
 
 

UNIVERZITA PALACKÉHO V OLOMOUCI 

 

Přírodovědecká fakulta 

Katedra fyzikální chemie 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vliv nanočástic stříbra na fyzikálně-chemické a 

biologické vlastnosti vybraných antibiotik 

BAKALÁŘSKÁ PRÁCE 

 

Autor:  Věra Kohlová 

Studijní program: B 1407 Chemie 

Studijní obor:  Aplikovaná chemie 

Forma studia:  prezenční 

Vedoucí práce:  doc. RNDr. Aleš Panáček, Ph.D. 

 

Olomouc 2017 



 
 

 

Bibliografická identifikace: 

 

Jméno a příjmení autora: Věra Kohlová 

Název práce: Vliv nanočástic stříbra na fyzikálně-chemické a biologické 

vlastnosti vybraných antibiotik  

Typ práce: Bakalářská 

Pracoviště: Katedra fyzikální chemie 

Vedoucí práce: doc. RNDr. Aleš Panáček, Ph.D. 

Rok obhajoby: 2017 

Abstrakt:  Cílem bakalářské práce bylo studium antibakteriální aktivity 

nanočástic stříbra o koncentraci 54 mg/l v kombinaci 

s vybranými antibiotiky ve třech testovaných koncentracích – 

54 mg/l, 13,5 mg/l a 5,4 mg/l. Byly použity dvě metody 

přípravy, kdy první metoda spočívala ve smíchání 

vyredukovaného stříbra s antibiotikem a druhá metoda v přidání 

antibiotika do reakční směsi před přídavkem redukční látky. 

Antibakteriální aktivita byla testována pomocí standardní diluční 

metody v Müeller-Hintonově bujonu. Podle vypočítaných 

frakčních inhibičních koncentrací byl hodnocený společný 

účinek působení buď jako synergický, aditivní, indiferentní 

anebo antagonistický. Pro objasnění možných interakcí mezi 

antibiotikem a nanočásticemi stříbra byla použita UV-Vis 

spektroskopie a povrchem zesílená Ramanova spektroskopie.

Klíčová slova:  nanočástice stříbra, antibiotika, antibakteriální aktivita, 

synergický účinek, Ramanova spektroskopie 

Počet stran: 48 

Jazyk:  Český 

 



 
 

 

Bibliographic identification: 

 

Author:  Věra Kohlová 

Title:  Effect of silver nanoparticles on physical, chemical and 

biological properties of selected antibiotics  

Type of thesis:  Bachelor 

Department:  Department of Physical Chemistry 

Supervisor:  doc. RNDr. Aleš Panáček, Ph.D. 

The year of presentation:  2017 

Abstract:   The aim of this bachelor’s thesis was to study the antibacterial 

activities of silver nanoparticles in the concentration of 54 mg/l 

in combination with selected antibiotics in three tested 

concentrations – 54 mg/l, 13,5 mg/l and 5,4 mg/l. Two methods 

of preparation were used; the first one consisted of mixing the 

reduced silver with the antibiotic and in the second method the 

antibiotic was added to the reaction mixture prior to the injection 

of reduction substance. The antibacterial activity was tested 

using standard dilution method in Mueller-Hinton Broth. 

According to the calculated fractional inhibitory concentrations 

the common effect was then categorized as synergic, additive, 

indifferent or antagonistic. For the clarification of possible 

interaction between the antibiotic and nanoparticles we used 

UV-VIS spectroscopy and surface-enhanced Raman 

spectroscopy. 

Keywords:  silver nanoparticles, antibiotics, antibacterial activity, synergy, 

Raman spectroscopy 

Number of pages:  48 

Language:    Czech 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prohlašuji, že jsem tuto práci vypracovala samostatně pod vedením doc. RNDr. Aleše 

Panáčka, Ph.D. Veškeré literární prameny a informace, které jsem v práci využila, jsou 

v seznamu použité literatury. 

Souhlasím, aby má bakalářská práce byla prezenčně zpřístupněna v knihovně Katedry 

fyzikální chemie, Přírodovědecké fakulty, Univerzity Palackého v Olomouci. 

 

V Olomouci dne 9. 5. 2017                                                                                   Věra Kohlová 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Poděkování 

Ráda bych poděkovala svému školiteli doc. RNDr. Aleši Panáčkovi, Ph.D za odborné vedení, 

cenné rady, jeho čas a ochotu při zpracování mé bakalářské práce. Dále bych chtěla 

poděkovat Ústavu mikrobiologie Lékařské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci, 

především Mgr. Renatě Večeřové, za provedení testů antibakteriální aktivity.  

V neposlední řadě bych chtěla poděkovat Katedře fyzikální chemie PřF UPOL, za poskytnutí 

prostoru pro vypracování mé práce a Karle Slavíčkové, za její ochotu.   

 



 
 

Obsah 
Obsah....................................................................................................................................................... 6 

1. Úvod .................................................................................................................................................... 7 

2. Teoretická část .................................................................................................................................... 8 

2.1 Disperzní soustavy ........................................................................................................................ 8 

2.1.1 Klasifikace disperzních soustav ............................................................................................. 8 

2.1.2 Koloidně disperzní soustavy .................................................................................................. 9 

2.1.3 Vlastnosti koloidně disperzních soustav .............................................................................. 10 

2.1.4 Stabilita koloidních částic .................................................................................................... 14 

2.2 Nanočástice stříbra ...................................................................................................................... 15 

2.2.1 Příprava nanočástic stříbra ................................................................................................... 15 

2.2.2 Dispergační metody přípravy ............................................................................................... 15 

2.2.3 Kondenzační metody přípravy ............................................................................................. 15 

2.2.4 Charakterizace nanočástic stříbra ......................................................................................... 17 

2.2.5 Biologická aktivita nanočástic stříbra .................................................................................. 18 

2.2.6 Toxicita nanočástic stříbra ................................................................................................... 21 

2.2.7 Využití .................................................................................................................................. 22 

3. Experimentální část ........................................................................................................................... 23 

3.1 Použité chemikálie ...................................................................................................................... 23 

3.2 Experimentální vybavení ............................................................................................................. 23 

3.3 Příprava koloidního stříbra .......................................................................................................... 24 

3.4 Příprava vzorků pro testování antibakteriální aktivity ................................................................ 25 

3.5 Testování antibakteriální aktivity ................................................................................................ 25 

3.6 Ramanova spektroskopie a povrchem zesílená Ramanova spektroskopie .................................. 26 

4. Výsledky a diskuse ............................................................................................................................ 27 

4.1 Příprava a charakterizace nanočástic stříbra ............................................................................... 27 

4.2 Příprava a charakterizace nanočástic stříbra s obsahem antibiotik ............................................. 28 

4.3 Antibakteriální aktivita ................................................................................................................ 32 

5. Závěr ................................................................................................................................................. 43 

6. Summary ........................................................................................................................................... 45 

7. Seznam použité literatury .................................................................................................................. 45 

8. Seznam použitých zkratek ................................................................................................................. 48 



7 
 

1. Úvod 
 

V posledních letech došlo k výraznému rozvoji nanotechnologií v mnoha oblastech díky 

unikátním fyzikálně-chemickým vlastnostem nanočástic. Jedná se o vlastnosti optické, 

reologické, elektrické a biologické. Jejich využití je rozsáhlé od chemického výzkumu až po 

průmyslové využití. Velké uplatnění našly kovové nanočástice vzácných kovů, zejména 

stříbra, nejenom díky jednoduchosti přípravy, ale i pro široké uplatnění jak v katalýze, při 

výrobě senzorů, v Ramanově spektroskopii, tak především v medicíně a farmacii díky svým 

biologickým vlastnostem. 

Nanočástice stříbra jsou nejpoužívanějším materiálem v nanoprůmyslu, např. slouží 

jako substrát pro povrchem zesílenou Ramanovu spektroskopii (SERS) nebo jako příměs do 

elektronických součástek. V neposlední řadě jsou využívané v antibakteriálních prostředcích, 

jako jsou zdravotnické pomůcky (obvazy, krytí, masti) a také běžné produkty jako 

antibakteriální ponožky, ložní prádlo atd.  

Antibakteriální aktivita stříbra je známá už od 19. století, kdy se těchto vlastností 

začalo využívat k hojení ran a léčbě popálenin. Avšak objevením penicilinu zájem o 

antibakteriální vlastnosti stříbra klesl a do popředí se dostaly antibiotika. Už koncem 20. 

století došlo ke vzrůstu bakteriální rezistence na antibiotika a začaly se hledat jiné možnosti 

léčby infekcí. Použití samotných nanočástic stříbra jako antibakteriálních činidel se 

neosvědčilo kvůli vykazující toxicitě při použití terapeutického množství. Možným řešením je 

kombinace dvou antibakteriálních látek, v tomhle případě nanočástic stříbra a antibiotik, kdy 

dochází k synergickému efektu. V některých případech došlo k zesílení účinku antibiotika 

v kombinaci s nanočásticemi stříbra a hodnoty minimálních inhibičních koncentrací 

(minimální koncentrace kdy je ještě inhibován růst bakterie) klesly až na 10
4 

nižší hodnoty, 

než byl účinek samotného antibiotika a v jiných případech došlo i k obnovení citlivosti 

rezistentní bakterie k dříve neúčinnému antibiotiku. 

V této práci se věnuji studiu antibakteriálního účinku antibiotik v kombinaci 

s nanočásticemi stříbra a prokázání synergického efektu této kombinace. Antibakteriální 

aktivita byla stanovena pomocí standardní diluční metody v Müeller-Hintonově bujonu. Další 

část mé práce spočívá v objasnění interakce nanočástic stříbra s antibiotiky pomocí povrchem 

zesílené Ramanovy spektroskopie.  
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2. Teoretická část 

2.1 Disperzní soustavy 
 

Disperzní systém neboli disperze je soustava, která obsahuje alespoň dva druhy hmot. 

Až na výjimky představují tyto hmoty dvě chemicky odlišné složky nebo směsi složek. 

