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1  UVOD

V dnesni dobé¢ je stale vice diskutované téma piipravy nanocastic a nanomaterialii a
jejich aplika¢ni vyuziti. Do popfedi zajmu se dostavaji zejména nanocastice stiibra diky jejich
antibakterialni aktivité, kterd je vyuzitelnd v mnoha rtznych oborech. Své dominantni
postaveni zaujimaji tyto nanomateridly ptfedevSim ve zdravotnictvi. Diky stdle rostoucim
rezistentnim schopnostem mikrobii se dnesni antibiotika stavaji stadle mén¢ ucinna a je proto
nutné hledat jiné zptsoby jak bakteriim a virGm zabrénit v jejich Sifeni. Moznym zplsobem

feSeni tohoto problému je pravé studium nanocéstic stiibra a jejich vlastnosti.

Jednim z mechanismi jak nanocastice stiibra vykazuji svoji antibakterialni aktivitu je
uvolnovani stiibrnych iontli, kterymi dochazi k ovladani antibakteridlni aktivity. Nabizi se
otazka, zda nelze za pomoci riznych latek ovlivnit tato koncentrace iontt a tim antibakterialni

aktivita koloidniho stiibra.

Piiprava nanocastic stiibra je relativné jednoduchy a levny proces, pii kterém lze
vyuzit riznych metod. Jednou z moznosti piipravy je modifikovany Tollensuv proces, kdy
vytvofeny komplexni kation [Ag(NHs):]" se redukuje riznymi sacharidy, jako napiiklad

maltosou, galaktosou, fruktosou nebo glukosou [16].

Cilem piedkladané bakalaiské prace je studium antibakterialni aktivity nanocastic
stiibra, zptisobené uvoliovanim volnych stiibrnych iontd a zjisténi, zda lze rdznymi
aminokyselinami (cystein, glycin, lysin) a halogenidy (chlorid draselny, jodid draselny,
bromid draselny) ovladat tuto koncentraci volnych stiibrnych iontd a tim tedy jejich

antibakterialni aktivitu.



TEORETICKA CAST

2 DISPERZNI SOUSTAVY

Disperzni soustava je termodynamicky systém, ktery si lze pfedstavit jako soustavu
slozenou alespon ze dvou zakladnich ¢asti a to z disperzni faze, nazyvané téz jako disperzni
podil ¢i dispersum a disperzniho prostiedi nazyvaném také jako dispergens. Tyto dvé casti
obvykle predstavuji dvé chemicky odlisné slozky poptipadé smési slozek. Disperzni faze je
rovnomérné rozptylena = dispergovana ve formé castic dané velikosti a tvaru Vv disperznim

prostiedi, které tvoii spojitou ¢ast disperzni soustavy [1, 2].

2.1 ROZDELENI DISPERZNICH SOUSTAV

Jelikoz existuje mnoho typt disperznich soustav, Kklasifikujeme je podle riznych
hledisek. Podle po¢tu fazi lze disperzni systémy dé¢lit na homogenni a heterogenni, kdy
homogenni (stejnorodd) soustava obsahuje dvé slozky a jednu fazi, z nichz jedna slozka tvofi
disperzni fazi a druha disperzni prostfedi. V tomto piipad¢ nelze uvaZovat o rozhrani mezi
Casticemi a disperznim prosttedim, nebot” slozka disperzniho fazeu je rozptylena ve slozce
tvofici disperzni prosttedi v pfiliS drobnych casticich. Jako ptiklad si miZeme uvést
rozpustény cukr ve vodé (jednofazovy, dvouslozkovy systém). Jako soustavu heterogenni
(nestejnorodou) oznacujeme disperzni soustavu obsahujici dvé faze, kdy jedna tvoii disperzni
fazi a druhé disperzni prostiedi. Existuje zde urcitd hranice mezi ¢asticemi dispergované faze
a prostfedim, které je obklopuje, nazyvané téz jako fazové rozhrani. Pfikladem heterogenni

soustavy muze byt mensi mnozstvi oleje ve vodeé [1, 3].

Dle tvaru dispergovanych castic miizeme rozeznat systémy korpuskularné disperzni,
které obsahuji izometrické castice kulovitého tvaru, laminarné disperzni, jejichz
anizometrické castice maji tvar desticek nebo lamel a fibrildrn€ disperzni, obsahujici
anizometrické c&astice tyCinkovitého nebo vlaknitého tvaru. Nachézi-li se ndm v soustavé
Castice stejného tvaru, oznaCujeme tuto soustavu jako homodisperzni. V piipadé vyskytu

riznych tvart ¢astic, nazyvame soustavu jako heterodisperzni [1, 3].



rotacni elipsoidy rotaéni elipsoidy

protahlé zplostelé

tyCinky ot ploché disky,
desticky,
lamely

Obr.1: Modely anizometrickych ¢astic [5]

Za pomoci tzv. stupné disperzity — pomé&r povrchu ¢astic k jejich objemu (pfevracena
hodnota linearniho rozméru &astice) mizeme vyjadiovat velikost ¢astic soustavy. Cim jemnéji
bude disperzni faze rozptylena, tim bude mit vyssi stupenn disperzity. Systémy, ve kterych se
vyskytuji nejmensi ¢astice (d < 10° m) oznacujeme jako analytické disperze (pravé roztoky
nizkomolekularnich latek), u koloidnich disperzi se velikost ¢astic pohybuje v rozmezi od 1
do 500 nanometrti (pravé roztoky latek vysokomolekularnich i nano ¢i mikrodisperze dalSich
latek) a s velkymi casticemi ( d > 10° m) se muzeme setkat u hrubych disperzi
(makroheterogenni soustavy). O soustav€ monodisperzni hovofime tehdy, maji-li vSechny
¢astice soustavy stejnou velikost. V piipad¢, Ze se nam v disperznim fadzeu nachazeji ¢astice o

rizné velikosti, jedna se o soustavu polydisperzni [1, 2, 3].
3 KOLOIDNE DISPERZNI SYSTEMY

Koloidn¢ disperzni systémy jsou dvoufazové a vicefdzové soustavy, ve kterych je
jedna faze velmi jemné rozptylena ve fazi druhé tak, ze tvoii mikroskopické az
submikroskopické objekty. Tyto soustavy vykazuji unikatni fyzikaln¢ chemické vlastnosti
zapticinéné malou velikosti ¢astic a velkou plochou fazového rozhrani mezi disperzni fazi a

prostfedim, se kterymi se u makroskopickych fazi vyrazné&ji nesetkame [4, 1].
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3.1 KLASIFIKACE KOLOIDNICH SOUSTAV

Diky velké rozmanitosti mizeme stejn¢ jako disperzni soustavy dé€lit i soustavy

koloidni. Ty Ize obecné rozdé€lit do 8 skupin, jak je patrné z tab. 1:

Disperzni prostiedi Disperzni faze Oznaceni koloidni disperze
Plynny Koloid netvofi
Plynné Kapalny Aerosoly
Pevny Aerosoly
Plynny Pény
Kapalné kapalny Emulze
Pevny Lyosoly
Plynny Tuhé pény
Pevné Pevny Tuhé emulze
Pevny Tuhé soly

Tabulka 1: Klasifikace skupenského stavu disperzni faze a disperzniho prostiedi

Koloidné disperzni soustavy spadajici pod lyosoly (tvofené kapalnym prostfedim a
pevnou disperzni fazi)mtzeme dale klasifikovat do ti skupin. Soustavy lyofobni nazyvané téz
jako koloidni disperze jsou heterogenni systémy tvofené pievazné¢ anorganickymi latkami,
majici ostfe vymezené fazové rozhrani. Je pro né typickd nestalost a samovolné zanikani.
Lyofobni soustavu oznacujeme jako hydrofobni pokud je disperzni prostiedi tvofené vodou.
V ptipadé vSak, Ze je tvofeno organickou kapalinou, jedna se o organosoly. Do druhé skupiny
zapadaji soustavy lyofilni, kdy se jednd o homogenni soustavy, v nichz je fdzové rozhrani
rozprostieno do vSech rozmérti. Tyto systémy jsou tvofeny pravymi roztoky molekul, jez jsou
stalé a mohou vznikat samovolnym rozpusténim. Tteti skupinu tvoii tzv. asociativni koloidni
soustavy vznikajici spojovanim molekul povrchové aktivnich latek za vzniku ttvart koloidni
velikosti nazyvané micely. Gely jsou zvlastnim piipadem koloidnich soustav, v nichz jsou

spojeny disperzni ¢astice do trojrozmérné sité prostupujici disperznim prostiednim [1, 5, 3].

3.2 KINETICKE VLASTNOSTI KOLOIDNICH SOUSTAV
3.2.1 BROWNUV POHYB

Browntiv pohyb nese jméno po anglickém botanikovi Robertu Brownovi, ktery jako
prvni pozoroval zdanlivé ndhodné pohyby koloidnich c¢astic. Své pozorovani zapocal
sledovanim zrnka pylu, jez bylo suspendované ve vod¢. Nasledné totéz zkusil 1 s
riznymi organickymi a anorganickymi latkami, aby vyloucil, Ze pohyb zrn neni spojen
S projevem zivota pylu a doSel tak k zavéru, ze chaoticky pohyb ¢astic je pozorovan vzdy pfi

dostatecném rozmélnéni latky [6, 7].
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Browntv pohyb je zapficinén tepelnym pohybem molekul disperzniho prostiedi, které
nahodile narazeji do koloidnich ¢astic a zpasobuji tak pohyb téchto ¢astic. Tento pohyb, ktery
je pozorovatelny v mikroskopu a ultramikroskopu, roste se zmensujicimi se rozméry ¢astic a
také s teplotou. Budeme-li mit ¢astice o vétSsim praméru nez 4 um, tepelny pohyb jiz nebude

pozorovatelny [4, 5, 1].

3.2.2 DIFUZE V KOLOIDNICH SOUSTAVACH
Za pomoci diftze dochazi v soustavach s koncentracnim gradientem (rozdil
koncentraci) K samovolnému vyrovnavani koncentraci zapfi¢inéné translatnim pohybem
gastic. Cim budeme mit polomér &astice vétsi, tim nam bude rychlost diftize klesat.Aby se
dosdhlo vyrovnani koncentrace v celém systému, smér diftize nastdvd vzdy ve sméru
koncentraéniho gradientu — tedy z prostfedi o vys$§i koncentraci do prostiedi s nizsi
koncentraci. Za pomoci Fickova zakona mtiizeme popsat pohyb hmoty ve sméru difuze:
an _ dc
ac ~ O ax
Kde dn/dt je latkové mnozstvi difundujici latky v Case, S je plocha kolma na smér diftize, D je
difuzni koeficient [m? s™] a nakonec dc/dx je koncentraéni gradient [1, 3].
Je tfeba zminiti jeden ze zakladnich vztahti koloidni chemie — Einsteinovu rovnici,
z niZ plyne, Ze se stoupajici teplotou hodnota difuzniho koeficientu stoupa a se vzristajici

viskozitou prostiedi a rostoucim polomérem ¢astic naopak klesa [1, 3].

3.2.3 OsSMOzA

Osmoza je jev, ktery si lze predstavit jako tok rozpoustédla ze ziedénéjSiho do
koncentrovanéjsiho roztoku. Tento d€j mize nastat pouze za predpokladu, ze budeme mit dva
rizné koncentrované systémy oddélené polopropustnou (semipermeabilni) membranou, pies
kterou mohou pronikat pouze molekuly disperzniho prostfedi (rozpoustédla), c¢astice
dispergované nemohou projit jejimi pdory. Na obou strandch membrany dochazi ke snaze o
vyrovnani chemickych potencialii rozpoustédla, coz je 1 hnaci silou celého déje. Pretlak, ktery
zpiisobi zastaveni prichodu rozpouStédla membrdnou na stran€ koncentrovangjsiho
systému,oznacujeme jako osmoticky tlak m. Vztah oznaCovany jako van’t Hoffova rovnice

nam popisuje zavislost osmotického tlaku na koncentraci a teploté:

T = cRT
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kde ¢ oznaduje molarni koncentraci [mol/m?], T termodynamickou teplotu a R je univerzalni
plynova konstanta. Kdyz nahradime moldrni koncentraci poctem c¢éastic v v objemové

jednotce, ziskame vztah vyjadiujici velikost osmotického tlaku v koloidnich soustavach:

Jelikoz osmoticky tlak siln¢ zavisi na velikosti Castic, vyuzivaji se osmoticka méfeni jak ke
zjistovani  velikosti  dispergovanych c¢astic, tak kurCovani molarni hmotnosti

makromolekularnich latek [1, 5].

