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1 UVOD

Piiprava a studium nanomateriald se v soucasnosti stava jednou z hlavnich oblasti zajmu
materialového vyzkumu a vyvoje s enormnim dopadem na rozvoj védy a technologie, a to
pfedevsim ve fyzice, chemii a mediciné. Dukazem toho je i fakt, Ze posledni Nobelova cena
za fyziku byla udélena za vyzkum v oblasti nanotechnologii — objev grafenu [1]. Studium
nanocastic stifbra patif k jedné z nejprogresivnéji se rozvijejici oblasti v nanomaterialovém
vyzkumu, coz mimo jiné potvrzuje i fada komercéné prodavanych produktt [2].

Uz starovéké civilizace pouzivaly materialy na bazi stfibra pro jejich antibakterialni
ucinky. Objev penicilinu vedl ke sniZzeni zajmu o stifbro jako baktericidniho materialu.
Dramaticky vyvoj rezistence bakterii na néktera bézna antibiotika ovSem podpofil
obnoveni vyzkumu v této oblasti. Dnes se nanocastice stfibra pouzivaji k antibakterialni
upraveé zdravotnického materidlu napf. umeélych srdec¢nich chlopni, cévnich katetrt,
endoprotéz, raznych chirurgickych nastroji i k1écbé tézkych popalenin [3, 4]. Dale jsou
pfidavany do filtra¢nich naplni, ve kterych pfispivaji k lepsi dezinfekci vody [5].

Nanocastice stffbra (ale i jinych uslechtilych kovi) lze vyuzit 1 pro jejich optické
vlastnosti v fad¢ instrumentalnich —analytickych technik. Pouzivaji se napfiklad
u fluorescencni spektroskopie a povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie (SERS) [6, 7].
Dalsi moznou oblasti vyuziti je katalyza, kdy je mozné pomoci nanocastic katalyzovat
odbouravani fady organickych polutantt. Lze je také pouzit ke konstrukci chemickych
senzoru nebo biosenzoru [8§].

Cilem této diplomové prace je pfiprava a studium vlastnosti nanocastic stfibra
pfipravenych v pfitomnosti pfirodntho polymeru — Zelatiny. Bude zkouman vliv
koncentrace zelatiny a pouziti ruznych redukénich latek na vlastnosti pfipravenych

nanocastic stfibra a také antibakterialni aktivitu takto pfipravenych nanocastic stifbra.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Nanotechnologie a nanomaterialy

V oblasti nanotechnologii dochazi v soucasnosti k bouflivému pokroku za vzniku novych
typtd materialGi s nevsednimi fyzikalné chemickymi vlastnostmi. Ale jiz staroveké civilizace
uzivaly nanotechnologie v fadé aplikaci. Napifklad Mezopotamska civilizace pouzivala
barvené sklo, které obsahovalo nanocastice kovt k dekorativanim ucelam.

Za vizionafe v oblasti nanotechnologie je povazovan nositel Nobelovy ceny
RICHARD FEYNMAN, ktery svou pfednasku na Kalifornském technologickém institutu
v roce 1959 zahajil vétou ,,There’s Plenty of Room at the Bottom®. Tato pfednaska
obsahovala fadu pokrokovych teorii, které si védecka komunita nedokazala v té dobé
pfedstavit. Poukazal napiiklad na to, ze bude mozné navrhnout a sestavit pozadovany
material atom po atomu.

Ackoliv existuje fada definici terminu nanotechnologie, tu nejpouzivanéisi

navrhnula NASA:
»Nanotechnologie zahrnuje vyrobu funkcnich materiald, zafizeni a systému
s kontrolovanou velikosti v fadu nanometra (1-100 nm) a vyuziti novych jeva a vlastnost
(fyzikalnich, chemickych a biologickych) objevujicich se u téchto materiala* [9].

Nanomaterialy muzeme rozdélit do skupin podle nékolika raznych kritérif. Zde se

omezime na jejich rozdéleni podle dimenzionality (Obrazek 1):

0-dimenzionalni atvary (0D) — nanocastice, nanoklastry, nanokrystaly. Mezi vyznamné
zastupce patif fulleren, za ktery byla udélena Nobelova cena, nanocastice kovii a kvantové

tecky [9].

1-dimenzionalni utvary (1D) — nanotrubicky, nanovlakna, nanodraty. V této kategorii

jsou asi nejvyznamnéjsim zastupcem uhlikové nanotrubicky [9].

2-dimenzionalni utvary (2D) — nanodesticky. Grafen objevili roku 2004 ANDRE GEIM

a KONSTANTIN NOVOSELOV, ktefi za tento objev ziskali Nobelovu cenu [9].

3-dimenzionalni utvary (3D) — nanokompozitni materidly. Tyto materialy vznikaji

kombinaci pfedchozich typt materiala [9].
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Obrazek 1: Rozdéleni nanomateriald podle dimenzionality

2.2 Nanocastice stribra

Jak uz bylo zminéno vyse, z hlediska nanotechnologii jsou nanocastice stifbra definovany
jako O-dimenzionalni atvary, kde se jejich velikost pohybuje v rozmez{ 1-100 nm [9]. Tato
definice je vsak jistou nastavbou vychazejici z oblasti koloidni chemie. Ta zafazuje
nanocastice do disperznich soustav (tj. soustav slozenych ze dvou zakladnich slozek —
disperznfho prostfedi a disperzni faze). Dle definice do disperznich soustav patii soustavy,
ve kterych vSechny nebo aspon jeden rozmér, dosahuji velikosti od 1 nm do 1 um [10]. Na
nanocasticich (ale 1 dal$ich nanomaterialech) jsou dulezité jejich vlastnosti. Ty jsou totiz

zasadné odlisné od vlastnosti makroskopického materialu [9].
2.2.1 Popis nanocastic

Monodisperzni systémy nanocastic, tj. systémy, které obsahuji nanocastice o stejné velikosti,
se vyskytuji jen velmi malo. Disperze nanocastic jsou zpravidla polydisperzni, tzn., ze
nanocastice v systému maji riznou velikost. Polydisperzita systému se vyjadiuje obvykle za
pomoci koeficientu variance rozdéleni velikosti castic, stanoveného vhodnou
experimentalni metodou. Velikost nanocastic nejcastéji aproximujeme jako linearni rozmér
kulovité castice, ktera ma podobné vlastnosti jako skutecna nanocastice. Velikostni
zastoupeni nanocastic popisuje distribucni funkce, jejimz grafickym vyjadfenim je
distribucni kfivka (obrazek 2). Diky této funkci jsou vSechny pifitomné nanocastice
rozdeleny do skupin podle velikosti. K popisu muzeme pouzit normalni (Gaussovu)
distribu¢ni funkci, asymetrickou longnormalni distribu¢ni funkci nebo multimodalni

distribucni funkci. Nejvhodnéjsi k popisu je asymetricka longnormaln{ distribucni funkce f;

10
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kde 4, je velikost castic, 4, je primér této velikosti a o, je odchylka [11-13].
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Obrazek 2: Ilustracni graf velikostniho rozlozeni ¢astic vyjadfeného distribucni kiivkou

2.2.2 Optické vlastnosti nanocastic

Elektromagnetické zafeni muze s nanocasticemi interagovat nékolika zpusoby, ¢ast muze
byt absorbovana, cast rozptylena a zbyvajici ¢ast zafeni muze prochazet v nezménéné

podobeé.
Rozptyl zafeni

Na rozdil od absorpce pii rozptylu nedochazi pfi interakci s elektromagnetickym zafenim
ke zméné energetickych stavi, ale pohlcené kvantum energie je nidhodné vyzafeno bez
toho, aby se zménila jeho vlnova délka. Rozptyl zafeni je velmi slozity jev, ktery zahrnuje
odraz, lom, ohyb a interferenci svétla [12, 13].

Intenzitu rozptylu svétla nanocastici ovliviiuje fada faktord — velikost a tvar
nanocastic, jejich vzajemné interakce a rozdil mezi indexy lomu nanocastic a disperzniho
prostfedi. Méfeni rozptylu svétla lze proto vyuzit pfi studiu nanocastic, protoze tato
metoda je absolutn{ (nevyzaduje kalibraci), rychla a zahrnuje velké mnozstvi castic [10, 13].

Zaklady teorie rozptylu polozil lord RAYLEIGH (1871) tak, ze aplikoval

elektromagnetickou teorii svétla na malou, sférickou, neabsorbujici ¢astici v plynném

11



prostfedi. Po dopadu elektromagnetického zafeni o intenzit¢ I, a vlnové délce A na
nanocastici (S A/20) s polatizabilitou a dochazi v ¢astici k vytvofeni oscilujicich dipol.
Z castice se nasledné stava sekundarni zdroj rozptyleného zafeni, jehoz vlnova délka je
stejna jako vlnova délka dopadajiciho zafeni. Pro kterykoliv nepolarizovany paprsek jsou
intenzita I, ,vzdalenost r od detektoru a uhel 6 popsany vztahem:

8r'a’

= 1+cos’d =R, 1+cos*@ , )

I A4

kde R, (1 + cos’6) je Rayleighiv pomér. Jednicka v tomto vyrazu vyjadfuje vertikilné
polarizovanou slozku rozptyleného svétla a ¢len cos’d vyjadiuje horizontalné polarizovanou
slozku [10, 13].

Pii pouziti zdroje svétla s pfesné definovanou frekvenci (napf. laseru) dochazi
k ovlivnéni rozptylu svétla interferenci rozptylenych paprskia. Toho vyuziva metoda
dynamického rozptylu svétla (DLS), alternativné nazvana foton korelacni spektroskopie
(PCS) nebo metoda kvazielastického rozptylu svétla (QELS), pomoci které muzeme
stanovit velikost nanocastic [10]. Principem této metody je méfeni fluktuaci intenzity
rozptyleného svétla kolem jeji pramérné hodnoty. Tyto fluktuace jsou zpusobeny tim, ze
dochazi kinterferencnimu zeslabovani a zesilovani svétla rozptyleného na casticich
disperzni faze, které podléhaji Brownovu pohybu [14]. Okamzitou hodnotu fluktuace

popisuje autokorelacni funkce g , jejiz prabéh je mozné aproximovat exponencielou:
g =exp —7/7,, )

kde 7 je relaxacni cas, tj. doba navratu fluktuace k primérné hodnoté intenzity
rozptyleného svétla. Hodnota relaxacniho casu je nepfimo umérné zavisla na difuznim
koeficientu D castic, vzhledem k faktu, ze pohyb mensich castic je rychlejsi, tudiz
1 vyvolané fluktuace zanikaji rychleji.

r, =1/DQ?, @

kde @ oznacuje vlnovy vektor uréeny vlnovou délkou svételného paprsku a dhlem pod
nimz je intenzita rozptylu méfena. Na zakladé Stokes-Einsteinovy rovnice mizeme pomoci
ziskané hodnoty difuznfho koeficientu D spocitat hydrodynamicky polomeér 7 rozptylujicich
castic:

r=KT /677D, ©)

12



kde £ je Boltzmanova konstanta, T je absolutni teplota a 7 je viskozita [13, 14].
Absorpce zafeni

Pfi absorpci dochazi nasledkem prachodu elektromagnetického zafeni nanocastici
k pohlceni fotont. To zpusobi narust energie u valencnich elektrona a jejich nasledny
pfechod na vyssi energetickou hladinu (excitaci). K charakterizaci experimentaln{ zavislosti
absorpce na vlnové délce pouzivime velicinu zvanou absorbance, kterou mizeme

vypocitat z Lambert-Beerova zakona:

A:—Iogll—:gcd, ()

0

kde [ je intenzita proslého zafeni, I, je intenzita dopadajictho zafeni, ¢ je molarni absorpcni
koeficient (1 mol”! cm™), ¢ je koncentrace latky (mol I') a d (cm) je sila vrstvy kterou zafenf

prochazi [11, 13].
Povrchova plazmonova rezonance

Unikatn{ optické vlastnosti nanocastic stifbra (a dalSich kovi) jsou vysledkem kolektivni
oscilace vodivostnich elektronu zpusobené interakei s elektromagnetickym zafenim. Tento
jev je oznacovan jako povrchova plazmonova rezonance (SPR). Existence této kolektivni
oscilace elektront ve vodivostnim pasu kovové nanocastice je podminéna nékolika faktory
— excitaci vodivostnich elektrona elektrickym polem dopadajictho zafeni, pfitomnosti
vratnych sil (restoring forces) vyvolanych indukovanou polarizaci okolniho prostiedi
nanocastice a omezeni pohybu elektront oblastmi mensimi nez je vlnova délka
dopadajiciho zafeni (nanorozmeéry castice). Elektrické pole dopadajictho zafeni ,,vyrazi®
elektrony  z rovnovaznych poloh a dusledkem je oscilacni pohyb  elektront
o charakteristické frekvenci — SPR frekvenci. Pro nanocastice stifbra (velikost kolem
30 nm) je SPR patrna s maximem v absorpénich spektrech v oblasti okolo 400 nm.
S rostouci velikosti nanocastic se toto maximum posouva k vy$§im vlnovym délkam.
Pozorovany spektralni posun je zpusoben sifenim povrchového naboje pfes vétsi plochu
povrchu, ztoho divodu okolnf médium lépe kompenzuje vratné sily a zpomaluje

elektronovou oscilaci [15, 16].

13



2.2.3 Biologické vlastnosti

Antibakterialni aktivita sloucenin stfibra je znamym fenoménem uz dlouhou dobu.
Pouzivali je jiz starovéci Rekové a Rimané. Nadoby vyrobené ze stifbra byly pouzivany ke
konzervaci pitné vody a jinych tekutin. Hippokrates pouzival stiibro k lécbé vieda [4]. Ve
sttedovéku se zase stifbrny prasek pouzival jako doplnék stravy, nicméné v této podobé
nebyl dobfe vstiebatelny a po delsi dobé uzivani se zacaly objevovat symptomy otravy —
tzv. argyrie [17].

Antibakteridln{ aktivita nanocastic stifbra (v té dob¢ koloidniho stifbra) byla
objevena na pocatku 20. stoleti, ale objev antibiotik znamenal zastaveni vyzkumu v této
oblasti. Nicméné vzrustajici rezistence mikroorganizmu vici antibiotikim vedla k obnoveni
zajmu o antibakterialni vlastnosti nanocastic stfibra. Ty totiz vykazuji proti nckterym
bakterialnim kmentm (Staphylococcus anreus, Escherichia coli) srovnatelnou ucinnost jako
antibiotika [8].

Mechanizmus antibakterialntho pusobeni nanocastic stfibra je velmi intenzivné

zkouman, ale i pfesto neni dosud pfesné znam. Existuje ale nékolik teorii o tom, jak by

tento mechanizmus mohl vypadat:

1. Kontakt nanocastice s mikroorganizmem — nanometrova nanocastice stfibra ma
extrémné velky povrch pro kontakt s bakterii a proto by mohla atakovat bunéénou

membranu (ucpat ji, roztrthnout) nebo pronikat do bakterie [17].

2. Bakterialni membrany obsahuji proteiny s obsazenou sirou a nanocastice by stejné jako

Ag" mohly s témito proteiny interagovat a inhibovat tak jejich funkci [17].

