Po adsorpci R-SH, nebo jim podobnych biologickych slouéenin,
na povrchu nanocastice dojde ke snizeni absorpce plazmonového piku. To lze vysvétlit
tim, Ze adsorbované molekuly zméni strukturu elektronti na povrchu ¢astice nebo jinymi
slovy zablokuje jeden povrchovy atom, ktery se v pfitomnosti kysliku od nanocastice
odd¢€li. Tento proces se muze mnohonasobné opakovat, Castice se zmenSuje az do
vycerpani vSech atomt, které tvofily kovovou strukturu c¢astice. Pak se tento efekt
»likvidace® zastavi. V béznych biologickych prostfedich vydrzi ¢astice nékolik tydnl 1

m¢ésicu. [3]
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5.3 Toxicita stiibrnych nanocastic

V porovnéani s jinymi ionty tézkych kovii ma stiibro pravdépodobné nejveétsi
potencial vyuziti, protoze v sobé spojuje vysokou antimikrobialni aktivitu s pozoruhodné
nizkou toxicitou k lidskému t€lu [22]. Naprosta vétSina tézkych kovi se chova jako
bunécny jed, nicméné stiibrné nanocastice vykazuji vynikajici antibakterialni vlastnosti
bez toho, aby byly toxické pro makroskopické organismy. Existuje nékolik studii uvadéjici
zdravotni nezdvadnost nanocéstic stiibra i ve velkém mnozstvi, které se jako jedinou
toxickou reakci projevuje Sedomodrym zbarvenim tkani kontaminovaného c¢loveka,
pfipadné pocitem lehké chiipky, nazyvané argyrie. Tato vlekld otrava stiibrem je
historicky znama u lidi pouzivajicich k jidlu a jeho uchovéavani sttibrné nadobi a byla ¢asto
spojovana s aristokratickou modrou krvi. Nicméné pii uzivani nizkych davek nanocastic

stiibra dochazi k pozitivnimu u¢inku na posileni imunitniho systému. [1]
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6 Experimentalni ¢ast

Pro piipravu stiibrnych nanocastic byla zvolena metoda bottom-up, kdy jsou chemickymi
postupy vytvafeny cCastice nanorozmérd. Pripravené roztoky byly zkoumany
spektrofotometricky, pomoci SEM mikroskopu a byla ovéfena jejich bakteriologicka

uéinnost.
6.1 Pouzité pristroje

e Analytické vahy

e Magnetické michadlo s ohfevem ARE Heating Magnetic Stirrer
e UV-VIS spektrofotometr Specord 210 plus

e (Odstredivka miniSpin plus

e Inkubator environmental Shaker — Incubator ES 20

e Vortex Super-mixer

e SEM mikroskop Tescan Lyra 3

e SEM mikroskop Zeiss Ultra Plus

6.2 Pouzité chemikalie

Dusic¢nan stiibrny AgNOs, Lach-Ner p.a.
e Octan Stfibrny CH3COOAg

e Citrat sodny CeHsNasOz

e Zelatina, Dorapis

e Chitosan
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[/ Priprava roztoku

Roztoky byly ptipravovany v laboratofich Fakulty biomedicinského inzenyrstvi.

Jako zdroj stiibra byl pouzit dusi¢nan stiibrny AgNOs M[AgNO3] = 170 g/mol a
octan stiibrny M[CH3COOAQg] = 167 g/mol. Jako stabilizatory byly pouzity citrat sodny,
chitosan acetat a zelatina. Stabilizatory slouzi ke stabilizaci velikosti nanocastic stiibra a
zaroven meéni jejich povrchové vlastnosti. Dale bylo pouzito redukéni Cinidlo
tetrahydridoboritan sodny NaBHas. VSechny vodné roztoky byly pfipravovany

s 3x destilovanou vodou.

7.1 Syntéza nanocastic stiibra s citratem

Roztoky stiibrnych nanocastic byly ptipravovany z dusi¢nanu stiibrného AgNO3s a
z octanu stifbrného CH3COOAg. Ulohu stabilizatoru v roztocich plnil citrat. Roztoky se
lisily svou koncentraci, proto byly pii pfipravé objemy ménény dle vypoctu. Pro redukci
roztoku bylo v nékterych ptipadech, aby bylo mozno porovnat jeho vliv, pouzito redukéni

¢inidlo tetrahydridoboritan sodny NaBHa.

Ze zasobniho roztoku AgNOs bylo odebrano vypocitané mnozstvi dle vysledné
koncentrace, které bylo nafedéno 3x destilovanou vodou. Roztok byl za stalého michani
zahiivan. Do vrouciho roztoku byl pomalu po kapkach ptidavan roztok citratu. Vse za
stalého michani a varu. Po ptidani celého objemu citratu se zacal roztok pomalu redukovat,
coz se projevilo barevnou zménou a z bezbarvého roztoku se stal svétle zluty. U urcitych
roztokd bylo ptiddno malé mnozstvi tetrahydridoboritanu sodného NaBHa, ktery zptisobil

prudkou redukei a roztok ziskal vyrazné Zlutou barvu.

7.2 Syntéza nanocastic stiibra s Zelatinou

Byly pfipravovany roztoky stfibrnych nanocastic S Zelatinou, kterd slouzi jako
stabilizator. Pro redukci roztoku bylo pouZzito redukéni ¢inidlo tetrahydridoboritan sodny

NaBHa.

Ze zasobniho roztoku AgNOs byl odebran vypocitany objem dle zddouci vysledné
koncentrace. K odebranému mnozstvi byla pfidana 3x destilovana voda a vypocitané

mnozstvi roztoku zelatiny ze zasobniho roztoku. V této fazi bylo pfiddno malé mnoZzstvi
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tetrahydridoboritanu sodného a roztok vyrazné zezloutl. Roztok byl zamichan a umistén

pod UV lampu pii vinové délce 254 nm.

7.3 Syntéza nanocastic stiibra s chitosanem

Roztoky stiibrnych nanocastic byly pfipravovany S chitosanem, ktery slouzi jako
stabilizator. Pro redukci roztoku bylo pouzito redukéni Cinidlo tetrahydridoboritan sodny

NaBHa.

Ze zasobniho roztoku AgNO3z byl odebran vypocitany objem dle zadouci
koncentrace. K odebranému mnozstvi byla ptidana 3Xx destilovana voda a vypocitané
mnozstvi roztoku chitosanu ze zasobni lahve. V této fazi bylo pfiddno malé mnozstvi
tetrahydridoboritanu sodného a roztok vyrazné zezloutl. Roztok byl zamichan a umistén

pod UV lampu pii vinové délce 254 nm.