Jeden druh hmoty (disperzní fáze, dispersum) je rovnoměrně rozptýlený ve druhé hmotě 

(disperzní prostředí, dispergens), která bývá spojitá. V případě, kdy v soustavě jsou přítomny 

dvě fáze, a to disperzní fáze a disperzní prostředí, soustavu nazýváme heterogenní 

neboli nestejnorodou (např. voda a olej). Částice této soustavy lze pozorovat buď optickým, 

nebo elektronovým mikroskopem. V druhém případě, kdy soustava obsahuje dvě složky, 

ale pouze jednu fázi, se tato soustava nazývá homogenní neboli stejnorodá (např. cukr 

a voda). 
1-3 

2.1.1 Klasifikace disperzních soustav 

 

Disperzní soustavy můžeme dělit podle tvaru a velikosti částic nebo podle skupenství, 

ve kterém se vyskytují disperzní prostředí a disperzní fáze.
 1 

Podle velikosti dispergovaných částic dělíme disperzní soustavy na hrubě disperzní, 

koloidně disperzní a analyticky disperzní. Velikost částic vyjadřujeme tzv. stupněm 

disperzity, který značí převrácenou hodnotu lineárního rozměru částice. Čím jemněji 

je disperzní fáze rozptýlena, tím vyšší má stupeň disperzity. Hrubě disperzní soustavy lze 

rozdělit na makrodisperzní a mikrodisperzní, kdy makrodisperzní obsahují částice 

pozorovatelné okem a mikrodisperzní pozorovatelné mikroskopem. Koloidní soustavy 

obsahující částice o velikosti 1-500 nm, jsou pozorovatelné ultramikroskopem a analyticky 

disperzní soustavy lze označit za pravé roztoky, kdy přítomnost dvou nebo více složek 

je prokazatelné pouze fyzikálně-chemickou analýzou.
 1,4 

Podle tvaru dispergovaných částic dělíme soustavy na korpuskulárně, laminárně 

a fibrilárně disperzní. U korpuskulárních částic jsou rozměry ve všech třech prostorových 

směrech přibližně stejné, u laminárních jsou částice ve tvaru destiček nebo lamel 

a u fibrilárních mají částice tvar tyčinek nebo vláken s jedním rozměrem, který převládá. 
1,4 

 Podle skupenství disperzního prostředí a fáze lze dělit koloidní a hrubé disperze 

na základě jejich vzájemné kombinace do osmi skupin, kde plynná disperzní fáze tvoří 

s disperzním prostředím, které se vyskytuje v plynném skupenském stavu, vždy homogenní 

soustavu. 
1
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2.1.2 Koloidně disperzní soustavy 

 

Koloidně disperzní soustavy (koloidní disperze) jsou soustavy o velikosti částic 10
-6

–10
-9 

m. 

Významné jsou zejména proto, že vykazují unikátní fyzikálně chemické vlastnosti jako 

je např. absorpce světla v závislosti na velikosti částic. Tato jejich vlastnost souvisí s jejich 

velkou plochou fázového rozhraní, která vzniká mezi disperzní fází a disperzním prostředím. 

Čím menší velikost částice, tím víc roste plocha fázového rozhraní. 
 1

  

Koloidní disperze můžeme rozdělit do 8 skupin podle skupenského stavu disperzní 

fáze a disperzního prostředí za standardních podmínek (tab. 1). Koloidní soustavy lze označit 

i jako soly, kdy předpona aero značí, že se jedná o soly s plynným disperzním prostředím 

a předpona lyo značí soly s kapalným disperzním prostředím.
 1

  

 

Tabulka 1: Klasifikace koloidních soustav podle složení fází
1 

 

 

 

 

 

 

 

Dalším zajímavým dělením je dělení lyosolů (koloidů s pevnou disperzní fází 

a kapalným disperzním prostředím) na tři skupiny – lyofobní, lyofilní a asociativní soustavy.  

U lyofobních soustav je fázové rozhraní ostře vymezené a disperzní fáze je rozpustná 

v disperzním prostředí jen velmi málo. Tyto soustavy nevznikají samovolně, a pokud nejsou 

stabilizovány, dochází ke koagulaci. Lyofobní soustavy vytváří především anorganické látky 

jako např. Au a Ag. Lyofilní soustavy vznikají samovolně a jsou to soustavy termodynamicky 

stabilní.  Často jsou označované jako koloidní soustavy a patří sem makromolekulární látky 

jako např. bílkoviny. Asociativní soustavy jsou útvary koloidní velikosti vznikající 

spojováním molekul povrchově aktivních látek. U těchto soustav dochází k neustálé výměně 

disperzní prostředí disperzní fáze koloidní soustavy 

Plynné Plynný netvoří 

Kapalný aerosoly 

Pevný aerosoly 

Kapalné Plynný pěny 

Kapalný emulze 

Pevný lyosoly 

Pevné Plynný tuhé pěny 

Pevný tuhé emulze 

Pevný tuhé soly 
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molekul povrchově aktivní látky mezi částicemi a prostředím, a proto nemají pevně 

definované fázové rozhraní.
1
  

Zvláštním případem koloidních soustav jsou gely, což jsou soustavy mající schopnost 

přecházet z kapalné formy do tuhé. Schopnost tvořit gely mají jak koloidy lyofobní, tak 

i lyofilní, jejichž částice se za určitých podmínek mohou spojovat a vytvářet pevné 

trojrozměrné síťové struktury.
1 

2.1.3 Vlastnosti koloidně disperzních soustav 

 

Jak už bylo zmíněno v předchozím textu, koloidně disperzní soustavy vykazují významné 

fyzikálně chemické vlastnosti, které jsou pro tyto soustavy unikátní. Jsou to vlastnosti 

kinetické, reologické, optické a elektrické. 

Kinetické vlastnosti jsou založeny na existenci Brownova pohybu a jeho důsledcích. 

Brownův pohyb je pohyb koloidních částic způsobený nárazem molekul disperzního prostředí 

do koloidních částic vlivem tepelného pohybu. Intenzita tohoto pohybu je závislá na velikosti 

částic a teplotě. Čím menší částice a vyšší teplota, tím je pohyb intenzivnější. V souvislosti 

s tímto pohybem můžeme u koloidních soustav pozorovat difúzi a osmózu. 
 
Difúzí rozumíme 

samovolné vyrovnávání koncentrací, kdy hnací silou je rozdíl koncentrací v různých částech 

soustavy (koncentrační gradient). Směr difúze je vždy z prostředí o vyšší koncentraci 

do prostředí s koncentrací nižší. Jiný způsob vyrovnávání koncentrací je osmóza, kdy 

disperzní prostředí a disperzní fáze jsou odděleny polopropustnou (semipermeabilní) 

membránou, která propouští jen molekuly disperzního prostředí a nepropouští molekuly 

disperzní fáze. Hnací silou tohoto pohybu je osmotický tlak. Osmózy využívají separační 

metody jako je dialýza, elektrodialýza či ultrafiltrace.
 1,3 

U zmíněných vlastností se předpokládalo, že disperzní systém není ovlivňován 

gravitačním polem, nebo že tento vliv je možné zanedbat. Působení tohoto pole se projeví 

pohybem částic neboli sedimentací. Po určité době se v systému ustaví rovnovážné rozdělení 

částic, kdy se všechny dostatečně těžké částice usadí na dno a zbytek částic je rovnoměrně 

rozptýlen v celém objemu. Tento pohyb je závislý na hmotnosti částic, jejich tvaru, hustotě 

a na vlastnostech prostředí, ve kterém se pohybují. Pro urychlení ustavení této rovnováhy 

(sedimentační rovnováha) se používají odstředivky nebo ultracentrifugy, kde místo slabé 

gravitační síly působí silná odstředivá síla.
1,3 

Reologické vlastnosti se zabývají procesy, jako je tok a deformace hmoty způsobené 

vlivem vnějších mechanických sil. Jsou možné tři typy chování – elastické, viskózní 
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a viskoelastické. O elastickém chování mluvíme tehdy, když účinkem vnější síly nastane 

deformace, která po jejím odstranění vymizí. Jestliže působením síly hmota teče 

a po odstranění této síly se tok zastaví, ale neobrátí, mluvíme o viskózním chování. Mezi 

těmito dvěma typy chování je chování viskoelastické, u kterého odezva hmoty na působení 

síly závisí na době působení.
1,5  

 

Optické vlastnosti se zabývají interakcí elektromagnetického záření s částicemi 

koloidní soustavy, kdy dochází k absorpci a rozptylu dopadajícího záření. Velikost těchto jevů 

závisí na charakteru koloidní soustavy a na vlnové délce záření. U koloidních soustav 

převládá především rozptyl záření. 
1,5

 

Při absorpci záření dochází k pohlcení kvanta elektromagnetického záření hmotou 

a důsledkem tohoto jevu dochází ke zvýšení vnitřní energie systému. Absorpci záření určitou 

látkou A popisuje Lambert-Beerův zákon  

cd
I

I
A 

0

log  

kde I je intenzita prošlého záření látkou, I0 je intenzita dopadajícího záření na látku, 

ε je absorpční koeficient, c je koncentrace látky a d je tloušťka vrstvy, kterou prochází 

paprsek.
1
 

Zajímavou optickou vlastností je existence povrchového plasmonu, díky kterému jsou 

soly kovových nanočástic v disperzi zabarveny. Povrchový plasmon je vlna, která interaguje 

s volnými elektrony částice a tím se šíří na jejím povrchu. Povrchový plasmon závisí 

na velikosti částic, tvaru či jejich složení. Změna plasmonu se projeví změnou v absorpčním 

pásmu, a to buď změnou šířky pásu anebo jeho posunem k jiným vlnovým délkám.
6
 

Rozptyl záření pozorujeme tehdy, když systém obsahuje dispergované částice 

a dispergované prostředí pouze s různými hodnotami indexu lomu. Při tomto jevu dochází 

při pohlcení světelné energie k následné emisi záření náhodně všemi směry beze změny 

vlnové délky. Jedná se o elastický rozptyl (Rayleighův rozpyl) fotonu od částice. Rozptyl 

světla zahrnuje jevy jako je odraz, lom, ohyb a interference světla.
1,7

  

Při neelastickém rozptylu fotonu při interakci s molekulou buď předá část své 

kinetické energie molekule a dojde k vyzáření fotonu s větší vlnovou délkou a menší energií 

anebo naopak si část energie vezme a dojde k vyzáření fotonu s kratší vlnovou délkou a větší 

energií.  Tento jev je také nazýván Ramanův rozptyl, který je velmi slabý a mnohem menší, 

než Rayleighův rozptyl.
8 



12 
 

Rozptyl byl poprvé pozorován Tyndallem, po němž byl také pojmenován efekt 

paprsku, který se rozšiřuje po průchodu disperzním prostředím (Tyndallův jev). Rozptylem 

záření na koloidních částicích se zabýval Rayleigh. Podle této teorie je intenzita rozptýleného 

záření přímo úměrná polarizabilitě částice α a nepřímo úměrná vlnové délce. Tato teorie 

je však vztažena jen na kulovité částice o malé velikosti.
7 

Výsledný vztah pro intenzitu 

rozptýleného záření detekovaného pod úhlem θ ke směru dopadajícího paprsku lze vyjádřit 

podle vztahu:  
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kde I představuje intenzitu rozptýleného světa (o vlnové délce λ) měřenou v úhlu θ 

vůči primárnímu paprsku o intenzitě I0, r je vzdálenost od detektoru a ε0 je permitivita vakua.
9 

Dalším důležitým pojmem je turbidita, která značí množství světelné energie 

rozptýlené při průchodu disperzním prostředím. Je značně závislá na vlnové délce 

dopadajícího záření, stupni disperzity a na optických vlastnostech disperzní soustavy. 