3. Nanocastice stfibra by mohly atakovat dychaci fetézec v bakterialni mitochondrii

a zpusobit tak bunécnou smrt [17].

4. Nanocastice stfibra by mohly mit schopnost uvoliovat ionty stifbra do bakteridlnich
bunck, coz by vedlo ke vzniku volnych radikala. Volné radikaly se podileji na vzniku

oxidativniho stresu a zpusobuji poskozen{ a dokonce 1 smrt bunky [17].

14



2.3 Priprava disperzi nanocastic

Disperze nanocastic lze pfipravovat pomoci dvou zasadné odlisnych postupu. Pfi prvnim
jsou nanocastice pfipravovany tak, ze makroskopicky material je rozmélnovan na objekty,
které dosahuji nanometrovych rozméri — tyto postupy oznacujeme jako dispergacni
metody. Druhou skupinou postupti jsou metody kondenzacni. Ty spocivaji ve vyuziti
prabéhu chemické reakce, kdy se atomy nebo molekuly spojuji do nukleacnich jader a tato

jadra v disperznim médiu agreguji na objekty nanometrovych rozméru [8].
2.3.1 Dispergacni metody

Jsou oznacované také jako Top-Down metody. Vétsina téchto metod se k piipravé
nanocastic stifbra nepouziva. V praxi se pouzivajli jen nékteré — napf. laserova ablace

a elektrochemicka metoda [8].
Laserova ablace

Je fyzikalni metoda vhodnd pro pfipravu nanocastic stifbra. Pfi této metodé¢ dochazi
k rozruSovani makroskopického materialu (stifbrné folie) pomoci laserového paprsku. Je
univerzalni, snadno realizovatelna a vzniklé nanocastice nejsou kontaminované zadnymi
zbytkovymi chemickymi rezidui. Laserovou ablaci se daji pfipravit nejen nanocastice stiibra
ale 1 dalSich kovu. Jejich velikost se pohybuje fadové v desitkach nanometr a vzhledem
k vysoké ¢istote jsou takto pfipravené nanocastice vhodné pro pouziti v povrchem zesilené
Ramanove spektroskopii (SERS). Velikost nanocastic se da ovlivnit vlnovou délkou

a intenzitou laseru, délkou ozatovani a pfitomnosti povrchové aktivnich latek [8, 18].
Elektrochemicka metoda

Pro vyrobu nanocastic stfibra je mozné pouzit zafizeni s dvouelektrodovym zapojenim.
Jako katoda a anoda slouzi stifbrné draty vertikilné umisténé asi 10 mm od sebe
v elektrochemické cele naplnéné destilovanou vodou. Elektrolyza se provadi pii teploté
20-95°C pii konstantni voltazi 20 V. Ddulezitym krokem elektrochemické syntézy
nanocastic stifbra je stfidani polarity elektrod v intervalu 30-300 s spolu s intenzivnim

michanim v pribéhu elektrolyzy. Velikost pfipravenych castic je 5-13 nm [19].
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2.3.2 Kondenzacni metody

Jinak oznacované jako Bottom-Up. Tyto metody vychazeji z analytickych disperzi a jejich
zakladem je prib¢h chemické reakce (nejcastéji chemicka redukce iontu kovu v roztoku).
Nanocastice kovu jsou pfipravovany pfevazné témito metodami, protoze byva dosazeno
lepsich vysledkti (mensi velikost nanocastic) nez u dispergac¢nich metod. Mizeme také
upravovat napf. polydisperzitu. V nasledujicim textu budou popsany hlavni, ale i méné

znamé metody piipravy nanocastic stfibra i dalsich kova [18].
Borohydridova metoda

Intenzivni vyvoj tzv. mokrych syntéz je spojen se jmény ALBRECHT, BLATCHFORD
a CREIGHTON, ktef{ prvni publikovali dnes jiz klasickou metodu syntézy nanocastic stifbra,
ktera spociva v redukci dusicnanu = stifbrného silnym  redukénim  Cinidlem  —
tetrahydridoboritanem sodnym (NaBH,). Reakci jednoho ml roztoku 1 mmol-dm™ AgNO,
a tif ml 2 mmol-dm™ vychlazeného roztoku NaBH, za stalého a intenzivniho michani
vzniknou nanocastice stabilni nékolik mésict. Velikost téchto ¢astic se pohybuje v rozmezi
od 5 nm do 20 nm a da se kontrolovat ipravou poméru NaBH,/AgNO;. Tato metoda ma
vsak zasadni nevyhodu v tom, ze kvuli adsorpci boratu na povrch nanocastice neni vhodna

pro nekteré aplikace (napf. SERS méfeni fady vyznamnych molekul — DNA) [8].
Citratova metoda

Dalsim ptikladem klasické metody redukéni ptipravy nanocastic stfibra je citratova metoda.
Tuto metodu vyvinuli MEISEL a LEE, ktefi k redukci pouzili slabsi redukcni cinidlo —
citratovy aniont. Ten ma schopnost nanocastice béhem vzniku zaroven stabilizovat.
Pifprava spociva ve smichani 10 ml 1 % citratu sodného s 500 ml 1 mmol-dm™ AgNO,
a nasledném piiblizné hodinovém vafen{ reakéni smési. Pfipravené nanocastice maji
velikost pfiblizné 30—120 mn a nejsou piilis stabilni. Na rozdil od borohydridové metody
adsorpce citratového aniontu na nanocastici nepfedstavuje aplikacni problém a proto jsou

nanocastice pfipravené citraitovou metodou velmi vyuzivané pro SERS aplikace [8§].
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Modifikovana Tollensova metoda

Tato metoda predstavuje jednostupfiovou syntézu nanocastic stifbra s kontrolovanou
velikost{. Zakladni Tollensova metoda spociva v redukci [Ag(NH,),]" pomoci

jednoduchych organickych sloucenin — aldehydu.
[Ag NH, 2]*(aq) + RCHO(aq) — Ag(s) + RCOOH(aq) (7

V modifikované Tollensové metodé jsou Ag" ionty redukovany sacharidem v pfitomnosti
amoniaku. Touto metodou vznikaji ¢astice, jejichz velikost se pohybuje od 25 do 450 nm
a zavisi na koncentraci amoniaku (s rostouci koncentraci amoniaku velikost nanocastic
roste). Kromé koncentrace amoniaku se da velikost nanocastic ovliviiovat zménou
koncentrace stifbrnych ionta a volbou redukujictho sacharidu. Mohou byt pouzity glukéza
a galaktéza jako zastupci monosacharidd a maltéza nebo laktéza jako disacharidy [20].
Vyznamny je také pfidavek hydroxidu sodného, ktery zahajuje redukéni proces a délku

reakce udrzuje v fadu minut [20, 21].
Redukce pomoci polyalkoholi

Kromé vyse zminénych organickych latek — aldehydu, sacharida a citratového aniontu
mohou byt pouzity k piipravé nanocastic stifbra také polyalkoholy. Polyalkohol pfitomny
v reakénim systému slouzi jako solvent, stabilizator a zaroven redukcni latka. Jednim
z ptikladd je pouziti ethylenglykolu v pfitomnosti polyvinylpyrrolidonu (PVP). V prvnim
kroku je v 10 ml ethylenglykolu rozpusténo vhodné mnozstvi PVP (0,17-1,7 g) a tento
roztok je temperovan v olejové lazni na 160 °C. Nasledné¢ je 0,170 g AgNO, pfidano do
dalsich 10 ml ethylenglykolu a tento roztok je po kapkach pfidavan k prvnimu
(obsahujicimu PVP). Reakce je ukoncena piiblizné po 4 h a pfipravené nanocastice maji
velikost od 10 do 80 nm. Jejich velikost je mozné upravovat zménou koncentrace PVP

a pfidavkem amoniaku [22].
Redukce dalS$imi anorganickymi slouCeninami

Kromé tetrahydridoboritanu sodného mohou byt pro redukéni pfipravu nanocastic stfibra
pouzity i dalsi slouceniny. Jako reduktant muze byt pouzit napf. vodik, peroxid vodiku,

hydrazin, hydroxylamin a né¢které komplexni slouceniny Zeleza [8, 18].
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Syntéza s pouZitim mikrovln

Pouziti mikrovlnného ohfevu je dal$i moznosti jak pfipravit stifbrné, zlaté a bimetalické
(Ag-Au) nanocastice. Velikost pfipravenych nanocastic se pohybuje v rozmezi 5—50 nm.
Vyhodou mikrovln je pronikavost a rychlé zahfati reakéni smési. Mikrovlny maji vysokou
frekvenci a interaguji s dipolovym momentem molekul coz zplsobuje zahfivani. Pro
pfipravu stiibrnych nanocastic se pouziva dusicnan stifbrny jako prekurzor, polyakrylamid
jako stabilizator a jako redukeni latka je pouzit hydrazin hydrat. Stabilita takto pfipravenych

nanocastic se pohybuje okolo mésice pfi bézné pokojové teploté [23].
Redukce za pomoci ultrazvuku

Ultrazvuk muze byt pouzit v ramci vySe zminénych dispergacnich metod k rozrusovani
makroskopickych materialt na objekty nanometrovych rozmért, ale také muze byt pouzit
jako redukéni cinidlo v metodach kondenzacnich. Ultrazvukem o frekvenci 200 kHz
muzeme rozlozit vodu na vodikové a hydroxylové radikaly. V nasledujicim kroku vznikaji
po pfidavku vhodného aditiva organické radikaly, které maji redukcni funkei. Sonifikaci
vodného roztoku stifbrné soli pak v pfitomnosti povrchové aktivnich latek vznikaji

nanocastice stifbra o velikosti 10-16 nm [8, 18].
Polyoxomethalatova syntéza

Polyoxomethalaty (POM) maji potencial pro syntézu stifbrnych nanocastic. Jedna se
obvykle o aniont obsahujici tfi a vice iontt kovu (napf. vanadu, niobu, tantalu, molybdenu)
propojenych kyslikovymi atomy do tfidimenzionalni struktury, ve které je uzavien jeden
nebo vice heteroatomt (fosforu nebo kfemiku). Ozafovanim odvzdusnéné smési
POM/2,4-dichlorfenol/Ag" UV zifenim dojde ke vzniku nanoéasticc. POM v systému

vystupuje jako katalyzator, reduktant a zaroven jako stabilizator. Velikost nanocastic se

pohybuje kolem 38 nm [21].
Redukce za pouZiti y-zafeni

Pro pfipravu nanocastic stiibra, zlata a platiny muze byt pouzito ozafovani roztoku jejich
soli pomoci y-zafeni [24]. Vyhodou této metody je fakt, ze do reak¢ni smési je zavadeéno
minimum sloucenin, coz znemozfiuje adsorpci na povrchu nanocastice a negativni

ovlivnéni jejich vyslednych vlastnosti. V prubéhu ozatovani soli ve vodikové atmosféfe
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dochazi ke vzniku vodikovych atomu, které redukuji ionty soli na pozadované nanocastice.
Jejich velikost se pohybuje kolem 7 nm, jsou téméf monodisperzni a bez strukturnich
defektt. Parametry pfipravovanych nanocastic lze upravit pfidavkem organickych

rozpoustédel, napiiklad 2-propanolu nebo acetonu [18].
Redukce za pouZziti UV zafeni

Fotochemicka syntéza za uziti UV zafeni vede ke vzniku nanocastic stifbra s podobnymi
vlastnostmi jako u pfedchozi metody. Jeji znacnou vyhodou je levnéjsi experimentalni
vybaveni. Reakéni smés obsahuje stifbrnou sul, stabilizator (napf. polyvinylpyrrolidon,
polyakrylat) a organickou latku (napf. fenylmethylketon, askorbova kyselina), ktera se

rozpada na radikaly a ty redukujf stifbrné ionty. Velikost nanocastic je kolem 10 nm [8].
Biologické metody

K syntéze nanocastic stfibra je pouzivano velké mnozstvi fyzikalnich a chemickych metod.
Nicméné jejich pouziti je spojeno s fadou problému: pouziti toxickych rozpoustédel
a n¢kdy 1 velké energetické a ekonomické naklady. Jako slibné feSeni tohoto problému se
zda hledani v ¢isté pfirodnich zdrojich. Pro levnou, energeticky nenaroc¢nou syntézu
nanocastic stifbra mohou byt pouzity bakterie, rostliny, fasy a dokonce 1 viry [25].

Jedna z nejstarsich studif popisuje bakterie Pseudomonas stutzeri AG259, objevené
ve stiibrnych dolech, které hromadi stifbrné nanocastice v protoplazmé. Jejich velikost se
pohybuje v rozsahu 35—46 nm. Bohuzel pfesny mechanizmus vzniku nanocastic je stale
neznamy [25]. Dal§im zajimavym druhem je Morganella sp. RP-42. Po vystaveni této
bakterie dusicnanu stifbrnému dochazi k produkci nanocastic o velikosti 20 £ 5 nm [25].
Podobné je to také u bakteril Lactobacillus, které po vystaveni vysoké koncentraci stiibrnych
ionta produkuji mikroskopické krystaly stifbra [25].

Existuje také nékolik praci, ve kterych se k syntéze nanocastic stfibra pouzivaji
kvasinky. Napfiklad druh kvasinky oznaceny KMY3 je schopen pfi kontaktu s roztokem
stifbrnych ionth pfemeénit toto stifbro na nanocastice [25].

Pro schopnost akumulovat kovy jsou také intenzivné zkoumany houby jako
potencialni zdroj nanocastic stifbra. Vyhodou hub je jejich rychly rust, snadna manipulace
a ekonomicka nenaroc¢nost. U hub rodu Verticillinm byla pozorovana intracelularni syntéza
stifbrnych nanocastic pfi vystaveni roztokum stfibrnych soli. Tyto nanocastice vznikaji za

bunéénou sténou pravdépodobné tak, ze ncktery enzym piitomny v bunééné sténé

19



redukuje ionty stfibra. Velikost nanocastic se pohybuje vrozmez{ 13—37 nm [25].
Prikladem extracelularni syntézy, ktera je zaroven jednodussi, je pouziti houby Aspergillus
Sfumigatus. Tato syntéza je mimoradné rychla, nanocdastice stifbra se tvoff uz béhem nékolika
minut po kontaktu ionta stfibra s houbou a jejich velikost se pohybuje od 5 do 25 nm.
Nanocastice jsou stabilni pfiblizné 4 meésice pii teplote¢ 25 °C [25]. Dalsim zajimavym
pfikladem je zemédélsky vyznamna houba Trichoderma asperellum. Zajimavym aspektem
syntézy s pouzitim této houby jsou dva kroky: prvnim je bioredukce dusi¢nanu stifbrného
a druhym nasledné obaleni nanocastice stabiliza¢ni vrstvou [25].

Kromé pouziti mikroorganizmu se vyzkum v oblasti biosyntéz nanocastic zamétuje
1 na pouziti celych rostlin (pfipadné jejich ¢asti). Pifkladem extracelularni syntézy je redukce
roztoku stifbrnych iontd za pouziti extraktu z muskatovych lista (Pelargonium graveolens).
Vyhodou této syntézy je, Ze ve srovnani s pouzitim bakterif nebo hub, u nichz syntéza trva
az na vyjimky 24—124 hodin, je mnohem krats$i — cca 9 hodin. Zahfatim reakéni smési pod
bod varu muzeme reakcni ¢as zkratit pfiblizné na 2 hodiny [21, 25].