3.2.4 SEDIMENTACE

V ptipadé, Zze na disperzni systémy pusobi silové pole (naptf. gravitacni nebo
odstiedivé), dochazi k sedimentaci — pohyb ve sméru ptsobeni sily. V gravitaénim poli Zemé
Castice o hustoté vétsi nez je disperzni prostiedi, klesaji prakticky vSechny ke dnu, v opacném
ptipadé plavou na povrchu. Obecné lze fict, Ze v gravitanim poli pohyb ¢astic zavisi jak na
hmotnosti, tvaru a hustoté, tak také na vlastnostech prostiedi, v némz se ¢astice pohybuji [1,
5, 2].

V prubéhu sedimentace dochazi k rovnovaznému uspotradani castic, kde nejvétsi
Castice se budou drzet u dna a nejmensi Castice, které jsou sedimentacné stalé, vlivem
Brownova pohybu zlistanou rovnomérné rozptyleny v celém objemu koloidniho systému.
Abychom urychlily proces ustavovani sedimenta¢ni rovnovahy, pouziva se odstfedivé silové

pole ultracentrifugy, jehoZ sila je fadové az 10° krat v&tsi oproti zemské gravitaci [1, 5, 4].

3.3 OPTICKE VLASTNOSTI KOLOIDNICH SOUSTAV

Optické vlastnosti koloidnich soustav patfi k vyznamnym zvlastnostem. Bude-li
dopadat svételny paprsek na koloidni systém, soucasné bude dochazet jak k pravé absorpci,
tak k rozptylu svétla na ¢asticich systému. To, ktery zjevi bude pievladat, rozhoduje

charakter koloidni soustavy, zejména pak velikost pfitomnych ¢astic [1].

13



3.3.1 ABSORPCE SVETLA
Absorpce zafeni je doprovazena pohlcovanim energie elektromagnetického zareni, pti
¢emz dochazi ke zvySeni vnitini energie molekul systému. Tento jev se vyjadfuje za pomoci

Lambert-Beerova zakona:
1
A= -log — = ecd
Ip

Lambert-Beertiv zakon
V némz I latkou prosla intenzita zaieni, lp je na latku dopadajici intenzita svétla, € je
absorpéni koeficient, ¢ koncentrace a d Sitka kyvety, kterou zareni prochézi. Jelikoz u
koloidnich soustav absorpce zafeni zavisi na velikosti Castic, dochazi ke zkomplikovani
Lambert-Beerova zakona. Tato zavislost je pozorovatelna pievazné u elektricky vodivych

koloidnich ¢astic napiiklad u koloidni disperze Ag [1].

3.3.2 ROZPTYL SVETLA

Koloidni soustavy maji tu schopnost, Ze mohou rozptylovat urcity podil
prochéazejiciho zéatfeni vSemi sméry bez zmény vlnové délky, pficemz nedochdzi pfi
pohlcovani kvanta svételné energic ke zméné energetickych stavi systému. Tento jev je
pozorovatelny pouze u systéml s riznymi indexy lomu disperznich ¢astic a disperzniho
prostiedi.Intenzita rozptyleného svétla je u koloidnich disperzi obsahujici ¢astice s rozméry
shodnymi ¢i mens$imi nez vlnova délka svétla, niz8i, proto jsou v prochdzejicim svétle
Vv tenkych vrstvach ¢iré. Teprve az v tlustsich vrstvach jevi jemny zakal [1, 3].

Budeme-li koloidnim roztokem pozorovat prichod uzkého svazku paprski, uvidime,
7e paprsek prochazejici pies tento roztok, se rozsifuje do kuzele, jehoz vrchol je v misté, kde
paprsek vchazi do nehomogenniho prostfedi a dale se rozSifuje ve sméru prochdzejiciho
paprsku. Tento jev oznacujeme jako Tyndalltv jev, ktery byl pojmenovan po Tyndallovi, jenz
poprvé kvalitativné pozoroval rozptyl svétla. Vlivem rozptylu nam bude klesat intenzita
primarniho zafeni a to ve sméru postupu paprskii. Zdkonem podobnym jako Lambert-Beertiv
muzeme pak popsat kvantitativni podil rozptylu zafeni na zeslabeni intenzity dopadajiciho
zafeni a to ve sméru pozorovani:

—logl
9" —1d
Iy

Kde turbidita, oznacovana jako 1, je mirou thrnné energie, ktera se rozptyli na vSechny strany
od paprsku prochézejiciho vrstvou suspenze o jednotkové tloustce a je vyrazné zavislé jak na

stupni disperzity, vinové délce zareni, tak i na optickych vlastnostech koloidni soustavy [1, 8].
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V roce 1871 Rayleigh vytvotil teoreticky popis rozptylu svétla na koloidnich ¢asticich,
ktera je ovSem platnd pouze pro dostatecné malé Castice (d = A/20) kulovitého tvaru, které
jsou od sebe dostateCné vzdaleny a nevykazuji vlastni absorpci svétla. Vztah vyjadiujici

intenzitu rozptyleného svétla pak vypada:

(1) __16n* (—a’)g
I/’  r22% " \4me,

Kde g nam znaci permitivitu vakua, r je vzdalenost od detektoru a a oznacuje polarizabilitu

Castice [1].

Jako dal$i vyznamna vlastnost koloidnich roztoku je tzv. dynamicky rozptyl svétla,
kdy dochazi ke kolisani intenzity rozptyleného zareni v ¢ase okolo primérné hodnoty vlivem
difuzniho pohybu ¢astic. Z ¢asového pribéhu kolisani intenzity rozptyleného svétla, mizeme
zm¢étit rychlost pohybu &éstice prostiedim, z ¢ehoZz muizeme urcit rozmér Castice, kterd
rozptyluje zéfeni. V dneSni dob¢ existuje cela tada pfistroji pro zjistovani velikostni
distribuce koloidnich ¢éstic, ktera je zalozena na principu dynamického rozptylu. Jako piiklad
si mizeme uvést naptiklad ultramikroskop, ktery se pouziva k nepfimému sledovani

koloidnich ¢astic [1].

3.4 ELEKTRICKE VLASTNOSTI KOLOIDNICH SOUSTAV

U koloidnich systémi, které jsou tvofeny tuhou disperzni fazi a kapalnym disperznim
prostfedim, se miiZeme setkat se znatelnymi elektrickymi vlastnostmi, které jsou zplisobeny
pritomnosti elektrického naboje. Vznikly elektricky naboj nerozhoduje pouze o chovéni

nabitych ¢astic v elektrickém poli, ale také ovliviiuje stabilitu koloidnich roztoku [8, 9, 1, 7].

3.4.1 ELEKTROKINETICKE JEVY

Jako elektrokinetické jevy oznaCujeme jevy, které nastavaji pii pohybu faze
s elektrickou dvojvrstvou vici roztoku v disledku rozdé€leni elektrické dvojvrstvy a vzniku
elektrokinetického potencidlu. Mezi tyto jevy fadime elektroforézu, sedimentacni potencial,
potencial proudéni a také elektroosmozu [10].

Na zacatek je tedy tieba si vysvétlit, co je elektricka dvojvrstva. Jak jiz bylo zminéno,
mezi disperznim prostiedim a fézi. Tento naboj vznikd bud’ ionizaci funkénich skupin
povrchovych molekul, nebo absorpci iontl nachézejicich se v disperznim prostfedi. Diky
tomuto naboji dochéazi k vytvoteni elektrického pole, jehoz vlivem dochazi k usporadani

opac¢nych naboju v tésné blizkosti zminéného rozhrani za vzniku utvaru skladajiciho se ze
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dvou vrstev s opacné nabitymi ionty, nazyvané téZ jako elektricka dvojvrstva. Elektrické
potencidly ,,0* jsou rozdilné mezi nabitym povrchem a objemovou fazi disperzniho prostredi.
Znaménko potencialu na povrchu Castice ,,pp« a znaménko povrchového naboje jsou stejné
[1].

Podle teorie Helmholtze si miizeme elektrickou dvojvrstvu predstavit jako deskovy
kondenzator, ktery je tvofen dvéma deskami, z nichZ jedna je pfimo spojena s povrchem tuhé
latky a druha deska, ktera nese opa¢né nabity iont, je v kapaling, ve velmi malé vzdalenosti od
desky prvni. Stejn¢ jako potencial deskového kondenzatoru i potencial v dvojvrstvé klesa
velmi strmé. Z hlediska koloidni chemie toto schéma uspotadani elektrické dvojvrstvy
neodpovida skutecnosti, nebot’ neobjasiiuje fadu skutecnosti tykajici se elektrokinetickych
jevu [9, 1].

Teorie elektrické dvojvrstvy s difuzni vrstvou protiiontd, jenZ byla navrZzena Goiilyem
a nezavisle také Chapmanembyla vyznamnym pokrokem a do zna¢né miry tak odstranila
nedostatky Helmholtzovy teorie. Podle této teorie ionty nachazejici se na povrchu cCastice
nemohou vazat ekvivalentni mnozstvi protiionti v protivrstvé, nebot vlivem difuze se
pohybuji a jsou tak rozptylovany v kapalné fazi v ur¢ité vzdalenosti od rozhrani. Pouze urcity
pocet protiiontll je poutdn k prvni vrstvé iontl, kterd uruje povrchovy naboj na koloidni
¢astici a nazyva se jako vnitini (kompaktni) vrstva. V tzv. vngsi (difizni) vrstvé dochazi
K soustfedéni zbyvajici ¢asti opaéné nabitych iontd. Goliyho-Chapmanova teorie ma bohuzel
spoustu nedostatkil. Tato teorie ionty povaZuje za bodové néaboje, které se mohou piiblizit
libovolné blizko k prvni vrstvé, a nepocita tedy se skuteCnymi rozmeéry iontl. DalSim
nedostatkem je neschopnost vysvétlit zménu znaménka elektrokinetického potencialu, po
pfidani elektrolytu s vicevazanymiontem nesouci opa¢ny naboj, nez ma disperzni faze do
systému. Také tuto teorie nelze pouZit na vysoce koncentrované systémy, kde selhava a
nakonec nedokaze vysvétlit rozdilné puisobeni riznych iontl stejné valence na elektrickou
dvojvrstvu.

Sternova teorie struktury elektrické dvojvrstvy byla navrzena roku 1924 Sternem, kdy
model elektrické dvojvrstvy do zna¢né miry piekonava obtize spojené s Helmholtzovou a
Gotiyho-Chapmanovu teorii, tedy jiz jsou v ni zahrnuty jak rozméry iontd, tak i specifické
neelektrické interakce iont s povrchem tuhé faze. Podle Sterna jsou za pomoci
elektrostatickych a adsorp¢nich sil k vnitini vrstvé iontli pfitahovany ionty opacného
znaménka. Tzv.Sternova vrstva, ve které dochazi ptirozené k prudkému poklesu elektrického
potencialu, je Kpovrchu tésné¢ priléhajici vrstva protiiont, kterd je tvofend pievazné

adsorp¢nimi silami vazané ionty a spolu s ionty, které jsou vazané na povrchu céstice
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vytvateni jiz zminénou kompaktni vnitini vrstvu. Soucasti difizni vrstvy jsou protiionty
nachdzejici se ve vetsi vzdalenosti od Castic, které jsou ptitahovany elektrostatickymi silami.
Kompaktni vrstva iontd s ¢astici se bude pohybovat v piipadé, ze Castice s elektrickou
dvojvrstvou se bude pohybovat vii¢i nepohyblivému disperznimu prostiedi, zatimco difuzni
vrstva se s Castici nepohybuje. Jako pohybové rozhrani pak nazyvame rozhrani, které nam
odd¢€luje pohyblivou a nepohyblivou cast elektrické dvojvrstvy. Rozdil potencialit na
pohybovém rozhrani, ustavujici se pii relativnim pohybu tuhé faze s elektrickou dvojvrstvou
vuci roztoku nazyvame jako elektrokineticky potencidl neboli {-potencial, ktery je piic¢inou
vzniku elektrokinetickych jevi. O tom, jaké bude mit (-potencial znaménko, rozhoduje
specificka adsorpce iontl a o jeho velikosti bude rozhodovat pfevazné iontova sila roztoku,
ale také absorbované ionty. Po piidavku elektrolytu do systému budou prechédzet opacné
nabité ionty z difuzni Casti elektrické dvojvrstvy bliz k vnitini ¢asti této dvojvrstvy, coz
povede ke zmenSeni difizni ¢asti, a to ndsledné povede ke snizeni hodnoty potencialu  a tim
zaroven ke ztrat¢ stability koloidnich ¢astic. Naopak pfi fedéni systému se ndm bude diftizni
vrstva rozsifovat a (- potencial bude vzrastat[9, 1, 11].