Měřením turbidity dostáváme informace o koncentraci a velikosti disperzních částic. Při 

nahrazení běžného zdroje laserem se světelné záření stává koherentní a na rozdíl od běžného 

rozptylu světla dochází po interakci s částicemi k interferenci rozptýleného záření a následně 

k zesílení či zeslabení intenzity rozptýleného světla. Toto zesílení či zeslabení je ovlivňováno 

difúzním pohybem částic, díky kterému dochází ke kolísání intenzity rozptýleného záření 

v čase. Tento jev je nazýván dynamickým rozptylem světla (DLS, z angl. dynamic light 

scattering).
7
 Tato technika, dřívěji známá jako fotonová korelační spektroskopie (PCS) nebo 

také kvazi-elastický rozptyl světla (QELS), je důležitou experimentální technikou ve vědě 

i průmyslu. Metoda DLS měří fluktuace rozptýleného světla na částicích, které konají 

Brownův pohyb, v závislosti na čase. Jde o nedestruktivní a neinvazivní metodu. Rozsah této 

metody je od 0,3 nm do 10 μm, což je velkou výhodou této metody, protože jinými 

technikami je obtížné takového rozsahu dosáhnout.
8 

Elektrické vlastnosti jsou spojené s elektrickým nábojem na povrchu koloidních částic, 

které ovlivňují stabilitu koloidů a chování nabitých částic v elektrickém poli. Elektrický náboj 

může vznikat několika způsoby, jako je například ionizace povrchových vrstev, adsorpce 

jednoho druhu iontů, rozpouštění některého z iontů v mřížce při styku krystalu málo 

rozpustných solí s vodou, rozštěpení krystalu a jiné.
5
 V případě, kdy se elektricky nabité 

částice disperzní fáze pohybují oproti disperznímu prostředí, mluvíme o elektrokinetických 

jevech, jako je např. elektroforéza, elektroosmóza, sedimentační potenciál a potenciál 
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proudění. V prvních dvou případech dochází k pohybu částic vlivem vnějšího elektrického 

pole a v dalších dvou případech je tomu naopak. Společným rysem všech jevů je existence 

elektrického náboje na povrchu koloidních částic, jehož působením dochází k uspořádání 

opačně nabitých částic v blízkosti (protiiontů). Dochází tak ke vzniku nabité vrstvy, která 

se nazývá elektrická dvojvrstva (obr. 1).
1,7 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

                                      

Obr. 1. Sternův model uspořádání elektrické dvojvrstvy s vyznačeným průběhem 

elektrokinetického potenciálu
9 

 

Elektrická dvojvrstva se skládá ze dvou vrstev – kompaktní vrstva iontů vázaných 

k povrchu částice a difúzní vrstva opačně nabitých iontů, rozptýlených kolem kompaktní 

vrstvy. Při pohybu částice disperzním prostředím dochází ke vzniku elektrokinetického 

potenciálu označovaného jako ζ(zeta) potenciál. Tento potenciál je důležitý zejména 

z pohledu stability koloidního systému. Pří zvýšení hodnoty zeta potenciálu dochází také 

ke zvýšení stability systému. Velikost potenciálu je závislá na mnoha faktorech, jako 

je teplota prostředí, rychlost relativního pohybu částic vůči prostředí, iontová síla roztoku 

a množství adsorbovaných iontů.
7,9 
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2.1.4 Stabilita koloidních částic 

 

Stabilitu koloidních částic můžeme dělit dle způsobu pohledu na stabilitu agregátní 

a stabilitu sedimentační. Z hlediska stability tyto soustavy jsou v metastabilním stavu, což 

znamená, že se vyskytují ve stavu se zvýšenou energií. Tento stav je způsoben nadbytkem 

povrchové energie. V případě překonání energetické bariéry se soustava dostává do stavu 

s nižší energií a dochází ke spojování částic a tím i k zániku koloidní soustavy. Pokud chceme 

zabránit zániku, je nutné soustavu stabilizovat tím, že zajistíme dostatečnou velikost 

energetické bariéry.
10 

Z hlediska agregátní stability můžeme koloidní soustavu destabilizovat pomocí 

koalescence a flokulace. V případě koalescence dochází ke spojování částic při tvorbě jedné 

velké molekuly. Při flokulaci dochází pouze ke shlukování částic. Podstatným rozdílem 

procesů je, že při koalescenci dochází k redukci celého povrchu, ale při flokulaci zůstává 

povrch nezměněn.
10 

V případě zachování stability koloidní soustavy musíme soustavu stabilizovat. 

Nejčastějším způsobem stabilizace je elektrostatická stabilizace, při které se nabité částice 

díky existenci elektrostatických odpudivých sil odpuzují, a agregace je potlačena.
10 

Při popisu koloidních soustav stabilizovaných elektrostaticky používáme tzv. DLVO 

teorii, pojmenovanou podle počátečních písmen jejich tvůrců – Derjagin a Landau a nezávisle 

na nich pak Verwey a Overbeek. Tato teorie popisuje koagulační chování koloidních částic 

po přídavku elektrolytu. Dochází ke stlačení elektrické dvojvrstvy a tím i ke snížení 

povrchového náboje. V tomto případě dochází ke vzájemnému přibližování částic 

a následnému spojování. K proběhnutí této destabilizace je potřeba dostatečná koncentrace 

elektrolytu k překonání elektrické dvojvrstvy jako energetické bariéry.
9 
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2.2 Nanočástice stříbra 

2.2.1 Příprava nanočástic stříbra 

 

Nanočástice stříbra se nejčastěji připravují pomocí dvou obecně známých metod, kondenzační 

a dispergační. U dispergačních metod je základem dispergace hrubého (makroskopického) 

materiálu na koloidní nebo nanočástice. Tyto metody nejsou v dnešní době moc využívány, 

praktický význam má pouze tzv. laserová ablace (rozmělňování). U kondenzačních metod 

dochází ke spojování jednotlivých atomů nebo molekul na větší agregáty. Lze je dělit do dvou 

skupin na metody fyzikální a chemické. U fyzikálních metod jde o postupy založené 

na kondenzaci par kovů a u chemických metod k vytvoření nerozpustného produktu řadou 

reakcí.
11,12 

2.2.2 Dispergační metody přípravy 

 

Laserová ablace stříbrného materiálu je metodou jednoduchou a všestrannou ohledem na druh 

kovu. Metoda je založena na působení vysoce fokusovaného paprsku elektromagnetického 

záření. Vzniklé částice vykazují velkou čistotu, a proto je lze použít v povrchem zesílené 

Ramanově spektroskopii (SERS). Velikost takto připravených částic se pohybuje v rozsahu 

od několika jednotek do několika desítek nm. 
9,11,12

 

 

2.2.3 Kondenzační metody přípravy 

 

Nejčastějšími postupy kondenzačních metod jsou chemické redukce jako např. redukce 

rozpustné sloučeniny kovu. Při této redukci dochází ke vzniku zárodků pevné fáze, z kterých 

vznikají stabilní nanočástice. U přípravy nanočástic stříbra jsou nejpoužívanější tyto 

kondenzační redukční metody jako je např. Tollensova metoda, borohydridová metoda, 

citrátová metoda, redukce hydrazinem, vodíkem nebo hydroxylaminem nebo redukce pomocí 

biologického materiálu (tzv. green synthesis pomocí mikroorganismů či rostlinných extraktů).
 

9,11
 

Jednou z nejvýznamnějších metod přípravy nanočástic stříbra je Tollensova metoda 

přípravy stříbrného zrcátka. Podstatou metody je nanášení tenkých vrstev stříbra, u kterých 

byla analýzou zjištěna přítomnost částic v řádech mikrometrů, na povrchy různých materiálů. 

Používanější metodou je modifikovaný Tollensův proces, který spočívá ve snížení 
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koncentrací reagujících látek a použití stabilizačních látek jako např. tenzidů (Tween) nebo 

polymerních látek.  Jedná se o redukci stříbrné soli v komplexujícím prostředí. Jako redukční 

prostředí je využito amoniakálního prostředí, kde dochází ke vzniku komplexu [Ag(NH3)2]
+
, 

který je redukovatelný i slabými redukovadly, jako jsou např. cukry. Protože celá reakce 

je závislá na hodnotě pH (obvykle pH větší než 10), je tato hodnota upravována a tím 

je řízena i rychlost reakce. Dalšími důležitými parametry určující rychlost reakce je 

koncentrace amoniakálního prostředí a koncentrace počáteční stříbrné soli. Touto metodou lze 

řízeně připravit nanočástice o velikostech 25-450 nm pomocí volby koncentrace amoniaku 

a redukující látky. 
7,9,11,13

 

Další významnou a často používanou metodou je borohydridová metoda spočívající 

v redukci roztoku stříbrné soli NaBH4 jako redukčním činidlem. Vznikající nanočástice mají 

velikost 5–20 nm se stabilitou až několik měsíců, nejsou vhodné pro medicínské použití kvůli 

naadsorbování borátového aniontu na povrchu částice. Tento aniont způsobuje denaturaci 

cytochromu P450. Při přípravě větších částic můžeme použít modifikovanou metodu, který je 

založen na dvojstupňové redukci stříbrné soli, kdy v prvním kroku vznikají malé částice 

redukcí NaBH4 a v kroku druhém dochází k růstu částic pomocí kyseliny askorbové. Vzniklé 

nanočástice mají velikost od 38 nm do 173 nm.
9,11 

U citrátové metody je používán k redukci mírnější citrátový aniont podle Lee 

a Meisela. Touto metodou lze připravit nanočástice o velikosti 60-80 nm Využití tato metoda 

našla v povrchově zesílené Ramanově spektroskopii (SERS).
9,11 

 

Méně využívanými metodami jsou redukce pomocí vodíku, hydrazinu nebo 

hydroxylaminu. Nanočástice vzniklé redukcí vodíkem mají velikost okolo 2 nm. Při redukci 

hydrazinem byly připraveny částice o velikostech 2-6 nm i 40-70 nm, které jsou stabilní 

a aktivní při použití v SERS.
9,11

 

V posledních letech se objevili práce označující metodu přípravy jako „green 

synthesis“, která využívá netoxické látky, šetrné k životnímu prostředí. Například jde o 

redukci AgNO3 pomocí řas, bakteriálních a houbových mikroorganismů.
9 

Příprava anizotropních nanočástic stříbra je v poslední době intenzivně zkoumána. Jde 

o řízenou přípravu částic určitého tvaru, jelikož tvar má velký vliv na vlastnosti nanočástic. 