Stejné jako u kvasinek také v pifpadé¢ fas existuje jen malo praci, zabyvajicich se
syntézou nanocastic stifbra pomoci fas. Napfiklad extrakt ziskany ze zelené fasy druhu
Chlorella vulgaris muze byt pouzit pro syntézu nanocastic stfibra. Ty maji tvar desticek
a velmi nizkou polydisperzitu [21, 25].

K syntéze nanocastic mohou byt dokonce pouzity i nebunécné organizmy — viry.
Viralni kostra muze byt pouzita jako templat pro tvorbu nanocastic. Konkrétnimi ptiklady
jsou viry fazolové skvrnitosti CCMV, fazolové mozaiky CPMV a virus tabakové mozaiky

TMYV, které se daji pouzit jako nukleacn{ ,,komurky* pro anorganické materialy [25].
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2.4 Stabilizace nanocastic

Disperze nanocastic maji velky povrch a tudiz i velkou povrchovou energii. Za téchto
podminek je pfechod do stavu s nizéf energii samovolny. Nanoc¢astice mohou zmensit svoji
energii zménou struktury, velikosti ¢astic a stupné disperzity. Stabilitou nanocastic pak
rozumime jejich schopnost odolavat agregaci. Nanocastice v disperzi podléhaji neustalému
tepelnému pohybu a kdyz dojde k jejich dostate¢nému pfiblizeni, pfitazlivé sily zpusobi
jejich spojovani (agregaci) ve vétsi celky, které pfi dosazeni urcité hmotnosti zacnou
sedimentovat. Agregacni proces je hlavnim aplikacnim problémem nanocastic — vznikem
velkych agregatd dochazi ke ztraté zajimavych vlastnosti, typickych pro nanocastice.
ZlepSeni stability disperzi nanocastic je realizovano dvéma mechanizmy, jedna se
o sterickou stabilizaci a stabilizaci elektrickou dvojvrstvou [3, 13].

Prvni piipad — stericka stabilizace — je zaloZen na repulznich silach, které vznikaji
v systému v pifitomnosti polymerd ¢i neionickych surfaktantd. Tyto latky se adsorbuji na
fazovém rozhrani, kde je rovhovaha mezi atrakénimi a repulznimi silami zavisla na tloust’ce
adsorbované vrstvy. Ta je v pfipadé polymera dana nejen délkou polymerniho fetézce, ale
také zpuasobem adsorpce [3, 11]. Pro udcely sterické stabilizace patfi k bézné¢ pouzivanym
polymeram napf. zelatina, polyethylenglykol (PEG), poly(vinylalkohol) (PVA),
polyvinylpyrrolidon (PVP), polyakrylamid a polyuretan (PU). Ze skupiny neionickych
surfaktantd patfi mezi nejpouzivanéjsi Tweeny (napf. Tween 80), Triton X-100 a latky ze
skupiny Brij [3].

Druhy mechanizmus stabilizace je zalozen na pfitomnosti elektrické dvojvrstvy. Ta
se sklada z vnitfni (Sternovy) vrstvy protiiontt, vazanych na povrch nanocastice prevazné
pomoci adsorpcnich sil, a difuzni vrstvy s elektrostaticky pfitahovanymi protiionty.
Potencial na rozhrani téchto vrstev se nazyva elektrokinecky potencial ({ potencial).
Vsechny nanocastice v disperzi maji stejny povrchovy naboj, diky némuz pfi vzdjemném
pfiblizeni nanocastic nedojde k agregaci, ale k odpuzovani. Tento povrchovy naboj lze
zvetsit pomoci ionickych surfaktanta ¢i jinych iontovych latek. Tim dochazi ke zvyseni
absolutni hodnoty { potencialu, coz vede k posileni stability nanocastic [3, 11].
K vyznamnym latkam pouzivanym k tomuto typu stabilizace patii dodecylsulfat sodny
(SDS) jako zastupce anionickych surfaktantt a cetylamonium chlorid nebo bromid (CTAC,
CTAB) jako kationické surfaktanty [3].

21



Pro studium agregatni stability nanocastic stfibra modifikovanych vyse zminénymi
polymery ¢i surfaktanty se pouziva stanoveni hodnot kritické koagulacni koncentrace
(CCC). Tato koncentrace predstavuje koncentraci elektrolytu (destabilizacntho cinidla)
v disperzi nanocastic, pii které dochazi k rychlé agregaci nanocastic — narustu velikosti
sledovatelném napfiklad pouzitim metody DLS. Jednou z moznosti ziskani hodnot CCC je
metoda zalozena na titraci disperze nanocastic stfibra kationickym polyelektrolytem —
poly(dialyl-dimethylamonium) chloridem (PDDA). Ta spociva v pfidavani malého
mnozstvi roztoku PDDA k zaporné nabitym nanocasticim stifbra v uréitych casovych
intervalech a naslednym proméfovanim vhodnou experimentalni technikou (napf. DLS,
UV-VIS). Vyhodou pouziti PDDA je fakt, ze vzhledem k jeho velkému naboji neni
k destabilizaci nanocastic tfeba jeho velké mnozstvi a tudiz nedochazi k vyraznéjsimu
nafedéni disperze nanocastic, které by mohlo vést k nepfesné interpretaci ziskanych dat.
Tabulka 1 demonstruje ziskané hodnoty CCC pro nemodifikované nanocastice stfibra

a pro nanocastice modifikované vybranymi polymery ¢i surfaktanty [3, 13].

Tabulka 1: Ziskané hodnoty kritické koagula¢ni koncentrace (CCC) pro vybrané polymery a surfaktanty
(koncentrace zelatiny v disperzi nanoéistic je 0,01 % w/w a koncentrace ostatnich latek je 1 % w/w)

modifikitor ~ hodnota CCC [% w/w]

- 2,510 [3]
zelatina 3,5-104 [13]
SDS 6,010 [3]
Tween 80 2,0-104[3]
Brij 58 3,0-10 ]3]
PEG 1500 3,0-10->[3]
pPvP 8,0-105 (3]

U vsech uvedenych modifikatora je patrny narast hodnot CCC proti nemodifikované
disperzi nanocastic stifbra. Daleko vétsi bude stabilizacni schopnost zelatiny, protoze jeji

koncentrace v disperzi je nizs$f (0,01 % w/w) nez u ostatnich modifikitora (1 % w/w).
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2.5 Aplikace nanocastic stiibra

Jak vz bylo zminéno vuvodu této prace, nanocastice stifbra maji fadu zajimavych

vlastnosti, diky kterym mohou byt vyuzivany v riznych odvétvich.
2.5.1 Aplikace v mediciné

Vzhledem k faktu, ze nanocastice stifbra vykazuji antibakterialni a antifungalni vlastnosti, je
logické jejich mozné vyuziti v oblasti mediciny. Pouzivaji se napfiklad k osetfeni

chirurgickych a zubafskych nastroja [20].
Obvazovy material

Medicinalni aplikace nanocastic stifbra jsou pravdépodobné nejdukladnéji prostudovany
v oblasti osetfovani povrchovych zranéni. Prvni komeréné pouzivany material na bazi
stifbra je na trhu vice nez deset let. Jedna se o Acticoat® — materidl tvofeny dvéma
vrstvami polyamidu pokrytymi nanokrystaly stfibra. Nova generace materialu je vyvijena
s jeste veétsim durazem na antibakteridlni vlastnosti. Tyto nové materialy (napf. na bazi
chitosan/stifbro) jsou pouzitelné nejen na osetfeni popalenin, ale také viedu, puchyit a tzv.

diabetickych nohou [4, 17].
Stiibrem impregnované implantaty

K nejvyznamnéjsim chirurgickym implantatim patif centralni zilni katetry. Ty jsou siroce
rozsifeny v chirurgické praxi, coz pifinasi potencialni komplikace v podobé¢ infekce.
Predchozi studie ukazaly, ze katetry impregnované antibiotiky jsou sice u¢inné k potlaceni
infekce, ale vrustajici rezistence bakterif na antibiotika je vaznou hrozbou. Nova generace
stifbrem impregnovanych katetrt je zalozena na vazbé stifbra v inertnim zeolitu [4].

V oblasti zilni chirurgie je vyzkum zaméfen na vyvoj infekci odolnych cévnich
graftd (protéz). Pouziti graftu InterGard Silver®, na bazi rozvétveného polyesteru
potazeného kolagenem a stifbrem, ukazalo vybornou odolnost proti infekei [17].

Intenzivni vyzkum bézi také v oblasti srdecni chirurgie a neurochirurgie.
Konkrétnim ptikladem je testovani srdec¢nich chlopni potazenych stifbrem a specialnich
katetra odvad¢jicich cerebrospinalni tekutinu, kterd mize zpusobit vysoky nitrolebecni tlak

a poskodit tak mozek [4].
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Kostni cement

Nanocastice — stifbra mohou byt pouzity jako antibakterialni aditivum do
poly(metylmethakrylatu) (PMMA) — kostniho cementu. Ten se pouziva napiiklad
k zabezpeceni spoje mezi kosti a protézou u operaci kolenntho nebo kycelntho kloubu.
Infekénost u téchto operaci je pomérné vysoka — 1 az 4 % a pouziti cementu dopovaného
nanocasticemi ukazuje vysokou antibakterialni aktivitu napf. proti methicillin rezistentnimu

Staphylococcus anreus [4, 17].
2.5.2 Analytické aplikace

Vyvoj novych analytickych technik schopnych dosahovat nizstho detekéniho limitu a taktéz
konstrukce novych senzoru citlivych na biologicky aktivni latky patfi k dulezité oblasti

vyzkumu.
SERS a SERRS

Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie (SERS) a povrchem zesilena rezonancni
Ramanova spektroskopie (SERRS) jsou velmi citlivé spektroskopické techniky, jejichz
detekeni limity se pohybuji az v fadech femtomolu [8]. Zesileni Ramanova signalu molekul
analytu, které jsou adsorbované na povrchu nanocastice je dano dvéma mechanizmy —
elektromagnetickym a chemickym. Elektromagneticky mechanizmus, zodpovédny za hlavni
podil zesileni, je spojen s existenci plazmonové rezonance nanocastic. Chemicky
mechanizmus ma zaklad v pfenosu naboje mezi adsorbovanou molekulou a povrchem
nanocastice [7, 8].

Techniky SERS a SERRS se daji pouzit pro studium malych organickych molekul
(napf. 1,10-fenantrolin, dithiopyridin, thymin a jeho derivaty) nebo biomakromolekul (napf.
Cytochrom c, polypeptidy a proteiny). [8].

Pro tyto techniky se hodi nejen nanocastice stfibra, ale také nanocastice dalsich
kovt — zlata, médi, hliniku a lithia [18]. Optimalni velikost pouzitych nanocastic je spojena
s vlnovou délkou pouzitého laseru. Pro vlnovou délku v rozsahu od 488 do 647 nm se hodi
nanocastice stfibra o velikosti 70—200 nm. Dulezitou roli hraje také tvar nanocastic a jejich

piipadna agregace [8, 18].
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Senzory a nanosenzory

Dal$im moznym vyuzitim nanocastic stifbra je konstrukce citlivich chemickych senzort,
biosenzord a nanosenzori. V této oblasti se vyuziva jejich vyjimecnych optickych
vlastnosti. Konkrétnim pfikladem jsou biosenzory na detekci streptavidinu a na stanoveni

markera Alzheimerovy choroby [8, 10].
2.5.3 Katalyza

V oblasti katalyzatort se pouzivaji latky s velkou plochou povrchu a vysokou povrchovou
energii. Nanocastice tyto parametry spliuji. Katalyticky efekt nanocastic je zavisly na
velikosti (men§i ¢astice jsou katalyticky ucinnéjsi nez vétsi). Nanocastice stfibra se vyuzivaji
k oxidaci organickych sloucenin — napf. etylenu na etylenoxid, nebo k redukci
nitrosloucenin. V katalyzatorech dieselovych motort aditiva na bazi Ag/alumina zlepsuji
efektivitu odstranovani NOy a CO z vyfukovych plynd. U nanocastic stiibra je také

testovana jejich katalytickd ucinnost pfi  degradaci sloucenin na bazi fenolu

a chlorderivata [8].
2.5.4 Pouziti v komercnich produktech

Na trhu se vyskytuje uz vice nez stovka vyrobkd obsahujicich nanocastice stfibra [5].
Vyznamnou c¢ast zaujima textilni pramysl, fada vyrobct modifikuje svoje tkaniny
nanocasticemi stifbra, aby zabranili vzniku pacht a plisni. Dale se nanocastice stfibra
vyuzivaji pfi filtraci vody a slibné¢ vypada konstrukce elektronickych zafizeni pomoci

komponent na bazi nanocastic stifbra.

Filtrace vody

Nanocastice stifbra maji pro svoje antibakterialni vlastnosti potencial k vyuziti jako filtrac¢ni
médium pfi upravé pitné vody. Komeréné dostupné domaci filtracni systémy firem
Aquapure®, Kinetico® a QSI-Nano® pouzivaji ve svych filtracnich naplnich stifbrem
impregnované nebo stifbrem potazené materialy [5]. Jako vyborny nosi¢ stiibra byl
testovan polyuretan. Polyuretanova péna napusténa stifbrem muze byt opakované
namacena, vysousena a skladovana po dlouhou dobu bez ztraty obsazenych nanocastic.
Tento material je bézné dostupny, levny a netoxicky. Je ho mozné aplikovat nejen pii
c¢isténi vody, ale také jako filtracni vlozku pro domaci ¢i pramyslovou vzduchotechniku

a jako obalovy material [20].
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Textil

Produkty textilnfho pramyslu jsou béznou soucasti kazdodenniho Zivota. Latky na bazi
bavlny nebo syntetickych vlaken vsak pfedstavuji vhodné prostiedi pro skodlivé
mikroorganizmy — bakterie, houby a plisné. K osetfeni textilu se difve pouzivala fada latek
napf. halogenidové ionty, fada detergenti a latky na bazi soli kovia (CuSO, a ZnSO,).
S rozvojem nanotechnologii se vyrobci textilu zaméfili na nanocastice stifbra, které vykazuji
silnou antibakterialni aktivitu [27]. Proto je dnes vétsina vyzkumu soustfedéna na oblast
syntézy textilnich vlaken s inkorporovanymi nanocasticemi stifbra (Nanosilver ® — spodni
pradlo, termo pradlo, ponozky a tricka).