8 Spektrofotometrie

Méfeni bylo provedeno pomoci dvoupaprskového UV-VIS spektrofotometru s
chlazenym polovodi¢ovym detektorem Specord 210 PLUS. Pfi méfeni byly vzorky
v kfemennych kyvetach, z diivodu propustnosti UV zareni. M¢éfici rozsah byl od 250 nm
do 900 nm. [25]

Obrazek 3: Spektrofotometr Specord 210 PLUS [25]

Pik spektra urcuje charakter kovovych castic. Stiibrné nanocastice maji uzkou
absorpci, zpisobenou rezonanci lokalizovaného povrchového plazmonu. [23] Pro referenci
bylo zméfeno také spektrum roztoku bez stabilizatoru, kde se nevytvofily nanocastice a

stfibro zastalo ve formé atomu.
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9 Mikroskopie

Pozorovani pomoci SEM mikroskopu bylo provadéno na dvou pracovistich:

1. Ustav fotoniky a elektroniky Akademie véd Ceské Republiky — UFE
2. Technicka Univerzita Liberec - TUL

Na UFE byl Kk pozorovani pouzit piistroj LYRA 3 TESCAN. Jedna se o
multifunkéni zatfizeni, které kromé SEM obsahuje dalsi prvky jako iontovy manipulator,
iontovy litograf a dalsi. Pfistroj ma urychlovaci napéti elektrond 0,05 — 25 kV a hodnota
vakua je cca 10° Pa. Pii pfipravé roztoku pfed mikroskopovanim byla na kiemikovy
substrat, pfenesena kapka roztoku nanocastic. Poté se nechala odpafit vodni slozka. Proces
byl urychlen ohfevem. Po uschnuti byl kiemikovy substrat nalepen pomoci teflonové

pasky na stojan pro vzorky a pies prepoustéci komoru umistén do oblasti pro pozorovani.

Na TUL byl k pozorovani pouzit FEG SEM Zeiss Ultra Plus. Pfistroj méa rozsah
urychlovacich napéti: 0,02 — 30kV. Postup piipravy roztoku pfed pozorovanim se lisil.
Na uhlikovou vrstvu byla nalepena paska z teflonu, paska se odstranila a na uhlikovou
vrstvu se nanesla kapka roztoku. Po minutové prodlevé, uréené k usazeni Castic, byla

pomoci filtru odstranéna prebyte¢na vodni slozka. Takto pfipraveny vzorek byl umistén do

oblasti urcené k pozorovani.

Obrazek 4: Lyra 3 Tescan Obrazek 5: FEG SEM Zeiss Ultra Plus
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10 Statistika velikosti ¢astic

Pomoci programu ImagelJ byla vytvofena statistika velikosti vzniklych nanocastic.
Software umoznuje nastavit méfitko dle znamé vzdalenosti dvou bodt, v tomto ptipadé
meéfitko na snimku ze SEM mikroskopu. Poté lze pomoci usecky urcit okraje Castice a
program vyhodnoti a ulozi jeji velikost. Tento proces byl proveden u kazdého vzorku
minimalné stokrat. Z takto ziskané mnoziny dat byly vytvofeny grafy rozdéleni velikosti

¢astic v roztoku. Pomoci Excelu byl vypocitan jejich primér a smérodatné odchylka.

Vzorec pro vypocet aritmetického praméru velikosti ¢astic:

x; (10.1)

-

1
X =—
n
=1

Vzorec pro vypocet smérodatné odchylky velikosti ¢astic:
— )2
X(x —0)? (10.2)
(n—-1)

Ukazkovy vypocet poctu nanocastic v roztoku stiibra: (10.3)

Znamé hodnoty:

Koncentrace slouceniny stiibra v roztoku: c=10*M

Namétena priméma velikost nanocastice: ~ d =185 nm
Relativni atomova hmotnost stiibra: Mag = 107,868
Hustota stifbra: prg=10,49 g - cm?3
Vypocty:

Objem jednoho molu stfibra:

” My, 107,868 10.283 o’
moluAg Pug 10,49 5 cm

Objem stifbra v roztoku o koncentraci 10*M a objemu 1 ml:

Vig=10,283-10 - 107 = 10,283 - 10"em? = 10,283 - 10'* nm?

19



Objem nanocastice o priméru 18,5 nm:

4 3 4 3 3
chdstice=§n T =§7I -9,25° =3 315,23 nm

Pocet castic o priméru 18,5 nm v roztoku o objemu 1 mi:

Va 10,283 - 1014
Nsepi. = g =
castic Visstice 331523

= 3,102 - 10! &astic

Ukazkovy vypocet poctu atomil v jedné nanocastici:

Znamé hodnoty:
Velikost nanocastice: d=18,5nm
Pocet atomil v jednom molu (Avogadrova konstanta): Na=6,023 - 10%

Pocet ¢astic o priméru 18,5 nm v roztoku o objemu 1 ml: ~ n=3,102 - 10%

Vypocty:
Pocet atomi v 10* M roztoku o objemu 1 ml:
N=6,023 - 102103 - 10%=6,023 - 10°

Pocet atomil V jedné nanocastici o priméru 18,5 nm:

N  6,023-10%6

Ratomi = 3= 3702 100 — 194 165 atomi

11 Méreni bakteriologické ucinnosti

Méfeni bakteriologické ti¢innosti bylo provedeno na dvou pracovistich:

1. Mikrobiologicky ustav Akademie véd Ceské Republiky

(10.4)

2. Oddéleni mikrobiologie kliniky détského a dorostového lékarstvi VSeobecné

fakultni nemocnice v Praze a 1. 1ékatské fakulty Univerzity Karlovy.

Bakterie se rozd€luji na dvé skupiny Gram pozitivni (G+) a Gram negativni (G-) na

zakladé¢ Gramova barveni. Toto déleni je zalozeno na rGzné stavbé bakteridlni stény.

