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I  Úvod 

Nanočástice stříbra a zlata jsou stále více využívány v mnoha různých odvětvích. 

Přidávají se do běžně dostupných prostředků, jako jsou kosmetické přípravky či oděvy. 

Ve zdravotnictví se užívají například při diagnostice či léčbě některých onemocnění. 

Zlatými a stříbrnými nanočásticemi se též modifikují lékařské pomůcky. Jsou aktuálním 

materiálem zejména díky jejich příznivým a unikátním vlastnostem.  

Nespočet studií uvádí, že stříbrné a zlaté nanočástice vykazují baktericidní účinky. 

Tato domněnka by mohla vyřešit problém s bakteriemi a bakteriálními infekcemi ve 

zdravotnictví. Tyto studie ale zároveň poukazují na možné toxické účinky těchto 

nanočástic. Právě touto problematikou se tato bakalářská práce zabývá.  

V teoretické části je popsána především příprava, biologické působení, toxické 

účinky a praktické využití stříbrných a zlatých nanočástic. Tato část zahrnuje 

i informace o přístroji Zetasizer Nano a o testovaných bakteriálních kmenech 

uvedených níže. 

V praktické části jsou nejprve připravovány nanočástice stříbra za použití 

dusičnanu stříbrného, glukózy a vody. Poté jsou připravovány nanočástice zlata pomocí 

kyseliny tetrachlorozlatité, glukózy a vody. Tento způsob přípravy byl vybrán proto, 

aby konečné výsledky byly ovlivněny pouze účinkem stříbrných a zlatých nanočástic, 

nikoli však látkami, ze kterých byly nanočástice připraveny.  

Klíčovým cílem bakalářské práce je prokázat či vyvrátit antibakteriální účinek 

stříbrných a zlatých nanočástic pomocí klasických mikrobiologických metod. První 

kvantitativní zvolenou metodou je takzvaný kultivační průkaz. Pomocí této metody je 

určen počet kolonií neboli CFU na agarových půdách. Zároveň je prováděn kvalitativní 

výzkum pomocí přístroje zvaného Biosan RTS-1C. Tento přístroj zaznamenává 

růstovou křivku, rychlost růstu a teplotu při kultivaci bakterií po dobu 24 hod. při 37 °C. 

Pro bakalářskou práci byly vybrány 4 bakteriální kmeny (Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris a Pseudomonas aeruginosa) zahrnující gram-

negativní i gram-pozitivní druhy bakterií. Tyto bakteriální kmeny byly zařazeny do 

výzkumu, protože se jedná o běžně se vyskytující bakterie. 

 Součástí práce je též porovnání účinku stříbrných a zlatých nanočástic na 

jednotlivé bakteriální kmeny, stanovení účinku nanočástic na bakterie a porovnání 

získaných výsledků s literárními údaji. 
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II Teoretická část 

1 Nanočástice stříbra (AgNP) 

Drobné částice stříbra jsou označovány jako AgNP. Velikost těchto částeček se 

pohybuje od 1 nm do 100 nm. Nejčastěji se používají a konstruují  nanočástice 

sférického tvaru. V posledních letech jsou AgNP středem zájmu zejména díky jejich 

odlišným fyzikálním, chemickým a biologickým vlastnostem. (90, 33) 

 

1.1 Příprava AgNP 

 AgNP mohou být připraveny různými metodami – dispergační metodou produkce 

nebo kondenzační (odpařovací) metodou produkce. Při užití kondenzační metody 

dochází ke spojování atomů nebo molekul v homogenních soustavách do větších 

agregátů. Naopak u dispergační metody se z velkých částic tvoří malé.  Dispergační 

metoda produkce se provádí převážně pomocí laserové ablace. Kondenzační metody se 

dělí na dvě skupiny a to na metody fyzikální a chemické.  

Mezi fyzikální procesy se řadí například příprava nanočástic za použití trubkové 

pece při atmosférickém tlaku. Tato metoda má však svá úskalí, jelikož trubková pec 

zaujímá velký prostror, spotřebovává velké množství energie, je zpočátku značně 

nestabilní a zvyšuje teplotu okolí. (53, 61, 89) 
 

Častější jsou chemické metody přípravy nanočástic. AgNP se vyrábějí například 

elektrolýzou stříbrných solí nebo vznikají pomocí slabších či silnějších redukčních 

činidel – monosacharidů (glukóza a galaktóza), disacharidů (maltóza a laktóza), citrátu 

sodného, borohydridu, rozpouštědel (dimethylformamid), hydrazinu, hydroxylaminu, 

formaldehydu redukujícího cukry a tak dále. Užití sacharidů je velmi výhodné, protože 

je ekologické a šetrné k životnímu prostředí. (96, 72, 97) 

Ve formě iontů je stříbro velmi dobře redukovatelné. To je způsobeno jeho 

umístěním v elektrochemické řadě napětí kovů. Stříbrné ionty se většinou redukují ve 

formě černých sraženin. (24) 

Zbarvení nanočástic kovů se odvíjí od jejich velikosti a dielektrické konstanty 

okolního prostředí. Ve viditelném spektru mají plasmony pouze elektrony s volnými 

elektrony. To způsobí vznik intenzivních barev. Plasmony ve viditelném spektru má 

například stříbro, zlato, měď a alkalické kovy. (108) 
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Velikost a morfologie nanočástic závisí na koncentraci a výběru redukčního činidla 

a stabilizátoru. Jako redukční činidlo může posloužit například hydrazin, 

tetrahydridoboritan sodný nebo kyselina askorbová, jako stabilizátor polyvinylalkohol 

nebo polyvinylpyrrolidon.  Pileni a kolektiv – (85) vytvořili při svém výzkumu AgNP 

různých velikostí a barev změnou koncentrace redukčního činidla. Po zvýšení obsahu 

hydrazinu v roztoku byly nanočástice větší a jejich optické vlastnosti byly zcela jiné. 

Vědci zjistili, že barva roztoku se odvíjí od počátečních podmínek syntézy. Zbarvení 

roztoku může být červené, zelené, žluté až šedé. To závisí na použitém redukčním 

činidle. (69) 

Žlutě zbarvené nanočástice vzniknou při užití stříbrných iontů v kombinaci 

s tetrahydridoboritanem sodným, zelené nanočástice při použití stříbrným iontů, 

polyvinylpyrrolidonu a kyseliny askorbové a červené se vytvoří za pomocí stříbrných 

iontů, polyvinylalkoholu a kyseliny askorbové. (69) 

 

1.2 Historie využívání antibakteriálních účinků stříbra 

Již po staletí se stříbro používá na léčbu popálenin a chronických ran. Už v roce 

1000 před naším letopočtem se stříbro používalo k čištění vod. (18, 87) 
 

Nejznámější je sloučenina dusičnanu stříbrného (AgNO3), která byla v roce 

1700 používána pro léčbu pohlavních chorob, kostí a perianálních abscesů. AgNO3 léčil 

také popáleniny. Dále se ze stříbra začaly vyrábět obvazy a tento kov se začal využívat 

k léčbě bakteriálních infekcí. (60, 64, 49)  

V druhé polovině dvacátého století vědec Moyer zjistil, že stříbro má 

antibakteriální účinky proti Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa 

a Escherichia coli. (73, 10) V poslední době je stříbro stále více užíváno v důsledku 

výskytu rezistence bakterií vůči antibiotikům. (49, 30)
 

 

1.3 Mechanismus účinku AgNP na bakterie 

Všechny účinky stříbra na bakterie nejsou doposud zcela známé. Nicméně stříbro 

vykazuje vysoce antibakteriální účinky a dokáže zabít velké množství bakteriálních 

kmenů. Mezi tyto bakterie se řadí i rezistentní bakterie vůči antibiotikům 

(Staphylococcus aureus). (70)
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Antimikrobiální účinky nanočástic jsou způsobeny zejména jejich extrémně velkým 

povrchem, který poskytuje velmi dobrý kontakt s mikroorganismy. Celý proces začíná 

tak, že se nanočástice přichytí k buněčné stěně a proniká do bakteriální buňky. Poté tato 

buňka začne uvolňovat ionty stříbra, které zvyšují baktericidní aktivitu AgNP. Současně 

začne vytvářet volné radikály, které ničí buněčné funkce. Elektronový přenos mezi 

enzymy dýchacího řetězce v mitochondriích je blokován a zastavuje se intenzivní 

metabolismus buňky. Buňka nakonec odumírá.  