Při této přípravě můžeme dosáhnout jak sférických, tak planárních tvarů, jako jsou např. 

trojúhelníky, čtverce, tyčinky, mnohoúhelníky nebo hvězdice. Podle požadovaného tvaru 

se volí i vhodná metoda přípravy, např. redukcí dusičnanu stříbrného borohydridem sodným 

a citrátem trisodným můžeme připravit nanočástice tyčinkovitého tvaru.
14 
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2.2.4 Charakterizace nanočástic stříbra 

 

Syntetizované nanočástice stříbra jsou charakteristické pro své oranžovožluté 

zbarvení. Této vlastnosti se využívá v jejich charakterizaci pomocí mnoha metod, zejména 

pomocí UV-Vis spektroskopie Dalšími metodami je dynamický rozptyl světla (DLS) nebo 

analýza pomocí transmisního elektronového mikroskopu (TEM). 

 UV-Vis spektroskopie je založena na interakci molekul v roztoku se zářením, kdy 

dochází k absorpci záření ve viditelné a ultrafialové oblasti (200-800 nm), což se projeví 

přítomností tzv. plazmonického píku v absorpčním spektru. Jde o vyjádření závislosti 

množství absorbované energie na vlnové délce záření. Velikost a tvar nanočástice ovlivňuje 

šířka i poloha maxima tohoto píku, který se pohybuje nejčastěji v rozmezí 400-530 nm. 

Změnou velikosti nebo polohy píku můžeme charakterizovat procesy nanočástic jako je např. 

agregace, která se projeví posunem maxima píku směrem k červené vlnové oblasti. Pro oblast 

UV se nejčastěji používají deuteriové a vodíkové výbojky a pro oblast viditelného světla 

wolframové žárovky. Vzorky jsou měřeny v kyvetách a podstatné pro výběr kyvety je 

materiál, z kterého jsou vyrobeny. Ten nesmí absorbovat záření ve sledované oblasti.
6 
 

 Dynamický rozptyl světla je užitečnou technikou pro hodnocení velikosti částic a zeta 

potenciálu nanočástic v roztoku. Přístroj pro měření dynamické rozptylu světla je složen 

ze zdroje záření, kterým bývá laser, jehož paprsky jsou rozptýleny do určitých směrů 

a dochází k interferenci a zesílení jejich intenzity. Tato metoda měří závislost intenzity, která 

kolísá kvůli výskytu Brownova pohybu částic, na čase.
15,16 

 Transmisní elektronový mikroskop (TEM) je podobný mikroskopu světelnému až 

na pár odlišností jako je např. nahrazení zdroje optického mikroskopu elektronovým dělem. 

Tato metoda umožňuje zobrazení mikrostruktury částice řádově od několika mikrometrů až 

po atomové rozlišení.
17 
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Obr. 2. (a) velikostní rozdělení získané z DLS měření, (b) snímek z TEM mikroskopu, (c) 

absorpční spektrum nanočástic stříbra o průměru 26 nm
18 

 

2.2.5 Biologická aktivita nanočástic stříbra 

 

Stříbro a jeho sloučeniny jsou známé pro jejich antibakteriální účinky již od starověkého 

Řecka. Vyšší vrstvy obyvatel používaly k uskladnění vody stříbrné nádoby, aby se zabránilo 

k šíření infekcí přenášené vodou. Později se ze stříbra vyráběly nádoby na potraviny, stříbrné 

nádobí a příbory. Do mléka a jiných tekutin se vkládala stříbrná mince pro uchování čerstvosti 

tekutin. Avšak ve formě kovu není stříbro dostatečně biologicky využitelné a po určité době 

se vyskytovaly otravy stříbrem tzv. argyrie, která se projevovala šedomodrým zbarvením kůže 

(odtud pak označení „modrá krev“ pro šlechtice).  Na přelomu 19. a 20. stol. se opouštělo od 

využívání samostatného kovového stříbra a začalo se využívat koloidní stříbro. Avšak 

začátkem 20. století, kdy došlo k objevení penicilinu, zájem o biologickou aktivitu stříbra, jak 

koloidního, tak kovového klesl a do popředí se dostaly antibiotika. Zůstal pouze sulfadiazin 

stříbra, který se používá dodnes při léčbě popálenin k potlačení infekce v ráně. V současné 

době jsou antibiotika jediným léčivem určeným k léčbě systémových a lokálních infekcí. 

Nicméně léčba infekcí antibiotiky je od konce 20. století velmi výrazně komplikována 

narůstající rezistencí bakterií k antibiotikům. Společně se schopnosti bakterií přizpůsobovat 

se negativním vlivům lze důvody tvorby bakteriální rezistence spatřovat v opakovaném 

a neracionálním užívání antibiotik, či aplikaci antibiotik do krmiv pro hospodářská zvířata.
19 

Příkladem typických rezistentních bakterií jsou např. Escherichia coli s produkcí 

širokospektrých betalaktamáz (Extended Spectrum Betalactamase (ESBL) producing 

Escherichia coli), methicilin rezistentní Staphylococcus aureus (MRSA) nebo vankomycin 

rezistentní Enterococcus faecium (VRE).
9
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Řešením bakteriální rezistence je vývoj nových antimikrobiálních látek. Jedna z možností 

je kombinace vybraných penicilinových antibiotik s inhibitory betalaktamáz. Avšak proti této 

kombinaci se mnoho bakterií stává též rezistentní. Slibný přístup k řešení bakteriální 

rezistence spočívá v kombinaci antibiotik s nanočásticemi stříbra. Tyto kombinace inhibují 

růst patogenních mikroorganismů, včetně rezistentních bakteriálních kmenů i při nízkých 

koncentrací (1-10 mg/l).
20

 

Na rozdíl od antibiotik, bakteriální odolnost vůči stříbru byla pozorována jen zřídka. 

Použití nanočástic stříbra jako antibakteriálních činidel nevedlo k prokázání bakteriální 

resistence. Tato skutečnost je pravděpodobně vysvětlena odlišným mechanismem působení 

různých forem stříbra. Mechanismus působení nanočástic stříbra spočívá v jejich 

víceúrovňovému účinku na bakterie, na rozdíl od antibiotik, které vykazují pouze specifický 

účinek. Nanočástice stříbra poškozují stěnu bakterií, při akumulaci v membráně zvyšují její 

permeabilitu, mohou interagovat s DNA, deaktivovat enzymy, ovlivňovat metabolický proces 

a poškozovat dýchací řetězec. Stříbrné ionty jsou uvolňovány z povrchu nanočástice 

a vstupují do stěn bakterií, kde je jeho účinek spojený s tvorbou reaktivních (ROS), které 

vyvolávají oxidativní stres a tím i smrt bakterie.
9,21 

Jedním z nejdůležitějších mechanismů 

interakce stříbrných nanočástic je pravděpodobně interakce s cytoplazmatickou membránou 

bakterie a membránovými proteiny, které obsahují síru a DNA. Dochází k ovlivnění 

buněčného dělení a následně způsobují i buněčnou smrt. Tato schopnost je typická pro 

nanočástice o velikostech menších než 30 nm s kladným zeta potenciálem. Tento kladný 

potenciál umožňuje lepší interakci se záporným povrchem bakterie. Dalším z významných 

mechanismů je uvolňování stříbrných iontů z povrchu nanočástice, kdy bakterie spustí své 

obranné mechanismy, aby ochránila svou DNA, ale během tohoto procesu se naruší proces 

replikace DNA.
11,22

 Nanočástice stříbra tedy vykazují baktericidní účinek na základě několika 

různých mechanismů, které se uplatňují současně. Takový účinek je tedy nespecifický, 

víceúrovňový. Naproti tomu antibiotika vykazují specifický baktericidní účinek, zaměřený 

pouze na jedno cílové místo. Antibiotika neúčinkují současně několika mechanismy, jako 

tomu je u nanočástic stříbra. Dle mechanismu účinku lze antibiotika rozdělit do několika 

skupin, např. antibiotika inhibující tvorbu buněčné stěny, narušující syntézu cytoplazmatické 

membrány, inhibující proteosyntézu a narušující syntézu nukleových kyselin.
23

  

Bylo prokázáno, že antibakteriální aktivita stříbrných nanočástic závisí na jejich 

velikosti a tvaru. Čím menší velikost částic, tím větší antibakteriální efekt.  Při srovnání 

antibakteriálních vlastností nanočástic stříbra o velikosti 25 nm, které byly připraveny 

modifikovaným Tollensovým procesem s použitím maltózy jako redukčního činidla, byly 
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zjištěny minimální inhibiční koncentrace, a to v rozmezí 1,69–13,5 mg/l, než při přípravě 

nanočástic o velikosti 50 nm.
22

 V jiné studii byla porovnávána antimikrobiální aktivita 

nanočástic stříbra o velikostech 8 nm a 28 nm. Menší částice vykazovaly větší aktivitu, což 

bylo pravděpodobně způsobeno lepším pronikáním mezi póry buněčné membrány a tím 

vytváření většího počtu stříbrných iontů a k větší tvorbě reaktivních kyslíkových radikálů 

(ROS).
19 

Při testování antimikrobiální aktivity v závislosti na tvaru nanočástic byla zjištěna 

největší aktivita u trojúhelníkových destiček.
9 

Při použití nanočástic stříbra jako samotného antimikrobiálního činidla lze očekávat 

při použití terapeutických dávek (v řádech desítek mg/l) toxické účinky. Možným řešením 

je kombinace dvou antimikrobiálních látek, např.  nanočástic stříbra a antibiotik. Při testování 

je hodnocena minimální inhibiční koncentrace (MIC), při které je viditelně inhibován růst 

bakterií či jiných mikroorganismů, obou antibakteriálních látek samostatně 

a ve vzájemné kombinaci. Na základě získaných minimálních inhibičních koncentrací (MIC) 

nanočástic stříbra a antibiotik je vypočítána frakční inhibiční koncentrace (FIC): 

𝐹𝐼𝐶 =
𝑀𝐼𝐶 𝑙éč𝑖𝑣𝑎 𝐴 𝑣 𝑘𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎𝑐𝑖

𝑀𝐼𝐶 𝑙éč𝑖𝑣𝑎 𝐴 𝑠𝑎𝑚𝑜𝑡𝑛éℎ𝑜
+

𝑀𝐼𝐶 𝑙éč𝑖𝑣𝑎 𝐵 𝑣 𝑘𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎𝑐𝑖

𝑀𝐼𝐶 𝑙éč𝑖𝑣𝑎 𝐵 𝑠𝑎𝑚𝑜𝑡𝑛éℎ𝑜
 

Existuje řada interpretací frakční inhibiční koncentrace, jedna z nich spočívá 

v rozdělení společného působení antibakteriálního efektu nanočástice stříbra a antibiotika do 

čtyřech skupin na efekt aditivní, synergický, indiferentní nebo antagonistický s hodnotami 

FIC ≤0.5,>0.5 až ≤1, >1 až ≤2 a>2.
21

 

 Většina studií ukazuje pouze aditivní efekt této kombinace, avšak byl prokázán 

i synergický efekt posuzovaný při koncentracích nižší než MIC samotných antibiotik 

i samotných nanočástic stříbra.  Danou synergií se zabývá studie Panáček et al. z roku 2016, 

kde byly připraveny nanočástice o velikosti 28 nm, stabilizované pomocí želatiny.  Silný 

a nespecifický synergický efekt nanočástic stříbra v kombinaci s antibiotiky byl prokázaný 

bez ohledu na chemickou strukturu použitého antibiotika.  V některých případech došlo 

k zesílení účinku antibiotika v kombinaci s nanočásticemi stříbra a hodnoty jejich MIC klesly 

až na 10
4 

nižší hodnoty, než byl účinek samotného antibiotika. V některých případech došlo 

k obnovení citlivosti rezistentní bakterie k dříve neúčinnému antibiotiku. Příkladem může být 

bakterie Escherichia coli, která vykazovala rezistenci vůči samotnému ampicilinu 

i v nejvyšších testovaných koncentrací. Ale v kombinaci ampicilinu s nanočásticemi stříbra 

dochází k obnovení citlivosti bakterie k antibiotiku. 
9,20,21,22

 Obnovení citlivosti a tím 

překonání rezistence bakterií produkujících enzym β-laktamázu či karbapenemázu 
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způsobující rezistenci k penicilinovým antibiotikům bylo také prokázáno v práci A. Panáčka 

et al. z roku 2016
18

. 