Grampozitivni bakterie maji sténu tvofenou proteoglykanem a polysacharidy. Pfi barveni

se krystalova violet’ dostava do bun¢k a tvofi s Luglovym roztokem modrou komplexni
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barvu. Alkohol neni schopny prostoupit bunécnou sténou a rozpustit komplex. Dobarveni
safraninem dod4 bakteriim tmavé fialovou barvu. Gramnegativni bakterie maji sténu
tvofenou tenkou vrstvou proteoglykanu a vrstvou lipopolysacharidu. Pfi stejném postupu
dochazi k vyplaveni komplexu alkoholem a k odbarveni. Safranin dobarvi bakterie

cervené. [26]

Pro testovani baktericidni aktivity stfibrnych nanocastic byly pouzity ctyii kmeny
bakterii: Grampozitivni Bacillus subtilis a MRSA (methicillin-resistant Staphylococcus

aureus) a Gramnegativni Escherichia coli (C 600) a Klebsiella pneumoniae (KLPN).

Bacillus subtilis je sporulujici aerobni bakterie. Je nepatogenni a zije v pudé¢. [27]
MRSA je oznaceni pro kmeny bakterie Staphylococcus aureus, které ziskaly rezistenci
vuci antibiotiku methicilinu. Staphyloccocus aureus neboli zlaty stafylokok je kulovita
bakterie zodpovédna za fadu infek¢énich onemocnéni predev§im hnisavych. [28] E. coli je
soucast fyziologické mikroflory tlustého stfeva vétSiny teplokrevnych Zzivocichu. [29]
KLPN je nepohybliva, zapouzdiena, laktozu fermentujici, fakultativné anaerobni

ty¢inkovita bakterie tvofici soucast bézné flory v ustech, travicim traktu a na kazi. [30]

Bakterialni kmeny byly kultivovany pfes noc v kompletnim médiu (LB). Za tuto
dobu dosahne kultura stacionarni faze sobsahem 108 -10° bunék/ml. Z vychozi
bakterialni kultury byl odebran 1 ml kultury do Eppendorfovych zkumavek, dle poctu
testovanych vzorkd. Roztoky byly centrifugovany 3 minuty pii 10 000 ot/min. Bakterie
zustaly na dn€ Eppendorfovy zkumavky a bujon byl odstranén. Takto ziskané kultury byly

resuspendovany:
1. v 1ml suspenze Ag partikuli = experimentalni vzorek
2. v 1 ml pufru = kontrolni vzorek

Po 1 hod kultivace (tfepani pii 37°C) byla pfipravena fedéni fyziologickym
roztokem 1:10, tak aby bylo mozné spocitat izolované kolonie. Pro experimentalni vzorek
bylo provedeno fedéni 107, 102, 103, Pro referen¢ni vzorek az do 107. 100 ul tekuté

kultury bylo rozetfeno na Petriho misky s LA mediem (LA = LB s1,5% agaru) se

sloZenim:

Tryptone 109
Yeast Extract 59
NaCl 5¢
destilovana voda 1000 ml
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pred autokldvovanim pH upravené na 7,2 — 7,4

Pro experimentalni vzorek byla vysévana fedéni 10°, 107, 10, 107, Pro referenéni

vzorek 106 107,

Z wychozi bakterialni kultury narostla pies noc {(obsahuje fadove 10° bungk/ml) centrifugujemes 2 x 1 ml kultury a
resuspendujeme: A) v 1ml suspenze Ag partikuli = experimentalni vzorek; B) v 1 ml fyziologickeho roztoku = referencni

vzorek
@ %
\-A/ ___________ \-B/
’ N ul ’ Nepoitatelné
Cas 0 min iy = Kultivace stacionarné o - mnoZstvi
%"; «— & ve37C podobu thad 7l e kolonii
i
I 1 |
Konec kultivace
3 fedéni
B E
2 © G
2 x 10% bunék/mi n % 10% bunék/ml

Obrazek 6: Znazornéni experimentu

Druhy den byl spocitan pocet kolonii vyrostlych na experimentalnim i kontrolnim
vzorku. Byl uréen pocet bakterii v pouzité suspenzi (titr CFU/ml). CFU — Colony forming

unit znamena jednu bakterii tvofici jednu kolonii.

Ukézkovy vypocet CFU/ml titru: (11.1)
Poget CFU Redéni Objem
45 10 100 pl
450 10 1ml
45 - 102 101 1ml
4,510 10° 1ml

CFU=4,5-10%/ml
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Byl vypocitan bakterialni G¢inek piislusného roztoku nanocastic podle vzorce:

.. CFU/ml v kontrolnim vzorku - CFU/ml v experimentalnim vzorku
Ucinnost = ~ -100%
CFU/ml v kontrolnim vzorku

Ukéazkovy vypocet bakterialniho tc¢inku:

. 9. -1
CFU kontrolniho vzorku: 1,36 - 10° - ml

- 108 - ml?
CFU experimentalniho vzorku: 4,5-10°-ml

1,36 - 107 — 4,5 - 10
1,36 - 10°

U¢innost = -100% = 99,9996 %

Bakterialni u¢inek > 99,99 % je povazovan za vyborny. [31]

(11.2)

Obrazek 7: Pozitivni vysledek

Obrazek 8: Negativni vysledek
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Obrazek 9: Referencni vzorek

24



12 Vysledky

V ramci experimentalni c¢asti prace byly piipraveny rtzné roztoky liSici se
stabilizatorem, koncentraci a dalSimi parametry, jejichz vliv byl porovnavan. Pro
ptehlednost jsou ve vysledcich nejprve prezentovany roztoky s rliznymi stabilizatory a
uvedeny jejich charakteristiky — optické spektrum, snimek ze SEM mikroskopu, statistika
velikosti nanocastic a bakteriologickd ucinnost. Poté jsou porovnavany jednotlivé roztoky
dle urcitych parametri — ptitomnost redukéniho ¢inidla, koncentrace a substrat, ze kterého

bylo ziskano sttibro.