Ionty stříbra pravděpodobně reagují s peptidoglykany buněčné stěny bakterií, 

s plazmatickou membránou bakterií, s bakteriálními bílkovinami, s DNA a enzymy 

zásadními pro vitální funkce buňky. Reaktivita AgNP bude zjevně podobná jako u iontů 

stříbra. Avšak tento fakt není zcela prozkoumán. (96, 72, 97, 58, 12, 35)  

Během kontaktu stříbra s bakteriemi, ale zároveň dochází k morfologickým 

a strukturálním změnám v bakteriálních buňkách. (60) Grampozitivní bakterie jsou více 

odolné vůči AgNP než gramnegativní bakterie. To je způsobené stavbou buněčné stěny, 

viz Obrázek č. 1 a výskytem či absencí extracelulárních polymerů. Buněčná stěna 

bakterií G
+
 obsahuje silnou vrstvu peptidoglykanu. Tato stěna je tlustá asi 20 nm. Tento 

biopolymer poskytuje buňce pevný a neměnný tvar.  Bakterie G
-
 mají buněčnou stěnu 

složenou z vnější membránové vrstvy a tenké peptidové vrstvy. (7, 52, 37)  

Buněčná stěna bakterie může být poškozena buď samotným působením AgNP nebo 

uvolněním již zmíněných iontů stříbra. Těmito způsoby může být také narušena tvorba 

reaktivních kyslíkových forem. (48) Tvorba reaktivních kyslíkových forem je 

považována za nepřímý mechanismus účinku  AgNP.  Naopak za přímý mechanismus 

účinku AgNP je bráno samotné poškození buněčné stěny. (95) 

Během komparativní studie AgNP a iontů stříbra bylo odhaleno, že ionty stříbra 

vykazují nižší antibakteriální účinnost než AgNP.  Antibakteriální aktivita AgNP je 

ovlivněna jejich velikostí, morfologií, povrchem, vlivem rychlosti, mírou aglomerace a 

velikostí aglomerátů. (79, 82, 46)  

Stříbro zpočátku působí pouze bakteriostaticky, tedy zabraňuje růstu mikrobů. 

Baktericidní účinky AgNP se začnou projevovat až ve chvíli, kdy dojde ke zvýšení 

koncentrace roztoků s ionty stříbra. (80) 
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1.3.1 Účinky AgNP na bakterie v závislosti na jejich tvaru a velikosti 

AgNP mají velký měrný povrch. Ten hraje důležitou roli zejména při styku 

s bakteriálními buňkami. Kromě toho mají tyto nanočástice vysoké procento interakcí 

oproti větším částicím. Nanočástice vytvářejí elektronové efekty, které zvyšují 

reaktivitu  nanočástic s bakteriemi. Nejvíc reaktivní jsou nanočástice, které měří méně 

než 10 nm. To dokazuje, že antibakteriální účinek je závislý především na velikosti. 

Velikost aglomerátů je současně klíčovým parametrem ovlivňujícím toxicitu. 

Antimikrobiální účinek AgNP závisí ale i na jejich tvaru. To potvrzuje studie změn 

bakteriálního růstu při vložení jinak tvarovaných nanočástic k bakteriím. Zkrácené 

nanočástice trojúhelníkového tvaru s obsahem 1 µg stříbra zabrzdí růst bakterií. Kdežto 

nanočástice sférického tvaru zpomalí růst bakterií, až když obsahují 12,5 µg stříbra. 

Celkový výzkum ukázal, že tvar nanočástic významně ovlivňuje účinky nanočástic na 

bakteriální buňky. (62, 74, 82, 72, 86) 

 

1.4 Působení AgNP na viry 

V posledních letech se výzkumy zaměřily také na antivirové účinky AgNP. Podle 

studie Elechiguerry a kol. jsou AgNP schopné blokovat virus HIV-1. Velikost 

nanočástic, které se vážou na virus, se pohybuje v rozmezí od 1 do 10 nm. Místo 

vzájemného působení nanočástice s virem je vždy přesně dané. AgNP se váže 

především na glykoprotein gp120. Tato bílkovina se nachází ve vnější vrstvě HIV viru 

a je značně důležitá pro interakci s molekulou CD4. Pomocné CD4 buňky se vyskytují 

na povrchu T-lymfocytů a jsou nedílnou součástí lidského imunitního systému. Jejich 

hlavní funkcí je vysílat signály pro jiné typy imunitních buněk. Glykoproteiny jsou od 

sebe vzdáleny 28 nm. To pravděpodobně vysvětluje, proč se mohou navázat pouze 

nanočástice o velikosti 1-10 nm. (11, 13) 

Prokázaly se také antivirové účinky AgNP proti viry influenzy H1N1 (hemaglutinin 

typ 1). Mechanismy působení u tohoto výzkumu však doposud nebyly objasněny. (104) 

 

1.5 Působení AgNP na řasy 

AgNP se vyznačují selektivním inhibičním účinkem na řasy a sinice. Primární 

místo vzájemného působení a bariéru pro vstup nanočástic zajišťuje buněčná stěna řas. 

Ta se skládá z glykoproteinů, celulózy a polysacharidů. Během interakce nanočástice 
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s buněčnou stěnou může být narušena cytoplazmatická membrána. (75)
 

Absorpce 

nanočástic do buněčného povrchu způsobí stínící efekt či zvýšení hmotnosti. Tyto 

efekty zapříčiní zhoršení fotosyntézy, a poté vznik oxidativního stresu. Buňky 

podléhající oxidativnímu stresu mají defektní proteiny, nižší mastné kyseliny i DNA 

a zvýšený podíl peroxidovaných mastných kyselin. Dochází k závažnému poškození či 

odumření organismu. (80, 39) 

 

1.6 Baktericidní a ekotoxické působení AgNP 

Toxický účinek AgNP na bakterie typu Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 

Cyanobakterie (fytoplankton) a jiné se stále více zkoumá. Studie jsou zaměřené 

především na bakterie, které mají schopnost tvořit biofilm. Biofilm vykazuje velmi 

vysokou odolnost vůči antibiotikům. K antibakteriální ochraně mohou být použity 

například nanočástice, které jsou rozmístěny do polymerní matrice. Tato matrice 

vykazuje dobrou přilnavost k chráněnému povrchu. (93) 

Složení antibakteriálních povlaků je velmi důležité z hlediska předcházení 

nemocničních infekcí. Největším rizikem jsou katetrové infekce, které postihují močový 

trakt. AgNP by do budoucna mohly těmto problémům zcela předejít, ale přináší pro 

organismus i možná rizika. Bylo dokázáno, že AgNP narušuje mitochondriální funkci, 

posiluje tvorbu reaktivního kyslíku a spotřebovává antioxidanty.(2) 

 

1.7 Toxické působení AgNP na eukaryotní buňky 

Toxicita stříbra není stále zcela prozkoumána. Přesto většina studií tvrdí, že jsou 

AgNP netoxické. Zároveň jsou ale nebezpečné pro životní prostředí vzhledem k jejich 

malým rozměrům a proměnlivým vlastnostem. Aby se o toxicitě zjistilo víc, provádí se 

stále častěji mnoho výzkumů, studujících reakce tohoto kovu v organismu. (63, 15) 

Vědci zjistili, že dlouhodobé působení AgNP  má na mitochondrie organismů neblahý 

vliv. Mitochondrie po kontaktu se stříbrnými nanočásticemi byly abnormálně velké, 

měly nepravidelný tvar a docházelo k jejich smrštění. Mitochondrie jsou 

charakteristické tím, že zajišťují buněčné dýchání a produkují ATP. (4) 

Dále byly provedeny testy na cytotoxicitu keratinocytů a fibroblastů u pěti běžně 

dostupných obvazů s ionty stříbra. Během výzkumu byly použity obvazy od firmy 

Acticoat, Aquacel Ag, Contreet pěna, PolyMem Silver a Urgotul SSD. Uvedené obvazy 
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se od sebe lišily zejména strukturou, složením a obsahem stříbra. Studie cytotoxicity 

ukázala, že tři z pěti běžně dostupných obvazů s částicemi stříbra mají cytotoxické 

účinky. To se projevilo především na buňkách pokožky (keratinocytech) a buňkách 

vazivové tkáně fibroblastech. Jednalo se o obvaz Acticoat, jehož výrobce je SMITH 

& NEPHEW CONSUMER, Aquacel Ag od firmy Conva Tec a Contreet pěnu též od 

firmy Conva Tec. Tato studie může zčásti vysvětlovat, proč při užití některých 

stříbrných obvazů dochází ke zpomalení hojení ran. (15, 16) 