Stříbrné nanočástice vykazují i fungicidní aktivitu, která byla prokázána proti 

kvasinkám Candida spp. Tato aktivita je srovnatelná s aktivitou iontového stříbra. Pro 

testování byly použity nanočástice o velikosti 25 nm připravené pomocí maltózy jako 

redukčního činidla, které byly stabilizovány polymery a surfaktanty. Výsledné minimální 

inhibiční koncentrace (MIC) stabilizovaných nanočástic Ag se pohybovaly v rozmezí 0,054 – 

0,84μg/ml a byly nižší než u nestabilizovaných nanočástic. Hodnoty MIC stabilizovaných 

částic Ag byly dokonce v některých případech nižší, než hodnoty běžných antimykotických 

látek jako je např. Amfotericin B, Itrakonazol, Flukonazol a jiné.
11,12,25 

 

 

2.2.6 Toxicita nanočástic stříbra 

 

Stříbro jako těžký kov vykazuje toxické účinky, ale akutně jen ve velkých toxických dávkách, 

takže nepředstavuje nebezpečí pro organismy. Vyšší akutní toxicitu vykazuje stříbrný iont 

v rozpustných sloučeninách, jako je např. dusičnan stříbrný. Toxické je stříbro i při 

dlouhodobém působení, kdy při vysokých koncentrací stříbra může nastat otrava stříbrem tzv. 

argyrie, kdy dochází k ukládání stříbra ve vnitřních orgánech, zejména v játrech.
9 

Nanočástice stříbra lze považovat za kov, tudíž by neměli vykazovat toxické účinky, 

jenže díky svému velkému povrchu, který může interagovat s biologickým systémem, 

vykazují silné biologické účinky. A proto toxicitu nanočástic stříbra nemůžeme ztotožnit ani 

s toxicitou pro kovové stříbro a ani s toxicitou pro rozpustné sloučeniny stříbra. Ani v této 

době neexistují legislativně platné údaje o toxicitě nanočástic stříbra.
9 

Jako první byly zkoumány toxické účinky in vitro na eukaryotické buňky. 

Mechanismus účinku spočívá v tvorbě kyslíkových radikálů a vyvolání oxidativního stresu, 

který může vést až k buněčné smrti. Dále mohou poškozovat buněčnou membránu a DNA, 

jak již bylo zmíněno dříve.
9 

Méně časté, ale velmi významné testovaní je zaměřené na toxicitu in vivo, které 

vyžadují testování na laboratorních zvířatech, kdy se nejčastěji jedná o krysy, myši či 

potkany. Bylo zjištěno, že toxicita nanočástic stříbra je závislá na způsobu jeho podání. Při 

podání ústy (perorálně) je vyvolána akutní toxicita při dávkách v řádek stovky až tisíce mg/kg 

hmotnosti potkana. Při testování byli potkani vystaveni různým dávkám nanočástic stříbra. Až 
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do koncentrace 2000 mg/l nebyl prokázán žádný akutní toxický účinek. Z největší části jsou 

nanočástice vyloučeny z těla ven a v menší míře dochází k absorpci v orgánech, zejména 

v játrech, ledvinách a tenkém střevě. 
9,26 

 

2.2.7 Využití  

 

Nanočástice stříbra jsou často používané nejen díky své biologické aktivitě, ale také díky 

svým unikátním vlastnostem, nejčastěji v chemické katalýze nebo elektronice. V chemické 

katalýze jsou využívané kvůli jejich velkému povrchu jako katalyzátorů při chemických 

reakcích. Příkladem může být oxidace ethylenu na ethylenoxid. V elektronice své využití 

našli zejména v realizaci 3D mikroelektromechanických systémů a elektrických obvodů.
12 

Pro detekci velmi nízkých koncentrací v roztoku je významná povrchem zesílená 

Ramanova spektroskopie (SERS) a povrchem zesílená rezonanční Ramanova spektroskopie 

(SERRS). Jde o vysoce citlivé metody, které se používají ke stopovému stanovení prvků 

a studiu chemické struktury. Tyto metody využívají materiály, které umožňují dostatečné 

povrchové zesílení. Při volně vhodného materiálu může být signál zesílen až 10
7 

krát. Při 

povrchovém zesílení dochází k adsorpci molekuly na povrch koloidní částice a následně dvou 

mechanismům. Chemický mechanismus je spojen s přenosem náboje mezi povrchem kovu 

a adsorbovanou molekulou. U elektromagnetického mechanismu se předpokládá, že dochází 

k zesílení elektromagnetického pole v okolí částice. 
12,27 
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3. Experimentální část 
 

3.1 Použité chemikálie 
 

Pro přípravu koloidního stříbra byly použity tyto chemikálie: dusičnan stříbrný (p.a., Tamda 

a.s.), hydroxid sodný (p.a., Lach-Ner s.r.o.), amoniak (p.a., vodný roztok, min. 25 % (v/v), 

(Lach-Ner s.r.o.), D (+) - maltosa monohydrát (p.a., Riedel-de Haën), destilovaná voda. 

Pro měření povrchem zesílené Ramanovy spektroskopie se využíval chlorid sodný 

(p. a., Sigma Aldrich). 

K testování antibakteriální aktivity byla použita antibiotika dodaná mikrobiologickým 

ústavem Lékařské fakulty UP v Olomouci – vankomycin, tetracyklin, erytromycin, 

chloramfenikol, kolistin a ciprofloxacin. Všechna antibiotika měla koncentraci 10000 mg/l a 

byla rozpuštěna ve vodě krom antibiotika chloramfenikolu, které bylo rozpuštěno v ethanolu. 

Kultivace probíhala v Müeller-Hintonově bujonu. Pro přípravu 1 litru bujonu bylo 

potřeba 5 g hovězí extraktu (Difco), 17,5 g kaseinového hydrolyzátu (HIMEDIA) a 

destilovaná voda. Po připravení bujonu dochází k upravení pH pomocí přídavku 3 ml 20% 

NaHCO3 na přibližnou hodnotu 7,2. Výsledná směs je sterilizována v autoklávu při teplotě 

121 °C po dobu asi 20 minut.   

K testování antibakteriální aktivity byly použity bakteriální kmeny ze sbírky 

Masarykovy Univerzity v Brně (Czech Collection of Microorganisms, Czech Republic), 

jmenovitě Staphylococcus aureus CCM 3953, Escherichia coli CCM 3954 a Pseudomonas 

aeruginosa CCM 3955. Dále byly použity kmeny bakterií izolované z klinického materiálu 

pacientů Fakultní nemocnice v Olomouci, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 

epidermis 2, Enterococcus faecium (VRE) a Klebsiella pneumoniae (ESBL).   

3.2 Experimentální vybavení 
 

Při měření velikosti připravených nanočástic byl použit přístroj Zeta Potential Analyzer Zeta 

Plus (Brookhaven Instrumentals Corporation, USA), který pracuje na principu dynamického 

rozptylu světla (DLS). UV/Vis absorpční spektra nanočástic stříbra byla změřena pomocí 

spektrofotometru Specord S 600 (Analytik Jena AG, Německo), pracující v jednopaprskovém 

uspořádání. Ramanova spektra byla pořízena na konfokálním Ramanově spektrometru WITec 

Alpha 300 R. 
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Obr. 3: Přístroj Zeta Potential Analyzer Zeta Plus pro měření velikosti částic (a)
28

, Ramanův 

konfokální spektrometr WITec Alpha 300 R (b)
29

 a spektrofotometr Specord S 600 (c)
30 

 

3.3 Příprava koloidního stříbra 
 

Pro přípravu koloidního stříbra o koncentraci 108 μg/ml byl použit modifikovaný Tollensův 

proces, kdy je redukován diamminstříbrný komplex [Ag(NH3)2]
+
 redukujícím cukrem 

maltosou v zásaditém prostředí. 

 

Ag+
 +  2NH3 →  [Ag(NH3)2]+

 →  Ag0
  

 

 Za stálého míchání na magnetické míchačce za laboratorní teploty (~25 °C) bylo smícháno 

v 50 ml kádince 5ml 0,005M roztoku AgNO3 s 1,25 ml 0,1M roztoku NH3. Dále bylo přidáno 

12,75 ml destilované vody, 1 ml 0,24M roztoku NaOH a vzniklý komplex byl redukován 5 ml 

0,02M roztokem maltosy.  

Dále bylo připraveno koloidní stříbro o koncentraci 54 μg/ml. Postup přípravy byl 

stejný jako u přípravy stříbra o koncentraci 108 μg/ml pouze s tím rozdílem, že zde byly 

použity poloviční objemy zásobních roztoků, krom roztoku NaOH, kterého bylo použito 

800μl.  

a) 
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U všech připravených nanočástic byla proměřena průměrná velikost pomocí metody 

dynamického rozptylu světla, dále pH a UV/VIS absorpční spektra (desetinásobně zředěných 

roztoků pro koncentraci 108 mg/l a pětinásobně zředěných pro 54 mg/l).  

 

3.4 Příprava vzorků pro testování antibakteriální aktivity 
 

Pro testování antibakteriální aktivity byly připraveny série vzorků obsahujících koloidní 

stříbro o koncentraci 54 mg/l a antibiotikum o koncentracích 5,4 mg/l, 13,5 mg/l či 54 mg/l. 