Jedna z moznosti pfipravy bavlnénych vldken zahrnuje tfi diléi kroky. V prvnim
kroku jsou pfipraveny nanocastice stfibra (pomoci redukcnich metod) a nasledné jsou
stabilizovany pomoci vhodného polysacharidu. V druhém kroku jsou bavlnéna vlakna
ponofena do disperze stabilizovanych nanocastic a v nf jsou za stalého michani ponechana
24 hodin. V této fazi dochazi k depozici nanocastic stfibra na vlakna. Bavlna jako pfirodni
latka obsahuje celul6zu, ktera ma velky povrch a velké mnozstvi hydroxylovych skupin.
Tyto skupiny usnadnuji adsorpci nanocastic na povrch vlakna. V tfetim kroku dochazi
k odstranéni vlaken z disperze nanocastic a jejich proplachovani destilovanou vodou.
Tento krok vede k odstranéni nenadeponovanych nebo slabé vazanych nanocastic stfibra

z vlaken [28].
Elektronika a informacni technologie

Rozméry nanocastic stifbra, jejich optické a elektrické vlastnosti je pfedurcuji k vyuziti
v oblasti moderni elektroniky. Chemickymi metodami muzeme pfipravit nanofilmy nebo
nanovlakna potazena izola¢ni vrstvou oxidu kfemicitého. Nanocastice stfibra mohou byt
také pouzity ke konstrukci 3D mikroelektomechanickych systéma (MEMS) a tvorbé
elektrickych obvodt pomoci inkoustového tisku [8]. Pro optické vlastnosti mohou byt
nanocastice stfibra pouzity ke konstrukci datovych dlozist’ nebo v oblasti barevné

holografie [8, 29].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

Seznam chemikalii pouzitych béhem experimentalni ¢innosti je uveden v tabulce 2. Pro
pfipravu vsech roztoku byla pouzita demineralizovana voda z piistroje AQUAL 29 firmy

MERCI o ¢istoté 0,05 uS-cm™.

Tabulka 2: Seznam pouzitych chemikalif

Nazev M. h. Vyrobce Cistota
dusicnan stifbrny 169,88 Tamda p. a.
amoniak (25 % vodny roztok) 17,03 Lach-Ner p. a.
hydroxid sodny 40,00 Lach-Ner p- a.
zelatina — Loba Feinchemie p. a.
D(+) malt6za 360,31 Riedel-de-Haén p. a
askorbova kyselina 176,13 Penta p.a
tetrahydridoboritan sodny 37,83 Sigma-Aldrich p. a
formaldehyd 30,03 Lachema p.a.
sorbitol 182,17 Penta p- a.
hydrazin hydrat 50,06 Sigma-Aldrich p. a
Dimezon S (4-hydroxymethyl-4-methyl- 206,25 Fluka Fotopur

1-fenyl-3-pyrazolidion)

3.2 Piistrojové vybaveni
3.2.1 Zeta Potential Analyzer Zeta Plus (90Plus)

Méfeni velikosti ¢astic byla provadéna na pfistroji americké firmy BROOKHAVEN
INSTRUMENTS CORPORATION, Zeta Plus, ktery pracuje na principu dynamického rozptylu
svetla (DLS). Mimo méfeni velikosti ¢astic v rozsahu 2 nm az 2 um umoznuje piistroj
i méfeni zeta potencialu. Vystupnim udajem je velikost castic, polydisperzita, pifipadné

distribucni kfivka zobrazujici cetnost ¢astic v jednotlivych velikostnich tfidach [14].

Obrazek 2: Pifstroj Zeta Potential Analyzer Zeta Plus
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3.2.2 UV-VIS spektrofotometr Specord S600

Potfebna UV-VIS spektra byla méfena na pfistroji némecké firmy ANALYTIK JENA
SPECORD S600. Jedna se o jednopaprskovy spektrofotometr s diodovym polem ovladany

pfes externi pocitac s programem WINASPECT (verze 2.3.1.0).

Obrazek 3: UV-VIS spektrofotometr Specord S600

3.2.3 Transmisni elektronovy mikroskop

Pro ziskani TEM snimka byl pouzit mikroskop firmy JEOL, model JEM-2010.
Urychlovaci napéti pfistroje bylo 160 kV. Vzorek byl nanasen na médénou sit’ku pokrytou

vrstvou amorfniho uhliku.
3.3 Piiprava nanocastic stiibra

Nanocastice byly pfipraveny modifikovanou Tollensovou metodou, ktera spociva v redukci
[Ag(NH,),]" vhodnou redukéni litkou [20, 21].

Do plastové kadinky o objemu 50 ml bylo pomoci automatické pipety pfidano 5 ml
dusi¢nanu stifbrného (c = 0,005 mol:dm™) a 1,25 ml amoniaku (c = 0,1 mol-dm?). Poté
bylo do systému piipipetovano 11,75 (ptipadné¢ 7,75) ml destilované vody. Mnozstvi vody
je spocitano na celkovy objem reakéntho systému 25 ml. Dale byl pfidan 1 ml hydroxidu
sodného (c = 0,24 mol-dm?) a 1 (pfipadné 5) ml zasobnfho roztoku Zelatiny. Na zavér bylo
k systému pfidano 5 ml redukéni latky (c = 0,05 mol-dm™). Vysledné koncentrace slozek

v reakénim systému ilustruje tabulka 3.
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Tabulka 3: Koncentrace jednotlivych slozek v reakénim systému

AgNO; 0,001 mol-dm”™
NH; 0,005 mol-dm™
NaOH 0,010 mol-dm™
roztok zelatiny viz kapitola 3.4
redukéni latka 0,010 mol-dm™

Priprava reakénfho systému byla provadéna za laboratorni teploty. Michani roztoku bylo
zajisténo magnetickym michadlem.

Vysledna disperze nanocastic stifbra byla charakterizovana méfenim velikosti ¢astic
pomoci metody dynamického rozptylu svétla (DLS), UV-VIS spektroskopii a v nékterych
piipadech snimky z transmisniho elektronového mikroskopu (TEM). Snimky z TEM
pofizoval RNDr. Ales Panacek, Ph.D., z katedry Fyzikalni chemie PfFF UP Olomouc.

3.4 Modifikace nanocdastic Zelatinou

Nanocastice stfibra byly modifikovany roztokem Zelatiny. Jedna se o piirodni nestejnorody
polymer, vznikly spojovanim aminokyselin do fetézcu. Za zakladni jednotku jsou
povazovany aminokyseliny v pofad -Ala-Gly-Pro-Arg-Gly-Glu-4Hyp-Gly-Pro-. Zelatina se
pouziva hlavné v potravinafstvi jako pfisada pii vyrobé cukrovinek a dortt, ve farmacii jako

pojivo a pfi vyrobé¢ tobolek, ale také v mnoha dalsich odvétvich [30].

o) 0 o o o
P T 1 ||
C—N—CH—C—N T: | N—(|3H—C—N c -
(|3| ﬁ c|;H2 H CH, y ﬁ
——HN—TH—C—H—TH—C—N (|:H2 (|:H2 ﬁ—N—TH—C—N
CHs H (|:H2 %:o o) H
+H O_
B (|:=NH In
NH, "

Obrazek 4: Strukturni usporadani Zelatiny: -Ala-Gly-Pro-Arg-Gly-Glu-4Hyp-Gly-Pro-

Zasobn{ roztoky zelatiny byly pfipraveny tak, Ze se Zelatina rozpoustéla v destilované vode.
Pii rozpousténi byl roztok michin a zahfivin na cca 50 °C, dokud nebyl dokonale
homogenni. Roztoky zelatiny byly do reakéniho systému piidavany po ochlazeni
a za stalého michani pfed redukéni latkou. Jejich koncentrace byla volena tak, aby byla po
nafedéni koncentrace zelatiny v reak¢nim systému 5,0; 2,5; 1,0; 0,5; 0,25; 0,10; 0,05; 0,025;
0,010; 0,005; 0,001; 0,0001 hmotnostnich % (% w/w). Pro prvnich 5 koncentraci zelatiny

bylo do reakéniho systému pfidavano 5 ml roztoku zelatiny a pro dalsich 7 pouze 1 ml
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Vzhledem ke zpomaleni vzniku nanocastic stifbra vlivem zelatiny byla velikost castic
a UV-VIS spektra méfena po dvou hodinach od piipravy jejich disperze (v nékterych
piipadech po 24 hodinach).

3.5 Antibakterialni aktivita

Testovani antibakterialni aktivity pfipravenych nanocastic stfibra bylo provedeno pomoci
mikrodilucni metody, ktera umoznuje urcit hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC).
Pii této koncentraci dochazi k zastaveni rastu testovanych kmena bakterii a kvasinek.
Disperze nanocastic stifbra se fedi na mikrotitra¢n{ desticce v geometrické fadé (2—2048X)
kultivacnim médiem (Mueller Hinton) a nasledné je ockovano standardni mnozstvi
testovaného mikroorganizmu. Ziskané hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace jsou
v rozmezi 54-0,05 mgdm”. Jako testovaci organizmy byly pouzity bakterie rodu
Enterococcus  (2X),  Staphylococcus (4X), Escherichia (1X), Pseudomonas (2X), Klebsiella (1X)
a kvasinky rodu Candida (4X) [31]. Méfeni byla provedena na Ustavu mikrobiologie
Lékatské fakulty UP pod vedenim Prof. MUDr. Milana Kolafe, Ph.D.

30



4 VYSLEDKY

4.1 Urceni viskozity disperzi nanocastic

Koncentra¢ni rozmezi modifikatoru zelatiny v disperzich nanocastic stfibra je pomérné
veliké (0,0001 — 5% w/w). U jednotlivych koncentraci Zelatiny v disperzi byla urcena
viskozita, protoze se ocekavalo, ze minimalné¢ u nejvyssich koncentraci by se mohla
vyraznéji zvysovat. Tato odlisnost by zpusobila pfi méfeni velikosti pomoci metody DLS
chybu, protoze tento pfistroj pracuje pfi vypoctu velikosti nanocastic s hodnotou viskozity
disperzniho prostfedi.

Méfteni viskozity bylo provadéno pomoci kapilarniho viskozimetru. Pro kazdou
koncentraci zelatiny pouzitou v disperzi nanocastic bylo provedeno 3% a vysledné hodnoty
byly zpramérovany. Vysledky méfeni viskozity disperzi nanocastic stifbra jsou uvedeny

v tabulce 4.

Tabulka 4: Hodnoty viskozity pro raznou koncentraci zelatiny pouzivané pro modifikaci disperze nanocastic

stifbra urc¢ené pomoci kapilarniho viskozimetru

koncentrace viskozita

zelatiny [% w/w] [Pa‘s]
0 0,890
0,0001 0,899
0,001 0,901
0,005 0,907
0,010 0,912
0,025 0,919
0,050 0,945
0,10 0,968
0,25 0,950
0,50 0,992
1,00 1,132
2,50 1,414
5,00 2,705

Nameéfené hodnoty ukazuji, Ze se hodnoty viskozit pro roztoky zelatiny vyznamne lisi od
hodnoty pro ¢istou vodu od koncentrace cca 0,05% w/w (odchylka je vyssi nez 5%).
Ovlivnéni velikosti nanocastic ziskané metodou DLS se pohybuje v fadu jednotek az
desitek nanometra. Od koncentrace 0,50 % w/w jiz dochazi k tak vyznamnému nartstu
hodnot viskozity (vice nez 10%), ze bez jejich korekce dochazi k ovlivnéni velikosti ¢astic

stifbra ziskané z DLS dokonce o stovky nanometra.
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4.2 Pouzité redukeni latky

V modifikovaném Tollensové postupu se jako redukcni latky pouzivaji sacharidy, pficemz
nejreprodukovatelnéjsi vysledky byly dosazeny s disacharidem maltézou. Kromé maltézy
byly jako redukéni latky vyzkouseny i dalsi organické a anorganické slouceniny — askorbova
kyselina, tetrahydridoboritan sodny, formaldehyd, sorbitol, hydrazin hydrat a Dimezon S
(4-hydroxymethyl-4-methyl-1-fenyl-3-pyrazolidion). Stabilni disperze nanocastic stifbra byly
pfipraveny za pomoci jen nékterych z téchto latek a budou jim vénovany dalsi kapitoly této
prace.

V pifipadé pouziti sorbitolu a hydrazin hydriatu se nanocastice stifbra nepodafilo
vibec pfipravit. Po pfidani téchto redukénich latek do reakénimu systému nedoslo
k charakteristickému zabarveni do zlutohnéda. Tento fakt naznacuje, ze nanocastice stfibra
nevznikly, coz bylo potvrzeno i méfenim UV-VIS spekter, na kterych se nenachazelo
charakteristické maximum v oblasti 400 nm.

Pii pouziti latky Dimezon S také nedoslo ke vzniku nanocastic stiibra. Po jeho
pfidani se sice reakéni systém zbarvil do tmavémodra, ale spektroskopické méfeni opét
neprokazalo existenci absorpéniho maxima, charakteristického pro nanocastice stfibra.

Pouziti formaldehydu bez modifikace zelatinou nevedlo ke vzniku stabilnich
nanocastic stifbra, ale ke vzniku agregatu, které okamzité sedimentovaly. Pii pouziti Zelatiny
(koncentrace 0,0001-0,1 % w/w) byly pfipraveny disperze nanocastic stiibra, které
vykazovaly charakteristické absorpcni maximum, ale s klesajici koncentraci Zelatiny
dochazelo k jeho posunu k vyssi vinové délce a poklesu intenzity, coz naznacuje agregaci
nanocastic. Dalsi experimenty vzhledem ke $patné reprodukovatelnosti vysledkii nebyly
realizovany.

Stabilni disperze nanocastic byly ziskany, kdyZz byly jako redukéni latky pouzity
maltéza (Kapitola 4.3), askorbova kyselina (Kapitola 4.4) a tetrahydridoboritan sodny
(Kapitola 4.5).
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4.3 Redukce maltdézou

Jako prvni redukeni latka byla pouzita maltéza, ktera v modifikovaném Tollensové postupu

poskytuje nejstabilnéjsi vysledky pfipravovanych disperzi nanocastic stifbra [20]. Bez

pouziti Zelatiny dosahuji nanocastice stfibra velikosti 26 az 30 nm. Koncentrace zelatiny,

pouzita v reakénim systému, se pohybovala v rozmezi 0,0001-0,1 % w/w. Experimenty

s vyssi koncentraci zelatiny nebyly realizovany, protoze slaba redukéni schopnost maltozy

vedla ke zpomaleni redukce natolik, ze nékteré roztoky byly méfitelné az druhy den.

V tabulce 5 jsou uvedeny hodnoty velikosti ¢astic méfené v disperzich pro jednotlivé

koncentrace zelatiny pomoci DLS.

Tabulka 5: Velikost nanocastic stfibra pfipravenych redukei [Ag(INH3)2]" maltézou pro rizné koncentrace

zelatiny v zavislosti na case (dob¢ ulozeni od okamziku piipravy)

koncentrace zelatiny v roztoku [%o w/w]
0,1 0,05 ‘ 0,025 0,01 ‘ 0,005 ‘ 0,001 ‘ 0,0001 cisty koloid
den velikost ¢astic [nm]
X X X 52 39 49 49
X X X 66 43 46 42
1 30,8
X X X 36 40 44 44
X X X 75 44 44 40
363 169 87 49 44 52 50
264 163 87 62 39 43 41
2 29,5
177 150 98 43 42 44 41
271 176 82 85 45 49 44
300 156 74 56 45 50 54
175 125 91 157 39 41 42
7 30,0
169 147 96 46 42 45 43
209 139 75 77 44 49 43
117 102 73 59 38 56 57
230 131 94 148 39 41 42
14 34,4
165 142 93 45 40 43 42
201 138 72 74 41 44 43
21 191 90 73 62 39 53 58 32,9
152 98 88 125 38 41 39
8 180 102 75 64 40 58 60 342
184 95 90 131 38 40 40

x ... nevznika disperze nanocastic stfibra
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Obrazek 5 ilustruje zavislost velikosti nanocastic stfibra na koncentraci zelatiny sestavenou
vzhledem ke zpomaleni redukce az z dat naméfenych druhy den od zahdjeni vlastniho

syntetického experimentu.