Výzkum Lankvelda a kol. odhalil, že ukládání AgNP do tkání a orgánů závisí 

pravděpodobně na velikosti. Koncentrace stříbra v orgánech byla nižší při použití 

nanočástic o velikosti 20 nm než při použití nanočástic o velikosti 80 nm. (66) 

 

1.7.1 Mechanismy toxického účinku AgNP 

Nanočástice, které proniknou do organismu, mohou vyvolat řadu poškození 

biologických struktur. Tyto materiály mohou prostupovat do buněk několika způsoby 

například endocytózou nebo makropinocytózou. (34, 94) Do jádra vnikají malé 

nanočástice o velikosti 5 nm. Naopak velké nanočástice o velikosti 30 nm a vyšší 

setrvávají v cytoplazmě. (Frohlich a kol., 2009) Přímo do jádra penetrují difúzí přes jadernou 

membránu nebo jsou do jádra transportovány přes komplexy jaderných pórů. Také 

mohou být náhodně uzavřené v jádře při rozpouštění jaderné membrány v průběhu 

mitózy. Nanočástice uvnitř jádra mohou následně přímo interagovat s molekulami DNA 

nebo proteiny, která interagují přímo s DNA. Tato interakce způsobí fyzikální 

poškození genetického materiálu. DNA je ovlivňována nanočásticemi přímo nebo 

nepřímo. K nepřímému ovlivnění dochází pokud nanočástice interagují s buněčnými 

proteiny. (94) 

Nanočástice v nitru buňky mohou také prostupovat z fagozómů nebo cytosolu do 

mitochondrií či lysozómů.  Záhy po vstupu částice do buňky se zvyšuje produkce 

přenašečů (vápníku, ROS a ATP) a dochází k aktivaci různých signálních drah. Tyto 

dráhy vedou k buněčným odezvám. Jednou z nich je vznik oxidativního stresu viz 

Kapitola 1.7.2 nebo zánětu. V mitochondriích dochází k různým  reakcím, které mohou 

zapříčinit ztrátu potenciálu na mitochondriální membráně neboli spotřebování ATP. 

(94) 

Po vniknutí nanočástice do buňky může po určitém čase docházet k fragmentaci 

DNA vedoucí k apoptóze, autofagocytóze nebo nekróze. (8) 
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Ve výjimečných případech buňka nemusí být zcela usmrcena. Vlivem nanočástic 

může být pozměněna pouze její genetická informace. To může přinášet velmi závažné 

důsledky pro organismus, protože může docházet k mutacím (trvalým změnám dědičné 

informace v DNA). Některé mutace mohou vyvolat karcinogenezi nebo mohou ovlivnit 

plodnost. (94)
 

 

1.7.2 Oxidativní stres 

Oxidativní stres je na základě většiny studií považován za  nejdůležitější 

mechanismus toxicity nanomateriálů. (8, 94, 76) Mezi parametry homeostázy (stálosti 

vnitřního prostředí) patří rovnováha, která je velmi důležitá, neboť za vhodných 

podmínek existuje v organismu rovnováha mezi reaktivními formami kyslíku 

a antioxidanty. Pokud dojde k porušení této rovnováhy, vzniká takzvaný oxidativní 

stres. Tento mechanismus toxicity způsobí porušení rovnováhy mezi vznikem 

a odstraňováním reaktivních forem kyslíku. Tento stav je zapříčiněn poklesem kapacity 

antioxidativního systému nebo nadměrnou tvorbou volných kyslíkových radikálů. To 

jsou molekuly nebo atomy, jejichž valenční sféra má jeden nebo více nespárovaných 

elektronů. (100) 

Reaktivní formy kyslíku se utváří během ozáření ultrafialovým, rentgenovým 

a gama zářením. Produkují je neutrofily a makrofágy v průběhu zánětu a zároveň 

mohou být vyvolány exogenními faktory (ozon, xenobiotika), endogenními faktory 

(fyziologicky) a několika dalšími činiteli. Takovéto reaktivní formy jsou výsledkem 

reakcí katalyzovaných kovů, a také jsou součástí atmosféry v podobě znečišťujících 

látek. (100, 8) 

 

1.7.3 Imunitní odpověd způsobená průnikem nanočástic do organismu 

Nanočástice je po vstupu do organismu většinou brána jako cizorodá látka – 

antigen. Poté se na tento antigen naváží takzvané opsoniny, což jsou speciální protilátky 

či složky komplementu. Díky opsoninům, které jsou rozpoznány pomocí Fc receptoru 

fagocytů, mohou být nanočástice následně fagocytovány. Zmíněné interakce mají smysl 

pouze před zahájením zánětlivé reakce. Pokud vstoupí nanočástice do organismu 

například respirační cestou, jsou nejprve obaleny surfaktantem či jinými látkami, které 



 

24 

 

obsahuje bronchoalveolární tekutina. Nanočástice pak začnou agregovat a mohou být 

rozpoznány makrofágy. (8) 

 

1.8 Argyrie – onemocnění způsobené stříbrem 

Argyrie je kožní onemocnění způsobené dlouhodobým užívání velkého množství 

stříbra. Projevuje se šedomodrým zbarvením kůže. Vyskytuje se převážně u lidí 

pracujících v továrnách, ve kterých se zpracovává stříbro. Lidé pracující v  průmyslové 

výrobě stříbra mohou dlouhodobě vdechovat stříbrné soli, a tak ohrožovat své zdraví. 

(51) 

Tato nemoc se též může projevit u některých jedinců v důsledku dlouhodobého 

užívání léků obsahujících stříbrné soli, koloidní stříbro či kapalnou suspenzi 

mikroskopických částic stříbra. Patří sem například léčiva k léčbě rakoviny, diabetu, 

oparů a dalších onemocnění. (29, 36) 

Stříbro nebo částice sulfidu stříbra se nejprve hromadí v kůži. Následně ale může 

docházet k akumulaci stříbra v oku či jiných orgánech. (65) 

Faktorů, které mohou zapříčinit rozvoj této nemoci je mnoho. Mezi tyto činitele 

spadají například stříbrné stehy užívané ve zdravotnictví či amalgámové zubní plomby. 

Argyrie se může též projevit u pacientů s popáleninami v případě, že postižená místa 

byly léčeny sulfadiazinem stříbrným. (29) 

Tato choroba se diagnostikuje pomocí biopsie kožních tkání nebo fluorescentního 

rentgenového vyšetření. Obsah stříbra v lidském těle se průměrně pohybuje okolo 1 mg. 

Avšak lidé trpících argyrií mají obsah stříbra v těle nejméně 4 mg.  

Argyrie nelze v současné době zcela vyléčit. Léčba se provádí různými 

depigmentačními  prostředky či laserem. Pacienti s touto nemocí by se neměli 

vystavovat slunečnímu záření, aby nedocházelo ke zhoršování a měli by se vyhnout 

doplňkům stravy s obsahem stříbra a celkově kontaktu se stříbrem. (14) 

 

1.9 Praktické využití stříbra a AgNP 

Vědci se začali zajímat o AgNP zejména kvůli jejich ultra malým rozměrům 

a neobvyklým vlastnostem. Koloidní částice se vyznačují vynikající elektrickou 

vodivostí, chemickou stabilitou, katalytickou a antimikrobiální aktivitou. Díky těmto 

vlastnostem se tyto nanočástice běžně používají při výrobě komerčně dostupných 
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výrobků. Přidávají se například do textilií, vlhčených ubrousků, pleťových masek, 

mycích prostředků, vysavačů, praček a dají se přímo užít pro realizaci třírozměrných 

mikroelektromechanických systémů a elektrickým obvodů. Mohou také sloužit jako 

katalyzátory, protože vykazují vysokou povrchovou energii a velký měrný povrch. (17, 

92, 91, 28, 68, 84)
 

 

1.10 Využití stříbra a AgNP ve zdravotnictví 

V klinické praxi se využívá zejména AgNO3, který je užíván zejména při 

kauterizaci. (46) Velmi významný je také sulfadiazin stříbrný. Ten napomáhá při hojení 

popálenin. AgNP se přidávají například do kostního cementu, obvazů a dezinfekčních 

gelů. V mnoha případech nahrazují antibiotika. (6, 50) 

 