12.1 Nanocastice stribra s citratem

Pomoci spektrofotometru bylo zméfeno optické spektrum roztoku stiibrnych
nanocastic S citrdtovym stabilizatorem. Pro porovnani je ve stejném grafu uvedeno i
zmétené spektrum dusicnanu stfibrného bez stabilizatoru. Pik spektra uréuje kovovy
charakter roztoku. Kovovy charakter ¢astice ji umozni pii reakci s bakterii odskocit
od jejiho povrchu a reagovat opétovné s dalsi. To je teoreticky mozné tolikrat, kolik je
Vv Castici pritomno atomu stiibra. Timto zplisobem mulZe jedna nanocastice zabit stovky
bakterii. Roztok dusi¢nanu stfibrného bez stabilizatoru ma ve svém spektru pouze maly
pik, protoZe je v ném pfitomno malé mnozstvi kovovych nanocastic a vétSina stiibra
zustala ve formé atomt. Kovové nanocastice v tomto roztoku vznikly dusledkem toho, Ze
atomy stiibra kolem sebe ve vodném roztoku vlivem svételného zateni vytvoii malou
vrstvu oxidu. Kdyby pfiprava roztoku probéhla v absolutni tmé, kovové nanocastice by se
nevytvofily a pik by nebyl pfitomny. Ve spektru roztoku nanocéstic stfibra s citratem
naopak mizeme vidét vyrazny pik S maximem u vinové délky 416,5 nm. Pii této vinové
délce absorbuje roztok nejvice svétla. Toto absorbované zafeni lezi ve viditelné Casti
spektra, proto se lidskému oku latka jevi barevnd a ma barvu dopliikkovou k barvé
absorbovaného svétla. V méfeném ptipad€ je absorbovana vinova délka modra a latka se
jevi jako Zluta. Citrat pusobi jako elektrofobni latka, kterd na povrchu Castice zied’uje
koncentraci povrchovych elektronii. Diky tomu maji elektrony vice volnosti pro kmitani a
plazmonova excitace se posouva k delSim vilnovym délkdm. Proto je pik spektra se

stabilizatorem posunuty vice doprava.
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Graf 1: Optické spektrum stiibrnych nanocastic s citratem

Stiibrné nanocastice s Citratem byly pozorovany pomoci SEM mikroskopu. Na
snimku pofizeného SEM mikroskopem (obrazek 10) lze vidét nanocastice stiibra ve formé

kuli¢ek. Jednotlivé nanocastice spolecné vytvareji shluky.

SEM HV: 20.0 kV WD: 4.98 mm
View field: 1.04 pm Det: InBeam SE 200 nm
SEM MAG: 200 kx |Date(m/dly): 12/09/15 Performance in nanospace

Obrazek 10: Nanodastice stfibra s citratem

7 owr

Roztok nanocastic stiibra s citratem obsahuje riizné velké ¢astice. Malé nanocastice

jsou elektrofilni a maji charakter elektrodonoru. Mala ¢astice proto snadno preda elektron
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vEtsi Castici, ktera se stane zaporn€ nabitou a pritahuje k sob¢ dalsi malé ¢astice, které jsou
nabité zaporné. Tento proces se oznacuje jako Ostwaldiv rist.
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Graf 2: Rozdéleni velikosti nanod¢astic v roztoku

V grafu 2 je uvedeno statistické rozloZeni velikosti vzniklych nanocastic. Méteni
bylo provedeno dle postupu uvedeném v metodice. Je patrné, Ze velikost nanocastic

ptiblizn€ odpovida normélnimu rozd¢leni.

Statistické udaje:

Primérna velikost ¢astic: 18,5 nm Dle vzorce (10.1)
Smérodatna odchylka: 4,1 nm Dle vzorce (10.2)
Piiblizny podet nano¢astic v 1 ml: 3,102 - 10% Dle postupu (10.3)
Piiblizny pocet atomu v jedné nanocastici: 194 165 Dle postupu (10.4)

Ptipravené roztoky byly testovany, zda ucinkuji na vybrané kmeny bakterii.
Experiment byl proveden dle postupu uvedeného v metodach a vypocet Ginnosti je

proveden dle vzorce (11.2). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 1.
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Tabulka 1: Bakterialni Gi¢innost roztoktd nanocastic stiibra s citratem

pggf_‘:ﬁ:n prpo?/keL(;Zn SloZeni a koncentrace roztoku Bakterie Uginnost
G- E. coli 99,9524 %
13.3.2015 | 18.3.2015 |1-10™ +1-10* itr — ’
07 M AGNOs + 1-107 M citrat =0~ i T > 99,0991 %
G—E. coli 0%
30.3.2015 | 31.3.2015 | 1-10*M AgNOsz + 1-10™* itra
gNOs + 1107 M eitrat = "6 s tilis 0%
G— KLPN 90 %
30.3.2015 | 1.4.2015 [1-10°M AgNOz + 6-10™ M citrat
0 gNOs +6-107 M citrdt —~ oo v 99,9998 %
G—E. coli 100 %
30.3.2015 | 15.4.2015 [1-10° M +6-10% itra
0 AgNO3 + 6-10™ M citrat G+ B. subtilis <90%
412 2015 | 1612 2:10“M CHsCOOAg + 5-10“*M G- E. coli 99,9997 %
T 2015 citrat G+ B. subtilis 0%

Experiment byl proveden snékolika rdznymi roztoky, které se liSily svou
koncentraci a datem vyroby. Datum provedeni pokusu je uveden z diivodu orientace, jak
stary byl roztok pii provedeni experimentu. Z vypocitanych hodnot Gc¢innosti vyplyva, ze
kromé& jednoho jsou vSechny roztoky velmi dobie ucinné alespon na jeden druh bakterie.
Vyznamnym vysledkem je 99,9998 % ucinnost na grampozitivni bakterii MRSA. Tato
bakterie, odolna vici antibiotikim methicilin, byla odebrana pti vytéru pacientovi. Stale
vice bakterii se stdva odolnymi vici antibiotikiim a tak vyznamna Gc¢innost ptipravenych
roztokd jim dava velky potencial pii boji s infekcemi, na které nejsou antibiotika neucinna.
Roztok ptipraveny 13. 3. 2015 mél vynikajici u¢innost na grampozitivni Bacilus subtilis.
Na gramnegativni E. coli plisobily vyborné roztoky pfipravené 30. 3. 2015 a 4. 12. 2015.
Roztok pfipraveny 4. 12.2015 byl na rozdil od vSech pfedchozich pfipraven z citratu
sttibrného misto dusi¢nanu stfibrného. Citrat stfibrny ma méné kovovy charakter, jak je
podrobnéji uvedeno v posledni kapitole vysledki, a proto je biokompatibilnéjsi a pro t¢lo

pfedstavuje mensi zatéz. Jeho ucinnost je tedy také vyznamnym zjisténim.

Netspéch nekterych experimentli mize byt pfisuzovan mnoha faktorim, které se
nam doposud nepodatily objasnit. Je mozné jej ptisuzovat nevhodné velikosti vzniklych

¢astic. Obecné predpokladame, ze ¢im mensi jsou ¢astice, tim veétsi maji t¢innost.