Vsechny modely elektrickych dvojvstev jsou zndzornény na obrazku €. 2:

e¢lmholtzova vrstva (“Stcmova vrstva '
*~ pohybové -4 i< pohybové rozhrani s wpohybové rozhrani
rozhrani i ;
; i ® @
s | ° @ W : @
i @ ® ®
@ : ®
C o @ 33 ®
Q S
Kile —\ @ ®
H . .
g @
——> s : >
: X = X X
(a) (b) (c)

Obr.2: Modely elektrické dvojvrstvy [12]

a) Helmholtziv model b) Goiiyho-Chapmaniv model ¢) Sterntv model
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Jak jiz bylo zminéno, mezi elektrokinetické jevy patii elektroforéza, elektroosmoza,
sedimentacni potencial a potencial proudéni. Tyto jevy se daji rozdé€lit do dvou skupin, kdy
VvV prvnim ptipad¢ je v klidu pevna faze a pohybuje se faze kapalna, v ptipad¢ druhém je tomu
naopak [2].

Do prvni skupiny spadaji elektroosmoza a potencial proudéni. Potencidl proudéni,
nazyvany téz jako prutokovy proud, je inverznim jevem k elektroosmoze, pii kterém dochazi
ke vzniku elektrického proudu a priutoku potencidlii pii protlaCovani roztoku elektrolytu
poréznim materidlem. Jevem obracenym k elektroforéze, je elektroosmodza, kdy dochazi
k transportu kapaliny, ktery je vyvolany vnéj$im napétim pasobicim na kapilarnim systému.
Pro blizsi predstavu, si Ize predstavit, ze v ptipadé vlozeni stejnosmérného potencialniho
rozdilu na konce kapildrni trubice naplnéné kapalinou vytvaiejici elektrickou dvojvrstvu
s vlastnim potencidlem na kapilarni stén¢€, za vhodnych podminek se pak uvede cely kapilarni
sloupec kapaliny do pohybu. Tento pohyb miize byt kompenzovan protitlakem, ktery
oznacujeme jako elektroosmoticky [2, 1, 4].

Do skupiny druhé patii elektroforéza a sedimentacni potencial. Elektroforéza je
nejnazorngj$im  elektrokinetickym jevem a zhlediska praktického vyuziti také
nejvyznamnéjSim. Predstavme si, Ze bychom pomoci dvou inertnich elektrod zavedli do
kapalného disperzniho systému stejnosmérné elektrické pole. Pod vlivem tohoto vnéjSiho
elektrického pole se budou Castice disperzni faze, které maji nenulovy povrchovy naboj
pohybovat v zavislosti na znaménku naboje a to bud’ ke kladné ¢&i zaporné elektrodé.
Jednoduse lze fict, Ze elektroforéza je pohyb koloidnich ¢astic v elektrickém poli. Dal§im
jevem, ktery je jevem inverznim K elektroforéze, je sedimentac¢ni potencial. Tento potencial
vznika v silovém poli v disperznim prostiedi pii sedimentaci ¢astic [4, 9, 2].

Vsechny elektrokinetické jevy jsou citlivé na pritomnost elektrolytu v disperznim
prostiedi, kdy velky obsah elektrolyli mize vést ke snizeni intenzity projevu a to jak rychlosti
elektroforézy a elektroosmoézy, tak také velikosti pritokového a sedimenta¢niho proudu a
potencialu. Dale muze piidavek elektrolyti zapfi¢init zménu znaménka vznikajicich

potencialti nebo sméru pohybu fazi [4, 7].

3.5  STABILITA KOLOIDNICH SOUSTAV

Stabilitou koloidnich soustav rozumime jejich schopnost branit se priabéhu déja, které
maji za nasledek zménu jejich struktury, stupné disperzity, nebo zménu rozdéleni ¢astic podle
rozmért. Stabilitu je mozno rozdélit na dva typy a to na kinetickou stabilitu, kdy se jedna o
stalost, s jakou systém dokéze zachovat rozd¢leni koncentrace Castic v gravitatnim poli a
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stabilitu agregatni, kdy se jedna o stalost, sjakou systém dokaze zachovat svilij stupen
disperzity. Koloidni disperze mohou byt bud’ Gplné nestabilni, kdy doba jejich existence je
v fadech sekund az zlomki sekund, nebo se miizeme setkat se systémy prakticky stalymi, kdy
se zmény soustavy projevuji az po velmi dlouhé dobé [5].

Koloidni soustava ma piebytek povrchové energie diky velkému povrchu castic
disperzni faze, a to pfevazné tehdy, jsou-li interakce slabé mezi molekulami disperzni faze a
disperzniho prostiedi. Takova soustava pak existuje ve stavu se zvySenou energii nazyvanou
jako tzv. metastabilni stav. Pfekona-li koloidni soustava urc¢itou energetickou bariéru, mize se
dostat do stavu s niz$i povrchovou energii. Jako aktivaéni energii pak oznaCujeme energii
potiebnou pro piekonani jiz zminéné energetické bariéry. Obecné Ize tedy fict, Ze pro stabilitu
koloidni soustavy musime vytvofit dostateCnou energetickou bariéru, ktera nam bude
zabrafovat ve spojovani ¢astic a tim poklesu povrchové energie [1].

Mezi casticemi disperzni faze koloidni soustavy se uplatiuji pfitazlivé a odpudivé
mezimolekuldrni sily. V ptipad€, ze dochazi ke spojovani ¢éstic koloidni soustavy vlivem
silnych pfitazlivych sil, kdy jiz neni mozné je pievést zpét do koloidni formy, nastava d¢j
oznacovany jako koagulace. Vznikly utvar nazyvame jako koagulat. V piipadé, kdy pievazuji
odpudivé mezimolekulové sily diisledkem dostateéné vzdalenosti ¢astic, koloidni soustava je
stabilni. Velikost pfitazlivych a odpudivych sil nam bude klesat v ptipadé dalsiho nartstu
vzdalenosti ¢astic. V tomto piipadé mize dochazet k tzv. flokulaci, pii které vznikaji utvary,
flokulaty, ve kterych jsou castice poutany velmi slabymi silami, kdy je mozné je zpétné od
sebe oddé¢lit a prevést je do koloidni formy. Souhrnné tyto jevy oznacujeme jako agregace a

utvary, které vznikly agregaci pak jako agregaty [1].

3.5.1 STERICKA STABILIZACE

Koloidni disperze je mozné stabilizovat dvéma zplsoby — elektrostatickou a stérickou.
Za stérickou stabilizaci povazujeme stabilizaci koloidnich lyofobnich ¢astic za pomoci
lyofilnich koloidd, jako naptfiklad Zzelatina, polymery ¢&i povrchové aktivni latky, které
vytvareji na povrchu ¢astic dostatecné silnou adsorpéni vrstvu, ktera brani jejich agregaci.
Tato stabilizace mize byt uc¢inna pouze v ptipad¢, Ze povrch Castice je zcela pokryt dostatecné
silnou vrstvou pevné vazané stabilizujici latky a v pfipadé vhodné zvolené koncentrace této

latky (za urcitych podminek mohou mit jinak tyto latky opaény ucinek) [1, 5].
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3.5.2 ELEKTROSTATICKA STABILIZACE

Zpusob jakym lze dale zabranit agregaci v systémech je stabilizace elektrickou
dvojvstvou. Takovou stabilizaci oznacujeme jako elektrostatickou. Vlivem elektrostatickych
odpudivych sil, jenz pfevazuji nad pfitazlivymi mezimolekulovymi interakcemi, se elektricky
nabité Castice odpuzuji a brani tak jejich agregaci. Po pfidani elektrolytu vsak muze dojit
k silné komprimaci elektrické dvojvrstvy, ba dokonce lze zcela zrusit povrchovy naboj, coz
vede k destabilizaci koloidni soustavy [1].

Derjagin a Landau nezavisle pak i holandsti védci Verweya Overbeek vypracovali
teorii koagulace elektrolyty, po nichZz je pojmenovana jako teorie DLVO. Za pomoci této
teorie se fyzikalné popisuje koagulace koloidnich ¢astic zptisobena elektrolyty, pficemz bere
Vv avahu jak pfitazlivé mezimolekulové interakce, tak 1 odpudivé elektrostatické sily
povrchové nabitych koloidnich c¢astic. Nasledkem piidavku elektrolytu do koloidniho
systému, dochazi ke stlaceni elektrické dvojvrstvy a tak ke snizovani velikosti {-potencidlu —
tim se snizi intenzita odpudivych sil mezi Casticemi a Castice se tak mohou k sobé vice
pfiblizit a nasledné spojovat. Aby ale doslo k agregaci, je zapotiebi, aby byl piekrocen tzv.
koagulaéni prah — y [mol/dm?], tedy koncentrace pfidaného elektrolytu musi byt dostate&na,

aby ptekonala energetickou bariéru elektrické dvojvrstvy [1, 9].

3.6 METODY PRIPRAVY KOLOIDNICH SYSTEMU

Koloidni systémy zaujimaji podle velikosti ¢astic disperzni faze polohu mezi pravymi
roztoky a makroskopickymi heterogennimi soustavami. Muzeme je tak pfipravit dvéma
zpiisoby. Prvni zpiisob oznacujeme jako kondenza¢ni metodu, pfi které vznikd koloidni
systém spojovanim molekul analytickych disperzi. Dalsi metodu nazyvame jako dispergaéni,

pfi které jsou hrubé disperzni soustavy rozptylovany za vzniku mensich ¢astic [5, 1].

3.6.1 METODY DISPERGACNI

V piipad¢ dispergacnich metod vychazime ztuhé faze, hrubych suspenzi nebo
srazenin, které¢ pfevedeme vhodnym zplisobem na disperzni stupent odpovidajici koloidnimu
roztoku. Koloidni soustavy jsou tak ptipravovany mechanickym nebo vibraénim rozmé&lnénim
¢astic hrubé disperzniho podilu. Na pfipravu koloidnich soustav touto metodou je nutno
vynalozit praci, jejiz Cast se v soustavé ulozi jako Gibbova energie fazového rozhrani.
Koloidni ¢astice Ize tak pfipravit mletim, za pomoci tzv. kulovych mlynt. Dal§i moznosti je

pouziti ultrazvuku, ktery je mozné pouzit pfevazné u malo pevnych latek. Dale mezi
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dispergacni metody mizeme zatfadit pfipravy s vyuzitim elektrického proudu, kdy vlivem
elektrického oblouku mezi elektrodami dochazi k odtrhovani ¢astic z elektrod. Tato metoda je
ale spojenim jak dispergacnich tak kondenzaCnich metod, nebot soucasné¢ dochazi i
k odpafovani materialu z povrchu elektrod a tak k nasledné kondenzaci. NejnovéEjsi metodou
spadajici pod kondenza¢ni metody je tzv. laserova ablace, kdy dochazi k tvorbé koloidni
soustavy dusledkem pisobeni laserového paprsku s velmi vysokou energii na povrch pevné

faze[5, 1, 8].

3.6.2 METODY KONDENZACNI

Pti kondenzacnich metodach se koloidni soustavy piipravuji z analytickych roztoku,
kdy molekularné ¢i iontové dispergovana faze se za vhodné zmény podminek pievede na
nerozpustnou slouceninu, ktera vytvati sol shlukovanim se na ¢astecky koloidni velikosti.
Toho Ize dosédhnout bud’ fyzikalnimi metodami ¢i chemickymi reakcemi [1, 8].

Na zméné rozpustnosti latek jsou zalozeny postupy s vyuzitim fyzikalnich metod.
Kondenzaci latky za vzniku koloidnich ¢éstic 1ze vyvolat zménou rozpoustédla, ve kterém se
dana latka hife rozpousti. Jako dalsi fyzikalni postup piipravy lze zatadit ochlazovani par
kovt nebo uhliku na vhodné podlozce [1].

U chemickych metod se vyuziva vhodné chemické reakce, kdy se z plivodné rozpustné
latky stane latka nerozpustna v daném prostiedi. Tyto metody umoznuji pfipravu vétSiho
poctu koloidnich systémil o rizném chemickém sloZeni, proto jsou podstatné vyuzivanéjsi

[1].
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4 KOLOIDNI STRIBRO

Stiibrné koloidni ¢astice o velikosti jednotek aZz stovek nanometru diky svym
unikatnim  biologickym, optickym a katalytickym vlastnostem patii K nejvice
studovanym. Svoji pozornost ziskavaji nejen ve vyzkumnych laboratotich, ale i v bézné praxi,
kdy se pouzivaji napiiklad pti vyrobé ponozek, obuvi, polstait, zubnich past nebo jako natéry
lednic¢ek a vysavacl. Dale své uplatnéni nachazeji také v mediciné k impregnaci gazy nebo

k vytvofeni antibakterialniho povlaku na lé¢kaiskych pomuckach a dalsi[16, 48, 13].