1.10.1 Zdravotnické prostředky s obsahem stříbra 

V posledních letech se zvažuje myšlenka potahovat zdravotnické pomůcky 

a prostředky AgNP. Povrch zdravotnických prostředků z AgNP by mohl být kvalitnější 

a odolnější než povrch z iontů stříbra nebo kovového stříbra, protože obě tyto varianty 

dopadly v klinických testech velmi špatně. Při styku kovového stříbra s plazmou 

docházelo k jeho inaktivaci. Navíc antimikrobiální aktivita tohoto stříbra nebyla 

dostačující. Podobně na tom byl i povrch z iontů stříbra. (88) 

 

1.10.2 Antimikrobiální hybridní nanovrstvy připravené sol-gel metodou 

Základem nejnadějnější antimikrobiální nanovrstvy připravené sol-gel metodou je 

TMSPM (3-(trimethoxysilyl) propyl methakrylát) obsahující iontově vázaný kationt 

stříbra, zinku a mědi. Touto ochrannou nanovrstvou může být potažen kterýkoli 

materiál včetně teflonu, keramiky, skla či tkanin. Působí antibakteriálně proti 

Escherichia coli, Staphylococcu aureu, Proteus vulgaris a dalším bakteriálním 

kmenům. Zároveň má antivirové a antimykotické účinky. Základní funkcí této 

nanovrstvy je ochrana prostorů a materiálů před rezistentními mikroorganismy 

(rezistentní Staphylococcus aureus nebo Vankomycin-rezistentní Enterococcus), kterých 

v posledních letech stále přibývá. Aplikace této nanovrstvy by mohla zmírnit výskyt 

nozokomiálních infekcí v nemocnicích. Tento typ povrchové úpravy může být použit 
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například na operačních sálech, na transplantačních odděleních, v čekárnách, 

v hospicích, ve školách a obchodech.  

Tato nanovrstva je velmi účinným řešením, jelikož kationty stříbra, mědi a zinku 

vykazují velmi intenzivní antimikrobiální účinky. AgNP deaktivují bakterie dokonce 

několika způsoby. Takto připravená nanovrstva by měla zajistit výskyt kationtů stříbra, 

mědi a zinku na povrchu všech materiálů v nemocnicích a tím uchránit všechny 

prostředky před mikroby.  

Měď je schopná za přítomnosti atmosférického kyslíku zoxidovat z měďné formy 

kationtu Cu
+ 

do měďnaté formy kationtu Cu
2+ 

 a zároveň měďnatý kation je schopný 

zoxidovat atomární stříbro zpět na stříbrné kationty. Tato oxidačně-redukční reakce 

udržuje antimikrobiální účinky stříbrných kationtů, viz Rovnice 1. Kationt zinku pouze 

zvyšuje efektivnost této antimikrobiální nanovrstvy zejména proti houbám. (98, 25, 57)  

Ag
0 

+ Cu
2+ 

↔ Ag
+
 + Cu

+
 Rovnice 1 

 

1.10.3 Ochranné hybridní vrstvy působící proti virům 

Jedním z nejzávažnějších problémů současné doby jsou infekce získané ve 

zdravotnických zařízeních. Ročně mají infekce spojené se zdravotní péčí na svědomí 

nespočet úmrtí. Tyto infekce jsou způsobené patogenními bakteriemi, viry a dalšími 

mikroorganismy. V posledních letech vzrostl zájem o antibakteriální ochranné vrstvy, 

kterými se potahují například povrchy umělých kloubů či zubní implantáty. 

 Ochranné hybridní vrstvy obsahující kationty stříbra, mědi a zinku jsou 

připravovány prostřednictvím radikálové polymerace sol-gel metodou. Tato 

anorganicko-organická vrstva se aplikuje na povrch sklíček či na zevnějšek 

polymethylmethakrylátových desek. Do této vrstvy se po této aplikaci přidá 10 µl 

jednotlivých typů imunodeficientních virionů (influenza, HIV-1, dengue), a následně se 

stanoví titrace.  Lepší přilnavost mají povrchy, které nejvíce sníží hodnotu titru. (41)
 

 

1.10.4 Obvazy s ionty stříbra 

V poslední době stále přibývá rezistentních bakterií vůči antimikrobiálním 

přípravkům. Z tohoto důvodu vznikají nové prostředky, které by tento problém mohly 

vyřešit. Stříbro je známé tím, že má výborné antibakteriální a antivirové účinky. Proto 
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se z něj vyrábí obvazy s ionty stříbra a prostředky na povrchové krytí. Na trhu je běžně 

k dostání obvazový materiál, sterilní krytí a práškový sprej k regeneraci kůže od firmy 

Askina Calgitrol Ag a primární krytí od firmy Aquacel Ag. (21, 49) 

 

1.10.5 Textilní tkaniny impregnované stříbrem 

Stříbro se též využívá při výrobě zdravotnických oděvů, v nichž slouží jako 

antibakteriální činidlo. Bakterie typu Staphylococcus či Enterococcus mohou na 

zdravotnickém oděvu přežívat až několik desítek dní. Nadále mohou být bakterie 

z oděvu personálu přenášeny na lůžka pacientů či na zdravotnické pomůcky. To přináší 

velké riziko výskytu infekcí ve zdravotnických zařízeních. (32) 

Tento kov má ideální vlastnosti. Díky tomu, že je netoxický a má antibakteriální 

účinky, mohou být nanokompozitní vlákna obsahující AgNP přidávány do různých 

textilních látek. Bavlněná vlákna s příměsí AgNP mají velmi vysokou antibakteriální 

účinnost zejména proti bakterii Escherichia coli. (105)  

 

2 Nanočástice zlata (AuNP) 

Zlato i stříbro spadá do skupiny d-prvků a rovněž do skupiny mědi. Tento žlutý 

lesklý kov se vyznačuje inertností a oxidačními čísly 0, I a III. (22)
 

 

2.1 Příprava AuNP 

Existuje mnoho postupů příprav AuNP. Avšak tyto postupy se rozdělují na dva 

základní přístupy: top-down a bottom-up.  Je nutné vždy vhodně vybrat metodu 

přípravy podle toho, jak velké mají být požadované nanočástice. Top-down techniky 

jsou pro přípravu nanočástic méně příhodné, jelikož je velmi obtížné vytvořit 

nanočástice požadovaného tvaru a velikosti.  

Mezi bottom-up techniky  přípravy nanočástic kovů patří metoda chemická, která je 

založena na nukleaci a růstu tuhé fáze. Tento proces je většinou způsoben chemickou 

redukcí solí kovů. Ke kontrole růstu a k ochraně nanočástic před agregací se užívá 

mnoho stabilizátorů (thioly a polymery).  
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Stabilní AuNP o velikosti 2 nm mohou být připraveny redukcí vodného roztoku 

zlata tetraboritanem sodným v přítomnosti sulfidu uhličitého. Při této syntéze není třeba 

použít žádný stabilizátor.  

AuNP se dají také připravit smícháním kyseliny tetrachlorozlatité 

s hydroxylaminem v přítomnosti etylenglykolu. Nanočástice mohou být připravovány 

v zásaditém, neutrálním nebo kyselém prostředí. Barva výsledné směsi bude měnit 

barvu na základě zvoleného prostředí. V alkalickém prostředí bude mít směs nejprve 

červenou barvu, která se následně změní na oranžovou. Naopak v kyselém prostředí 

bude barva modročerná, a pak rubínová. 

AuNP se vytvoří také redukcí kyseliny tetrachlorozlatité citrátem, 

tetrahydridoboritanem sodným či glukózou. Prostřednictvím citrátu vznikají nanočástice 

rozmanitých velikostí a tvarů. Citrát zde slouží jako stabilizační i redukční činidlo. Jeho 

koncentrace ovlivňuje celý proces přípravy. Čím je nižší koncentrace citrátu, tím je 

pomalejší stabilizace a zároveň větší velikost částic. Tvar, velikost a vlastnosti 

nanočástic závisí také na zvoleném pH směsi. 

Další možností je příprava nanočástic pomocí gama záření užitím hovězí bílkoviny. 

Tento protein slouží jako stabilizátor. Nanočástice připravené touto metodou měří        

2-7 nm. (59, 77, 3, 83, 101) 

 

2.2 Toxické účinky AuNP 

AuNP, které měří více, než 5 nm se mohou ukládat v orgánech. Podobně tomu tak 

je i u AgNP. Nanočástice menších rozměrů se inkorporují lépe než nanočástice větších 

rozměrů. Velké AuNP mají tendenci prostupovat krevně mozkovou bariérou. Zároveň 

může docházet k akumulaci AuNP v neurální tkáni. 