12.2 Nanocastice stribra s zZelatinou

Pomoci spektrofotometru bylo zméfeno optické spektrum stiibrnych nanocastic
se stabilizatorem Zelatina. Ve stejném grafu je uvedeno i referencni spektrum dusi¢nanu

sttibrného bez stabilizatoru, ktery ma maly pik, coz je vysvétleno v minulé kapitole. Pik
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spektra roztoku s zelatinou dosahuje svého maxima pro vinovou délku 422 nm. Pii této
vlnové délce absorbuje roztok nejvice svétla. Toto absorbované zateni lezi ve viditelné
¢asti spektra, proto se lidskému oku latka jevi barevnd a mé barvu doplitkovou k barve
absorbovaného svétla. V méfeném pripadé je absorbovana vinova délka modra a latka se
jevi jako Zluta. Zelatina stejnd jako citrat ptisobi jako elektrofobni stabilizator, ktery na
povrchu castice zied'uje koncentraci povrchovych elektronii. Proto je pik spektra
se stabilizatorem posunuty K del$im vlnovym délkam, jelikoz maji elektrony vice volnosti

pro kmitani.
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250 300 350 400 450 500 550 600 650

VInova délka

se stabilizatorem Zelatina bez stabilizatoru

Graf 3: Optické spektrum stiéibrnych nanoéastic s Zelatinou

Nanocastice stiibra s zelatinou byly pozorovany pomoci SEM mikroskopu. Na
obrazku 11 lze vidét shluky nanocéstic obalené stabilizatorem Zelatina. Diisledkem toho,
7ze ma zelatina krystalovou strukturu se vytvofily tvary podobajici se n-thelnikiim. Tyto
utvary ziejmé vznikly pfipravou roztokd ptfed mikroskopovanim, jelikoZz byly pro
urychleni suSeni vodné slozky roztoky ohtaty. Na obrazku 12 lze vidét jednotlivé

nanocastice, které ztistaly voln¢ v roztoku.
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Obrazek 11: Shluky nanocastic sttibra s Obrazek 12: Nanocastice stiibra s Zelatinou
zelatinou

Roztok nanocastic stiibra s Zelatinou obsahuje ruzné veliké ¢astice, proto je v grafu
4 uvedeno statistické rozlozeni jejich velikosti. Je patrné, ze velikost nanocastic priblizné

odpovida normalnimu rozd¢€leni.
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Graf 4: Rozdéleni velikosti nanodastic v roztoku
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Statistické udaje:

Prumérna velikost nanocastic: 16,1 nm Dle vzorce (10.1)
Smérodatna odchylka: 3,4nm Dle vzorce (10.2)
Priblizny pocet nanocastic v 1 ml: 4,676 - 101 Dle postupu (10.3)
Priblizny pocet atomii v jedné nanocCastici: 128 816 Dle postupu (10.4)

Ptipravené roztoky byly testovany, zda ucinkuji na vybrané kmeny bakterii.
Experimenty byl proveden dle postupu uvedené¢ho v metodach a vypocet ucinnosti je

proveden dle vzorce (11.2). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: U¢innost roztokd nano&astic stiibra s Zelatinou

Roztok Pokus

v. SloZeni a koncentrace roztoku Bakterie U&innost
pFipraven | proveden

G- E. coli 0%

13.3.2015 | 18.3.2015 | 1-10* M AgNOs +2:107 % Zelati —
g o zelatina G+ B. subtilis 0%
104 1030/ 5 1 — k. i 100 %
13.3.2015 | 15.4.2015 | 110 MAGNOs+ 2:10% % Zelatina | G—E. coli .
prevareny G+ B. subtilis | 99,9996 %

Experiment byl proveden opakované s jednim roztokem. Pii prvnim pokusu se
vzorky jevily jako neucinné. Usoudili jsme, Ze sdm roztok miize byt néjakou bakterii
kontaminovan, roztoky proto byly pfevareny. Pii dalSim pokusu se Uc¢innost roztokil se
poté projevila. Lze tedy konstatovat, ze piipraveny roztok uc¢inkuje velmi dobie jak na

grampozitivni, tak na gramnegativni bakterie.

12.3 Nanocastice stribra s chitosanem

Pomoci spektrofotometru byla zméfena optickd spektra roztokl stfibrnych
nanocastic se stabilizdtorem chitosan. Pro porovnani je ve stejném grafu uvedeno i
referenéni spektrum dusi¢nanu stiibrného bez stabilizatoru. Pik grafu roztoku s chitosanem
je velmi uzky a dosahuje svého maxima pro vlnovou délku 391 nm. To je u kratsi vinové
délky neZ u stabilizatorQ citrat a chitosan, uvedenych vyse. Z toho plyne, Ze chitosan je

vice elektrofilni a ubira méné elektronti atomam sttibra.
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Graf 5: Optické spektrum stiibrnych nanocastic s chitosanem

Nanocastice stiibra s chitosanem byly pozorovany pomoci SEM mikroskopu.

-

200 nm Mag= 10000KX WD= 80mm Signal A=InLens  Date:l1 Apr2016 zprex
EHT = 10.00 kV Sample ID = © LAM, CxI-TUL

Obrazek 13: Nanogastice stfibra s Chitosanem

Na obrazku 13 lze vidét jednotlivé nanocastice obalené tenkou vrstvou

~r o

stabilizatoru a dale vétsi utvary, které ziejmé vznikly koagulaci ¢astic.
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Graf 6: Rozdéleni velikosti nanoc¢astic v roztoku

Roztok nanocastic stiibra s chitosanem obsahuje ruzné veliké Castice. Z grafu 5 je

patrné, zZe rozlozeni vyskytu ¢astic o rizné velikosti odpovida normalnimu rozdéleni.

Statistické udaje:

Priméma velikost ¢astic: 16,6 nm Dle vzorce (10.1)
Smérodatna odchylka: 3,7nm Dle vzorce (10.2)
Piiblizny pocet nanocastic v 1 ml: 4,323 - 101 Dle postupu (10.3)
Priblizny pocet atomil v jedné nanocCastici: 139 322 Dle postupu (10.4)

Pfipravené roztoky byly testovany, zda ucinkuji na vybrané kmeny bakterii.
Experimenty byly provedeny dle postupu uvedeného v metodach a vypocet ucinnosti je

proveden dle vzorce (11.2). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3: U¢innost roztokd nano&astic st¥ibra s chitosanem

5ozt0k Pokus SloZeni a koncentrace roztoku Bakterie Uginnost
pFipraven proveden
103 1020 G- KLPN 99,9900 %
30.3.2015 | 1.4.2015 | 1107 MAGNOs+5-10%%
chitosan G+ MRSA > 99,9998 %
103 L1020 G- E. coli 99,9994 9%
30.3.2015 | 15.4.2015 | 1107 MAGNOs+5-10%% —
chitosan G+ B. subtilis <90 %

33



Experiment byl proveden opakované s jednim roztokem stiibra s chitosanem, ktery
velmi dobie uc¢inkoval. Opét je nejvétsim uspéchem vysokd ucinnost na grampozitivni
bakterii MRSA. Na gramnegativni bakterii Klebsiella (KLPN) roztok ucinkoval o néco
méng¢, vysledek je vSak stale povazovan za vyborny. Pii druhém pokusu naopak z vysledkt
vyplyva, ze roztok pusobil mnohem Iépe na gramnegativni bakterii E. coli a na
grampozitivni B. subtilis byl a¢inny malo. Je mozné se domnivat, ze roztok ovlivnilo jeho

staii nebo ze B. subtilis je proti danému roztoku vice odolny nez MRSA.