4.1 METODY PRIPRAVY KOLOIDNICH CASTIC STRiIBRA

Jak bylo jiz popséno vyse, koloidni soustavy miizeme piipravit bud’ dispergaci nebo
kondenzaci, pfipadné za piitomnosti latky, ktera zastavi jejich riist a stabilizuje vzniklé
¢astice. V ptipravé koloidniho stfibra ptevladaji pfevazné metody kondenzacni, a obzvlasté
pak tzv. roztokové (wet) metody, které jsou zaloZzené na chemické redukci rozpusténé
slouceniny stiibra[14, 3].

Redukce patii tedy mezi Casté zplisoby piipravy nanocastic stfibra, pti kterych se
pouziva riiznych organickych a anorganickych €inidel, ze kterych miiZeme zminit naptiklad
redukujici cukry (Tollensova metoda), tetrahydridoboritan sodny nebo citrat sodny.

Metoda Leeho a Meisela, nazyvand téz jako citratova a Creightonova metoda zvana
téz jako borohydridova, patfi mezi metody nezndméjsi. Borohydridova metoda ptipravy
stiibra je zaloZzena na redukci dusiCnanu stfibrného silnym redukénim cinidlem -
tetrahydridoboritanem sodnym ve vodném prostiedi. Dochazi ke vzniku nanocastic o velikosti
5-20 nm, kdy vznikla disperze je stabilni i ne€kolik mésici. V piipad€ pouziti citratového
aniontu (citrat sodny) jako reduk¢niho ¢inidla, hovofime o citratové metodé podle Leeho a
Meisela. Vznikajici ¢astice stiibra jsou zaroven stabilizovany citratem sodnym. U této metody
probiha redukce za varu a vznikajici ¢astice se pohybuji v rozmezi od 30 do 120 nm [14, 15].

U dalsi metody se jako redukéni Cinidlo pouziva redukujici cukr, ktery redukuje
amoniakalni komplex stiibra. Tuto metodu nazyvame jako modifikovanou Tollensovu
metodu. Jako redukujici cukry Vv této metod€, je mozné pouzit jak disacharidy (maltosa,
laktosa), tak i monosacharidy (glugosa, galaktosa, fruktosa). Vzniklé nanocastice jejichz
velikost, kterou lze fidit vybérem redukujiciho cukru, teplotou, upravou pH a koncentraci
amoniaku (komplexotvorné ¢inidlo), se pohybuje v rozmezi od 25 do 75 nm majici dobré

katalytické a antibakterialni u¢inky. Jelikoz vznikla disperze lehce podléha agregaci, je tieba
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ji stabilizovat. Ke stabilizaci koloidnich disperzi se nejcasteji pouzivaji ionické a neionické
tenzidy (SDS, Tween), zelatina nebo vybrané polymerni latky (PVP,PEG) [16].

Mimo téchto redukcnich Cinidel lze k ptipravé nanocastic stiibra pouzit napiiklad
vodik, hydrazin, formaldehyd a jeho derivaty, EDTA, jednoduché cukry i peroxid vodiku
[14].

4.2 BIOLOGICKE UCINKY NANOCASTIC STRiBRA

Velmi vyznamnou vlastnosti nanocastic stfibra je jejich vyrazna biologicka aktivita.
Jiz od dob Starého Egypta se stiibro vyuzivalo pfevazné pro své antibakteridlni u¢inky, které
se vyuzivaly prevazné k 1é€bé infekei. Flemingliv objev penicilinu v prvni poloving 20. stoleti
ale vedl kustupu vyuzivani stiibra do pozadi a doslo k velkému rozmachu ve vyzkumu
antibiotik. V dnesni dobé klasicka antibiotika nejsou jiz tak G¢inna a mnohé bakterialni
kmeny si vytvorili vii¢i nim rezistenci. To je divod pro¢ se opét navraci zajem k vyzkumu
stiibra a to pfevazné v koloidni formé, u né¢hoz bylo dokazané, ze i¢inn¢ inhibuje rust bakterii
a nedochazi k vytvoteni rezistence [14, 17].

Nejveétsi obavy vyvolavala toxicita stiibra, kterd se projevovala zménou barvy
pokozky. Takové onemocnéni se oznaCuje jako Argyrie a zahrnuje ukladani stfibrnych
zrni¢ek v kuzi, sliznicich a pfevazné ve vnitinich organech. Tyto obavy ale byly nasledné
vyvraceny hlub$im zkoumanim antibakteridlnich u¢inkdi nanocastic stfibra, pii kterych se
zjistilo, ze v nizkych koncentracich neni pro lidské bunky téméft toxické [14].

Jelikoz mechanismus antibakteridlniho G¢inku nanocéastic stfibra nebyl doposud uplné
vysvétlen, bylo navrzeno nékolik mozZnosti. Prvni z nich je interakce nanocastic se sirou a
fosforem v molekuldch enzymil a proteinii po priniku pfes bunéénou membranu bakterii, jenz
zpusobi bunécnou smrt, zapfi¢inénou negativnim ovlivnénim bunééné¢ho dychani a transportu
iontl pfes membrany bakterie. Druhou je oxida¢ni stres v disledku vzniku reaktivnich forem
kysliku vytvofenych na povrchu nanocastic. Poslednim zndmym mechanismem je
destabilizace vnéjSi membrany bakterii nanocasticemi a ndasledné snizeni hladiny
adenosintrifosfatu, ktery predstavuje hlavni zdroj energie pro bunku [13, 17, 18].

Bylo zjisténo, ze antibakterialni aktivita nanocastic stfibra Uzce souvisi s jejich
velikosti, stabilitou a také tvarem. V piipad€ velikosti plati, Ze ¢im mensi budeme mit
nanocastici, a tim padem v¢Etsi povreh Eéstice, tim vice bude vykazovat antibakterialni efekt.
Tyto antibakterialni ucinky nanocastic stiibra, které byly pfipraveny modifikovanou

Tollensovou metodou za pouziti riznych redukujicich cukri byly studovany vuci rezistentnim
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druhim béznych bakterii pomoci stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace — MIC, kdy se
dokézalo, ze opravdu vyssi antibakterialni aktivitu vykazuji mensi ¢astice jiz pii koncentraci
sttibra pod 2 pg/ml. Dalsi studium antibakteridlni aktivity nanocastic stiibra v zavislosti na
velikosti provedl Sotiriou a Pratsinis na gram-negativni bakterii Escherichii coli, kdy na
nanostrukturni ¢astice oxidu kiemicitého bylo navazano nanosttibro, pfi¢emz bylo zjisténo, ze
nanocastice mensi nez 10 nm uvolnuji vysoké koncentrace stiibrnych iontll a antibakterialni
aktivita je jimi ovladana. Maji-li nanocastice vétsi rozmér, koncentrace uvolnénych iontl je
niz8i a vliv na antibakterialni aktivitu maji jiz jen ¢astice samotné [20, 21, 22, 23].

Za pomoci gram-negativni bakterie Escherichia Coli byl zjistovan vliv tvaru na
antibakterialni aktivitu nanocastic stfibra, kdy snimky z elektronového mikroskopu poukazaly
na zna¢né zmény bunéénych membran stiibrem ovlivnénych bakterii. Nanocastice kulovitého
a tyCinkovitého tvaru spolu s iontovym stfibrem, nevykazovali tak silné biocidni G¢inky jako
stiibrné nanocastice trojuhelnikového tvaru [22].

Neékterymi studiemi byla prokdzéna i antifungalni aktivita nanocastic stfibra,
ptipravenych modifikovanou Tollensovou metodou, prostfednictvim stanoveni minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC), minimalni fungicidni koncentrace (MFC) a cCasové zavislosti
inhibice ristu kvasinek. Zaroven byla stanovena cytotoxicita téchto ¢astic proti lidskym
fibroblastim. Tato aktivita byla prokazana proti patogenni plisni Candida spp.(kvasinky),
ktera je pivodcem plisniovych infekci vedouci k otravé krve. Nanocastice stiibra mély jiz pii
koncentraci 0,21 mg/L Ag prokazatelny inhibi¢ni G¢inek na testovany vzorek kvasinek.
V ptipadé stabilizace nanocastic stfibra dodecylsulfatem sodnym se doséhlo nejnizsi inhibi¢ni
koncentrace 0,05 mg/L Ag na testované kultufe Candida albicans Il. Ziskané hodnoty MIC
nanocastic stiibra byly srovnatelné a u stabilizovanych nanocastic dokonce nizsi nez MIC
béznych antimykotik [24].

Dalsi studie se zabyvala zkoumanim antibakterialnich vlastnosti stiibra v kombinaci
s antibiotiky, kdy se dosdhlo zvySené uCinnosti antibiotik (Kanamycin, Ampicillin,
Erythromycin, Chloramphenicol). Pro Escherichia coli, Salmonella typhi, Staphylococcus a
Micrococcus lutes byli ziskané hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace MIC nanocastic
stiibra 30, 35, 80 a 65 pg/ml [25].

4.3 HALOGENIDY

Halogenidy jsou binarni slou¢eniny halogenti s méné elektronegativnimi prvky. Lze je

rozdélit do tfi skupin podle charakteru vazby, ktery zavisi na elektronegativité prvku na
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halogenidy iontové, molekulové a polymerni. Nas budou zajimat pouze halogenidy iontové,
které vznikaji pii sluCovani halogenii s nékterymi kovy o malé elektronegativité. Kationty
kovu a anionty halogenit X tvoii jejich strukturu. Pod iontové halogenidy spadaji halogenidy
alkalickych kovt a kovii alkalickych zemin a také halogenidy nékterych ptechodnych kovi.
Jsou to krystalické, pevné a kiehké latky, které se vyznacuji vysokymi teplotami tani a
Vv roztaveném stavu vedou elektricky proud. V ptipadé, ze je rozpustime ve vodé, budou se

chovat jako silné elektrolyty [26, 27].

4.3.1 CHLORID STRIBRNY
Chlorid stiibrny je bild praskovita latka, prakticky nerozpustna ve vodé. Lze ji ale
rozpustit ve vodném roztoku amoniaku za vzniku diammin-stiibrného komplexu [Ag(NH3),]".

Vyznacuje se teplotou tani 455°C a varu 1 550°C [28, 29].

silver (I) chloride

Obr. 3: Struktura chloridu st¥ibrného [28]

4.3.2 JODID STRIBRNY
Jodid sttibrny je zlutd pevna latka s teplotou tani 554 °C a varu 1 506 °C, prakticky
nerozpustnd ve vod¢ a velmi Spatné rozpustna v koncentrovaném roztoku amoniaku. Své

vyuziti nachazi ve fotografii a v mediciné jako antiseptikum [29, 30].
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silver (I) iodide

Obr. 4: Struktura jodidu stéibrného [30]

4.3.3 BROMID STRiBRNY
Bromid draselny je zluta krystalicka latka, vyznacujici se teplotou tani 432 °C a varu
1303 °C. Opét je prakticky nerozpustnd ve vode, ale v roztoku amoniaku ano. Své uplatnéni

nachazi pfevazné ve fotografickém pramyslu [29, 31].

silver (I) bromide

i

Obr. 5: Struktura bromidu stiibrného [31]

4.4  AMINOKYSELINY

Aminokyseliny jsou stavebnimi jednotkami bilkovin, majici dvé charakteristické
skupiny: aminoskupinu —NH; a karboxylovou skupinu —COOH.V bilkovinach se objevuje
pravidelné dvacet riznych aminokyselin, které se od sebe lisi vedlejSim fetézcem R. Mlizeme
je pak rozdélit do ¢tyt skupin. Do prvni skupiny spadaji aminokyseliny s nepolarnim zbytkem
R, tedy suhlovodikovym postrannim fetézcem, druha skupina zahrnuje aminokyseliny
S neionizovanymi, av§ak polarné pusobicimi skupinami (tj. -OH, —-SH, —CO.NH; a nékterymi
heterocykly) v postrannim fetézci. Ve tieti skupiné kyselé aminokyseliny obsahuji ve zbytku
R druhou karboxylovou skupinu (,,aminodikarboxylové kyseliny”) a posledni skupina

basickych aminokyselin obsahuje navic dalsi basickou skupinu [32, 33].
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4.4.1 CYSTEIN

Cystein (a-amino-p-merkaptopropionova kyselina) patii do skupiny aminokyselin
obsahujici neionizované, avsak polarn¢ pusobici skupiny Vv postrannim fetézci. Obsahuje tedy
pomérné reaktivni —SH (thiolovou) skupinu, ktera se snadno oxiduje za vzniku disulfidové
vazby [32, 34].