 Buňky poškozené AuNP byly nekrotické a apoptické. Avšak během testování 

AuNP na myších se neprokázaly žádné vedlejší účinky. Velmi zajímavým poznatkem 

je, že kladně nabité nanočástice způsobovaly srážení krve a hemolýzu naopak záporně 

nabité částice se zdáli být zcela netoxické. Nicméně, toxické účinky těchto nanočástic 

nebyly dosud zcela prokázány. (40, 47, 42, 5, 67) 
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2.3 Praktické využití zlata a AuNP 

Koloidní zlato se čím dál tím víc využívá pro  různé biomedicínské aplikace. To 

zejména díky jeho slibným elektrickým, optickým, magnetickým a strukturálním 

vlastnostem. Do těchto aplikací se řadí například biosenzory, snímání rakovinových 

buněk, fototermální terapie, dodávka léků, molekulární diagnostika a radioterapie. (23, 

1, 43) 

Mnoho studií a článků uvadí, že má zlato antibakteriální účinky. Tyto studie se také 

domnívají, že menší nanočástice, díky jejich většímu poměru mezi povrchem 

a objemem, mají silnější antimikrobiální účinek než nanočástice velké. (107) 

Některé články zase uvádějí, že AuNP vykazuje antibakteriální aktivitu pouze proti 

multirezistentním G
- 

bakteriím. Tento antibakteriální účinek se uplatňuje změnou 

membránového potenciálu díky inhibici ATP syntetasy. To způsobí snížení hladiny 

APT a současně dojde ke snížení metabolismu. Antibakteriální aktivita se též může 

uplatňovat blokací podjednotky ribozomu. (19)
 

Dle další studie byla potvrzena baktericidní aktivita AuNP proti bakterii 

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a Bacillus subtullis metodou diskové difúze. 

(44) 

Za normálních podmínek je AuNP nestabilní, okamžitě se shlukuje a tvoří agregáty. 

Tyto částice jsou stabilní pouze tehdy, pokud je k nim připojen ligand. Ligandy se 

většinou napojují pomocí thiolových skupin, protože tyto skupiny v kontaktu se zlatem 

vytváří Au-S kovalentní vazby. Takto uměle vytvořené látky se užívají například 

v aplikacích v diagnostice. (77) 

 V transmisní elektronové mikroskopii se AuNP z důvodu vysoké hustoty elektronů 

užívá jako prostředek k detekci biospecifických interakcí. Dále k takzvanému 

naprašování smínaných vzorků. (38) 

AuNP se rovněž používají k modifikaci elektrod či minielektrod. Tato úprava 

umožňuje snížit mez detekce o několik řádů. Provádí se například cyklickou voltametrií. 

Elektroda, na jejímž povrchu je navázána poly, mléčná kyselina, vykazuje vysokou 

selektivnost. (20)  

Tyto částice mohou být užívány také při transportu léčiv či v terapii, například při 

fotodynamické terapii. Tato metoda se používá k léčbě onkologických chorob a určitých 

kožních a infekčních onemocnění. Mohou též zlepšit průběh léčby nádorů a léčbu 

infekčních onemocnění pomocí fototermální terapie. Základním principem této metody 

je ozáření AuNP radioaktivním světlem na odpovídající vlnové délce. Po osvícení se 
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tyto nanočástice velmi nažhaví. Pokud se takto rozpálené nanočástice nachází uvnitř či 

v blízkosti cílových buněk, dochází k jejich odumírání. (99, 56, 103, 31) 

AuNP vykazují také imunologické vlastnosti. Během studií na králících bylo 

zjištěno, že dvě hodiny po intravenózním zavedení 5 ml koloidního zlata do těla králíka 

vzrostl obsah leukocytů v krvi. Došlo k poklesu leukocytů v mononukleárních formách 

a naopak k nárůstu v polynukleárních formách. (81) 

 

3 Testované bakteriální kmeny 

3.1 Escherichia coli 

Escherichia coli se řadí mezi Enterobakterie.  Bakterie této čeledi se vyznačují tím, 

že mají respiratorní a fermentativní metabolismus, produkují katalázu a jsou patogenní 

pro člověka, zvířata, hmyz i rostliny. Fermentativní metabolismus se vyznačuje 

anaerobním zpracováním glukózy. Enterobakterie jsou gram-negativní, nesporulující, 

fakultativně anaerobní bakterie tyčinkovitého tvaru. Jejich délka se pohybuje od 2-3 μm 

a šířka okolo 0,6 μm. Zpravidla vykazují pohyblivé peritrichózní bičíky a pro růst jim 

stačí jednoduchá kultivační půda. Mezi Enterobakterie se též řadí rod Klebsiella, 

Salmonella, Vibrio a mnoho dalších rodů.   

Esterichia coli se běžně nachází v tlustém střevě člověka. Žije zde jako komenzál. 

Běžně se používá jako indikátor fekálního znečištění pitné vody. Escherichia coli 

vyvolává extraintestinální onemocnění (infekce močových cest a ran, hnisavé procesy 

a septická onemocnění) a zároveň způsobuje infekce v intestinálním traktu, které se 

vyznačují průjmy. (9) 

 

3.2 Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus patří mezi stafylokoky a společně se streptokoky se řadí 

mezi nejobvyklejší původce hnisavých infekcí či intoxikací některých organismů. 

Stafylokoky charakterizuje fermentační i respirační typ metabolismu, produkce katalázy 

(kromě Staphylococca saccharolytica a podruhu Staphylococca aurea) a kyselin. Jsou 

to velice odolné bakterie, jelikož mohou přežívat ve vysokých teplotách a jsou odolné 

vůči větším koncentracím NaCl. Bakterie této čeledi jsou gram-pozitivní, nesporulující, 

nepohyblivé, kokovitého tvaru. Pro růst jim postačí obyčejný živný agar. 
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 U člověka většinou kolonizují na kožních oblastech či sliznicích. Zpravidla 

napadají jedince s oslabeným organismem. Tyto bakterie mohou snadno proniknout do 

krevního řečiště a mohou tak zapříčinit vznik sekundární pneumonie, osteomyelitidy, 

endokarditidy a meningitidy ve kterémkoli orgánu. (9)
 

 

3.3 Proteus vulgaris 

Rod Proteus spadá stejně jako bakterie Escherichia coli do čeledi enterobakterií, viz 

Kapitola Escherichia coli. Proteus vulgaris je typický plazivým růstem, produkcí 

ureázy a tím, že neutváří uzavřené kolonie. Pomáhá rozkládat organickou hmotu 

například ve stolici lidí a zvířat. Nejčastěji způsobuje infekci močových cest. Může se 

též vyskytovat jako sekundární infekce v ranách, zánětu středního ucha či defektů 

měkkých tkání. (9)
 

 

3.4 Pseudomonas aeruginosa 

Rod Pseudomonas jsou striktně anaerobní gram-negativní bakterie tyčinkovitého 

tvaru. Vyznačují se polárními bičíky, kterými se pohybují. Na rozdíl od předešlých 

druhů bakterií mají pouze respirační metabolismus a vytváří katalázu i oxidázu.  Mohou 

se množit například v odpadních vodách. Pomáhají při rozkladu organické hmoty. 

Nachází se zejména na povrhu sliznic respiračního traktu a močových cest. Často se 

také vyskytuje v nemocnicích především na odděleních, kde se využívají dýchací 

přístroje, katétry či nebulizátory. Zpravidla se objevuje u jedinců s rozsáhlými 

popáleninami, po těžkém operativním výkonu, po dlouhodobém zavedení katétru či 

u pacientů dlouhodobě užívajících imunosupresiva, kortikoidy a antibiotika. (9) 

 

4 Růstová křivka bakteriální populace  

Ve výzkumné části byly grafické záznamy růstu jednotlivých bakteriálních kmenů 

z Biosanu RTS-1C vyhodnoceny podle jednotlivých fází standardní růstové křivky, 

viz Obrázek č. 2. Standardní růstová křivka má sigmoidní tvar. Skládá se z přípravné 

fáze, z fáze zrychleného růstu, z exponenciální fáze, z fáze zpomaleného růstu, ze 

stacionární fáze a z fáze odumírání buněk. Osa x znázorňuje dobu kultivace a osa 
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y logaritmus počtu živých buněk. Generační doba bakterií se pohybuje okolo 30 minut. 