350

300

250

200

150 -

Velikost ¢astic [nm]
re-

100
Ogpe— o —

1 1 ya 1 1 1 1

0
0,000 0,005 0,010 : 0,025 0,050 0,075 0,100

Koncentrace zelatiny [% w/w]
Obrazek 5: Zavislost velikosti nanocastic stfibra pfipravenych redukei [Ag(NH3),|* maltézou na koncentraci

zelatiny (pocet méfeni = 4)

Od kazdého vzorku byla také zméfena UV-VIS spektra. Méfeni bylo provadéno po

desetinasobném zfedéni a v kfemennych kyvetach. Vyvoj spekter demonstruje obrazek 6.

1,4
Koncentrace Zelatiny
126 0,0001 % wiw
’ ——0,0010 % wiw
——0,0050 % w/iw
1,0 | —— 0,010 % wiw
— 0,025 % wiw
—— 0,050 % wiw
0,8 —— 0,100 % w/w

0,6

Absorbance

0,4

'300 350 400 450 500 550 600 650 700
VInova délka [nm]

Obrazek 6: UV-VIS spektra nanocastic pfipravenych redukci [Ag(NHj3)2]" maltézou pro jednotlivé

koncentrace zelatiny (méfeno druhy den)
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Z grafu na obrazku 5 je patrné, ze s rostouci koncentraci Zelatiny roste i velikost nanocastic
stifbra ziskana z méfeni DLS. U vyssich koncentraci zelatiny se velikost pohybuje ve
stovkach nanometri. Tato velikost vSak neodpovida ziskanym UV-VIS spektram
(Obrazek 6), na kterych je patrny charakteristicky pik povrchového plazmonu v oblasti
400 nm, ktery vypovida o pfitomnosti nanocastic stfibra o velikosti pfiblizné 30 nm. Proto
byly pfipravené nanocastice sledovany i transmisnim elektronovym mikroskopem.
Vzhledem ke kapacitnim davodum byly pak vybrany vzorky s koncentraci Zelatiny 0,1;
0,01; 0,001; 0,0001 % w/w.

_.;._'._.}

— 2um

2. - el L

Obrazek 7: TEM snimky nanocastic stiibra pfipravenych redukei [Ag(NH3)2]* maltézou pro koncentraci

zelatiny 0,0001 % w/w

a®as o 0w

Obrazek 8: TEM snimky nanocistic stfibra pfipravenych redukei [Ag(NH3)2]* maltézou pro koncentraci

zelatiny 0,001 % w/w
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Obrazek 9: TEM snimky nanocastic stifbra pfipravenych redukei [Ag(INH3)2]* maltézou pro koncentraci

zelatiny 0,01 % w/w

Obrazek 10: TEM snimky nanocastic stfibra piipravenych redukei [AgINH3)2]* maltézou pro koncentraci

zelatiny 0,01 % w/w

Z poftizenych snimku je patrné, ze u nizsich koncentraci zelatiny v systému (Obrazek 7 a 8)
jsou velikosti nanocastic stifbra v dobré shodé s vysledky méfeni velikosti pomoci DLS.
U vyssich koncentraci Zelatiny (Obrazek 9 a 10) je vidét, ze zelatina zptisobuje flokulaci
nanocastic do vétsich celka. Piistroj vyuzivajici metody DLS tudiz méfi spise tyto vétsi

utvary (flokulaty), nez jednotlivé nanocastice, které dosahuji velikosti i pod 20 nm.
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4.3.1 Dlouhodoba stabilita

Pro zjisténi chovani pfipravenych nanocastic stiibra po del§i casovy usek byl jeden
z ptipravenych vzorka prabézné sledovan v obdobi min. 4 mésict od pfipravy. Jednotlivé
vzorky nanocastic byly uschovany v plastovych zkumavkach a sledovany v tydennich,
¢trnactidennich a tiftydennich intervalech. Byla sledovana velikost castic (pomoci DLS)

a UV-VIS spektra. Naméfenou velikost nanocastic demonstruje tabulka 6 a graf 11.

Tabulka 6: Velikost nanocastic stfibra pfipravenych redukei [Ag(INH3)2]" maltézou pro ruzné koncentrace

zelatiny v zavislosti na case (dob¢ uloZzeni od okamziku piipravy)

koncentrace zelatiny v roztoku [% w/w]
0,1 ‘ 0,05 ‘ 0,025 0,01 ‘ 0,005 ‘ 0,001 ‘ 0,0001 | disty koloid

den velikost ¢astic [nm]
1 X X X 36 40 44 44 30,2
2 177 152 98 43 42 43 41 29,5
7 169 147 96 46 42 45 43 30,0
14 165 142 93 45 40 43 42 34,4
21 160 148 96 46 41 46 42 329
28 146 131 92 43 39 42 40 34,2
42 150 135 91 43 39 43 41 36,1
56 136 126 80 41 38 41 41 37,2
70 126 123 81 41 37 41 41 37,5
91 169 146 87 46 40 44 44 40,7
112 133 136 81 4 38 42 42 41,0
133 145 136 83 43 39 42 43 44.6

x ... nevznika disperze nanocastic stfibra

400 koncentrace Zelatiny
—e— 0,100 % w/w
350 | —e 0,050 % wiw
I —e— 0,025 % w/w
300 - —e— 0,010 % wiw
—e— 0,0050 % w/w
E 250 | ——0,0010 % w/w
Iy —e— 0,0001 % w/w
;Jé 200 —e— nemodifikované nanocastice
[{S)
3 150
e
G
> 100

0 14 28 42 56 70 84 98 112 126 140
Cas [den]
Obrazek 11: Dlouhodoba stabilita velikosti nanocastic stifbra pfipravenych redukei [Ag(NH3)]* maltézou

pro rizné koncentrace zelatiny
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Pro kazdou koncentraci zelatiny byla kromé velikosti ¢astic méfena i UV-VIS spektra.

Vzhledem k velké podobnosti spekter pro jednotlivé koncentrace zelatiny obrazky 12—15

demonstruji pouze néktera vybrana spektra.

1,4} Ay Stafi nanocastic
( 2 hodiny

12+
10F
0,81

0,6 -

Absorbance

—1
—1

0,4

0,2

0,0 =
300 350 400 450 500 550 600
VInova délka [nm]

—

2 dny

7 dni
14 dni
21 dni
28 dni
42 dni
56 dni
70 dni
91 dni
12 dni
33 dni

65

700

Obrazek 12: UV-VIS spektra nanocastic stifbra pfipravenych redukei [Ag(NH3)2]" maltézou bez pfitomnosti

zelatiny méfena v zavislosti na case
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Obrazek 13: UV-VIS spektra nanocastic stfibra pfipravenych redukef [Ag(NH3)2]" maltézou pro koncentraci

zelatiny 0,0001 % w/w méfend v zdvislosti na ¢ase
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Obrazek 14: UV-VIS spektra nanocastic stfibra pfipravenych redukef [Ag(NH3)2]" maltézou pro koncentraci

zelatiny 0,025 % w/w méfend v zavislosti na ¢ase

38



1,4} Stafi nanocastic
——  2dny
12} 7 dni
—— 14dni
—— 21dni
o Lor Va 28 dni
<] —— 42dni
|5 08F —— 56dni
S —— 70dni
2 06 —— 91 dni
< ——112.dni
0,4 P —— 133 dni
0,2

450 500 550 600 650 700
VInova délka [nm]

’0 1 1
300 350 400

Obrazek 15: UV-VIS spektra nanocastic stfibra pfipravenych redukef [Ag(NH3)2]" maltézou pro koncentraci

zelatiny 0,1 % w/w méfend v zavislosti na ¢ase

Z naméfenych vysledka vyplyva, ze v disperzi nanocastic stifbra nestabilizovanych
zelatinou dochazi k jejich c¢astecné agregaci. Z méfeni provedenych pomoci DLS plyne, ze
dochazi k mirnému nartstu velikosti nanocastic. V. UV-VIS spektru je rovnéz patrny pokles
absorbance v oblasti primarniho maxima (400 nm) a vznik sekundarnfho maxima v oblasti
540 nm, které lze vysvétlit vznikem malych agregata (Obrazek 12). U nanocastic stiibra
modifikovanych zelatinou vykazuje méfeni DLS pomérné konstantni hodnoty velikosti
nanocastic stfibra. Tento fakt potvrzuji 1 pfislusna UV-VIS spektra, ve kterych je pfitomen
pouze primarn{ pik a sekundarni nevznika, coz znamena Ze nanocastice stifbra redukované

maltézou a modifikované zelatinou jsou stabilni.

39



4.3.2 Antibakterialni aktivita

U nanocastic stifbra pfipravenych Tollensovou metodou a modifikovanych Zelatinou byla
sledovana jejich antibakterialni aktivita. Pro jeji kvantifikaci se pouziva velicina minimaln{
inhibi¢ni koncentrace (MIC) stanovena mikrodiluéni metodou. MIC byla stanovena pro
nanocastice stifbra staré 6 dni (Tabulka 7) a 70 dni (Tabulka 8). Jeji hodnoty v tabulce jsou
aritmetickym pramérem tif méfeni.

Tabulka 7: Hodnoty MIC nanoééstic stifbra pfipravenych redukci [Ag(NHs),]* maltézou pro razné

koncentrace zelatiny méfené 6 dnf po pfiprave

koncentrace Zelatiny v roztoku [% w/w]

0 ‘ 0,1 ‘ 0,05 ‘ 0,025 | 0,01 ‘ 0,005 ‘ 0,001 ‘ 0,0001
kmen MIC [mg-dm-|
Enterococcus faecalis CCM 4224 3375 | 1,969 | 0,844 | 0,844 | 2250 | 2,532 | 4,500 | 6,750
Staphylococcus aureus CCM 3953 | 2,813 | 1,969 | 1,266 | 1,266 | 1,407 | 1,688 | 2,813 | 2,531
Escherichia coli CCM 3954 2,531 | 0,844 | 0,844 | 0,844 | 0,844 | 0,844 | 1,125 | 1,688
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 | 3,375 | 1,407 | 0,844 | 1,266 | 1,407 | 2532 | 3,938 | 6,188
Pseudomonas aeruginosa 2,250 | 1,407 | 2,110 | 1,266 | 1,407 | 1,688 | 1,688 | 2,250
Staphylococcus epidemidis 1 1,407 | 1,969 | 1,266 | 0,844 | 1,125 | 1,266 | 1,407 | 1,407
Staphylococcus epidemidis 2 0,844 | 1,688 | 1,266 | 0,844 | 1,125 | 0,844 | 1,125 | 1,125
Staphylococcus aureus MRSA 2,250 | 1,969 | 1,266 | 1,266 | 1,407 | 1,688 | 2,813 | 3,938
Enterococcus faeccium VRE 2,813 | 1,407 | 1,266 | 1,266 | 1,688 | 1,688 | 3,375 | 6,188
Klebsiella pneumoniae ESBL 3,375 | 1,688 | 0,844 | 0,844 | 0,844 | 3,375 | 4,500 | 5,625
Candida albicans 1 0,351 | 0,351 | 0,105 | 0,158 | 0,351 | 0,105 | 0,351 | 0,351
Candida albicans 2 0,351 | 0,387 | 0,264 | 0,264 | 0,387 | 0,105 | 0,351 | 0,351
Candida tropicalis 0,281 | 0,879 | 0,475 | 0,264 | 0,457 | 0,264 | 0,457 | 0,492
Candida parapsilosis 0,457 | 0,387 | 0,158 | 0,105 | 0,633 | 0,105 | 0,528 | 1,055

Pro lepsi ptehlednost ziskanych vysledk byly 2z hodnot minimalnich inhibi¢nich
koncentraci sestaveny 3D histogramy (Obrazek 16 a 17), které demonstruji zavislost
antibakterialni aktivity nanocastic stifbra na koncentraci zelatiny pro jednotlivé testované

bakterie a kvasinky.
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Obrazek 16: 3D histogram zavislosti MIC nanocastic stifbra (6 dni starych) pfipravenych redukef

[Ag(NH3)2]* maltézou na koncentraci Zelatiny pro testovaci kmeny bakterif a kvasinek

Tabulka 8: Hodnoty MIC nanoééstic stifbra pfipravenych redukci [Ag(NHs),]* maltézou pro razné

koncentrace zelatiny méfené 70 dni po priprave

koncentrace Zelatiny v roztoku [% w/w]

0 ‘ 0,1 ‘ 0,05 ‘ 0,025 | 0,01 ‘ 0,005 | 0,001 | 0,0001
kmen MIC [mg-dm-3]
Enterococcus faecalis CCM 4224 15,18 | 5,063 | 3,375 | 5,063 | 5,063 | 10,12 | 20,25 | 20,25
Staphylococcus aureus CCM 3953 | 14,34 | 3,375 | 3,375 | 2,532 | 2,532 | 3,375 | 5,063 | 5,063
Escherichia coli CCM 3954 13,92 | 0,844 | 0,844 | 0,844 | 1,266 | 1,688 | 2,532 | 2,110
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 | 8,438 | 1,688 | 1,688 | 1,688 | 3,375 | 3,375 | 6,750 | 6,750
Pseudomonas aeruginosa 2,532 | 3,375 | 3,375 | 3,375 | 3,375 | 3,375 | 5,063 | 5,063
Staphylococcus epidemidis 1 1,266 | 2,532 | 2,532 | 1,688 | 1,688 | 2,532 | 2,532 | 4,219
Staphylococcus epidemidis 2 0,844 | 5,063 | 3,375 | 1,266 | 1,688 | 2,532 | 2,532 | 2,532
Staphylococcus aureus MRSA 14,34 | 3,375 | 3,375 | 3,375 | 2,532 | 4,219 | 5,063 | 8,438
Enterococcus faecium VRE 7,594 | 6,750 | 6,750 | 3,375 | 3,375 | 5,063 | 10,12 | 10,12
Klebsiella pneumoniae ESBL 5,063 | 3,375 | 2,110 | 2,110 | 2,110 | 4,219 | 15,18 | 13,50
Candida albicans 1 1,055 | 1,266 | 0,844 | 0,844 | 1,266 | 0,475 | 0,158 | 0,158
Candida albicans 2 1,055 | 1,688 | 1,266 | 1,266 | 0,844 | 0,528 | 0,528 | 0,475
Candida tropicalis 0,422 | 2,532 | 2,532 | 2,110 | 1,266 | 1,266 | 1,688 | 1,688
Candida parapsilosis 2,110 | 1,266 | 1,266 | 1,055 | 1,055 | 1,055 | 1,266 | 1,266
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Obrazek 17: 3D histogram zavislosti MIC nanocastic stffbra (70 dni starych) pfipravenych redukci

[Ag(NH3)2]* maltézou na koncentraci Zelatiny pro testovaci kmeny bakterif a kvasinek

Z naméfenych  hodnot MIC plyne, zZe antibakterialni aktivita nanocastic stifbra
pfipravenych redukci maltézou s rostouci koncentraci Zelatiny roste (nizs{ MIC). U vyssich
koncentraci Zelatiny je také vidét, ze vykazuji ve vétSiné pifpadt vyssi aktivitu nez
nemodifikované nanocastice stifbra (bild barva v grafech). Na antibakterialni aktivité se
projevuje také staff nanocastic. U 70 dni starych nanocastic jsou hodnoty MIC pfiblizné

2—4x vétsi nez hodnoty MIC ¢erstvych nanocastic stfibra.
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4.4 Redukce askorbovou kyselinou

Dalsi redukéni latkou pouzitou v modifikované Tollensové redukéni syntéze byla
askorbova kyselina. Jeji pouziti bez pfitomnosti zelatiny v reakénim systému nevedlo ke
vzniku stabilnich nanocastic stfibra, ale ke vzniku agregatt, které okamzit¢ sedimentovaly.
Stabilni nanocastice byly ziskany pifi pouziti Zelatiny, jejiz koncentrace v systému byla
minimalné 0,01 % w/w (méfeno az do 5 % w/w). Namétené velikosti nanocastic stfibra

pomoci metody DLS ilustruje tabulka 9.