O

OH
NH,

Obr. 6: Struktura cysteinu [35]

442 GLYCIN
Glycin (kyselina aminooctova) spada pod aminokyseliny obsahujici nepolarni zbytek
R, tedy uhlovodikovy postranni fetézec. Jedna se o nejjednodussi, neesencialni aminokyselinu

bez asymetrického uhliku [32, 36].

O

H,N
OH

Obr. 7: Struktura glycinu [37]
4.4.3 LYSIN

Lysin (kyselina a,e-diaminokapronova) je bazicka aminokyselina, obsahujici

V postrannim fetézci primarni aminoskupinu, ktera dodava basicky charakter [38].
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H,N
OH

NH,

Obr. 8: Struktura lysinu [39]

4.4.4 VLIVAMINOKYSELIN A HALOGENIDU NA NANOCASTICE STRiBRA

Jiz mnoho studii zkoumalo ovliviiovani koloidniho stfibra halogenidy poptipadé
aminokyselinami. Zong-Ming Xiu, JieMa a Pedro J.J.Alvarezdosli na to, ze toxicitu
sttibrnych iontl 1ze eliminovat ekvivalentnim cysteinem a sulfidem, ale také ekvivalentni
koncentrace chloridu dokaze zredukovat toxicitu Ag® iontd bez piekroeni souéinu
rozpustnosti [40].

P. X. Zhang, Y. Fang, W. N. Wang, D. H. Ni a S. Y. Fu pomoci transmisni
elektronové mikroskopie (TEM) ptimo zjistovali vliv KCI na koloid stfibra. Bylo zjiSténo, ze
doslo ke zvétSeni velikosti Castic a povrch krystalovych ¢&astic stfibra byl obalen
»prikryvkou®. Dale, nanocastice maji tendenci agregovat a vytvaret fetézce [41].

Dalsi studie zkoumala vliv chloridovych iontli na transformaci tvaru stfibrnych
nanocastic. K pozorovani vyvoje transformace nanodesticek byli pouzity metody UV/VIS
spektroskopie a TEM. Bylo zjisténo, ze ClI' miize ,ofezat“ rohy a postranni strany
nanohranolu a vznikne tak diskovity tvar nanocastic. Efekt chloridu, ktery ma ,ofezavaci
ucinky je zplsoben rozdilem energie na povrchu kazdé ze stén nanocastice. Tloustka
nanodisku vzristala pfi procesu ,,ofezavani®, diky zmén¢ pozice shlukli nanoc¢astic v rovinach
[42].

Bromidovy nebo jodidovy iont miize mit také vliv na reduk¢ni ptipravu koloidnich
Castic stiibra, zalozenou na redukci stiibrné soli glukozou v prostfedi vodného roztoku
amoniaku. Ziskané experimentalni vysledky ukazuji, Ze stfibrné castice vznikaji ptimou
redukei Castic sraZeniny pfislusného stiibrného halogenidu, pfi¢emZz vyznamny vliv
pfitomnosti amoniaku v systému byl pozorovadn pouze u bromidovych iontd. Pfipravené
koloidni ¢astice stiibra maji velikost fadové okolo 100 nm, ovSem v mnoha pfipadech jevi
silnou tendenci k aglomeraci [43].

Doposud se zadna studie nezabyvala vlivem aminokyselin a halogenidii na

biologickou aktivitu nanocastic stfibra, ale z dosud zjisténych informaci, kdy vime, ze dochazi
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vlivem téchto latek ke zméné velikosti a tvaru nanocéstice stiibra, lze predpokladat, ze

dochdzi i k ovlivnéni biologické aktivity.

45 APLIKACE NANOCASTIC STRIBRA

V dnesni dobé nachdzeji nanocastice stiibra velké uplatnéni pievazné diky jejich
jedinecnym fyzikalné¢ chemickym vlastnostem, kdy mezi nejvyznamnéjsi patii pievazné
optické a elektrické vlastnosti spolu s antimikrobialni a katalytickou aktivitou. Proto se dnes
muzeme setkat se Sirokou Skdlou vyrobkll od ponozek, zubnich kartdcki, Iékatskych
pomucek, mycich prostiedkl az po elektroniku, které obsahuji nanocastice stiibra [44].

Diky schopnosti koloidniho stfibra ni¢it houby, plisn¢ a parazity a zarovenn napomahat
K regeneraci bunék se vyuziva v lékafstvi pii 1é¢bé nékterych koznich chorob, jako jsou
opary, ekzémy a vyrazky. Dale se schopnosti zastavit mnozeni a rast bakterii vyuziva
k Cisténi vody. Antibakterialni aktivity nanocastic stiibra se také vyuziva pii vyrob¢ riznych
medicinskych materiald, kdy se vytvareji antibakterialni povlaky na Iékatskych pomiickach
nebo se impregnuji obvazové materialy a gazy. Dale se do budoucnosti poéita s vyuzitim
nanocastic stiibra pfi vyrob¢ cévnich nahrad [45, 46, 14].

Ramanova spektroskopie je popularni analyticka metoda, ktera se pouziva pro rtizné
chemické analyzy. Tato metoda je vSak omezena niz$im detekénim limitem. SERS
(povrchové zesilena Ramanova spektroskopie) je metoda umoziujici pouziti Ramanovy
spektrometrie v rozsahu nizkych koncentraci analytu a dokonce 1 pfi detekci jediné molekuly.
Neelasticky rozptylené zateni, nazyvané Ramaniv rozptyl mizeme zesilit pfevazné prave
pouzitim stiibrnych nanomaterialti. Na povrchu stiibrnych nanomaterialti dochazi k rezonanci
lokalizovanych povrchovych plasmontl, zptisobené dopadem viditelného zareni a vznikd tak
silné elektromagnetické pole. Analyt emitujici Ramanovo rozptylené zateni, ktery se nachazi
v dosahu tohoto elektromagnetického pole, zvysi sviyj indukovany dipol o n¢kolik ¥ada a tim i

intenzitu jim emitovaného rozptylené¢ho zareni [47].
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EXPERIMENTALNI CAST

5 MATERIAL A METODY

5.1 CHEMIKALIE

Pro ptipravu koloidniho stfibra byly pouzity néasledujici chemikalie: dusi¢nan stfibrny
(p.a.,Fagron), hydroxid sodny mikroperly (p. a., Lach-Ner), amoniak (vodny roztok, 28-30%,
Sigma-Aldrich), D(+)-maltosa monohydrat (Sigma-Aldrich). K fedéni roztoku a dopliiovani
objemu soustavy bylo pouzito destilované vody.

Pro experimenty sledujici ovliviiovani antibakterialni aktivity zptisobené uvoliovanim
volnych stiibrnych iontt byly pouzity aminokyseliny cystein, glycin a lysin. Z halogenida pak
jodid, bromid a chlorid draselny.

K vytvoteni kalibra¢ni kiivky byly pouzity zasobni roztoky chloridu, jodidu, bromidu
draselného, thiokyanatanu draselného a dusi¢nanu stiibrného.

Jako referentni roztok pifi méfeni elektromotorického napéti potenciometricky byl
pouzit dusi¢nan stéibrny 0 koncentraci 0,001 M.

Pti méfeni elektromotorického napéti potenciometricky byl do solného mustku pouzit
nasyceny roztok dusi¢nanu draselného.

K zabranéni koagulace nanocastic stiibra byla pouzita 3% zelatina (p.a., Penta).

K testovani antibakterialni aktivity byl pouzit kultivaéni bujon Miieller-Hinton (MH

bujon), obsahujicim hovézi extrakt a kaseinovy hydrolyzat.

5.2 PRISTROJOVE VYBAVENI

Za pomoci pfistroje 90 plus Particle Size Analyser (Brook haven Instruments
Corporation) byla méfena metodou dynamického rozptylu svétla velikost piipravenych
nanocastic stiibra.

S pouzitim spektrofotometru Specord S 600 (Analytik Jena, Germany), pracujici
Vv jednopaprskovém usporadani, byly zaznamenavany absorpéni spektra koloidnich roztoki.

K ziskdvani hodnot rovnovazného napéti roztokd byl pouzit potenciometr PHM210

(MeterLab).
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5.3 PRACOVNI POSTUPY
5.3.1 PRIPRAVA KOLOIDNIHO STRiBRA

Koloidni disperze nanocastic stfibra byla pfipravena modifikovanou Tollensovou
metodou, pii které dochazi k redukci diamin-stfibrného komplexu maltosou v alkalickém
prostiedi.

K ptipravé 250 ml koloidni disperze o koncentraci stiibra 108 mg/l byly nejprve
piipraveny odmérné roztoky v dostatecném mnozstvi, z nichz se pak odméfily nasledujici
objemy:

50 ml 5.10°° mol/dm® dusiénanu stiibrného
12,5 ml 0,1 mol/dm?® amoniaku

127,5 ml destilované vody

10 ml 0,24 mol/dm? hydroxidu sodného

> 50 ml 5.10" mol/dm>maltosy.

YV V VYV V

Redukce probihajici za stalého michani trvala 5 minut. Nasledné se pfipraveny koloid
odlil do kyvety, pii¢emz byla zméfena jeho velikost ¢astic a k ziskani absorp¢niho spektra byl

tento roztok jesté desetkrat nafedén destilovanou vodou v kyveté.

5.3.2 PRiPRAVA A MERENi VZORKU PRO VYTVORENI KALIBRACNI KRIVKY

Kalibra¢ni kiivka byla vytvofena na zékladé¢ zndmé rozpustnosti sloucenin AgCl,
AgBr, AgSCN a Agl. Halogenidy stfibra a thiokyanatan stfibrny byly pfipraveny smichanim
10 mol/L roztoku piislugného aniontu s 10 mol/L roztoku AgNOs, Do kalibraéni kfivky
byly rovn&z zahrnuty roztoky dusiénanu stiibrného o koncentraci 10 a 10 mol/L. Tato fada
zasobnich roztokll byla proméfena potenciometricky, kdy se odpipetovalo do kadinky 15 ml
zasobniho roztoku, do kterého se piidalo 150 ul dusi¢nanu stiibrného o koncentraci 1.10°
mol/l a jako referentni roztok se pouzil dusi¢nan stiibrny o koncentraci 1.10° mol/l. Oba
roztoky byly propojeny solnym mistkem naplnénym nasycenym roztokem dusi¢nanu
draselného. Ze ziskanych hodnot EMN v zivislosti na rovnovazné koncentraci Ag” iontl
vypocitané ze soucinu rozpustnosti piislusné malo rozpustné slouceniny pouzité v kalibraci,

byla sestavena kalibra¢ni kiivka.
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5.3.3 VLIV VYBRANYCH ANIONTU NA KONCENTRACI IONTOVEHO STRiBRA
UVOLNOVANEHO Z KOLOIDNICH CASTIC AG

Ke sledovani koncentrace Ag' iontd uvoliiovanych nanoéasticemi stiibra byla
sestavena fada vzorkd zahrnujici cystein, glycin a lysin o koncentracich v koloidu 0,01 M,
0,001 M, 0,0001 M, 0,00005 M a 0,00001 M. Dale pak jodid, bromid a chlorid draselny o
stejnych koncentracich jako uvedené aminokyseliny. Méfeni se provadélo potenciometricky
s pouzitim dvou stfibrnych elektrod, kdy se vzdy do kadinky odpipetovalo dané mnozstvi
koloidu a aminokyseliny (popf. halogenidu) na celkovy objem 15 ml. Stejné jako u méteni
kalibra¢ni kfivky se jako referentni roztok pouzil dusi¢nan stiibrny o koncentraci 1.10° M,
kterého se do kadinky odpipetovalo 15 ml. Oba roztoky byly opét spojeny solnym mustkem,

naplnénym nasycenym roztokem dusi¢nanu draselného.