(103, 55)
 

 

1) Přípravná fáze – V této fázi ještě nedochází k rozmnožování bakterií. Bakterie se 

pouze adaptují na nové podmínky a uvádí do činnosti svůj enzymový systém. (55) 

2) Fáze zrychleného růstu – Bakterie jsou zcela adaptovány na nové podmínky, ve 

kterých se následně kultivují. Všechny enzymové reakce dosahují konstantních 

mezních rychlostí. Poté přecházejí do ustáleného stavu. (55) 

3) Exponenciální fáze růstu – Rychlost růstu je v této fázi velmi intenzivní, díky 

dostatečnému množství živin v médiu. Buňky mají nejkratší generační dobu. (55, 

102) 

4) Fáze zpomaleného růstu – V této fází klesá rychlost rozmnožování bakterií z důvodu 

nedostatku živin a hromadění toxických metabolitů. (55,102) 

5) Stacionární fáze růstu – Tato fáze je charakteristická tím, že dochází k zástavě 

rozmnožování z důvodu vyčerpání živin. Počet bakterií se víceméně nemění. (78) 

6) Fáze postupného odumírání buněk – V této fázi se bakterie přestávají rozmnožovat. 

Počet bakterií se snižuje, protože dochází k jejich odumírání. (102) 
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III Výzkumná část 

1 Cíle a výzkumné předpoklady 

Tato bakalářská práce měla stanovené 3 výzkumné cíle a 4 výzkumné otázky. 

 

Výzkumné cíle: 

1. Otestovat účinek nanočástic stříbra a zlata na vybrané bakteriální kmeny klasickými 

mikrobiologickými metodami a získané výsledky porovnat s výsledky získanými ze 

záznamníku růstu buněk RTS-1C od firmy Biosan. 

2. Zjistit, zda se získané výsledky výzkumu shodují s informacemi popsanými 

v literárních zdrojích. Porovnat, zda zvolené testovací metody byly dostačující na to, 

aby byl vysloven závěr o inhibičních účincích obou testovaných typů nanočástic. 

3. Prozkoumat rozdíl účinku zlatých a stříbrných nanočástic na testované bakteriální 

kmeny. 

 

Výzkumné otázky: 

1. Shodují se získané laboratorní výsledky s výsledky z literárních zdrojů? 

2. Projevil se rozdíl účinku stříbrných a zlatých nanočástic na testované bakteriální 

kmeny? Pokud ano, jaké faktory se zde projevily? 

3. Byly zvolené testovací metody dostačující na to, aby byl vysloven závěr 

o inhibičních účincích obou testovaných typů nanočástic? 

4. Jaký byl účinek nanočástic stříbra a zlata na vybrané bakteriální kmeny? 

 

2 Metodika výzkumu 

Ve výzkumné části bylo užito kvalitativní i kvantitativní hodnocení. Hodnocení 

bylo prováděno pomocí standardních mikrobiologických metod. Počet bakterií byl 

stanoven pomocí přímé kvantitativní metody, zvané kultivační průkaz. Pomocí této 

metody byl určen počet kolonií neboli CFU na agarových půdách. Zároveň byl 

prováděn kvalitativní výzkum pomocí přístroje zvaného Biosan RTS-1C. Tento přístroj 
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zaznamenával růstovou křivku, rychlost růstu a teplotu při kultivaci bakterií po dobu 

24 hod při 37 °C. 

Kultivace probíhala v živném bujónu. Níže uvedené vybrané bakteriální kmeny 

byly testovány vždy samostatně (standardně) a s přídavkem určitého množství 

připravených AgNP a AuNP. Nejprve bylo během testování použito 5 ml AgNP 

a AuNP. Poté byl použit poloviční objem AgNP a AuNP. Snížené množství nanočástic 

mělo ověřit antibakteriální účinky AgNP a AuNP. 

Celý výzkum probíhal v zimě roku 2017 v laboratořích Fakulty zdravotnických 

studií Technické univerzity v Liberci.  

 

2.1 Charakteristika výzkumného vzorku 

Prvním výzkumným vzorkem byly AgNP a AuNP, které byly připravovány 

v laboratořích Fakulty zdravotnických studií Technické univerzity v Liberci. Jejich 

vhodná koncentrace a příprava je popsána dále. Dalším výzkumným krokem bylo 

vybrat vhodné bakteriální kmeny: Escherichia coli (CCM 2024), Staphylococcus 

aureus (CCM 226), Pseudomonas aeruginosa (CCM 1956), Proteus vulgaris (CCM 

1951).  

 

3 Analýza výzkumných dat 

3.1 Použité přístroje a vybavení: 

Velikost AuNP a AgNP byla měřena přístrojem Zetasizer Nano (532 nm) od firmy 

Malvern, viz Obrázek č. 3. Zetasizer Nano stanovuje velikost nanočástic pomocí 

dynamického rozptylu světla (DLS). Proměřuje Brownův pohyb a zároveň ho uvádí do 

vztahu s velikostí částic. To provádí prostřednictvím laseru, který osvítí částice 

a analyzováním fluktuací intenzity v rozptýleném světle. Částice osvětlená laserem 

rozptyluje světlo ve všech směrech. Malé částice suspendované v kapalině se pohybují 

rychle, naopak velké částice se pohybují pomalu. To znamená, že rychlost pohybu 

částice v kapalině určuje velikost této částice. (106) Dále byla měřena koncentrace 

bakteriálního inokula pomocí spektrofotometru. Na závěr byl použit přístroj Biosan 

RTS-1C verze 2.7.3.6. Tento bioreaktor umožňuje sledovat narůst či pokles mikrobů 

v 50 ml nádobě v reálném čase. Pracuje na principu inovativního míchání v důsledku 
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zpětného otáčení vzorku kolem jeho vlastní osy. Zaznamenává graficky optickou 

hustotu (denzitu), rychlost růstu a teplotu.  

 

3.2 Další použité pomůcky a zařízení 

Dále byly užity pipety, kádinky, váhy, balónek na pipetování, míchačka, zahřívací 

lázeň, odměrné baňky, válce, zkumavky, denzitometr, magnetické míchadlo, 

kontejnery, kličky, termostat, mikrobiologické zkumavky, autokláv a stolní laboratorní 

přístroj Vortex.  

 

3.3 Příprava AgNP a AuNP 

AgNP byly připraveny redukcí dusičnanu stříbrného glukózou. Na přípravu byl 

použit dusičnan stříbrný (AgNO3) o koncentraci 0,001 mol.dm
-3

, 2% roztok glukózy 

a destilovaná voda.  

AuNP byly připraveny též redukcí zlatité soli glukózou. Na přípravu byl použit 2% 

roztok glukózy, destilovaná voda a kyselina tetrachlorozlatitá (HAuCl4) o koncentaci 

0,001 mol.dm
-3

.  

 

Použité reagencie při přípravě nanočástic: 

 Dusičnan stříbrný (AgNO3) 

 Kyselina tetrachlorozlatitá (HAuCl4) 

 Glukóza (C6H12O6) 

 Destilovaná voda (H2O) 

 

Předběžné pracovní postupy AgNP a AuNP: 

 Cílem přípravy nanočástic bylo získat stabilní AgNP a AuNP přijatelné velikosti 

pro další použití. Velmi důležitým faktorem byla stabilita nanočástic, tedy zamezení 

aglomerace. Z tohoto důvodu bylo nutné upravit parametry podle efektivnosti. Hledání 

vhodných podmínek bylo uskutečněno nalezením vhodného objemu glukózy, dusičnanu 

stříbrného, kyseliny tetrachlorozlatité a destilované vody, viz Tabulka č. 1 a Tabulka 

č. 2. Zároveň též záleželo na teplotě a délce zahřívání. 
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Tabulka č. 1 Předběžné postupy přípravy AgNP 

Vzorek AgNO3 [ml] 
Glukóza 

[ml] 
H2O [ml] 

Teplota 

zahřívání 

[°C] 

Délka 

zahřívání 

[min] 

Ag1NP 5 5 0 Bez zahřátí – 

Ag1NP 5 5 0 60 10 

Ag1NP 5 5 0 60 60 

Ag2NP 5 5 0 50 30 

Ag3NP 5 3 2 50 30 

Ag4NP 5 1 4 50 30 

 

Tabulka č. 2 Předběžné postupy přípravy AuNP 

Vzorek 
HAuCl4 

[ml] 

Glukóza 

[ml] 
H2O [ml] 

Teplota 

zahřívání 

[°C] 

Délka 

zahřívání 

[min] 

Au1NP 5 5 0 Bez zahřátí – 

Au2NP 5 5 0 50 30 

Au3NP 5 3 2 50 30 

Au3NP 5 3 2 60 10 

Au3NP 5 3 2 60 60 

Au3NP 5 3 2 45 30 

Au3NP 5 3 2 55 30 

Au3NP 5 3 2 55 60 

Au4NP 5 1 4 50 30 

Au5NP 5 4 1 50 30 

Au6NP 5 2 3 50 30 

 

Na přípravu nanočástic byly použity čtyři různé glukózy (od různých dodavatelů), 

aby se zjistilo, jestli kvalita glukózy může ovlivnit charakter vzniklých nanočástic. Jak 

se ukázalo, stabilita a kvalita nanočástic záleží také na použité glukóze, na její chemické 

čistotě, která se liší dle dodavatele. Nejlepší výsledky poskytla D-glukóza od firmy 

Chemapol.  
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Z výsledků získaných na Zetasizeru Nano pro předběžné pokusy se jevil jako 

nejvhodnější a nejnadějnější vzorek Ag1NP bez zahřívání pro přípravu AgNP, viz 

Tabulka č. 1 a Obrázek č. 4. Stabilita AuNP byla výrazně horší než stabilita AgNP. 