Tabulka 9: Velikost nanocastic stitbra pfipravenych redukei [Ag(NH3)s]* askorbovou kyselinou pro razné

koncentrace zelatiny v zavislosti na case (dob¢ uloZen{ od okamziku pifpravy)

koncentrace Zelatiny v roztoku [% w/w]
5 2,5 ‘ 1 ‘ 0,5 ‘ 0,25 ‘ 0,1 ‘ 0,05 ‘ 0,025 ‘ 0,01
den velikost ¢astic [nm]

205 111 72 73 72 74 74 125 266
279 135 111 90 80 75 81 76 158

! 223 109 93 81 80 77 69 74 86
324 136 88 75 73 72 77 68 107

263 115 76 76 75 72 75 102 X

280 127 110 88 79 76 81 75 79

2 327 120 98 87 83 82 66 66 90
578 156 98 79 76 79 80 71 105

222 100 71 71 72 75 77 93 X

336 126 114 96 81 81 81 77 X

’ 479 116 107 87 81 81 67 62 84
466 148 92 66 72 76 74 69 101

233 103 69 69 72 73 75 92 X

339 129 101 89 77 78 78 75 X

1 274 108 87 79 73 77 65 60 93
460 145 88 59 67 71 70 65 81

21 243 110 96 85 74 76 77 73 X
239 104 81 77 72 76 63 58 92

08 255 109 90 82 72 75 80 70 X
248 106 78 73 66 66 56 48 78

Askorbova kyselina je dostate¢né silnou redukéni latkou a obrazek 18 ukazuje zavislost
velikosti nanocastic stifbra na koncentraci zelatiny, méfenou uz po dvou hodinach od

dokonceni syntézy a obrazek 19 piislusna UV-VIS spektra.
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Obrazek 18: Zavislost velikosti nanocastic stifbra pfipravenych redukei [Ag(NH3)2]* askorbovou kyselinou

na koncentraci zelatiny (pocet mefeni = 4)
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Obrazek 19: UV-VIS spektra nanocastic stifbra pfipravenych redukei [Ag(INH3)2|* askorbovou kyselinou pro

jednotlivé koncentrace zelatiny (méfeno v den piipravy)

Z vysledkt métfeni DLS je patrné, Ze zavislost velikosti nanocastic stifbra ma jiny trend nez
v pifpadé nanocastic redukovanych pomoci maltézy. Velikost nanocastic stifbra

redukovanych askorbovou kyselinou v zavislosti na koncentraci zelatiny nejprve klesa
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a od koncentrace 0,025 % w/w nartstd. Pfislusnd UV-VIS spektra vsak naznacuji
pfitomnost ¢astic mensich nez je naméfena velikost z DLS, a proto byly od koncentraci

0,01; 0,5; 2,5; 5 % w/w zelatiny odebrany vzorky pro transmisni elektronovy mikroskop.
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Obrazek 20: TEM snimky nanocastic stfibra pfipravenych redukci [Ag(NH;3)2]* askorbovou kyselinou pro

koncentraci Zelatiny 0,01 % w/w
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Obrazek 21: TEM snimky nanocastic stifbra pfipravenych redukef [Ag(NH3)2]* askorbovou kyselinou pro

koncentraci Zelatiny 0,5 % w/w

Obrazek 22: TEM snimky nanocastic stfibra pfipravenych redukci [Ag(NH;3)2]* askorbovou kyselinou pro

koncentraci Zelatiny 2,5 % w/w
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Obrazek 23: TEM snimky nanoédstic stifbra pfipravenych redukei [Ag(NH;3)2)*™ askorbovou kyselinou pro

koncentraci zelatiny 5 % w/w

Ze ziskanych TEM snimkt nanocastic stfibra pfipravenych redukci askorbovou kyselinou
je patrné, ze velikost naméfena pomoci pfistroje DLS nekoresponduje s udaji z piislusnych
snimktd. Na snimcich je vidét, ze rostouci koncentrace zelatiny neovliviiuje velikost
pfipravenych nanocastic stfibra, jejichz velikost se pohybuje v rozmezi 10-40 nm. Od této
velikosti se odchyluje obrazek 23, na kterém jsou patrné ctvercové objekty o velikosti
pfiblizné 400 nm. Pravdépodobné se vsak nejedna o nanodcastice stifbra, ale o krystaly

zbytkovych chemikalif, které vznikly v prabéhu schnuti vzorku naneseného na sit’ce.

46



4.4.1 Dlouhodoba stabilita

Stejné jako v pifpadé predchozi redukéni latky i nanocastice stfibra pfipravené redukci
askorbovou kyselinou byly sledovany po delsi dobu. Méfeni v tydennich, ¢trnactidennich

a tfitydennich intervalech demonstruje tabulka 10 a graf na obrazku 24.

Tabulka 10: Velikost nanocastic stfibra pfipravenych redukei [Ag(NH3)z]* askorbovou kyselinou pro razné

koncentrace zelatiny v zavislosti na ¢ase (dobé uloZen{ od okamziku piipravy)

koncentrace zelatiny v roztoku [% w/w]
5 2,5 I 1 I 0,5 I 0,25 I 0,1 l 0,05 ‘ 0,025 | 0,001
den velikost ¢astic [am]
1 223 108 93 81 80 77 69 74 86
2 326 120 98 87 83 82 66 66 90
7 479 116 107 87 81 81 67 62 84
14 274 108 87 79 73 77 65 60 81
21 239 104 81 77 72 76 63 58 82
28 248 107 78 73 66 66 56 48 83
42 278 107 83 77 72 73 63 53 79
56 295 105 83 76 71 71 68 54 80
70 217 93 80 74 69 73 65 55 84
91 411 105 85 78 71 71 66 57 87
112 255 96 78 72 67 71 66 64 87
133 245 90 77 71 66 67 62,6 55 86
700 —
s oy
600 r —e— 2,50 % wiw
550 |- —o— 1,00 % wiw
500 [ —e— 0,50 % wiw

—e— 0,25 % wiw
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Obrazek 24: Dlouhodoba stabilita velikosti nanocéastic stfibra piipravenych redukei [Ag(NH3)2]* askorbovou

kyselinou pro rizné koncentrace zelatiny
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UV-VIS spektra pro vybrané koncentrace zelatiny v disperzi nanocastic —stfibra

pfipravenych redukci askorbovou kyselinou zobrazuji grafy na obrazcich 25—28.

1,4
Stafi nanocastic
121 2 hodiny
' ——  2dny
———  7dni
10 —— 14dni
° — 21dni
3 0,8 ———— 28dni
= —— 42dni
S 06} —— 56 dni
é —— 70dni
— 91dni
0.4 R — 112 dni
0,2
O 0 1 1 1 1 e e s S e

'300 350 400 450 500 550 00 650 700
VInova délka [nm]

Obrazek 25: UV-VIS spektra nanocastic stfibra piipravenych redukei [Ag(NH3)2]* askorbovou kyselinou pro

koncentraci Zelatiny 0,01 % w/w méfena v zavislost na ¢ase
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Obrazek 26: UV-VIS spektra nanocastic stfibra pfipravenych redukei [Ag(NH3)2]* askorbovou kyselinou pro

koncentraci Zelatiny 0,1 % w/w méfend v zavislosti na ¢ase
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Obrazek 27: UV-VIS spektra nanocastic stfibra pfipravenych redukci [Ag(INH3)2]* askorbovou kyselinou pro

koncentraci Zelatiny 1 % w/w méfena v zavislost na ¢ase
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Obrazek 28: UV-VIS spektra nanocastic stfibra pfipravenych redukci [Ag(INH3)2]* askorbovou kyselinou pro

koncentraci Zelatiny 5 % w/w méfend v z4vislosti na case

Ze ziskanych vysledku je vidét, ze velikost nanocastic stifbra ziskana z DLS ma pro
jednotlivé koncentrace Zelatiny v zavislosti na ¢ase pomérné konstantni hodnotu. Odlisné
chovani se vyskytuje u nejvyssi koncentrace zelatiny v disperzi nanocastic, u které je patny
kolisavy nartst a pokles velikosti. Ten je ale pravdépodobné zpusoben starnutim Zzelatiny,
pfi kterém muze dochazet k riznym flokulaénim procesim. Naméfena UV-VIS spektra
vsak potvrzuji, ze disperze nanocastic stifbra je po sledovany casovy tsek 133 dni stabilni,
protoze ve spektrech neni patrny zadny vyznamny pokles absorbance ani vznik

sekundarnich maxim naznacujicich vznik agregata.
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4.4.2 Antibakterialni aktivita

Pomoci mikrodiluéni metody byly u pfipravenych nanocastic stifbra zjistény hodnoty MIC

vuci vybranym bakteridlnim kmentm. Hodnoty MIC pro cerstvé pfipravené nanocastice

ukazuje tabulka 11 a pro 70 dnf staré nanocastice tabulka 12. Jedna se vzdy o aritmeticky

pramér ze 2—3 méfeni.

Tabulka 11: Hodnoty MIC nanocastic stifbra pfipravenych redukei [Ag(INH3)2|* askorbovou kyselinou pro

razné koncentrace Zelatiny méfené 6 dni po ptiprave

koncentrace zelatiny v roztoku [% w/w]

5 l 2,5 | 1 l 0,5 l 0,25 | 0,1 ‘ 0,05 ‘ 0,025
kmen MIC [mg-dm-]
Enterococcus faecalis CCM 4224 30,38 X X X X X X X
Staphylococcus aureus CCM 3953 1,266 | 1,266 | 2,532 | 3,375 X X X X
Escherichia coli CCM 3954 0,844 | 5,063 | 7,594 | 14,344 | 20,250 | 20,25 | 10,125 |28,688
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 | 1,266 | 3,375 | 5,063 | 5,063 | 5,063 | 3,375 X 13,500
Pseudomonas aeruginosa 1,266 | 3,375 | 3,375 | 3,375 | 3,375 | 1,688 | 6,750 | 8,438
Staphylococcus epidemidis 1 0,844 | 0,844 | 0,844 | 0,844 | 1,266 | 0,422 | 1,266 | 2,110
Staphylococcus epidemidis 2 0,844 | 0,844 | 0,844 | 0,844 | 0,844 | 0,844 | 1,266 | 2,110
Staphylococcus aureus MRSA 1,266 | 5,063 | 30,375 | 5,063 | 13,50 X X X
Enterococcus faecium VRE 1,266 X X X X 30,375 | 30,375 X
Klebsiella pneumoniae ESBL 2,532 | 10,125 | 27,000 X X X X X
Candida albicans 1 0,105 | 0,158 | 0,264 | 0,264 | 0,475 | 0,105 | 0,475 | 3,586
Candida albicans 2 0,211 | 0,158 | 0,158 | 0,264 | 0,528 | 0,264 | 0,475 | 3,428
Candida tropicalis 0,317 | 0,633 | 0,633 | 0,633 | 0,633 | 0,844 | 0,844 | 2,110
Candida parapsilosis 0,158 | 0,317 | 0,633 | 0,633 | 0,633 | 0,422 | 0,633 | 1,899
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Obrazek 29: 3D histogram zavislosti MIC nanocastic stifbra (6 dni starych) pfipravenych redukci

[Ag(NH3)2]* askorbovou kyselinou na koncentraci zelatiny pro testovaci kmeny bakterif a kvasinek

Tabulka 12: Hodnoty MIC nanocastic stiibra piipravenych redukei [AgINH3)2]* askorbovou kyselinou pro

razné koncentrace zelatiny méfené 70 dni po piipravé

koncentrace zelatiny v roztoku [% w/w]

| o5 | 025 | o1 [ 005 | 0005

5 l 2,5 | 1

kmen MIC [mg-dm)

Enterococcus faecalis CCM 4224 10,12 | 13,50 X X X X X X
Staphylococcus aureus CCM 3953 1,125 | 1,125 | 1,407 | 3,938 | 5,625 | 7,594 | 28,68 X
Escherichia coli CCM 3954 5,063 | 18,84 | 3,656 | 2,531 | 3,375 | 4,219 | 7,594 X
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 | 1,969 | 5,625 | 6,750 | 6,750 | 5,625 | 6,750 | 10,12 X
Pseudomonas aeruginosa 1,407 | 2,813 | 2,813 | 2,813 | 2813 | 3,375 | 3,375 | 27,00
Staphylococcus epidemidis 1 0,844 | 1,125 | 1,407 | 1,125 | 1,407 | 1,266 | 2,110 | 1392
Staphylococcus epidemidis 2 0,844 | 0,844 | 0,844 | 0,844 | 0,844 | 0,844 | 0,844 X
Staphylococcus aureus MRSA 2,813 | 6,750 | 18,00 | 13,50 | 13,50 | 13,50 | 13,50 | 13,50
Enterococcus faecium VRE 2,813 | 9,000 | 11,25 | 11,25 | 16,88 | 20,25 | 20,25 X
Klebsiella pneumoniae ESBL 1,688 | 5,063 | 16,88 | 15,75 | 10,12 | 16,88 | 6,750 X
Candida albicans 1 0,316 | 0,457 | 0,457 | 0,457 | 0,457 | 0,264 | 0,264 | 1,740
Candida albicans 2 0,246 | 0,316 | 0,316 | 0,316 | 0,316 | 0,475 | 0,475 | 0,897
Candida tropicalis 0,246 | 0,352 | 0,563 | 0,703 | 0,492 | 0,422 | 0,633 | 3,586
Candida parapsilosis 1,301 | 0,495 | 0,352 | 0,422 | 0,985 | 0,633 | 1,055 | 1,899
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Obrazek 30: 3D histogram zavislosti MIC nanocastic stifbra (70 dni starych) pfipravenych redukci

[Ag(NH3)2]* askorbovou kyselinou na koncentraci zelatiny pro testovaci kmeny bakterif a kvasinek

Ze ziskanych hodnot MIC je patrné ze antibakterialni aktivita nanocastic stiibra
pfipravenych redukci askorbovou kyselinou je pomérné mala, ale s rostouci koncentraci
zelatiny vzristd (nejnizéi hodnoty MIC u 5% w/w zelatiny). U nékterych bakterii
(Pseudomonas aernginosa, Staphylococcus epidemidis) a kvasinek jsou hodnoty MIC dostacujici
v celém koncentracnim rozmezi zelatiny v disperzi, ale u vétsiny kment dochazi s klesajici
koncentraci zelatiny k rastu hodnot MIC, pfipadné¢ nanocastice stifbra neinhibuji rast
patogent vubec. Co se tyce vlivu staff nanocastic stifbra, tak v fadé piipadia dochazi ke
zlepseni antibakterilni aktivity (niz$i hodnoty MIC) u 70 dni starych nanocastic oproti
cerstvym, coz je zcela opacny jev nez byl pozorovan u nanocastic pfipravenych redukci

maltdzou.
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4.5 Redukce tetrahydridoboritanem sodnym

Posledni redukéni latkou pouzitou v Tollensové postupu je tetrahydridoboritan sodny.
Nanocastice stifbra pfipravené pomoci této latky bez piitomnosti Zelatiny dosahovaly
velikosti kolem 30 nm, tento systém ovSem nebyl stabilni a nanocastice do druhého dne
zagregovaly. Pfi pouziti zelatiny vznikly nanocastice v celém jejim pouzitém koncentra¢nim
jako nemodifikované nanocastice — zagregovaly do druhého dne. Z toho plyne, Ze
nanocastice jsou stabilni pfi stabilizaci Zelatinou v koncentracnim rozmezi od 0,01 do
5% w/w. Ovsem u koncentrace 0,01 % w/w doslo druhy den zhruba k desetindsobnému
zvetseni velikosti, takze stabilizace nenf ani v tomto piipad¢ dokonald. Tabulka 13 ilustruje

naméfené hodnoty velikosti ¢astic pomoci DLS.