5.3.4 TESTOVANI ANTIBAKTERIALNI AKTIVITY

Dale bylo u vybranych vzorkl provadéno testovani antibakteridlni aktivity standardni
dilu¢ni metodou v Mueller-Hintonové bujonu, pomoci niz se stanovuje minimalni inhibi¢ni
koncentrace, pti které dochazi k viditelnému potlac¢eni rustu bakterie. Pro testovani
antibakterialni aktivity byly pouzity bakterialni kmeny Enterococcusfaecalis CCM 4224,
Staphylococcus aureus CCM 3953, Escherichia coli CCM 3954, Pseudomonasaeruginosa
CCM 3955, Pseudomonasaeruginosa, Staphylococcus epidermis 1, Staphylococcus epidermis
2, Straptylococcus aureus (MRSA), Enterococcusfaecium (VRE) a Klebsiellapneumoniae
(ESBL). Redéni a kultivace vzorki byly provadény na Ustavu mikrobiologie Lékaiské fakulty

Univerzity Palackého v Olomouci.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 PRIPRAVA A CHARAKTERIZACE NANOCASTIC STRiBRA

Primérna hodnota velikosti nanocastic stfibra (ziskana metodou DLS), které byly
ptipraveny modifikovanou Tollensovou metodou, jenz spociva v redukci diamin-stiibrného
komplexu maltosou, se pohybovala kolem 27 nm. Za pomoci UV/VIS spektrometru bylo
ziskano absorp¢ni spektrum, které ukazuje, ze absorpcni maximum této disperze nastava pii

vilnové délce 408nm.

1,6 ~
1,4
1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0 :
.02 300 400 500 600 700 800 900 1000

vinova délka A (nm)

Absorbance A

Obr. 9: UV/VIS spektrum vodné disperze koloidniho stiibra piipraveného

modifikovanou Tollensovou metodou

6.2 KALIBRACNI KRIVKA

Ziskané hodnoty EMN byly vyneseny v zavislosti na rovnovdzné koncentraci
iontového stiibra, kterd byla stanovena vypoctem ze zndmého soucinu rozpustnosti pouZzitych
halogenidud stiibra (AgCl, AgBr, Agl) a thiokyanatanu stfibrného. V tabulce 2 jsou uvedeny
vypocitané koncentrace iontového stiibra pro pfislusné slouceniny a jim odpovidajici hodnoty
EMN véetnd roztokti AgNO3 s koncentraci 10 a 10° mol/L. Za pomoci logaritmické
spojnice trendu kalibra¢ni kiivky byly vypocitdiny koncentrace (rozpustnost) volnych
sttibrnych iontli ve vzorcich koloidniho sttibra.

Rovnovazna koncentrace Ag' (AgX < Ag’ + X)) byla spo¢itdna ze soucinu

rozpustnosti podle rovnice 1.

Ks=[Ag].(X ") £
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kde f je aktivitni koeficient spocitany dle rovnice 2.

-logf=0,509.z" .7 .

kde I je iontova sila, uréena dle rovnice 3.

1+

JI

N

1=05. > ¢c.z’.
Vypocet koncentrace Ag’ pro vytvoieni kalibraéni kiivky:
Tabulka 2:
K Kongentrace | gnan [mv]

AgNO, - 1.10" mol/l -63
AgNO; - 1.10°° mol/I -116
AgClI 1,78.10%° 1,78.107 -242
AgSCN 1,07.10% 1,15.10° -311
AgBr 4,89.10" 5,26.10° -364
Agl 8,3.10"" 8,93.10™ 570

Vzorovy vypocet koncentrace Ag" pro AgCl:

AgCl < Ag™ +CI
Ks=Ag'.CI

K
Agl=— . f°
[Ag] = 5

1,78.107%°
[Ag] ===

03

1,000585887

[Ag]=1,782086 . 107 mol/l
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kalibrace
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Obr. 10: Kalibra¢ni kiivka

6.3 VLIV GLYCINU NA KOLOIDNIi STRIBRO

Po ptidavku glycinu ke koloidnimu stfibru nedoSlo k Zadné zméné barvy, tudiz Ize

pfedpokladat, Ze nedochazi vlivem glycinu ke koagulaci nanocéstic stiibra, ale pouze

K vyvazani volnych stfibrnych iontd. V tabulce 3 muizeme vidét sérii vzorkd, naméfenou

hodnotu elektromotorického napéti a jejich vypogitanou koncentraci Ag” iontll. Méfeni bylo

provadéno tiikrat, kdy se hodnoty nakonec zprumérovaly. Jak je patrné z tabulky 3, u vSech

o . ’ 7 o ;. . . ° + . o
vzorkll koloidniho stfibra s riznymi koncentracemi glycinu zlstala koncentrace Ag™ iontl

r v ~_ 7 ’ + - o we r .
témef totoznd s koncentraci Ag’ ionti ¢istého koloidu.

Tabulka 3: Namétené hodnoty elektromotorického napéti a koncentrace volnych stfibrnych

iontl u roztokl koloidniho stfibra s riznymi koncentracemi glycinu

Smérodatna odchylka | Koncentrace Ag” iontd

roztok EMN (mV) EMN (mol/L)
Cisty koloid 1173 0,816 8,90.107
0,00001M glycin 189 12,247 4,64.107

v koloidu
0,00005M glycin 191 3,266 4,27.107

v koloidu
0,0001M glycin 1189 4,899 4,64.107

v koloidu
0,001M glycin v koloidu -188 9,798 4,74.107
0,01M glycin v koloidu -169 9,798 1,05.10”
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Obr. 11: UV/VIS spektrum vzorku 0,01M glycinu v koloidnim stiibie

6.4 VLIV LYSINUNA KOLOIDNI STRIBRO

Lysin se choval podobné jako glycin, kdy opét nedoslo ke zméné barvy s koloidem

stiibra a zarovei nedoslo ani K tak vyraznym zméndm koncentrace Ag’. Lysin vyvazoval

volné stfibrné ionty vice (pokles az o 2 fady v porovndni s €istym koloidem) nez glycin, coz

muze byt zpisobeno tim, Ze lysin na rozdil od glycinu, ktery obsahuje pouze jeden atom

dusiku v molekule aminokyseliny, obsahuje tyto atomy dva.

Tabulka 4: Naméfené hodnoty elektromotorického napéti a koncentrace volnych stiibrnych

iontl u vzorkl koloidniho stfibra s riznymi koncentracemi lysinu

Smérodatna odchylka

Koncentrace Ag”ionti

roztok EMN (mV) EMN (mol/L)
Cisty koloid -175 0,816 8,20.107
0,00001M lysin 1199 5,715 3,08.107

v koloidu
0,00005M lysin 198 1,633 3,21.107

v koloidu
0,0001M lysin v koloidu -212 8,731 1,82.107
0,001M lysin v koloidu -238 3,300 6,29.10°®
0,01M lysin v koloidu -307 6,342 3,78.10°
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Obr. 12: UV/VIS spektrum 0,01M lysinu v koloidnim stiibie

6.5 VLIV CYSTEINU NA KOLOIDNI STRIBRO

Po ptidavku cysteinu ke koloidnimu stfibru nedoslo k zadné zméné barvy, tudiz lze

predpokladat, Zze nedochdzi vlivem cysteinu ke koagulaci nanocastic stiibra, ale pouze

K vyvazani volnych stfibrnych iont. Z charakteru UV-Vis spekter je patrné, ze ptitomnost

cysteinu nijak neovliviiuje velikost Castic stiibra v disperzi. Povrchovy plasmon je

lokalizovan stale pii vlnové délce 408 nm jako v ptipadé ¢istého koloidu. Tabulka 5 obsahuje

sérii vzorkll o rizné koncentraci cysteinu v koloidnim stfibte a jejich vypocitanou koncentraci

Ag’ iontd. Z tabulky je patrné, Ze cystein pomémé silné ovliviiuje koncentraci Ag” iontd1, kdy

u vzorku obsahujiciho nejkoncentrovangj$i cystein v koloidnim stiibfe klesla hodnota

koncentrace Ag® iontfi 0 9 fadli v porovnani se systémem neovlivnénym piidavkem cysteinu.

’ 4 % H % % o 7 ~ + 7 v 4 It
Tato vyrazna zména je pravdépodobné zplisobena tim, Ze Ag" se vaze na atom siry a dusiku,

ktery cystein obsahuje. Malo vyrazné zmény koncentrace volného iontového stiibra u glycinu

a lysinu mohou byt zptisobeny praveé absenci atomu siry.

Tabulka 5: Namétené hodnoty elektromotorického napéti a koncentrace volnych sttibrnych

iontl u roztoku koloidniho sttibra s riznymi koncentracemi cysteinu.

Smérodatn4 odchylka | koncentrace Ag” ionti
roztok EMN (mV) EMN (mol/L)
Cisty koloid -177 4,898 7,56.10°
0,00001 M_cysteln .393 3.461 11410
v koloidu
0,00005 M_cysteln 556 5,866 148103
v koloidu
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Obr. 13: UV/VIS spektra vzorka 0,01M cysteinu v koloidu a ¢istého koloidu (10krat

nafedény)

6.6 VLIV JODIDOVEHO IONTU NA KOLOIDNI STRIBRO

Stejnym zpisobem jako u aminokyselin, se provadélo méteni u halogenidi. Toto
méfeni bylo provadéno jednou. Pfi smichani jodidu draselného s koloidem stiibra nedoslo
k zadné barevné zmeéné¢, tudiz opét Ize predpokladat, ze nedochazelo ke koagulaci nanocastic,
ale pouze k ovlivnéni koncentrace Ag® iontd. Z tabulky 6 je patrné, Ze jodid velmi silné

ovliviiuje koncentraci volnych stfibrnych ionti jiz pfi nejnizsi koncentraci, coZ je dano tim, ze

jodid stfibrny je velmi malo rozpustna slouc¢enina (Ks=8,3.10™).
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Tabulka 6: Namétené hodnoty elektromotorického napéti a koncentrace volnych stéibrnych

iont u vzorkl koloidniho stfibra s riiznymi koncentracemi jodidu draselného

Koncentrace Ag* ionti
Roztok EMN (mV) (mol/L)
Cisty koloid -170 1,01.10°®
0,00001M jodid v koloidu -589 3,86.10™
0,00005M jodid v koloidu -563 1,11.10"
0,0001M jodid v koloidu -622 1,01.10™"
0,001M jodid v koloidu -686 7,40.10™
0,01M jodid v koloidu -734 1,05.10"
1,4 -+
1,2
1 .
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Obr. 14:UV/VIS spektrum roztoku 0,01M jodidu draselného v koloidnim stiibie

6.7 VLIV BROMIDOVEHO IONTU NA KOLOIDNI STRiBRO

Opét pii smichdni bromidu draselného s koloidnim stiibrem nedochazelo ke zméné
barvy a disperze zistala stile medové hnéda. Z tabulky 7 je patrné, ze nedochazi k tak
velkému ovlivnéni koncentrace volnych stiibrnych iontd jako u jodidu, nicméné byl
zaznamenan pokles az 5 fadl v porovnani se systémem neovlivnénym piidavkem
bromidovych iontt.

UV/VIS spektrum roztoku 0,01M bromidu draselného v koloidnim stiibfe bylo
obdobné jako u roztoku 0,01M jodidu draselného Vv koloidnim stiibie, z tohoto spektra lze

usoudit, Zze bromid draselny nevyvolava agregaci koloidniho stfibra.
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Tabulka 7: Namétené hodnoty elektromotorického napéti a koncentrace volnych stéibrnych

iontl u roztokl koloidniho stfibra s riznymi koncentracemi bromidu draselného

Koncentrace Ag® ionti

Roztok EMN (mV) (mol/L)

Cisty koloid -172 9,27.107
0,00001M bromid v koloidu -379 2,01.10™°
0,00005M bromid v koloidu -390 1,28.10™°
0,0001M bromid v koloidu -398 9,27.10™
0,001M bromid v koloidu -442 154101
0,01M bromid v koloidu -473 4,36.10™12

6.8 VLIV CHLORIDOVEHO IONTU NA KOLOIDNI STRIBRO

Roztok koloidniho stiibra s chloridem draselnym opét nevykazoval zménu barvy. U

chloridu draselného doslo k nejniz§imu ovlivnéni koncentrace volnych stfibrnych iontd

v ramci halogenida (pokles o 4 fady u vSech vzorku koloidniho stiibra s ptidavkem chloridu

draselného oproti ¢istému koloidnimu stiibru).

UV/VIS spektrum roztoku 0,01M chloridu draselného v koloidnim stfibfe bylo

obdobné jako u roztoku 0,01M jodidu draselného v koloidnim stiibie, z tohoto spektra lze

usoudit, ze chlorid draselny neovliviiuje stabilitu koloidu stiibra.