12.4 Porovnani roztokiit AgNOs s citratem s a bez redukcniho
¢inidla

Byly porovnavany dva vzorky nanocastic stfibra s citratem spektrofotometricky a

pomoci SEM mikroskopu a na zaklad¢ snimki z néj byly vypocitany statistické udaje. Oba

roztoky mély stejné slozeni: 1 - 10° M AgNOs + 1 - 10 M citrat a li§i se pouze pFidanim

malého mnozstvi redukéniho c¢inidla NaBHs. Redukcéni cinidlo zpiisobi zastaveni

shlukovani atomi a vytvoii se mensi Castice, kterych je v roztoku vice.
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300 350 400 450 500 550 600 650 700

VInova délka

s red. Cinidlem

bez red. Cinidla

Graf 7: Spektrum roztokd s a bez reduk¢niho ¢inidla

Ze spekter roztokl je ziejmé, ze vzorek obsahujici redukéni ¢inidlo ma vyssi a uzsi
pik. M4 tedy vétsi kovovy charakter a ¢astice v ném jsou dle predpokladu mensi. Pik
roztoku s redukénim cinidlem dosahuje svého maxima pii vinové délce 415 nm. Pik
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roztoku bez reduk¢niho ¢inidla je nizsi, $irSi a ma své maximum pfi vinové délce 422 nm.
V nezredukovaném roztoku je stabilizator vice elektrofobni a vice zfed’uje koncentraci
povrchovych elektronti. Diky tomu maji elektrony vice volnosti pro kmitani a plazmonova
excitace se posouva k vétsim vlnovym délkdm a neni tak vyrazna. Cim je pik posunuty
k delsim vinovym délkam, tim jsou ¢astice veEtsi.

Redukéni Cinidlo zptsobi redukei roztoku, kterd se projevi barevnou zménou.

Roztok se zméni z bezbarvého na zluty.

Obrézek 14: Roztok s red. ¢inidlem (vlevo), roztok bez red. ¢inidla (vpravo)

Roztoky byly pozorovany pomoci SEM mikroskopu. Polomér nanocastic v roztoku
bez redukcniho cCinidla je mensi, ¢imz se potvrdil pfedpoklad ziskany ze zmétfenych
spekter roztokl. Redukéni Cinidlo zptsobi zastaveni shlukovani atomt a vytvofi se mensi

Castice, kterych je v roztoku vice. Tento fakt je také patrny ze snimkd.
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Obrazek 15: Roztok s redukénim ¢inidlem Obrazek 16: Roztok bez redukéniho ¢inidla
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V roztoku s reduk¢énim ¢inidlem se vytvofily ¢astice ve tvaru kuli¢ek na rozdil od
roztoku bez redukéniho €inidla, které jsou nepravidelné. Neptitomnost redukéniho Cinidla

zpusobila, Ze CcCastice nemély do vSech smérli stejnou rychlost ristu a vznikly

konglomeraty.
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Graf 8: Rozdéleni velikosti &astic v roztoku s Graf 9: Rozdéleni velikosti ¢astic v roztoku
redukénim ¢inidlem bez redukéniho ¢inidla

Statistické rozlozeni velikosti vzniklych ¢astic, které jsou znazornény v grafech 8 a

9, priblizné odpovida normalnimu rozdéleni. Primérnd velikost vzniklych nanocastic

odpovida ptedpokladiim ziskanych ze spekter roztok.
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Statistické tidaje

Roztok
s redukénim ¢inidlem

Roztok
bez redukéniho ¢inidla

Primeéma velikost ¢astic: 18,5 nm 39,9 nm
Smérodatna odchylka: 4,1 nm 10,1 nm
Priblizny pocet nanocastic v 1 ml: 3,104 - 101 3,093 - 101
Piiblizny pocet atomil v jedné nanocastici: | 194 045 1947 447

12.5 Porovnani roztoki AgNOs s citratem o ruznych

koncentracich

Porovnani dvou roztokd, které se 1iSi svou koncentraci dusi¢nanu stiibrného i
stabilizatoru. Jednd se o roztoky 1-10° M AgNO3z + 1:10° M citrat a 1-10* M AgNO; +
1-10* M citrat.
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Graf 10: Spektrum roztokt s rozdilnou koncentraci

Graf 10 ukazuje porovnani optickych spekter roztokl. Roztok s vyssi koncentraci
ma ve spektru vyssi pik, ktery dosahuje svého maxima v hodnoté¢ 415 nm na rozdil od
roztoku s nizsi koncentraci, ktery ma své maximum pii vinové délce 404 nm. V roztoku
s vysSi koncentraci se zredukuje relativné mensi pocet Castic nez v roztoku s nizsi
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koncentraci. Efekt stabilizatoru je proto v roztoku s vyssi koncentraci vétsi, protoze ho
vEtsi Cast zlstala nevyuzitd a na zredukované Castice se ho navaze o to vic. Koncentrace
stabilizatoru je o fad vétsi, tudiz se vice fedi povrchovy plazmon, ktery diky tomu kmita
v delsich vinovych délka a pik se posouva vice doprava. V roztoku s mensi koncentraci
dochazi k vice reakcim a stabilizator je vice vyuzity. Plazmonova excitace je proto mensi a

pik spektra se nachazi u krat$ich vinovych délek.

e

SEM HV: 20.0 kV WD: 3.19 mm | | ‘ WD: 4,98 mm

SEM MAG: 100 kx Det: InBeam SE 500 nm View field: 2.08 ym Det: InBeam SE 500 nm
SEM MAG: 100 kx | Date(m/dly): 04/01/16 Performance in nanospace SEM MAG: 100 kx  Date(m/dly): 12/09/15 Performance in nanospace