Pro testování bylo využito šest druhů antibiotik lišících se v mechanismu účinku a chemické 

struktuře – ciprofloxacinu (CIP), chloramfenikol (CMP), kolistin (COL), erytromycin (ERY), 

tetracyklin (TET) a vankomycin (VAN). Byly použity dvě metody přípravy vzorků pro 

biologické testování. U první metody došlo ke smíchání koloidního stříbra s požadovanou 

koncentrací antibiotika až po vyredukování veškerého stříbra. V druhé metodě byla 

požadovaná koncentrace antibiotika přidána během redukce samotného stříbra, a to před 

přídavkem redukčního činidla.  

 

3.5 Testování antibakteriální aktivity 
 

K testování antibakteriální aktivity byla použita standardní diluční metoda v Müeller-

Hintonově bujonu, kterou prováděli pracovníci Ústavu mikrobiologie Lékařské fakulty 

Univerzity Palackého v Olomouci. 

Na základě této metody se stanovuje minimální inhibiční koncentrace (MIC) testované 

látky, při které dochází k viditelnému potlačení růstu bakterie. Při testování dochází 

k rozřeďování testované látky geometrickou řadou (2x až 2048x) v kultivačním bujonu 

na mikrotitrační destičce (obr. 4). K biologickému testování byla použita disperze 

o koncentraci 54 mg/l, což znamená, že byly testovány koncentrace stříbra v intervalu od 27 

mg/l do 0,026 mg/l. Po rozředění disperze se do jamek mikrotitrační destičky očkuje příslušná 

bakterie. Na destičky je nanášeno standardní množství mikroba 10
5-6

 CFU/ml. Hodnota 

minimální inhibiční koncentrace se odečítá po 24 hodinové inkubaci při 37 °C jako nejnižší 

koncentrace testované látky, u které byla pozorována inhibice růstu bakterie. 
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Obr. 4: Snímek mikrotitrační destičky při testování antibakteriální aktivity. Světlé tečky 

v jamkách ukazují na růst bakterie a jamky bez teček na inhibici růstu bakterie.
9 

 

3.6 Ramanova spektroskopie a povrchem zesílená Ramanova 

spektroskopie  
 

Měření Ramanových spekter bylo prováděno za použití laseru o vlnové délce 633 nm na 

konfokálním Ramanově spektrometru. Vzorky byly měřeny 1 mm pod povrchem 

v 96jamkové destičce překryté krycím sklíčkem. Počet měřených akumulací byl nastavený na 

hodnotu 10 s integračním časem 10 s.  

Ramanská spektra bez efektu zesílení byla pořízena pro roztoky antibiotik o 

koncentraci 10 g/l jak ve vodném roztoku, tak i v pevném stavu po vysušení. Pro SERS 

experimenty byly použity připravené nanočástice stříbra o koncentraci 108 mg/l, antibiotika o 

koncentracích 10 g/l a 2M roztok chloridu sodného.  Postup přípravy byl následující: do 10 ml 

zkumavky bylo odpipetováno 1,85 ml koloidního stříbra (konečná koncentrace 20 µg/l), poté 

byla přidána destilovaná voda v takovém množství, aby byl celkový objem po přídavku 

chloridů a antibiotika 10 ml. Takto zředěná disperze koloidního stříbra byla aktivována 

přídavkem chloridových iontů o objemu 0,5 ml (konečná koncentrace 100 mmol/l), poté byla 

směs promíchána, a nakonec bylo přidáno 0,2 ml daného antibiotika (konečná koncentrace 

200 mg/l).  Takto připravená směs byla ihned změřena na Ramanově spektrometru.  
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4. Výsledky a diskuse 
 

4.1 Příprava a charakterizace nanočástic stříbra 
 

Koloidní disperze nanočástic stříbra byla připravena modifikovaným Tollensovým procesem, 

jehož princip spočívá v redukci diaminstříbrného komplexu maltosou. Disperze byla 

připravena ve dvou koncentracích, a to o koncentraci 108 mg/l a 54mg/l. Ihned po přípravě 

byla proměřena velikost, absorpční spektrum. Průměrná velikost připravených nanočástic o 

koncentraci 108 mg/l byla 29 nm a nanočástic o koncentraci 54 mg/l byla 27 nm. Velikost 

částic stříbra byla ověřena i elektronovou mikroskopií (obr. 5). Obě disperze s různou 

koncentrací stříbra vykazovaly stejnou hodnotu pH = 11,4. Na absorpčním spektru byl 

zachycen charakteristický pík pro nanočástice stříbra, jehož maximum lze pozorovat při 

vlnové délce 410 nm (obr. 6).  

 

 

Obr. 5: TEM snímek nanočástic stříbra z disperze o koncentraci 108 mg/l (vlevo) a 54 mg/l 

(vpravo) 
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Obr. 6: UV-Vis spektrum připravených nanočástic (a) o koncentraci 108 mg/l a (b) o 

koncentraci 54 mg/l 

 

4.2 Příprava a charakterizace nanočástic stříbra s obsahem 

antibiotik 
 

Při přípravě vzorků nanočástic stříbra v kombinaci s antibiotiky byl sledován vliv antibiotik 

na velikost a stabilitu nanočástic stříbra pomocí měření velikosti částic a absorpčních spekter. 

Průměrná velikost nanočástic stříbra s obsahem antibiotik se nepatrně zvýšila na hodnotu 34 

nm, což může být způsobeno mírnou agregací částic. Absorpční pás charakteristický pro 

nanočástice v některých případech vykazoval menší posun k vyšším vlnovým délkám a 

současně došlo k nárůstu absorbance v rozsahu vlnových délek 450 nm až 700 nm. Tento jev 

byl pozorován pouze v případě nejvyšší koncentrace antibiotika 54 mg/l a pouze v případě 

přídavku antibiotika po syntéze nanočástic stříbra. Tento trend vykazovaly disperze 

nanočástic stříbra po přídavku všech použitých antibiotik. Jelikož posun nebyl výrazný, lze 

usuzovat, že tento mírný posunu maxima byl vyvolán adsorpcí antibiotika na povrch 

nanočástic stříbra či částečným ovlivněním stability. Na následujících obrázcích jsou 

znázorněná spektra pouze pro nejvyšší použitou koncentraci antibiotika a to 54 mg/l 

v kombinaci. Porovnávány jsou spektra koloidního stříbra o koncentraci 54 mg/l se spektry 

koloidního stříbra v kombinaci s antibiotikem připravenou pomocí metody A, kdy došlo 

pouze ke smíchání vzorků a metody B, kdy antibiotikum bylo přidáno do reakční směsi 

během redukce.  
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Obr. 7: UV-Vis spektra nanočástic stříbra o koncentraci 54 mg/l s porovnáním nanočástic 

stříbra o koncentraci 54 mg/l v kombinaci s ciprofloxacinem o koncentraci 54 mg/l připravené 

pomocí obou metod 

 

  

Obr. 8: UV-Vis spektra nanočástic stříbra o koncentraci 54 mg/l s porovnáním nanočástic 

stříbra o koncentraci 54 mg/l v kombinaci s chloramfenikolem o koncentraci 54 mg/l připravené 

pomocí obou metod 
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Obr. 9: UV-Vis spektra nanočástic stříbra o koncentraci 54 mg/l s porovnáním nanočástic 

stříbra o koncentraci 54 mg/l v kombinaci s kolistinem o koncentraci 54 mg/l připravené pomocí 

obou metod 

 

Obr. 10: UV-Vis spektra nanočástic stříbra o koncentraci 54 mg/l s porovnáním nanočástic 

stříbra o koncentraci 54 mg/l v kombinaci s erytromycinem o koncentraci 54 mg/l připravené 

pomocí obou metod 
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Obr. 11: UV-Vis spektra nanočástic stříbra o koncentraci 54 mg/l s porovnáním nanočástic 

stříbra o koncentraci 54 mg/l v kombinaci s tetracyklinem o koncentraci 54 mg/l připravené 

pomocí obou metod 

  

 

Obr. 12: UV-Vis spektra nanočástic stříbra o koncentraci 54 mg/l s porovnáním nanočástic 

stříbra o koncentraci 54 mg/l v kombinaci s vankomycinem o koncentraci 54 mg/l připravené 

pomocí obou metod 
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4.3 Antibakteriální aktivita 
 

K testování antibakteriální aktivity byla použita standardní diluční metoda v Müeller-

Hintonově bujonu, kterou prováděli pracovníci Ústavu mikrobiologie Lékařské fakulty 

Univerzity Palackého v Olomouci. 

Na základě získaných minimálních inhibičních koncentrací (MIC) nanočástic stříbra 

a antibiotik je vypočítána frakční inhibiční koncentrace (FIC), podle které dochází k rozdělení 

společného působení antibakteriálního efektu nanočástice stříbra a antibiotika do čtyřech 

skupin na efekt synergický (≤0.5), aditivní (>0.5 až ≤1), indiferentní (>1 až ≤2) nebo 

antagonistický (>2): 

𝐹𝐼𝐶 =
𝑀𝐼𝐶 𝑙éč𝑖𝑣𝑎 𝐴 𝑣 𝑘𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎𝑐𝑖

𝑀𝐼𝐶 𝑙éč𝑖𝑣𝑎 𝐴 𝑠𝑎𝑚𝑜𝑡𝑛éℎ𝑜
+

𝑀𝐼𝐶 𝑙éč𝑖𝑣𝑎 𝐵 𝑣 𝑘𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎𝑐𝑖

𝑀𝐼𝐶 𝑙éč𝑖𝑣𝑎 𝐵 𝑠𝑎𝑚𝑜𝑡𝑛éℎ𝑜
 

V tabulkách zobrazených níže jsou uvedeny frakční inhibiční koncentrace pro testovaná 

antibiotika ve třech možných koncentracích (54 mg/l, 13,5 mg/l a 5,4 mg/l) v kombinaci 

s koloidním stříbrem o koncentraci 54 mg/l. Porovnávány jsou dvě metody přípravy vzorku 

pro testování. Při metodě A došlo ke smíchání koloidního stříbra a antibiotika o zvolené 

koncentraci až po dokončení redukce a při metodě B se antibiotikum přidalo do reakční směsi 

před zahájením redukce (před nástřikem redukční látky). 