Tabulka 8: Namétené hodnoty elektromotorického napéti a koncentrace volnych sttibrnych

iontil u vzorki koloidniho stfibra s riznymi koncentracemi chloridu draselné¢ho

Roztok

EMN (mV)

Koncentrace Ag+ ionti

(mol/L)

Cisty koloid -178 7,26.107
0,00001M chlorid v koloidu -402 7,87.10™
0,00005M chlorid v koloidu -404 7,26.10™
0,0001M chlorid v koloidu -407 6,42.10™
0,001M chlorid v koloidu -408 6,17.10
0,01M chlorid v koloidu -416 445101
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6.9 VLIV PRITOMNOSTI AMINOKYSELIN A HALOGENIDU NA

ANTIBAKTERIALNI AKTIVITU KOLOIDNICH CASTIC STRIBRA

U nékterych vzorkli bylo kromé méfeni elektromotorického napéti a tim zjiStovani
koncentrace volnych stiibrnych iontl, také provadéno testovani antibakteridlni aktivity
koloidd stiibra s ptidavkem aminokyselin ¢ halogenidi s vybranou koncentraci na Ustavu
mikrobiologie Lékatrské fakulty Univerzity Palackého. Testovani se provadélo standardni
dilu¢ni metodou v Mueller-Hintonové bujonu, pomoci niz se stanovuje minimalni inhibi¢ni

koncentrace (MIC).

Prvni testovani antibakteridlni aktivity se provadélo u vSech vzorkli obsahujici
nejvyssi koncentraci aminokyseliny ¢i halogenidu Vv koloidu stiibra. V tabulce 9 jsou shrnuty
naméfené hodnoty elektromotorického napéti a tomu odpovidajici koncentrace volnych

sttibrnych iontd.

Tabulka 9: Namétené hodnoty elektromotorického napéti a koncentrace volnych stéibrnych

iontl u vybranych vzorka

Roztok EMN (mV) Koncen'zrrr?gle/ Sg* ionti

Cisty koloid -185 5.46.107
0,01M jodid v koloidu -734 1,05.10%
0,01M bromid v koloidu -473 4,36.10™"2
0,01M chlorid v koloidu -416 44510
0,01M cystein v koloidu -725 1,51.10%
0,01M glycin v koloidu -169 1,05.10
0,01M lysin v koloidu -307 3.78.10°
Ag’ 0,001M -3 9,09.10
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Tabulka 10: Minimalni inhibi¢ni koncentrace vybranych vzorkd. U vzorkli oznacenych

symbolem ,,-“ nebyla inhibice riistu prokdzana

MIC
(mg/L)
Mal.kolo
id Cisty

MIC
(mg/L)
Ag
koloid+0
01M
jodid

MIC
(mg/L)
Ag
koloid+0
,01M
bromid

MIC
(mg/L)
Ag
koloid+0
,01M
chlorid

MIC
(mg/L)
Ag
koloid+0
,01M
cystein

MIC
(mg/L)
Ag
koloid+0
01M

glycin

MIC
(mg/L)
Ag
koloid+0
,01M
lysin

MIC
(mg/L)
Ag+
0,001M

Enteroc
occusfae
calis
CCM
4224

54

45,563

45,563

45,563

45,563

3,375

Staphylo
coccus
aureus
CCM
3953

27

22,781

22,781

22,781

22,781

3,375

Escheric
hia coli
CCM
3954

6,75

22,781

5,695

5,695

5,695

6,75

Pseudo
monasae
ruginosa

CCM
3955

6,75

11,391

5,695

5,695

5,695

1,6875

Pseudo
monasae
ruginosa

1,688

5,695

2,848

2,848

5,695

1,6875

Staphylo
coccus
epidermi
sl

13,5

11,391

11,391

11,391

11,391

1,6875

Staphylo
coccus
epidermi
s2

6,75

11,391

2,848

5,695

5,695

1,6875

Straphyl
ococcus
aureus
(MRSA)

27

45,563

45,563

22,781

22,781

1,6875
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Enteroc
occusfae
cium
(VRE)

54 - 45,563 45,563 - 45,563 22,781 3,375

Klebsiell
apneum
oniae
(ESBL)

6,75 - 22,781 5,695 - 45,563 45,563 3,375

Z Tabulky 10, ktera zahrnuje minimalni inhibi¢ni koncentrace vybranych vzorku je
patrné, Ze u vzorka 0,01M cysteinu v koloidu stiibra a 0,01M jodidu draselného v koloidu
stiibra nebyla prokazana inhibice ristu u vSech bakteridlnich kmenid a dochdzi k vyruSeni
antibakterialni aktivity nanocastic sttibra.

U vzorku 0,01M bromidu draselného v koloidu stfibra je z hodnot MIC pro rtzné
bakterialni kmeny patrné, ze ve vétSin€ pripadti doslo ke snizeni antimikrobni aktivity koloidu
stiibra (u 7 z 10 bakteridlnich kment), nicméné nedoslo k Gplnému vymizeni antibakteridlni
aktivity jako v ptipadé jodidu, ale pouze k dvou az ¢tyfnasobnému naristu minimalnich
inhibi¢nich koncentraci.

Ze zjisténych hodnot MIC pro rizné bakteridlni kmeny u vzorku 0,01M chloridu
draselného V koloidu stiibra je patrné, Ze ve vétsin€ piipadit KCI neovlivituje aktivitu
nanocastic stiibra tak vyrazné€ jako napt. jodid draselny a hodnoty MIC jsou totozné s témi
pro Cisty koloid stiibra s vyjimkou bakterie Staphylococcus epidermis 2, kde inhibuje rast pii
vétSim ziedeni (2,848 mg/L) nez Cisty koloid stiibra (6,75 mg/L).

U vzorkl 0,01M glycinu a 0,01M lysinu v koloidu stfibra bylo z hodnot MIC zjisténo,
ze nedochazi ve vétsing piipadi k diametralnim zménam od cCistého koloidu stfibra. Z toho
muzeme usoudit, ze tyto dvé aminokyseliny témét vilbec neovliviiuji antibakterialni aktivitu
koloidniho stiibra.

Roztok 0,001M AgNO; ze vsech testovanych vzorkl inhiboval rist bakterii pfi
nejveétsim ziedéni.

Z téchto dosazenych vysledkt 1ze usoudit, Ze GpIné ¢i Castecné potlaceni antimikrobni
aktivity koloidnich castic stiibra s ptidavkem cysteinu, jodidovych resp. bromidovych iontt je
dano sniZenim koncentrace volné¢ho iontového stiibra, jak bylo potvrzeno méfenim EMN.
Jelikoz z prvniho méfeni bylo zjiSténo, Ze k nejvétsim zméndm koncentrace volného
iontového stiibra dochdzi pravé vlivem cysteinu a jodidu, byl cystein vybran k dal§imu

testovani, kdy byly vybrany vzorky obsahujici nejvy$si a nejniz$i koncentraci cysteinu
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v koloidu. Z kapacitnich diivodii nebyla podrobné&ji zkoumana antibakterialni aktivita koloidu

stiibra s pfidavkem jodidovych ionti s riiznou koncentraci.

Tabulka 11: Naméfené hodnoty elektromotorického napéti a koncentrace volnych stéibrnych

iontll u vybranych vzorki koloidniho stiibra s cysteinem

Koncentrace Ag+ ionti

Vzorek EMN (mV) (mol/L)

Cisty koloid -188 4,83.10”

0,01M cystein v koloidu -725 1,51.10"¢
0,00001M cystein v koloidu -393 1.14.10%
Ag’ 0,001M + 0,01M cystein -580 557.10

Tabulka 12: Minimalni inhibi¢ni koncentrace vybranych vzorkd. U vzorkli oznacenych

symbolem ,,-* nebyla inhibice ristu prokazana

MIC (mg/L) MIC (mg/L) MIC (mg/L) MIC (mg/L)
Maltosovy Ag koloid + Ag koloid + Ag’ 0,001M +
Koloid stiibra cystein 0,01M cystein 0,00001M cystein 0,01M
Enterococcusfaec
alis CCM 4224 27 i 25,059 i
Staphylococcus
aureus CCM 27 - 25,059 -
3952
Escherichia coli
CCM 3954 27 i 25,059 i
Pseudomonasaer
uginosa CCM 6,75 - 12,530 -
3955
Pseudomonasaer 135 ) 6,265 )
uginosa
Staphylococcus 135 ) 12,530 )
epidermis 1
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Staphylococcus 6,75 B 6,265 -
epidermis 2

suspnvocns | - -

Entiirr?]c(o\%ugaec 27 } 25,059 -

el B D

Z tabulky 12, ktera ukazuje minimalni inhibiéni koncentrace vybranych vzorkd na
ruzné bakteridlni kmeny je patrné, Ze po piidani cysteinu o koncentraci 0,01M v koloidu
stiibra nebo v roztoku AgNO; majici koncentraci 0,001M nebyla ani u jedné bakterie inhibice
rustu prokazana, tedy dochazi k iplnému vymizeni antibakteridlni aktivity u téchto roztok.

U vzorku 0,00001M cysteinu v koloidnim stfibfe je patrné, ze nizka koncentrace
cysteinu nevyvazuje tak markantné volné iontové sttibro a 1 pii vét§im zfedéni koloidni stiibro
inhibuje rist vSech vybranych bakterii stejné jako Cisty koloid bez cysteinu. Nejlépe pak
inhiboval rtst bakterii Staphylococcus aureus (MRSA), kde je zjisténa hodnota MIC 6,265
mg/L a Pseudomonasaeruginosa, kde je zjisténa hodnota MIC stejna jako u piedeslé a

inhibuje rust bakterie dokonce pfi vétsim zfedéni nez ¢isty koloid s MIC 13,5 mg/L.

Ze ziskanych dat bylo zjiSténo, ze antibakteridlni aktivitu nejvice ovliviiuje cystein a
jodid draselny, proto je nutné posoudit, jakd je rozpustnost koloidu stiibra piimo
Vv kultiva¢nim bujonu. Protoze je kultiva¢ni bujon rovnéz smési protein a aminokyselin, tak
lze ocekavat, ze bude rovnéZ sniZovat koncentraci volného iontového stfibra. Proto byla
provedena série méteni rozpustnosti koloidniho stfibra v pfitomnosti cysteinu nebo jodidu po
smichani v kultivacnim bujénu v poméru 1:1, coZ odpovidd prvnimu fedéni pii testovani
antimikrobidlni aktivity. Rovnéz byl prométen kontrolni vzorek koloidu stfibra natedéné¢ho

vodou ve stejném poméru 1:1.
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iontl u vybranych vzorki

Tabulka 13: Namétené hodnoty elektromotorického napéti a koncentrace volnych stiibrnych

Koncentrace Ag” ionti
EMN (mV) (mol/L)
Vzorek S H,O S bujonem S H;O S bujonem
11 11 11 11
Cisty koloid -189 -389 4,64.107 1,34.10™°
0,01M jodid v koloidu -730 -669 1,23.10°° 1,48.10™
0,01M cystein v koloidu -726 -769 1,45.10°'° 2,51.10"

Jak uz bylo uvedeno vyse, po pfidani jodidu draselného a cysteinu o koncentraci
0,01M do koloidu stiibra, doslo k vyraznému poklesu koncentrace volného iontového stiibra
tadové 10™® mol/L. Diky tomuto tak vyraznému poklesu koncentrace uZ po smichéani koloidu
stiibra s obsahem cysteinu a jodidu draselného s kultivaénim bujonem k dalSimu vyraznému
poklesu koncentrace iontového stiibra v koloidu nedochazelo (tabulka 13). K vyraznému
poklesu koncentrace sttibrnych iontti doslo pouze v piipadé smichani ¢istého koloidu (bez
piidavku cysteinu & jodidu) s kultivaénim bujonem, kdy koncentrace Ag’ iontd klesla
74,64.107 na 1,34.10™ mol/L. Z t&chto dosaZenych hodnot lze usoudit, Ze kultivaéni bujon
nesnizuje koncentraci Ag" iontdi v ptipadé koloidd s obsahem cysteinu a jodidu draselného a
antimikrobni aktivita je tedy zcela potladena na zakladé snizeni koncentrace Ag’ iontd
pridavkem pouze cysteinu a jodidu. Avsak v prib¢hu téchto experimentd byla vypozorovana
Vv piipad¢ smichani 0,01 M cysteinu v koloidu s kultiva¢nim bujonem okamzita zména barvy
koloidu sttibra z medové hnédé na tmavé Sedou. Tato zména barvy svéd¢i o tom, Ze dochazi
k agregaci nanocastic stiibra s piidavkem cysteinu po smichani s kultivanim bujonem.
Z toho vyplyva, Ze ptedchozi data tykajici se antimikrobni aktivity, resp. snizeni az vytraceni
antimikrobni aktivity v pfipad¢ cysteinu muze byt zplsobeno agregaci nanostiibra po
smichani s bujonem, nikoli pouze snizenim koncentrace volného stiibra. Pro posouzeni vlivu
pouze cysteinu na antimikrobni aktivitu koloidu sttibra a vylouceni vlivu agregace na sniZeni
antibakterialni aktivity bylo potieba koloid stabilizovat proti agregaci, v tomto piipadé byl
pouzit roztok Zelatiny s konecnou koncentraci v koloidu 1%.