Tabulka 13: Velikost nanocastic stfibra pfipravenych redukeci [Ag(NH;3)s]* tetrahydridoboritanem sodnym

pro rizné koncentrace zelatiny v zavislosti na case (dobé ulozeni od okamziku piipravy)

koncentrace zelatiny v roztoku [% w/w]

5 2,5 ‘ 1 ‘ 0,5 ‘ 0,25 ‘ 0,1 ‘ 0,05 ‘ 0,025 | 0,01

den velikost ¢astic [nm]
235 380 192 217 133 107 93 68 49
238 295 181 232 163 95 65 57 42
! 258 379 138 134 105 99 80 58 67
325 356 173 141 110 103 48 51 63
159 295 155 160 105 67 47 38 562
244 250 144 161 130 73 47 38 653
2 208 287 143 139 99 89 65 56 77
303 375 195 148 75 71 45 47 455
114 215 105 107 89 59 48 38 461
159 178 109 117 95 50 37 36 431
! 147 202 96 100 74 73 63 63 842
308 299 141 110 68 53 42 48 334
110 190 102 90 73 50 42 38 382
174 160 85 110 94 50 40 37 331
1 147 183 90 86 71 67 57 56 877
299 282 136 100 66 52 39 40 309
21 96 173 88 86 74 50 43 37 312
151 149 83 109 98 49 38 37 220
8 97 160 88 85 74 55 42 37 290
150 142 85 103 108 48 34 36 278
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Rostouci zavislost velikosti nanocastic na koncentraci zelatiny demonstruje obrazek 31

a pfislusna UV-VIS spektra obrazek 32.
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Obrazek 31: Zavislost velikosti nanocastic stifbra pfipravenych redukei [Ag(INH3)2]* tetrahydridoboritanem

sodnym na koncentraci zelatiny (pocet méfeni = 4)
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Obrazek 32: UV-VIS spektra nanocastic stifbra pfipravenych redukei [Ag(NH3)2]" tetrahydridoboritanem

sodnym pro jednotlivé koncentrace Zelatiny (méfeno v den pfipravy)
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I v ptipadé redukce pomoci tetrahydridoboritanu sodného je patrné, Ze velikost nanocastic
stifbra ziskana z DLS neni ve shod¢ s realnou velikosti. Pfislusna UV-VIS spektra totiz
vzhledem k pfitomnosti piku v oblasti 400 nm naznacuji pfitomnost nanocastic stifbra
s pfibliznou velikosti 30 nm. Proto byly nékteré vzorky nanocastic stfibra (koncentrace

zelatiny 0,01; 0,05; 0,25;1 ;5 % w/w) zkoumany transmisnim elektronovym mikroskopem.

Obrazek 33: TEM snimky nanocastic stifbra pfipravenych redukei [Ag(NH3)s|* tetrahydridoboritanem

sodnym pro koncentraci Zelatiny 0,01 % w/w

Obrazek 34: TEM snimky nanocastic stifbra pfipravenych redukei [Ag(NH3)s|* tetrahydridoboritanem

sodnym pro koncentraci Zelatiny 0,05 % w/w

Obrazek 35: TEM snimky nanocastic stifbra pfipravenych redukei [Ag(NH3)s|* tetrahydridoboritanem

sodnym pro koncentraci Zelatiny 0,25 % w/w
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Obrazek 36: TEM snimky nanocastic stifbra pfipravenych redukci [Ag(NH3)s|* tetrahydridoboritanem

sodnym pro koncentraci zelatiny 1 % w/w

Obrazek 37: TEM snimky nanocastic stifbra pfipravenych redukei [Ag(NH3)s|* tetrahydridoboritanem

sodnym pro koncentraci zelatiny 5 % w/w

Je patrné, ze meéfeni velikosti ¢astic pomoci DLS opét nekoresponduje se snimky
z mikroskopu. U koncentrace zelatiny 0,01 % w/w (Obrazek 33) se v systému nachdzi
castice o velikosti pfiblizn¢ 10—40 nm, které jsou spojené do mikrometrovych celkd (tyto
celky vznikaji na sit’ce pravdépodobné v dusledku schnuti disperze). Od koncentrace
0,05 % w/w jsou nanocastice v systému pomeérné dobfe rozptylené a maji velikost pfiblizné
5—20 nm, coz je ptiblizné pétkrat mensi ddaj, nez u meéfeni DLS. Od 1 % w/w se objevuji
rozmérné flokulaty nanocastic fadové v mikrometrovych rozmérech. Kvuli témto objektim

DLS zanedbava frakci velmi malych castic a udava velikost pfiblizné 100—300 nm.
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4.5.1 Dlouhodoba stabilita

Jako v pfedchozich pfipadech byla z vychozich experimentd vybrana jedna sada vzorku.
Prislusné vzorky stifbra byly uschovany a sledovany po delsi ¢asovy usek — pét mésicu.

Naméfené velikosti ¢astic ukazuje tabulka 14 a graf na obrazku 38.

Tabulka 14: Velikost nanocastic stfibra pfipravenych redukei [Ag(NH;s)2]* tetrahydridoboritanem sodnym

pro rizné koncentrace zelatiny v zavislosti na case (dobé ulozeni od okamziku piipravy)

koncentrace Zelatiny v roztoku [% w/w]

5 2,5 | 1 l 0,5 l 0,25 | 0,1 l 0,05 ‘ 0,025 ‘ 0,01

den velikost ¢astic [nm]
1 235 380 192 217 133 107 93 68 49
2 159 295 155 160 105 67 47 38 563
7 114 215 105 107 89 59 48 38 461
14 111 190 102 90 73 50 42 38 382
21 96 173 88 86 74 50 43 37 312
28 97 160 88 85 74 55 42 34 290
42 104 176 86 88 80 44 39 37 261
56 100 155 81 84 80 44 44 38 219
70 84 128 80 72 92 37 39 38 191
91 80 123 84 94 133 42 39 36 158
112 77 115 90 105 183 37 41 36 154
133 80 116 89 114 249 30 45 39 142
154 92 155 113 157 468 42 45 45 138

koncentrace Zelatiny
—o— 5,00 % w/w
—e— 2,50 % wiw
—e— 1,00 % wiw
—— 0,50 % w/w
—— 0,10 % wiw
—e— 0,050 % w/w
—e— 0,025 % wiw
—e— 0,010 % w/w

Velikost ¢astic [nm]

Cas [den]

Obrazek 38: Dlouhodoba stabilita velikosti nanocastic stifbra pfipravenych redukei [Ag(NH3)2]*

tetrahydridoboritanem sodnym pro razné koncentrace Zelatiny
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Prislusna UV-VIS spektra pro nékteré vybrané koncentrace zelatiny v systému demonstruji

obrazky 39—43.
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Obrazek 39: UV-VIS spektra nanocastic stfibra pfipravenych redukei [AgINH3)2]* tetrahydridoboritanem
sodnym pro koncentraci Zelatiny 0,01 % w/w méfena v zavislostl na case
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Obrazek 40: UV-VIS spektra nanocastic stfibra pfipravenych redukei [AgINH3)2]* tetrahydridoboritanem

sodnym pro koncentraci Zelatiny 0,05 % w/w méfena v zavislosti na ¢ase
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Obrazek 41: UV-VIS spektra nanocastic stifbra pfipravenych redukei [Ag(INH3)]* tetrahydridoboritanem

sodnym pro koncentraci Zelatiny 0,25 % w/w méfena v zavislostl na ¢ase
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Obrazek 42: UV-VIS spektra nanocastic stifbra pfipravenych redukei [Ag(NH3)2]" tetrahydridoboritanem
sodnym pro koncentraci Zelatiny 2,5 % w/w méfena v zavislosti na ¢ase
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Obrazek 43: UV-VIS spektra nanocastic stfibra pfipravenych redukei [Ag(NHs)2]* tetrahydridoboritanem

sodnym pro koncentraci Zelatiny 5 % w/w méfena v zavislosti na ¢ase

Z jednotlivych UV-VIS spekter je patrné, ze sledované nanocastice jsou v ¢asovém tseku
154 dnf stabilni, 1 kdyz u méfeni DLS je patrny nartst velikosti ¢astic napf. u koncentrace
0,25 % w/w. Zasadni zmény ve spektrech nastaly u koncentrace 0,01 % w/w (Obrazek 39),
kde doslo druhy den piiblizné k trojnasobnému poklesu absorbance u primarniho maxima
ve 400 nm a vzniku sekundarniho v oblasti pfiblizné 530 nm. To je velmi pravdépodobné
zpusobeno vznikem malych agregati obsahujicich nékolik malo nanocastic stifbra, pro néz
je maximum absorpce v této oblasti spektra typické. Je také vidét ze pfitomnost zelatiny
ovliviiuje redukéni proces. U nanocastic stifbra s koncentraci zelatiny 0,1-5,0 % w/w
dohazi k posunu absorpcnich maxim a zméné absorbance u UV-VIS spekter zméfenych po
2 hodinach a druhy den oproti ostatnim spektrim, coz naznacuje, ze zelatina zpomaluje
redukci nanocastic a redukéni proces je dokoncen az v prabéhu prvniho tydne od pifpravy

nanocastic.
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4.5.2 Antibakterialni aktivita

Hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) stanovené mikrodilucni metodou
u nanocastic stifbra pfipravenych Tollensovou metodou a modifikovanych Zelatinou pro
6 dni staré nanocastice stifbra zobrazuje tabulka 15 a pro 70 dni staré nanocastice

tabulka 16. Hodnoty v tabulkach jsou ziskany jako aritmeticky pramér z 2—3 méfent.

Tabulka 15: Hodnoty MIC nanocastic stfibra pfipravenych redukci [Ag(NH3)2]* tetrahydridoboritanem

sodnym pro razné koncentrace Zelatiny méfené 6 dnf po pifprave

koncentrace Zelatiny v roztoku [% w/w]

5 | 25 | 1 | o5 [ 025 | o1 | 005 | 025
kmen MIC [mg-dm]
Enterococcus faecalis CCM 4224 X X 13,50 | 20,25 | 13,50 | 13,50 | 5,063 | 5,063
Staphylococcus aureus CCM 3953 | 5,063 | 10,12 | 13,50 | 13,50 | 13,50 | 6,750 | 6,750 | 5,063
Escherichia coli CCM 3954 1,688 | 1,266 | 1,688 | 1,266 | 1,688 | 1,266 | 0,844 | 0,844
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 | 1,266 | 0,844 | 1,266 | 0,844 | 0,844 | 1,266 | 1,266 | 2,532
Pseudomonas aeruginosa 1,266 | 0,633 | 1,688 | 1,266 | 1,688 | 1,688 | 1,688 | 2,532
Staphylococcus epidemidis 1 2,532 | 2,532 | 1,688 | 1,688 | 1,688 | 1,688 | 2,532 | 2,110
Staphylococcus epidemidis 2 2,532 | 2,532 | 2,532 | 2,532 | 2,532 | 1,688 | 1,266 | 2,532
Staphylococcus aureus MRSA 5,063 | 10,12 | 13,50 | 13,50 | 10,12 | 5,063 | 3,375 | 3,375
Enterococcus faecium VRE X X 13,50 | 13,50 | 8,438 | 8,438 | 5,063 | 4,219
Klebsiella pneumoniae ESBL 6,750 | 5,063 | 3,375 | 3,375 | 3,375 | 3,375 | 2,532 | 4,219
Candida albicans 1 0,422 | 0,449 | 0,449 | 0,449 | 0,449 | 0,449 | 0,238 | 0,449
Candida albicans 2 0,105 | 0,105 | 0,105 | 0,105 | 0,105 | 0,422 | 0,844 | 0,422
Candida tropicalis 1,055 | 1,055 | 1,266 | 1,266 | 1,266 | 1,266 | 1,266 | 1,266
Candida parapsilosis 0,633 | 0,633 | 0,633 | 0,422 | 0,422 | 0,633 | 0,317 | 0,317
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Obrazek 44: 3D histogram zavislosti MIC mnanocastic stifbra (6 dni starych) pfipravenych redukei

[Ag(NH3)2]* tetrahydridoboritanem sodnym na koncentraci zelatiny pro testovaci kmeny bakterif a kvasinek

Tabulka 16: Hodnoty MIC nanocastic stfibra pfipravenych redukci [Ag(NH3)2]* tetrahydridoboritanem

sodnym pro razné koncentrace zelatiny meéfené 70 dnif po piiprave

koncentrace zelatiny v roztoku [% w/w]

5 ‘ 2,5 l 1 I 0,5 I 0,25 ‘ 0,1 | 0,05 ‘ 0,025
kmen MIC [mg-dm-)
Enterococcus faecalis CCM 4224 27,84 | 1434 | 1434 | 1434 | 7,594 | 7,594 | 7,594 | 7,594
Staphylococcus aureus CCM 3953 | 7,313 | 7,313 | 9,563 | 9,563 | 7,313 | 7,313 | 5,063 | 5,063
Escherichia coli CCM 3954 4781 | 4,781 | 7,031 | 7,031 | 7,031 | 7,031 | 4,781 | 4,781
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 | 2,813 | 1,688 | 1,688 | 1,688 | 1,688 | 1,688 | 1,688 | 2,813
Pseudomonas aeruginosa 1,407 | 1,969 | 1,125 | 1,407 | 1,407 | 1,407 | 1,407 | 5,906
Staphylococcus epidemidis 1 1,407 | 1,407 | 1,407 | 1,969 | 1,407 | 1,407 | 1,407 | 1,407
Staphylococcus epidemidis 2 1,688 | 1,969 | 1,969 | 1,969 | 1,407 | 1,407 | 1,407 | 1,407
Staphylococcus aureus MRSA 7,313 | 7,313 | 7,313 | 9,563 | 5,063 | 5,063 | 7,313 | 11,81
Enterococcus faccium VRE 0,422 | 1434 | 1434 | 7594 | 7,172 | 7,594 | 7,594 | 7,594
Klebsiella pneumoniae ESBL 6,188 | 3,375 | 3,375 | 3938 | 3,375 | 3,375 | 3,375 | 5,625
Candida albicans 1 0,105 | 0,528 | 0,879 | 1,758 | 1,828 | 2,320 | 3,445 | 3,445
Candida albicans 2 0,422 | 0,422 | 1,688 | 1,125 | 1,969 | 1,969 | 2,813 | 1,688
Candida tropicalis 3,797 | 2,813 | 3,094 | 3,094 | 3,094 | 2,813 | 2,813 | 1,688
Candida parapsilosis 1,899 | 1,688 | 1,688 | 1,969 | 1,688 | 1,547 | 1,547 | 0,985
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Obrazek 45: 3D histogram zavislosti MIC nanocastic stifbra (70 dni starych) pfipravenych redukei