V případě kombinace nanočástic stříbra o koncentraci 54 mg/l s kolistinem byl 

zjištěný silný synergický efekt proti bakterii Pseudomonas aeruginosa (532), Pseudomonas 

aeruginosa CCM 3955 a Klebsiella pneumoniae (ESBL) (2486) ve všech testovaných 

kombinacích v obou případech přípravy. V prvních dvou případech se jedná o nejnižší 

hodnoty FIC dosažené v testování. Proti bakterii Pseudomonas aeruginosa (532) se 

nejúčinnější kombinací ukázala kombinace antibiotika o koncentraci 54 mg/l, kdy pro metodu 

A hodnota FIC byla 0,064 a pro metodu B 0,031. Vůči tetované bakterii Escherichia coli 

CCM 3954 byl synergický účinek pozorován jen u koncentrace 5,4 mg/l, v ostatních 

případech se jednalo pouze o aditivní účinek. 
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Tabulka 2: Frakční inhibiční koncentrace kombinace nanočástic stříbra a kolistinu  

  

Koncentrace antibiotika COL (mg/l) 

54 13,5 5,4 54 13,5 5,4 

metoda A metoda B 

Escherichia coli CCM 3954 0,650 0,859 0,220 0,900 0,750 0,102 

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 0,271 0,196 0,280 0,163 0,271 0,064 

Pseudomonas aeruginosa (532) 0,064 0,441 0,326 0,031 0,220 0,163 

Klebsiella pneumoniae (ESBL) (2486) 0,064 0,280 0,131 0,064 0,280 0,131 

 

Silný synergický efekt nanočástic stříbra a kolistinu lze s největší pravděpodobností 

přičíst podobnému mechanismu účinku obou antibakteriálních látek, který se v okamžiku 

jejich kombinace násobí. Nanočástice stříbra narušují buněčnou stěnu a membránu a zvyšují 

jejich propustnost. Stejně tak kolistin, jako polypeptidové antibiotikum (obr. 13), narušuje 

buněčnou stěnu vytěsněním dvoumocných iontů z lipopolysacharidů a fosfolipidů. Při 

interakci s buněčnou membránou pak působí jako detergent, čímž vyvolává solubilizaci 

membrány. 

 

Obr. 13: Struktura kolistinu 

Vzhledem k velkému množství funkčních skupin, jako je aminoskupina či 

hydroxylová skupina, v molekule kolistinu je pravděpodobné, že se toto antibiotikum může 

přes některé funkční skupiny velice dobře vázat na povrch nanočástic stříbra prostřednictvím 

kovalentní či koordinačně kovalentní vazby. Zdali k takové interakci dochází či nikoli bylo 

posuzováno na základě srovnání Ramanových spekter kolistinu bez a s efektem povrchového 

zesílení pomocí nanočástic stříbra. Ramanova spektra čistého kolistinu jsou uvedena na 

obrázku 14, kde jsou patrné pásy charakteristické pro např. aminoskupinu (750 cm
-1

, 1048 

cm
-1

). Bohužel v případě povrchem zesílené Ramanovy spektroskopie bylo získáno spektrum 
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bez výrazných vibračních pásů a nelze tak toto spektrum interpretovat a porovnat se spektrem 

kolistinu bez efektu povrchového zesílení.  

 

Obr. 14: Ramanovo spektrum kolistinu v porovnání s povrchem zesíleným Ramanovým 

spektrem kolistinu na nanočásticích stříbra 

 

Z výsledků kombinace vankomycinu a nanočástic stříbra synergický účinek nebyl 

pozorován i přes fakt, že mechanismus působení vankomycinu spočívá v inhibici buněčné 

stěny a je možné tak očekávat vzhledem ke stejnému mechanismu účinku násobný 

antibakteriální efekt jako tomu bylo u kolistinu. Ve většině případů byl pozorován 

indiferentní či dokonce antagonistický efekt. Důvodem může být taková interakce nanočástic 

stříbra s vankomycinem, která ovlivní strukturu molekuly vankomycinu, který následně ztrácí 

schopnost specifického účinku inhibovat proces tvorby buněčné stěny. 
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Tabulka 3: Frakční inhibiční koncentrace kombinace nanočástic stříbra a vankomycinu 

  

Koncentrace antibiotika VAN (mg/l) 

54 13,5 5,4 54 13,5 5,4 

metoda A metoda B 

Enterococcus faecalis CCM 4224 0,531 1,250 2,600 4,249 2,499 1,300 

Staphylococcus aureus CCM 3953 1,250 2,000 2,800 4,999 1,000 0,700 

Staphylococcus epidermidis 1 (879) 2,125 2,500 2,600 4,249 1,250 2,600 

Staphylococcus epidermidis 2 (901) 1,125 0,750 0,900 2,249 1,500 0,900 

Staphylococcus aureus (MRSA) (4591) 2,063 1,125 2,100 4,125 1,125 2,100 

 

Pro studium vlivu nanočástic stříbra na strukturu molekuly vankomycinu (obr. 15) 

byla opět aplikována Ramanova a povrchem zesílená Ramanova spektroskopie (obr. 16). 

Pomocí této metody můžeme porovnat Ramanovo spektrum vankomycinu s povrchově 

zesíleným Ramanovým spektrem a následně změny v molekule vancomycinu vedoucí k jeho 

případné inaktivaci. Bohužel, ani v tomto v případě se nepodařilo naměřit SERS spektrum 

vankomycinu a není tak možné prokázat či vyloučit vliv nanočástic stříbra na tuto molekulu. 

 

 

 

 

 

Obr. 15: Struktura vankomycinu 
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Obr. 16: Ramanovo spektrum vankomycinu v porovnání s povrchem zesíleným Ramanovým 

spektrem vankomycinu na nanočásticích stříbra  

Z výsledků FIC kombinace nanočástic stříbra o koncentraci 54 mg/l a ciprofloxacinu o 

třech různých koncentrací nebyl zjištěn žádný synergický efekt jak při použití první metody 

přípravy, tak i druhé. Tato kombinace antibakteriálních látek vykazuje pouze efekt aditivní, 

indiferentní či dokonce antagonistický. Ve čtyřech případech se jednalo o aditivní efekt a ve 

zbylých případech převládal indiferentní efekt. Silný antagonistický účinek vykazuje 

kombinace s antibiotikem o koncentraci 5,4 mg/l u metody A, způsobený vysokými 

hodnotami minimálních inhibičních koncentrací antibiotika v kombinaci. 

Tabulka 4: Frakční inhibiční koncentrace kombinace nanočástic stříbra a ciprofloxacinu  

  

Koncentrace antibiotika CIP (mg/l) 

54 13,5 5,4 54 13,5 5,4 

metoda A metoda B 

Enterococcus faecalis CCM 4224 1,031 1,125 4,199 1,520 2,250 1,050 

Staphylococcus aureus CCM 3953 1,063 0,623 5,199 1,063 1,250 0,650 

Escherichia coli CCM 3954 1,002 1,500 1,200 1,002 1,250 1,733 

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 1,008 2,044 3,439 1,008 2,044 0,859 

Pseudomonas aeruginosa (532) 1,008 2,101 1,740 1,008 4,163 1,748 

Staphylococcus epidermidis 1 (879) 1,500 3,000 1,200 1,500 1,500 1,200 

Staphylococcus epidermidis 2 (901) 2,025 1,031 3,469 2,025 2,072 1,733 
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Mechanismus působení ciprofloxacinu na bakterie spočívá v inhibici enzymů nutných pro 

syntézu nukleových kyselin, blokuje tedy replikaci DNA. Tento složitý chemický proces se 

odehrává hluboko uvnitř bakteriální buňky. Nanočástice stříbra vzhledem ke své velikosti 

pravděpodobně nepronikají k DNA anebo ji nijak negativně neovlivňují a nemůže na této 

úrovni synergicky působit s antibiotikem. Případné narušení buněčné stěny nanočásticemi 

stříbra a zvýšení permeability bakteriální stěny a membrány, což je typický a charakteristický 

mechanismus antibakteriálního účinku nanočástic stříbra, evidentně nepostačuje k vyvolání 

synergického efektu. Toto tvrzení potvrzují i minimální inhibiční koncentrace čistých 

nanočástic stříbra, které jsou velmi podobné těm v kombinaci. Navíc vzhledem 

k antagonistickému efektu při koncentraci 5,4 mg/l ciprofloxacinu v disperzi je velmi 

pravděpodobné, že se antibiotikum částečně anebo kompletně váže na povrch nanočástic 

stříbra, čímž dojde ke snížení koncentrace volného antibiotika a zabránění jeho vstupu na 

cílové místo do nitra buňky. 

Pro objasnění interakce mezi nanočásticemi stříbra a molekulou ciprofloxacinu (obr. 

17), byla pořízena Ramanova spektra ciprofloxacinu v porovnání s povrchem zesíleným 

Ramanovým spektrem (obr. 18). V Ramanově spektru se projevuje vazba C=C silnou vibrací 

v oblasti 1660–1580 cm
-1

 a vazba C-F při vibracích 1445-1385 cm
-1

. Tyto vazby lze 

pozorovat jak v Ramanském spektru, tak při SERSu, s největší pravděpodobností se tyto 

vazby nemění. V Ramanově spektru se vyskytuje silný pás při 1080 cm
-1

, který se ve spektru 

SERS nevyskytuje. Dále je v SERS spektru výrazně méně intenzívní pás při 1387 cm
-1

. Tyto 

vibrační pásy lze přiřadit vazbě C-N, je tedy pravděpodobné, že mezi nanočásticí stříbra a 

antibiotikem dochází k interakci přes atom dusíku. 

 

 

Obr. 17: Struktura ciprofloxacinu 
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Obr. 18: Ramanovo spektrum ciprofloxacinu v porovnání s povrchem zesíleným Ramanovým 

spektrem ciprofloxacinu na nanočásticích stříbra 

 

V případech, kdy jsme použili do kombinace s nanočásticemi stříbra o koncentraci 54 

mg/l chloramfenykol, erytromycin nebo tetracyklin, nebyl pozorovaný žádný synergický 

efekt. Ve většině případů hodnoty FIC byly tak velké, že se jedná o silný antagonistický 

účinek proti všem bakteriím, ve všech testovaných kombinacích, což je způsobeno 

několikanásobně vyššími MIC daných antibiotik v kombinaci oproti MIC samotných 

antibiotik. 
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Tabulka 5: Frakční inhibiční koncentrace kombinace nanočástic stříbra a chloramfenikolu 

  

Koncentrace antibiotika CMP (mg/l) 

54 13,5 5,4 54 13,5 5,4 

metoda A metoda B 

Enterococcus faecalis CCM 4224 2,250 3,000 4,199 2,250 1,500 1,800 

Staphylococcus aureus CCM 3953 2,000 1,250 5,199 1,000 0,625 1,550 

Escherichia coli CCM 3954 2,125 1,250 2,923 1,063 1,250 1,630 

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 1,500 2,250 3,736 0,750 1,125 2,525 

Pseudomonas aeruginosa (532) 1,250 2,125 7,000 1,250 2,125 1,025 

Staphylococcus epidermidis 1 (879) 0,625 2,000 1,200 1,250 1,000 1,400 

Staphylococcus epidermidis 2 (901) 0,625 2,000 3,857 0,625 1,000 1,400 

Staphylococcus aureus (MRSA) (4591) 1,500 3,000 3,469 1,500 1,500 1,200 

 

Tabulka 6: Frakční inhibiční koncentrace kombinace nanočástic stříbra a erytromycinu  