Z tohoto důvodu bylo velmi obtížné vybrat vhodný vzorek. Nakonec pro přípravu 

AuNP byl vybrán vzorek Au3NP zahřátý na 55 
o
C po dobu 30 minut, viz Tabulka 

č. 2 a Obrázek č. 5. 

 

Pracovní postupy přípravy vybraných vzorků nanočástic: 

Vzorek Ag1NP 

Nejprve jsme si do jedné odměrné baňky připravili roztok dusičnanu stříbrného 

o koncentraci 0,001 mol.dm
-3

 a do druhé odměrné baňky 2% roztok glukózy. Poté jsme 

odpipetovali do 25 ml kádinky 5 ml připraveného roztoku dusičnanu stříbrného. Do 

10 ml kádinky jsme odpipetovali 5 ml roztoku glukózy. Následně jsme do kádinky 

s roztokem dusičnanu stříbrného vložili poteflonované magnetické míchadlo, umístili ji 

na elektromagnetickou míchačku a spustili intenzivní míchání. Doprostřed míchaného 

roztoku jsme přilili odměřené množství glukózy z kádinky a takto připravenou reakční 

směs jsme nechali ještě asi dvě minuty míchat na elektromagnetické míchačce. Potom 

bylo z kádinky vyndáno poteflonované míchadélko, její ústí překryto alobalem nebo 

hodinovým sklem proti vniknutí prachu a kádinka uložena v laboratorním prostředí do 

druhého dne. 

 

Vzorek Au3NP 

Nejprve jsme si do jedné odměrné baňky připravili roztok kyseliny 

tetrachlorozlatité o koncentraci 0,001 mol
.
dm

-3 
 a do druhé odměrné baňky 2% roztok 

glukózy. Poté jsme odpipetovali do 25 ml kádinky 5 ml připraveného roztoku kyseliny 

tetrachlorozlatité a 2 ml destilované vody. Do 10 ml kádinky jsme odpipetovali 3 ml 

roztoku glukózy. Následně jsme do kádinky s roztokem kyseliny tetrachlorozlatité 

vložili poteflonované magnetické míchadélko, umístili ji na elektromagnetickou 

míchačku a spustili intenzivní míchání. Doprostřed míchaného roztoku jsme přilili 

odměřené množství glukózy z kádinky a takto připravenou reakční směs jsme nechali 

ještě asi dvě minuty míchat na elektromagnetické míchačce 
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Následně jsme roztok přelili do zkumavky a zkumavku s roztokem umístili do 

předem vyhřáté vodní lázně nastavené na 55 °C. Vodní lázeň musí být vyhřátá předem 

nejméně 2 hodiny pro dostatečnou stabilizaci teploty. Zkumavku jsme nechali 

umístěnou v lázni 30 minut, aby se vzorek dostatečně zredukoval. Potom byla 

zkumavka vyjmuta z lázně, její ústí překryto alobalem proti vniknutí prachu 

a zkumavka uložena do stojanu v laboratorním prostředí do druhého dne. 

 

3.4 Výsledky ze Zetasizeru Nano 

Velikost nanočástic a jejich stabilita u vzorků Ag1NP a Au3NP připravených pro 

mikrobiologické testy byla kontrolována 1., 2. a 3. den po přípravě, u vzorku Ag1NP 

také 4. den. Získané výsledky ze Zetasizeru jsou graficky shrnuty na obrázku 

v přílohách, viz Obrázek č. 6. Průměrné velikosti nanočástic jsou uvedeny v Tabulce 

č. 3 a v Tabulce č. 4 včetně směrodatné odchylky sx. 

Jak je z výsledků pro Au3NP patrné, reprodukovatelnost a stabilita solů je snížená. 

Objevují se i velké částice, pravděpodobně vzniklé aglomerací, které u snížené 

koncentrace a delších časů pravděpodobně dorostly velikosti nad 1000 nm a stačily před 

dokončením měření sedimentovat. 

Naproti tomu u Ag1NP je stabilita solů velmi dobrá a během čtyř dnů od přípravy 

došlo pouze k nepatrnému nárůstu velikosti nanočástic. 

 

Tabulka č. 3 Průměrná velikost nanočástic Ag1NP v solu podle měření na Zetasizeru 

 
Základní koncentrace Snížená koncentrace 

Průměr [nm] Sx [nm] Průměr [nm] Sx [nm] 

První den 153 47 127 36 

Druhý den 159 48 131 40 

Třetí den 161 54 135 42 

Čtvrtý den 158 51 141 47 
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Tabulka č. 4 Průměrná velikost nanočástic Au3NP v solu podle měření na Zetasizeru 

(v některých případech je zde přítomnost dvou velikostí částic) 

 Základní koncentrace Snížená koncentrace 

Průměr 

[nm] 

Sx 

[nm] 

Objemový 

podíl [%] 

Průměr 

[nm] 

Sx 

[nm] 

Objemový 

podíl [%] 

První 

den 

191 62 100 122 65 78 

   5100 790 22 

Druhý 

den 

172 55 100 188 74 95 

   5400 650 5 a 

Třetí 

den 

174 72 72 163 74 100 

5400 660 36   a 

Poznámky: a = pravděpodobná přítomnost velmi velkých částic (nad 1000 nm),  které 

již sedimentovaly 

 

3.5 Testované bakteriální kmeny 

 Escherichia coli (CCM 2024) 

 Staphylococcus aureus (CCM 226) 

 Proteus vulgaris (CCM 1956) 

 Pseudomonas aeruginosa (CCM 1951) 

Bakteriální kmeny byly zakoupeny v České sbírce mikroorganismů, Masarykovy 

univerzity v Brně. 

 

3.6 Další použité prostředky během testování účinku nanočástic na bakterie 

 Fyziologický roztok (příprava viz Kapitola 3.8) 

 Petriho misky s krevním agarem (dodané firmou BIO-RAD, Praha) 

 Tekutá živná půda pro kultivaci bakterií – bujón (příprava viz Kapitola 3.9) 

 

3.7 Příprava bakteriálního inokula 

Bakteriální inokulum o koncentraci 10
8
 CFU/ml bylo připraveno přenesením 

malého množství bakteriální kultury do menšího množství fyziologického roztoku (cca 

10 ml). Tento roztok byl zvortexován a přeměřen na spektrofotometru, který stanovuje 
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koncentraci určité látky v roztoku. Cílem bylo, aby spektrofotometr ukázal hodnotu 

1±0,1. Pokud hodnota byla vyšší než 1,1, bylo do roztoku přidáno potřebné množství 

bakteriální kultury, naopak pokud hodnota byla nižší než 0,9, byl do roztoku přidán 

fyziologický roztok. 

Bakteriální inokulum o koncentraci 10
6 

CFU/ml bylo připraveno odebráním 0,1 ml 

bakteriálního inokula o koncentraci 10
8 

CFU/ml do 10 ml fyziologického roztoku. 

Bakteriální inokulum o koncentraci 10
5 

CFU/ml bylo připraveno odebráním 1 ml 

bakteriálního inokula o koncentraci 10
6 

CFU/ml do 9 ml fyziologického roztoku. 

 

3.8 Příprava fyziologického roztoku 

Fyziologický roztok byl připraven z 8,5 g NaCl rozpuštěného v 1 litru destilované 

vody. Následně byl tento roztok tyčinkou důkladně promíchán. Poté byl vložen do 

autoklávu a sterilizován při teplotě 100 
o
C/15 minut. 