[Ag(NH3)2]* tetrahydridoboritanem sodnym na koncentraci Zelatiny pro testovaci kmeny bakterif a kvasinek

Z graft 44 a 45 je patrné, ze hodnoty MIC pro nanocastice stifbra pfipravené redukci
tetrahydridoboritanem sodnym a modifikované Zelatinou jsou pro vétsinu testovacich

mikroorganizmu nezavislé na koncentraci zelatiny. U bakteril Enterococcus faecalis CCM 4224

a Staphylococcus anrens CCM 3953 jsou vysledky kolisavé a ukazuji, Zze 1épe pusobi disperze
s niz$i koncentraci zelatiny. Co se tyce rozdilu mezi 6 a 70 dnf starymi nanocasticemi stfbra

je vidét, ze dochazi k pomérné malému zvyseni MIC u star$ich nanocastic stifbra. Toto

zvyseni MIC neni tak vyrazné jako v pfipadé pouziti maltézy (Kapitola 4.3.2).
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5 DISKUZE

V ramci této diplomové prace byl zkouman vliv zelatiny na pfipravu nanocastic stifbra
pomoci modifikované Tollensovy metody a také vliv na vlastnosti nanocastic pfi pouziti
ruznych redukénich latek pouzitych v této syntéze. Z redukujicich latek byly pouzity
nasledujici — maltéza, askorbova kyselina, tetrahydridoboritan sodny, formaldehyd, sorbitol,
hydrazin hydrat a Dimezon S. Stabilni nanocastice stfibra se podafilo pfipravit pouze pfi
pouziti maltézy, tetrahydridoboritanu sodného a kyseliny askorbové. Koncentraéni rozmezi
zelatiny pro stabilni nanocastice bylo 0,0001—-0,1 % w/w pro redukei nanocastic pomoci
maltézy a 0,01-5% w/w pro redukci tetrahydridobotitanem sodnym a askorbovou
kyselinou. U pfipravenych nanocastic stfibra byla sledovana velikost ¢astic (DLS, TEM),
UV-VIS spektra a antibakterialn{ aktivita (MIC).

Pii  porovnani velikosti nanocastic stfibra ziskanych z DLS se snimky
z transmisniho elektronového mikroskopu se ukazalo, Ze si navzajem neodpovidaji. Méfeni
DLS bylo korigovano na viskozitu jednotlivych vzorku (Kapitola 4.1), takze z DLS
pozorovany narust velikosti nanocastic s rostouci koncentraci zelatiny nemutze byt
zpusoben rastem viskozity. Vzhledem k témto nesrovnalostem byla za pomoci programu
GWYDDION (verze 2.23) provedena z TEM snimkt obrazova analyza distribuce velikosti
nanocastic stifbra. Tato analyza samozfejmé nevyhodnocuje distribuci se stoprocentni
pfesnosti vzhledem k pfitomnosti Sumu, neostrosti a artefaktti na snimku, ale oproti méfeni
velikosti pomoci DLS ma vyssi vypovidajici hodnotu. Distribuci velikosti nanocastic stifbra

demonstruji obrazky 46, 47 a 48.
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Obrazek 46: Distribu¢ni diagramy velikosti nanocastic pfipravenych redukei [Ag(NH3)s]* maltézou pro

4

8

koncentrace Zelatiny 0,0001 (A); 0,001 (B); 0,01 % w/w (C)

V ptipadé redukce nanocastic stffbra maltézou velikost v zavislosti na koncentraci zelatiny
v disperzi klesd. Z obrazové analyzy plyne, ze pro koncentraci zelatiny 0,0001 % w/w jsou
v disperzi majoritné zastoupeny nanocastice o velikosti 27—34 nm (z DLS 44,1 nm). Pro

koncentraci 0,001 % w/w jsou ptitomny nanocastice stifbra o velikosti 16—27 nm (z DLS
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velikost [nm]

46,9 nm) a pro koncentraci 0,01 % w/w o velikosti 5—14 nm (z DLS 59,9).
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Obrazek 47: Distribuéni{ diagramy velikosti nanocastic pfipravenych redukei [Ag(NH3)2]™ askorbovou

kyselinou pro koncentrace zelatiny 0,025 (A); 0,5 B); 5 % w/w (C)
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V piipadé pouziti askorbové kyseliny jako redukujici latky je situace podobna jako
v piipad¢ malt6zy. Velikost nanocastic stifbra v zavislosti na rostouci koncentraci Zelatiny
klesa. Disperze nanocastic piikoncentraci zelatiny 0,025 % w/w obsahuje ¢astice
o velikosti 15—55 nm (z DLS 85,9 nm), pfi koncentraci 0,5 % w/w také 15—55 nm (z DLS
79,8 nm) a pfi koncentraci zelatiny 5 % w/w obsahuje disperze nanocastice stifbra

o velikosti 822 nm (z DLS 257,8 nm).
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Obrazek 48: Distribuce velikosti nanocastic pfipravenych redukcl [Ag(NH3)2|* tetrahydridoboritanem

sodnym pro koncentrace Zelatiny 0,05 (A); 0,25 (B); 2,5 % w/w (C)

Pii pouziti tetrahydridoboritanu sodného opét s rostouci koncentraci Zelatiny velikost
nanocastic stfibra klesa. Pro koncentraci 0,05 % w/w jsou ptitomny nanocastice o velikosti
3-10 am (z DLS 71,5 nm), pro koncentraci 0,25 % w/w o velikosti 4—12 nm (z DLS
127,8 nm) a po 2,5% w/w jsou pfitomny nanoéastice o velikosti 4—8 nm (z DLS
352,5 nm).

Z téchto meéfeni je patrné, ze pii pouziti Zelatiny jako stabilizujictho cinitele je
pouziti pfistroje DLS nevhodné. U nizsich koncentraci zelatiny v disperzi nanocastic stfibra
se lisi velikost pomérné malo, ale s jeji rostouci koncentraci se odchylka zvétsuje a muze
dosahovat az stovek nanometru.

Jev, pii kterém s rostouci koncentraci zelatiny v disperzi stifbra klesa velikost ¢astic,
byl pozorovan i v dalsich studiich [32]. Vnik nové faze (nanocastic stifbra) zahrnuje v prvni
fazi vznik nuklea¢nich zarodka nanocastic a nasledné dochazi k prechodu na heterogenni

mechanizmus nukleace, ktery je energeticky vyhodnéjsi. Heterogenni mechanizmus spociva
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v tom, ze nevznikaji dal$i zarodky, ale ty jiz vzniklé narastaji pfipadné se spojuji ve veétsi
celky. V této fazi by mohla rostouci koncentrace Zelatiny v systému mit vliv na kone¢nou
velikost ¢astic dvéma moznymi mechanismy. Prvni souvisi s tim, Ze adsorpce Zelatiny na
rostouci zarodek castice stifbra snizuje jeho katalytickou aktivitu pro prabéh dalsi redukce
a tim dochazi ike zpomaleni rastu jiz existujicich zarodkd. Homogenni nukleace neni
pfitomnosti Zelatiny az tak vyrazné ovlivnéna, coz muize vést k tvorbé novych zarodkua
timto mechanismem. Tento dé¢j muze byt navic podpofen vysokou viskozitou disperznfho
prostfedi, kdy zpomaleni difuze opét snizuje rychlost redukce na jiz rostoucim zarodku
a pfispiva tak k podpofe homogennfho mechanismu nukleace.

Vyznamnym parametrem, ktery byl u pfipravenych nanocastic —stifbra
modifikovanych Zelatinou sledovan, byla dlouhodoba stabilita. Od kazdé redukcni latky
byla vybrina jedna sada experimentt, ktera byla uschovana v plastovych zkumavkach
a nasledné v pravidelnych intervalech méfena. Nanocastice stifbra redukované maltézou
a askorbovou kyselinou byly sledovany ctyfi a pul mésice. Pfi pouziti tetrahydridoboritanu
sodného byly vzorky nanocastic sledovany 5 meésict. Ze ziskanych UV-VIS spekter je
patrné, ze vSechny vzorky nanocastic jsou stabilni, protoze se u nich neobjevuje zadny
vyrazny pokles absorbance v oblasti primarnfho maxima (oblast 400 nm) ani vznik
sekundarniho maxima, které by naznacovalo vznik agregatu.

Dale byla sledovana antibakterialni aktivita nanocastic stifbra pomoci mikrodilu¢ni
metody a byly vyhodnoceny hodnoty minimaln{ inhibicni koncentrace (MIC) pro 6 a 70 dni
staré nanocastice. V pifpad¢ redukce maltézou a askorbovou kyselinou hodnoty MIC
s rostouci koncentraci Zelatiny v disperzi nanocastic klesaly (lepsi antibakterialni aktivita),
ale vyrazné lepsi byly vysledky u maltézy. V piipadé nanocastic pfipravenych redukci
tetrahydridoboritanem  sodnym  byly hodnoty MIC pro vétsinu testovanych
mikroorganizmt nezavislé na koncentraci Zelatiny, a pro nékteré kmeny bakterii hodnoty
MIC kolisaly (aktivnéjsi byly nizsi koncentrace Zelatiny v disperzi nanocastic). Pokud se
jedna o rozdil mezi 6 a 70 dnf starymi nanocasticemi stifbra, tak v pfipadé maltézy dochazi
u starsich nanocastic ke zvyseni hodnot MIC 2—4X. U askorbové kyseliny dochazi
v n¢kterych pifpadech ke zhorSeni antibakterialni aktivity, v nékterych piipadech ke
zlepseni. U pfipravy nanocastic stifbra redukci tetrahydridoboritanem sodnym dochazi
s rostoucim stafim nanocastic k rastu hodnot MIC, ktery ale neni tak vyrazny jako

v pfipadé maltozy.
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6 ZAVER

Cilem pfedkladané diplomové prace byla pfiprava a studium nanocastic stifbra
v pfitomnosti pfirodniho polymeru — Zelatiny. Byl zkouman vliv koncentrace Zelatiny
a pouzitych ruaznych redukujicich latek na vlastnosti nanocastic. Nanocastice byly
charakterizovany méfenim jejich velikosti pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS),
snimky z transmisnfho elektronového mikroskopu, UV-VIS spektrometrii a byla zjist ovana
jejich antibakterialni aktivita.

Nanocastice stfibra byly pfipraveny modifikovanou Tollensovou metodou,
spocivajici v redukci [Ag(NH;),]" vhodnou redukéni latkou. Jejich modifikace Zelatinou
byla provedena tak, ze jeji koncentrace v disperzi nanocastic byla v rozmezi
0,0001—=5 % w/w a roztok zelatiny byl pfidivan pted redukujici latkou.

Z testovanych redukujicich latek vedlo ke stabilnim nanocasticim pouziti maltdzy,
askorbové kyseliny a tetrahydridoboritanu sodného. Pro maltézu bylo pouzito
koncentraéni  rozmezi zelatiny 0,0001-0,1 % w/w, pro askorbovou kyselinu
a tetrahydridoboritan sodny 0,01—5 % w/w. Meéfeni velikosti pomoci pfistroje DLS
(korigované na viskozitu) vykazovalo rostouci velikost nanocastic stffbra v zavislosti na
zvysujici se koncentraci zelatiny. Ziskané TEM snimky vSak ukazuji opacny jev, kdy se
u nejvyssich koncentraci zelatiny vyskytuji 1 nanocastice o velikosti kolem 5 nm.
U ptipravenych nanocastic byla také sledovana dlouhodoba stabilita. Ze ziskanych dat je
vidét, Zze nanocastice jsou po dobu sledovani (4—5 meésict) stabilni a naméfena UV-VIS
spektra nenaznacuji zadny agregacni proces. Poslednim sledovanym parametrem byly
hodnoty minimalni inhibi¢cni koncentrace (MIC) stanovené mikrodilu¢ni metodou.
U maltézy a askorbové kyseliny dochazi s rostouci koncentraci Zelatiny k poklesu hodnot
MIC (lepsi antibakterialni aktivita) a u tetrahydridoboritanu sodného jsou MIC nezavislé na
koncentraci zelatiny, pfipadné 1épe ucinkuji nizsi koncentrace Zelatiny v disperzi nanocastic.
Co se tyce rozdilu mezi 6 a 70 dnf starymi nanocasticemi, tak v pfipadé maltézy se hodnoty
MIC u starsich nanocastic zvysuji 2—4X. U tetrahydridoboritanu dochazi k nepatrnému
rastu MIC a u askorbové kyseliny dochazi v nékterych piipadech k narastu hodnot MIC,
ale v n¢kterych pifpadech paradoxné ke zlepseni antibakterialni aktivity u 70 dni starych

nanocastic.
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7 SUMMARY

The aim of my diploma thesis was the preparation and study of silver nanoparticles in the
presence of a natural polymer — gelatin. In my work was studied the influence of gelatin
concentration and the influence of the various reducing agents on the properties of silver
nanoparticles. Silver nanoparticles were characterized by measuring their size by dynamic
light scattering (DLS) method, transmission electron microscopy (TEM) and with UV-VIS
spectrometry. Their antibacterial activity was observed too.

Silver nanoparticles were prepared via modified Tollens process. The modification
by gelatin was made so that its concentration in the dispersion of nanoparticles ranged
from 0,0001 to 5 % w/w and gelatin solution was added before the reducing agent.

Stable nanoparticles were synthetized only via reduction by maltose, ascorbic acid
and sodium borohydride. For maltose was used concentration range of gelatin from 0,0001
to 0,1 % w/w, for ascotbic acid and sodium borohydride concentration range
0,01-5 % w/w. Measurement of size by DLS (corrected for viscosity) showed increasing
size of silver nanoparticles with increasing concentration of gelatin. However, the TEM
images showed the opposite phenomenon. Higher concentrations of gelatin in
a nanoparticles dispersion contain a nanoparticles around 5 nm. Long-term stability
variable was observed too. The measured data showed that nanoparticles are for follow up
time (4-5 months) stable and measured UV-VIS spectra indicate no aggregation of silver
nanoparticles. The last observed parameter was the minimum inhibitory concentration
(MIC) obtained by microdilution method. Usage maltose and ascorbic acid resulted with
increasing concentration of gelatin to decrease of the MIC values (better antibacterial
activity). And in the case of sodium borohydride MIC values were independent on the
concentration of gelatin in the dispersion of nanoparticles eventually were collected better

results with lower concentration of gelatin.
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