V tabulce 14 je zaznamenano postupné métfeni elektromotorického napéti a
koncentrace volnych stfibrnych iontd disperze koloidu stfibra stabilizovaného zelatinou,

nasledné po pridani 0,01 M cysteinu a nakonec po smichani s bujonem v poméru 1:1.
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Tabulka 14: Namétené hodnoty elektromotorického napéti a koncentrace volnych stfibrnych

iontl u vzorku koloidu se Zelatinou, po nésledném pfidani cysteinu a nakonec po ptidani

bujonu
Vzorek EMN (mV) Koncen'zrrr?gle/ Sg+ iontd
Cisty koloid -185 5,46.107
Koloid + 1% Zelatina -515 7,87.10%
Kol.+ 1% Zelatina + cystein -817 35510
Kol.+ 1%26_:latina_+ 0,01M 742 75510
cystein+bujon

Takto stabilizovany koloid s obsahem 0,01 M cysteinu byl podroben testu
antimikrobni aktivity a jak je patrné z tabulky 15, opét nebyla prokdzana antimikrobni aktivita
koloidniho stiibra s obsahem cysteinu a stabilizovaného Zelatinou. Z toho lze tedy usuzovat,
ze pti zachovani agregatni stability koloidnich castic stfibra diky stabilizaci Zelatinou je
jedinym diivodem potladeni antibakteridlni aktivity koloidu st¥ibra snizeni koncentrace Ag"
iontl vlivem pfidavku cysteinu. Nicméné dal$im pozorovanim tohoto vzorku v pribéhu 24
hodin bylo zjisténo, Ze 1 takto stabilizovany koloid nezistava v koloidni formé, jelikoZ po této
dobé¢ doslo u vzorkd koloidu stabilizovaného zelatinou a s obsahem 0,01M cysteinu
smichaného s kultivacnim bujonem k diametralni zméné barvy, kdy disperze z medoveé hnédé
barvy piesla na disperzi obsahujici bilou srazeninu se zlatavym nadechem. Tzn., Ze disperze
jiz neobsahovala piivodni koloidni Castice stfibra a nelze tak posoudit jejich antimikrobni

ucinek.

Tabulka 15: Minimalni inhibi¢ni koncentrace vybranych vzorkd. U vzorki oznacenych

symbolem ,,-“ nebyla inhibice rlstu prokazéna

MIC
MIC MIC MIC (mg/L)
(mg/L) (mg/L) (mg/L) Koloid +
éisty Koloid + Koloid + 1%
koloid 1% 0,0lM Zelatina +
Zelatina cystein 0,01M
cystein
Enterococc
usfaecalis - - - -
CCM 4224
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Staphyloco
ccus aureus
CCM 3953

54

10,125

Pseudomon
asaerugino
sa CCM
3955

54

10,125

Escherichia
coli CCM
3954

54

10,125

Na zéklad¢ provedenych experimentl tak nebylo mozné jednozna¢né€ prokazat sniZeni
antibakterialni aktivity nanocCastic stiibra na zéklad¢ snizujici se koncentrace volného
iontového stiibra, jelikoz koloid stiibra s pfidavkem cysteinu stabilizovany zelatinou ve smési
S kultivaénim bujonem v poméru 1:1 nebyl stabilni. Vzhledem k tomu, Ze se vytratilo zluté
zabarveni typické pro koloidni Castice stiibra a objevilo se zabarveni bilé se zlatavym

nadechem, lze predpokladat, ze v daném systému vznikd zcela novd malo rozpustnd

slou€enina sttibra a aminokyseliny ¢i bilkoviny.

Absorbance A

0,15

0,1 _7Qa—
0,05

-0,05

-0,1

-0,15

-0,2

-0,25

vinova délka A (nm)

Obr. 15: UV/VIS spektrum vzorku 0,01M cysteinu v koloidu po 24 hodinach
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Obr. 17: zkumavky se vzorky. 1 - Cisty koloid stabilizovany Zelatinou, 3 - koloid

stiibra stabilizovany Zelatinou s obsahem 0,01M cysteinu ihned po piipravé

Obr. 18: zkumavky se vzorky. 1 - Cisty koloid stabilizovany zelatinou, 3 - koloid

stiibra stabilizovany zelatinou s obsahem 0,01M cysteinu 24 hod po piipraveé
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7 ZAVER

Bakalarska prace byla zaméfena na zkoumani antibakterialni aktivity nanocastic
stiibra v zavislosti na koncentraci iontového stiibra uvolilovaného z nanocastic a jeji mozné
ovlivilovani ptidavkem vybranych aminokyselin a halogenidi ke koloidu sttibra.

Pro testovani byl pouzit koloid stiibra piipraveny modifikovanym Tollensovym
procesem, kdy se jako redukcni latka pouzila maltosa. Vzniklé nanocastice stfibra mély
primérnou velikost okolo 27 nm.

Ke sledovani ovlivilovani koncentrace volnych stiibrnych iontd uvolnénych
nanocasticemi stfibra bylo z aminokyselin pouZzit cystein, glycin a lysin a z halogenidi chlorid
draselny, jodid draselny a bromid draselny. Koncentrace volného stfibra byla stanovena
potenciometricky metodou kalibraéni kfivky. Antibakteridlni aktivita byla testovana
standardni dilu¢ni metodou, pomoci niz se stanovovali minimalni inhibi¢ni koncentrace MIC.

Naméiené hodnoty elektromotorického napéti, které byly nasledné piepocitané na
koncentrace volnych stiibrnych iontd ve vzorcich, prokazaly, Ze po pfiddni cysteinu ke
koloidnimu stfibru dochazi k silnému ovlivnéni koncentrace volnych stfibrnych iontii (cystein
vyvazuje volné sttibrné ionty), kdy pivodni Cisty koloid stfibra mél koncentraci volnych
sttibrnych iontii okolo 7,56.107 mol/L a vzorek obsahujici nejkoncentrovangjsi 0,01M
cystein v koloidu stiibra mé&l koncentraci Ag* iontdi piibliznd 1,51.10™° mol/L. Vzorek
obsahujici nejniz§i koncentraci cysteinu (0,00001M) v koloidnim stfibfe dosahoval
koncentrace Ag" iontd okolo 1,14.10™ mol/L. Podobn& jako cystein se choval i jodid
draselny, kdy z koncentrace Ag* iontii 1,01.10° mol/L u ¢&istého koloidu, klesla na 1,05.10™*°
mol/L po ptfidani nejkoncentrovanéjsiho KI (0,01M) a po piidani nejméné koncentrovaného
KI (0,00001M) byla hodnota koncentrace volnych st¥ibrnych ionti okolo 3,86.10™ mol/L. Po
pfidani bromidu draselného a chloridu draselného ke koloidu stfibra doslo také k ovlivnéni
koncentrace Ag" iontd, ale ne tak k velkému jako u cysteinu a jodidu draselného. Koncentrace
Ag" iontd &istého koloidu se pohybovala okolo 9,27.107 mol/L, vzorek obsahujici 0,01M KBr
Vv koloidu stfibra mél hodnotu koncentrace Ag+ iontd okolo 4,36.10'12 mol/L a vzorek s 0,01M
KCl v koloidu stifbra 4,45.10™ mol/L. K nejmensimu ovlivnéni koncentrace volnych
stifbrnych iontd nanodastic stiibra doslo po piidani glycinu a lysinu, kdy koncentrace Ag"
iontd &istého koloidu vzrostla na 1,05.10” mol/L po piidani glycinu (0,01M v koloidu stiibra)
a u lysinu 0,01M v koloidu stiibra) klesla na 3,78.10"° mol/L z 8,20.10"" mol/L. JelikoZ se pii
kazdém meéfeni vzorkli hodnota koncentrace volnych stfibrnych ionti trosku meénila, jsou

vysledné hodnoty pouze piiblizné.
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Pii stanoveni MIC bylo zjisténo, ze u vzorkll 0,01M cysteinu v koloidnim stfibfe,
0,0IM jodidu draselného v koloidnim stfibie, u obou téchto vzorki navic obsahujici 1%
zelatinu a u 0,01M cysteinu v 0,00lM AgNOj; inhibice rustu nebyla prokazana. Vlivem
cysteinu a jodidu draselného tedy dochazi k uplnému vyrusSeni antibakteridlni aktivity
koloidniho stfibra. U ostatnich vzorki obsahujici rizné koncentrace chloridu draselného,
bromidu draselného, lysinu a glycinu v koloidnim stfibfe snizeni antibakteridlni aktivity
nebylo prokazano.

Jelikoz bylo zjisténo, Ze antibakteridlni aktivitu nejvice ovliviiuje cystein a jodid
draselny, bylo nutné posoudit, jaka je rozpustnost koloidu sttibra pifimo v kultivaénim bujonu,
protoze je rovnéz smési proteinti a aminokyselin. V ptipad¢, ze se k 0,01M cysteinu v koloidu
ptfidal kultivaéni bujon, zménila se barva z medové hnédé na tmavé Sedou. Tato barevna
zména byla zplsobena agregaci nanocéstic stiibra diky niz doSlo k vyruSeni antibakteridlni
aktivity. Aby se zabranilo agregaci, byla pouzita 1% zelatina. Takto stabilizovany koloid
s obsahem 0,01 M cysteinu byl podroben testu antimikrobni aktivity, kdy opét nebyla
prokdzana antimikrobni aktivita koloidniho stfibra stabilizovaného Zelatinou s obsahem
cysteinu. Ztoho lze tedy usuzovat, ze pii zachovani agregatni stability koloidnich &astic
sttibra diky stabilizaci Zelatinou je jedinym divodem potlaceni antibakteridlni aktivity
koloidu stiibra snizeni koncentrace Ag* iontl vlivem ptidavku cysteinu. Nicméné v pribéhu
24 hodin doslo u takto stabilizovaného vzorku 0,01 M cysteinu v koloidnim stfibie
smichaného s kultivacnim bujonem k diametralni zmén¢ barvy, kdy z medové hnédé piesla na
bilou srazeninu se zlatavym nadechem, z ¢ehoz lze ptedpokladat, ze v daném systému vznika
zcela nova malo rozpustna sloucenina stfibra a aminokyseliny €1 bilkoviny.

Na zakladé¢ provedenych experimentli nelze jednozna¢né prokazat sniZeni
antibakteridlni aktivity koloidniho stifibra na zakladé sniZujici se koncentrace volného
iontového stfibra, jelikoz koloid stifibra s pfidavkem cysteinu stabilizovany Zzelatinou

smichany s kultivaénim bujonem 1:1 nebyl stabilni.
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8 SUMMARY

Recently much attention is paid to the silver nanoparticles, mainly due to their strong
antibacterial activity. This important property of silver nanoparticles is usable in many fields.
Therefore we asked question, whether it is possible to affect the antibacterial aktivity of silver

colloid, by using various amino acids and halides.

In this work the silver nanoparticles with an average size of 27 nm was prepared by
modified Tollen's process, which leads to reduction of [Ag(NHs),]'by D-maltose in the
presence of sodium hydroxide. One of the mechanisms how silver nanoparticles show its
antibacterial aktivity is release of free silver ions. Amino acids cysteine, glycine and lysine
were selected for monitoring its influential effect to free silver ions. Pottasium iodide,
bromide and chloride with different concentrations in the silver colloid were selected as a
halides. Antibacterial aktivity of samples was tested at the Department of Microbiology,
Faculty of Medicine, Palacky University in Olomouc by standard dilution method by which it
was determined the minimum inhibitory concentration. It was chosen 10 bacterial strains for

these antibacterial activity tests.

The results show that usage of these amino acids and halides can affect the
antibacterial activity of silver nanoparticles. MIC values shown, that most unbind effect to
free silver ions, released by silver nanoparticles, had 0,01M cysteine and 0,01M potassium
iodide, which completely cancel antibacterial activity. Least influence to the concentration of

free silver ions occurred after addition of glycine and lysine.
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