Obrazek 17: Roztok s nizsi koncentraci Obrazek 18: Roztok s vyssi koncentraci
Pomoci SEM mikroskopu byly pozorovany ptipravené roztoky. V roztoku o nizsi

koncentraci se vytvorily mensi ¢astice nez v roztoku o vyssi koncentraci. To potvrzuje

ptedpoklad ziskany ze spekter roztokd.
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Graf 11: Rozdéleni velikosti ¢astic v roztoku ~ Graf 12: Rozdéleni velikosti ¢astic v roztoku
S niz8i koncentraci s vyssi koncentraci

Roztoky obsahuji rizné velké Castice. Z grafu 11 a 12 je patrné, ze rozloZeni

vyskytu ¢astic o rtizné velikosti odpovida normalnimu rozdéleni.

poigkonis | Kook o
Primeérna velikost ¢astic: 14,4 nm 18,5 nm
Smérodatna odchylka: 3,5nm 4,1 nm
Piiblizny pocet nanocastic v 1 ml: 6,525 - 101 3,104 - 101
Priblizny pocet atomil v jedné nanocastici: | 92 308 194 045

12.6 Porovnani roztokii z AgNO3 a CH3COOA(g

Porovnani dvou roztokii nanocastic stiibra se stabilizatorem citrat, které se lisi
slouc¢eninou, ze které bylo ziskino stiibro. Jedna se o roztoky 2 - 10* M CH3COOAg +
5-10*Mcitrat a1l - 10*M AgNOs + 1 - 10* M citrat. V obou roztocich je dile obsazeno
reduk¢ni ¢inidlo NaBHa.

Graf 13 wukazuje porovnani optickych spekter roztokd. Roztok z dusi¢nanu
stiibrného mé vyssi a uzsi pik, ktery dosahuje maxima pro vinovou délku 404,5 nm. Pik
citratu stiibrného je Siroky a nizky, to je zpisobeno tim Ze, citrat je slaba kyselina a tedy
neni 100% disociovany a pufruje. Pik dosahuje svého maxima pro vlnovou délku 384 nm.

Dusic¢nan sttibrny ma tedy vice kovovy charakter, coz podporuje jeho bakteridlni u€innost.
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Dusic¢nany jsou ale vice toxické nez acetaty. Acetat stiibrny je tedy biologicky lepsi
slozkou a jak je ziejmé z vysledktl bakterialni ucinnosti v Tabulce 1 jeho ucinnost na

gramnegativni bakterii E. coli je srovnatelna s roztoky z dusi¢nanu stiibrného.
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Graf 13: Spektrum roztokti z AgNO3z a CH3COOAg

Ptipravené roztoky byly pozorovany pomoci SEM mikroskopu. Ze snimka se
opticky zd4, Ze castic v roztoku piipraveného z dusi¢nanu stiibrného je vic, coz potvrzuje
také vysledek vypoctu mnozstvi nanocastic v 1 ml. Primérné velikost nanocastic se li§i 0

dva nanometry.
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Obrazek 19: Roztok z AgNO3 Obrazek 20: Roztok z CH;COOAg
Statistické rozlozeni velikosti vzniklych ¢astic jsou znazornény v grafech 14 a 15.

Z grafi je patrné, ze rozlozeni vyskytu Ccastic o rizné velikosti odpovida

normalnimu rozdéleni.
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Graf 14: Rozdéleni velikosti ¢astic Graf 15: Rozdéleni velikosti ¢astic v roztoku
v roztoku z AgNOs z CH3COOAg
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Statistické tidaje Roztok z AgNO3 Roztok z CH3COOAg
Primérna velikost ¢astic: 14,4 nm 16,4 nm

Smérodatna odchylka: 3,5nm 3,3nm

Priblizny pocet nanocastic v 1 ml: 6,525 - 101 4,488 - 101

Piiblizny pocet atomi v jedné nanocastici: | 92 308 134 199
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13 Diskuse

Bakalarska prace se zabyvad vyuzitelnosti antiseptickych  nanostruktur
pro biomedicinské aplikace. Uz v minulosti bylo znamo, ze stfibro plsobi antisepticky,
proto jsou Vv této praci zkoumany parametry roztoki pravé stiibrnych nanocastic. Roztoky
byly ptfipravovany metodou bottom-up, zkoumény spektrofotometrem, pozorovany pomoci
SEM mikroskopu a byla testovana jejich bakterialni G¢innost. Vlastnosti roztokt byly
ur¢ovany pouzitymi stabilizatory. LiSily se i v n€kolika dalSich parametrech, jejichz vliv

byl porovnavan.

Stabilizatory Zelatina, citrat a chitosan méni vlastnosti roztok, slouzi ke stabilizaci
velikosti ¢astic v ¢ase a urcuji, do jakého prostiedi je vhodné nanostruktury aplikovat.
VSechny nami pouzité stabilizatory maji hydrofilni charakter, protoZze jsou to roztoky
uréené k aplikaci do biologickych systémil. Zelatina je vhodnd pii aplikaci do krve,
tkanovych systému, stfevni flory apod. Chitosan lze vyuzit pii aplikaci do kosti a
chrupavek. Citrat je nejuniverzalngj$im stabilizatorem a je uréeny K vSeobecnému pouziti,
proto se stal soucasti nejvétsiho poctu experimentl. Stabilizator by mél byt intaktni, coz
znamena, ze stabilizuje velikost Castice, ale nemél by ovliviiovat chemickou strukturu
castice. Vrstva stabilizatoru musi byt dostatecné tenka a “fidka”, aby bakterie mohla byt
Vv kontaktu pfimo s ¢astici. Stabilizator vytvoii klec, do které je ¢astice chycena, a zpusobi,
ze se jednotlivé Castice nespoji, nekoaguluji. Diky tomu se vytvofi kulovité Céstice
s kovovym charakterem, ktery je charakterizovan specifickym pikem ve spektru ziskaném

pomoci spektrofotometru.