  

Koncentrace antibiotika ERY (mg/l) 

54 13,5 5,4 54 13,5 5,4 

metoda A metoda B 

Enterococcus faecalis CCM 4224 4,124 4,499 4,199 2,063 4,499 2,100 

Staphylococcus aureus CCM 3953 2,125 1,250 5,199 2,125 2,500 0,650 

Staphylococcus epidermidis 2 (901) 0,750 2,250 1,050 0,750 1,125 1,050 

 

Tabulka 7: Frakční inhibiční koncentrace kombinace nanočástic stříbra a tetracyklinu  

  

Koncentrace antibiotika TET (mg/l) 

54 13,5 5,4 54 13,5 5,4 

metoda A metoda B 

Enterococcus faecalis CCM 4224 5,865 2,216 7,486 2,932 2,216 7,486 

Staphylococcus aureus CCM 3953 2,072 1,125 8,429 2,072 4,519 1,527 

Escherichia coli CCM 3954 1,031 0,563 1,044 2,063 1,125 1,131 

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 2,383 7,691 2,138 6,191 3,847 1,069 

Pseudomonas aeruginosa (532) 3,383 4,847 0,785 3,347 4,847 0,784 

Staphylococcus epidermidis 1 (879) 2,972 3,347 3,277 2,972 3,347 0,819 

Staphylococcus aureus (MRSA) (4591) 2,025 2,072 3,469 2,025 2,072 1,433 

Enterococcus faecium (VRE) (1324) 1,437 3,061 1,743 1,437 3,061 7,486 

Klebsiella pneumoniae (ESBL) (2486) 1,652 2,804 6,191 5,828 6,203 2,780 

 

Mechanismus působení těchto antibiotik na bakterie spočívá v inhibici syntézy proteinů 

na ribozomech, tudíž uvnitř buňky bakterie. Vzhledem k velikosti nanočástic stříbra a 
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vzhledem k mechanismu působení, který spočívá v narušení buněčné stěny, nemůže dojít 

k průniku do nitra buňky a posílení účinku antibiotika. Z porovnání výsledků minimálních 

inhibičních koncentrací čistých nanočástic stříbra a v kombinaci, lze jenom potvrdit, že 

synergický účinek pro tyto antibiotika je velmi nepravděpodobný.  

Pro objasnění struktur antibiotik v kombinaci s nanočásticemi se využilo srovnání Ramanova 

spektra antibiotik a povrchem zesílená Ramanova spektra. Bohužel v případě erytromycinu 

(obr. 19) nebylo zaznamenáno kvalitní SERS spektrum (obr. 20) a proto nelze posuzovat vliv 

nanočástic stříbra na molekulu erytromycinu. 

Obr. 19: Struktura erytromycinu 

 

Obr. 20: Ramanovo spektrum erytromycinu v porovnání s povrchem zesíleným Ramanovým 

spektrem erytromycinu na nanočásticích stříbra 

https://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjUzMneluDTAhUFfywKHTVtD9sQjRwIBw&url=https://en.wikipedia.org/wiki/Erythromycin&psig=AFQjCNFznnSuVQUqPf8aDSpMZ1ScxhpQMg&ust=1494328783883591


41 
 

 

  V případě spekter chloramfenikolu (obr. 21), které je rozpuštěné v ethanolu, jsou na 

Ramanových spektrech (obr. 22) patrné píky odpovídající právě tomuto rozpouštědlu 

s charakteristickým píkem 884 cm
-1

. Bohužel v povrchem zesíleným Ramanově spektru se 

vyskytují vibrace pro ethanol, které nám zakrývají vibrace pro molekulu chloramfenikolu a 

nemůžeme tak porovnávat vliv nanočástic stříbra na chloramfenikol. 

Obr. 21: Struktura chloramfenikolu 

 

 

 

  

Obr. 22: Ramanovo spektrum chloramfenikolu v porovnání s povrchem zesíleným Ramanovým 

spektrem chloramfenikolu na nanočásticích stříbra  

 

 

https://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=0ahUKEwjliYiCmeDTAhXMOSwKHbYiC_gQjRwIBw&url=http://www.wikiwand.com/pl/Chloramfenikol&psig=AFQjCNHTn64vyIFhbymmhYKRKwxeSP-z7g&ust=1494329404123498&cad=rjt
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U měření tetracyklinu (obr. 23) se podařilo naměřit SERS spektrum s intenzivními 

píky 1273 cm
-1 

a 1307 cm
-1 

které lze přiřadit ke skupinám ketonům a alkoholům. Dalším 

intenzivním píkem je zde 1583 cm
-1

, který odpovídá amidům. Tento pík je mírně posunutý 

oproti píku v Ramanském spektru tetracyklinu (obr. 24). Je pravděpodobné, že molekula 

tetracyklinu interaguje s nanočásticemi stříbra právě přes atom dusíku.  

 

 

Obr. 23: Struktura tetracyklinu 

 

 

 

Obr. 24: Ramanovo spektrum tetracyklinu v porovnání s povrchem zesíleným Ramanovým 

spektrem tetracyklinu na nanočásticích stříbra  

https://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjTw_7DmeDTAhVDdCwKHZ79CTQQjRwIBw&url=https://is.muni.cz/th/211206/prif_b/Bakalarska_prace.txt&psig=AFQjCNGQbufOw3iyUxA4-LXZdeeEmH9ocQ&ust=1494326773008565
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5. Závěr 
 

Cílem této bakalářské práce bylo studium antibakteriální aktivity nanočástic stříbra 

v kombinaci s antibiotiky a určení, zda se jedná o synergický, aditivní, indiferentní či 

antagonistický účinek. Další část práce spočívala v objasnění interakce mezi nanočásticemi 

stříbra a antibiotikem pomocí UV-VIS spektroskopie a povrchem zesílené Ramanovy 

spektroskopie.  

Pro testování byly použity nanočástice stříbra o koncentraci 54 mg/l připravené 

modifikovaným Tollensovým postupem za použití redukční látky maltosy. Vybráno pro 

biologické testování bylo šest antibiotik – vankomycin, tetracyklin, erytromycin, 

chloramfenikol, kolistin a ciprofloxacin, ve třech různých koncentracích, 54 mg/l, 13,5 mg/l a 

5,4 mg/l. Vzorky byly připraveny pomocí dvou metod, kdy první metoda (metoda A) 

spočívala ve smíchání nanočástic stříbra s požadovanou koncentrací ATB a druhá (metoda B) 

v přidání ATB do reakční směsi před přidáním redukční látky. K testování antibakteriální 

aktivity byla použita standardní diluční metoda v Müeller-Hintonově bujonu proti vybraným 

11 druhům bakterií. 

Silný synergický účinek byl pozorován u antibiotika kolistinu, kde hodnoty frakční 

inhibiční koncentrace vůči bakterii Pseudomonas aeruginosa (532) měly hodnotu 0,064 pro 

metodu A a až 0,031 pro metodu B. Synergický účinek kombinace kolistinu s nanočásticemi 

stříbra je pravděpodobně dán podobným mechanismem účinku, který spočívá v narušení 

buněčné stěny.  

U ostatních testovaných antibiotik nebyl zjištěn synergický účinek, ve většině případů 

se jednalo o indiferentní nebo až antagonistický efekt. Výsledek souvisí s mechanismem 

účinku samotných antibiotik, který se odehrává v nitru buňky a vzhledem k velikosti 

nanočástic stříbra a jeho účinku na povrchu bakterie nemůže dojít k pozitivnímu ovlivnění 

účinku. Pro objasnění vlivu nanočástic stříbra na molekuly antibiotik byly porovnány 

Ramanovy spektra s povrchově zesílenými Ramanovými spektry ciprofloxacinu a 

tetracyklinu. V obou případech byly v Ramanových spektrech antibiotik nalezeny silné 

vibrace odpovídající skupinám s dusíkem, které se v interakci s nanočásticemi stříbra mění. Je 

tedy pravděpodobné, že antibiotika interagují s nanočásticemi stříbra právě přes atom dusíku a 

může tak dojít k ovlivnění jejich účinnosti. 
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6. Summary 
 

The aim of this bachelor’s thesis was to investigate the antibacterial activities of silver 

nanoparticles in combination with antibiotics and to determine whether their effect is 

synergic, additive, indifferent or antagonistic. The second part of the thesis lied in clarifying 

the interaction between the antibiotic and nanoparticles we used UV-VIS spectroscopy and 

surface-enhanced Raman spectroscopy. 

For testing we used silver nanoparticles in concentration of 54 mg/l prepared by 

modified Tollens method using maltose as reduction agent. For biological testing six 

antibiotics were chosen - vancomycin, tetracycline, erythromycin, chloramphenicol, colistin 

and ciprofloxacin, in three different concentrations of 54 mg/l, 13,5 mg/l and 5,4 mg/l. The 

samples were prepared using two methods; the first one (method A) consisted of mixing the 

silver nanoparticles with the required concentration of the antibiotic and in the second method 

(method B) the antibiotic was added to the reaction mixture prior to the addition of reduction 

substance. The antibacterial activity was tested using standard dilution method in Mueller-

Hinton Broth against eleven chosen types of bacteria. 

Strong synergic effect was observed for the colistin antibiotic, where the values of 

fractional inhibitory concentrations against bacteria Pseudomonas aeruginosa (532) were 

calculated at 0.064 for method A and up to 0.031 for method B. The synergic effect of the 

combination confirms the working mechanism of silver nanoparticles which consists of 

disruption of cell walls. 

There was no synergic effect found at other tested antibiotics, in the majority of cases 

the effect was indifferent or even antagonistic. The results are related to the work mechanisms 

of the antibiotics themselves, which happen inside the cell and given the size of silver 

nanoparticles and its effect on the surface of bacteria there cannot be any positive impact on 

the effect.  For the clarification of possible interaction between the antibiotic and 

nanoparticles were compared Raman spectra with surface-enhanced Raman spectra of 

ciprofloxacin and tetracycline. In both cases, in Raman spectra of antibiotics were founded 

strong vibrations corresponding to nitrogen groups which change in interaction with silver 

nanoparticles.  It is probably that antibiotics interact with silver nanoparticles just over the 

nitrogen atom and it can influence their effectiveness. 
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8. Seznam použitých zkratek  
 

CIP  ciprofloxacin 

CMP  chloramfenikol 

COL  kolistin 

DNA   deoxyribonukleová kyselina 

DLS  dynamický rozptyl světla 

ERY  erytromycin 

FIC  frakční inhibiční koncentrace 

MIC  minimální inhibiční koncentrace 

ROS  reaktivní formy kyslíku 

SERS  povrchem zesílená Ramanova spektroskopie 

TEM  transmisní elektronová mikroskopie 

TET  tetracyklin 

UV-VIS  ultrafialovo-viditelná oblast 

VAN  vankomycin 

 