Pritomnost kovovych nanocéstic zajisti antiseptické ucinky roztokd. Ty byly
testovany na Ctyfech druzich bakterii, na gramnegativni E. coli a Klebsiellu a
grampozitivni B. subtilis a MRSA. Uginky jsou uvedeny v tabulkach 1, 2 a 3. U vsech
skupin roztoki, tfidénych dle stabilizatort, byla zjisténa pozitivni antiseptickd u¢innost. U
roztokl s citratem byla opakované velmi dobréd Gc¢innost nad 99,9 % na gramnegativni E.
coli, bez ohledu na koncentraci nebo stafi roztoku. Pouze v jednom piipadé se roztok
projevil jako neucinny, coZz muze byt ddno rozli¢nymi faktory, které se doposud nepodatilo
objasnit. Netspéch je mozné piisuzovat nevhodné velikosti vzniklych ¢astic. Obecné
predpokladame, ze ¢im mensi jsou Castice, tim vétsi maji ucinnost. Pozoruhodna je vysoka
ucinnost na grampozitivni bakterii MRSA. Tato skupina bakterii je rezistentni vuci
antibiotikiim, coz je v posledni dob¢ stale ¢astéji zminovano jako hrozba, a nanocastice

sttibra jsou moznym feSenim. Roztok se Zelatinovym stabilizatorem nejprve neucinkoval
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anina jeden ztestovanych druhti bakterii. Na zakladé domnénky, Ze sam roztok
je kontaminovan nezadouci latkou, byl roztok pievafen. Poté jeho G¢innost dosahovala
pro oba druhy bakterii U¢innost nad 99,999 %. Roztok se Zelatinou je ze vSech
ptipravenych nejvice viskozni, proto by jej pfipadné bylo mozné vyuzit jako piimés do
natérii, které by se staly baktericidnimi a mohly by byt i¢innym néstrojem do prostort, kde
je potieba zajistit nadstandardni Cistotu. Roztok se stabilizatorem chitosan byl testovan na
vSechny étyfi druhy bakterie, z nichz pouze na grampozitivni B. subtillis pfi druhém
pokusu ucinkoval malo, ostatni vysledky jsou vyborné. Nizka Uc¢innost zde mohla byt
zpusobena stafim roztoku nebo tim, Ze B. subtilis je proti danému roztoku odolné&jsi nez
MRSA, zastupce stejné skupiny bakterii dle Grammova barveni. Pravé ucinek tohoto
roztoku na grampozitivni bakterit MRSA je velkym uspéchem, a to ze stejnych divodi
jako u roztoku scitratem. Z vysledkt tedy vyplyva, Ze sam stabilizator nema na

antiseptickou uc¢innost roztoki vliv.

Ptipravené roztoky byly porovnavany z hlediska pfitomnosti a absence redukéniho
¢inidla. Pfitomnost redukéniho ¢inidla zmenSuje velikost jednotlivych ¢astic a také zajisti
jejich pravidelny kulaty tvar. Na velikost vzniklych ¢astic mé vliv i1 rizna koncentrace
roztokd. V roztoku o niz$i koncentraci se vytvorily mensi Castice nez V roztoku s vyssi
koncentraci. V roztoku s vyssi koncentraci se zredukuje relativné mensi pocet ¢astic nez
v roztoku s nizsi koncentraci. Efekt stabilizatoru je tedy v roztoku s vyssi koncentraci vétsi,
protoze ho vétsi ¢ast zlistala nevyuZita a na zredukované Castice se ho navaze vic. To
zpusobi, ze se vice ziedi povrchovy plazmon, ktery diky tomu kmitd v delSich vlnovych
délkach a pik spektra se posouva doprava. Porovnany byly také roztoky, z nichZ jeden byl
pfipraven z dusi¢nanu stfibrného a druhy z citratu stfibrnéhoDusi¢nany jsou vice toxickou
latkou nez acetaty, které jsou proto biokompatibilnéjsi. Bakteridlni G¢innost roztoku
z acetatu stiibrného na gramnegativni bakterii E. coli, je srovnatelna s roztoky z dusi¢nanu
sttibrného, coz dava prostor pro dal$i zkoumani a pro realné vyuziti v biomedicinské praxi.
Nabidka je opravdu velka. Napiiklad je mozné napusténi textilii, ze kterych se $iji
zdravotnické potieby, plasté, prostéradla nebo kryci obvazy. V prostorech, kde je tteba
zajistit nadstandardni Cistotu, jako jsou operacni saly, sterilizacni mistnosti apod., lze
roztok rozpraSovat. Je také mozna jeho aplikace pii 1écbé diabetické nohy. Jiz probiha
testovani na bakterii, ktera zpisobuje onemocnéni Antrax. Nevyhodou je, Ze stiibro je

ekonomicky nakladné.
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14 Zavér

Cilem prace bylo piipravit roztoky nanocastic, studovat jejich vlastnosti a moznosti
vyuziti v biomedicinskych oborech. Byly vybrany nanocéstice stibra pro jejich vyznamné
antibakterialni vlastnosti. V ramci experimentalni ¢asti prace byly pfipraveny nanocastice
stiibra metodou bottom-up. Pfipravené roztoky se liSily pouzitym stabilizatorem citrat,
zelatina a chitosan. Tyto latky méni vlastnosti roztok a urcuji, do jakého prostiedi je
vhodné nanostruktury aplikovat. Vzniklé nanocéastice byly zkouméany pomoci
spektrofotometru a pozorovany SEM mikroskopem. Pomoci spektrofotometru byla
zméfena opticka spektra vzorki. Ve vSech roztocich se stabilizatorem je patrny vyrazny
pik. Ten urcuje kovovy charakter nanoc¢astic. Pro porovnani jsou uvedena spektra roztokut
bez stabilizatoru, kde se castice kovového charakteru nevytvorily, a pik je nevyrazny.
Vsechny vzniklé nanocastice maji tvar kuli¢ek a jsou velikosti v desitkdch nanometra.
Z vysledkll vyplyva, ze na velikost Castic ma vliv koncentrace stfibra i stabilizatoru
roztoku. Bakteriologicka ucinnost byla testovana na C¢tyfech druzich bakterii, na
gramnegativni E. coli a Klebsielle a grampozitivni B. subtilis a MRSA. Roztoky byly
ucinné na grampozitivni 1 gramnegativni bakterie. Byly porovnany parametry roztokd.
Pfitomnost redukéniho Cinidla zmenSuje velikost jednotlivych Castic a také zajisti jejich
pravidelny kulaty tvar. Koncentrace roztokii méa vliv na velikost vzniklych Castic.
Z porovnani dusicnanu sttibrného a citratu stfibrného vyplyva, Ze citrat stfibrny ma méné
kovovy charakter, coz je vyhodou pro aplikaci do biologickych struktur, ale na bakterialni

uéinnost to nema vliv.
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