 

3.9 Příprava živného bujónu (pro BIOSAN RTS-1C) 

Živné médium pro bakterie bylo připraveno z 10 g peptonu, 10 g masového 

extraktu, 5 g chloridu sodného a z 1 litru destilované vody. Takto připravený roztok byl 

vařen asi 10 minut. Bylo zkontrolováno pH, jehož hodnota by se měla pohybovat 

v rozmezí 7,3±0,2.  Nakonec byl roztok sterilizován při 125 
o
C po dobu 15 minut. 

 

3.10 Příprava vzorků s obsahem 5 ml Ag1NP pro BIOSAN RTS-1C 

1) První vzorek, který byl vložen do přístroje, byl připraven z 20 ml živného bujónu, 

5 ml bakteriálního inokula Escherichia coli 10
8 

CFU/ml a z 5 ml Ag1NP. 

2) Druhý vzorek obsahoval 20 ml živného bujónu, 5 ml bakteriálního inokula 

Sstaphylococcus aureus 10
8 

CFU/ml a 5 ml Ag1NP. 

3) Třetí vzorek byl připraven z 20 ml živného bujónu, 5 ml bakteriálního inokula 

Proteus vulgaris 10
8 

CFU/ml a z 5 ml Ag1NP. 

4) Čtvrtý vzorek byl vytvořen z 20 ml živného bujónu, 5 ml bakteriálního inokula 

Pseudomonas aeruginosa 10
8 

CFU/ml a z 5 ml Ag1NP. 
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Takto připravené vzorky byly jednotlivě vkládány do Biosanu. Biosan byl nastaven 

na 37 
o
C, objem vzorku na 30 ml, otáčky na 1500 min

-1
, vlnová délka měření na 

850 nm, lhůta zpětného otáčení na 3 sekundy a frekvence měření na 1 min
-1

.  V tomto 

přístroji byly vzorky ponechány po dobu 24 hodin (některé i déle z důvodu 

zaznamenání opětovného nárůstu). Následně byly testovány. Z každého vzorku byl 

odebrán 1 ml a vyočkován na Petriho misku s krevním agarem. Poté byly Petriho misky 

vloženy do termostatu, který byl nastaven na 37 
o
C. Po 24 hodinách bylo odečteno 

u bakterie Escherichia coli 5 kolonií, viz Obrázek č. 7. U všech ostatních bakterií byl po 

24 hodinách kompaktní výsev.  

 

Testování prvního vzorku s obsahem 5 ml Ag1NP a Escherichia coli: 

 

Graf č. 1 Standardní optická denzita bakterie Escherichia coli 
 

Přípravná fáze trvala 2 hodiny. Mezi 2. až 3. hodinou nastala fáze zrychleného 

růstu. Vlastní exponenciální fáze probíhala mezi 3. až 16. hodinou. Nejintenzivnější 

fáze množení bakteriálních buněk tedy trvala 18 hodin. Od 17. hodiny je viditelná 

stacionární fáze. 
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Graf č. 2 Optická denzita prvního vzorku po kontaktu s 5 ml Ag1NP 
 

Po kontaktu Escherichia coli s Ag1NP byla, narozdíl od standardní křivky, 

přípravná fáze velmi dlouhá (trvala 19,5 hod). Fáze zrychleného růstu byla 

zaznamenána mezi 19,5. hod – 21. hod testování. Poté nastala fáze exponenciálního 

růstu, která přechází ve fázi stacionární a následuje fáze postupného odumírání 

bakteriálních buněk. 

 Rychlost růstu bakterie Escherichia coli je zaznamenána na grafu rychlosti růstu, 

který je umístěný v přílohách, viz Graf č. 3. 

 

Testování druhého vzorku s obsahem 5 ml Ag1NP a Staphylococcus aureus: 

 

Graf č. 4 Standardní optická denzita bakterie Staphylococcus aureus 
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Přípravná fáze zde probíhala asi 3,5 hodiny. Poté následovala fáze zrychleného 

růstu. Okolo 5. hodiny začala fáze exponenciálního růstu. Ta probíhala asi 6 hodin. 

V 11 hodin na ni navázala fáze zpomaleného růstu. Ve 21 hodin je zde viditelný začátek 

stacionární fáze růstu.  

 

 

Graf č. 5 Optická denzita druhého vzorku po kontaktu 5 ml Ag1NP 
 

Po kontaktu Staphylococcus aureus s Ag1NP trvala přípravná fáze skoro 16 hodin. 

Těsně před 16. hodinou začala fáze zrychleného růstu. Tato fáze probíhala přibližně 1 

hodinu. Následovala fáze exponenciálního růstu, která se přibližně ve 20 hodin 

přeměnila ve fázi zpomaleného růstu. 

Rychlost růstu bakterie Staphylococcus aureus je vyobrazena na grafu v přílohách, 

viz Graf č. 6. 
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Testování třetího vzorku s obsahem 5 ml Ag1NP a Proteus vulgaris: 

 

Graf č. 7 Standardní optická denzita bakterie Proteus vulgaris 
 

Přípravná fáze vzorku obsahujícího bakterii Proteus vulgaris trvala pouze 3 hodiny. 

Následovala téměř hodinová fáze zrychleného růstu. Následně na ni navázala 

exponenciální fáze růstu, která přetrvávala 3,5 hodiny. V 8 hodin začala fáze 

zpomaleného růstu, která těsně před 22. hodinou lehce zakolísala.  

 

 

Graf č. 8 První část optické denzity třetího vzorku po kontaktu s 5 ml Ag1NP 
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Graf č. 9 Druhá část optické denzity třetího vzorku po kontaktu s 5 ml Ag1NP 
 

Tato křivka se výrazně lišila od standardní křivky růstu bakterie Proteus vulgaris. 

Přípravná fáze vzorku s obsahem Ag1NP a bakterie Proteus vulgaris trvala necelých 

47 hodin. Poté začala fáze zrychleného růstu. Ta setrvala po dobu 90 minut. Po 

50 hodinách se dostavila fáze exponenciálního růstu. Tato fáze se mezi 

52. a 53. hodinou změnila ve fázi zpomaleného růstu. 

Rychlost růstu bakterie Proteus vulgaris je zaznamenána na grafu rychlosti růstu, 

který je umístěný v přílohách, viz Graf č. 10. 

 

Testování čtvrtého vzorku s obsahem 5 ml Ag1NP a Pseudomonas aeruginosa: 

 

Graf č. 11 Standardní optická denzita bakterie Pseudomonas aeruginosa 
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Přípravná fáze standardní růstové křivky trvala 3 hodiny. Následovala hodinová 

fáze zrychleného růstu. Ve 4 hodiny se dostavila exponenciální fáze, která se v 6 hodin 

změnila ve fázi zpomaleného růstu. Stacionární fáze růstu probíhala přesně ve 21 hodin 

a byla velmi krátká. Na konci grafu je vididitelná fáze postupného odumírání buněk.  

 

 

Graf č. 12 Optická denzita čtvrtého vzorku po kontaktu s 5 ml Ag1NP 
 

Přípravná fáze, díky účinkům Ag1NP, trvala téměř 15 hodin. Dále probíhala 

1 hodinu fáze zrychleného růstu. Po 17. hodinách začala exponenciální fáze, která 

přetrvala až do 19 hodin. V tu chvíli na ni navázala fáze zpomaleného růstu. Na konci 

křivky je vidět začátek stacionární fáze růstu. 

 

3.11 Kvantitativní analýza Ag1NP 

Nejprve jsme si přichystali prázdný sterilní mikrobiologický kontejner, do kterého 

jsme odpipetovali 100 mikrolitrů bakteriálního inokula 10
5 

CFU/ml a 100 mikrolitrů 

Ag1NP. Poté jsme tento roztok zvortexovali a vložili jej na 24 hodin do termostatu, 

který byl nastaven na 37 
o
C. To bylo provedeno pro každý bakteriální kmen. 

Po 24 hodinách jsme roztok opět zvortexovali a přidali do něj 10 ml fyziologického 

roztoku. Následně jsme roztok opět zvortexovali.  

Poté jsme odpipetovali 1 ml z připraveného roztoku a zaočkovali jej na krevní agar. 

To jsme provedli pro každý bakteriální kmen třikrát (triplet). Nakonec jsme misky 

s krevním agarem a roztokem vložili do termostatu nastaveného na 37 
o
C. Druhý den 

jsme vyhodnotili výsledky.  

0 

0,2 

0,4 

0,6 

0,8 

1 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 

O
p

ti
ck

á 
d

en
zi

ta
 λ

=
8

5
0

 n
m

 

Čas [hod.] 

Růstová křivka bakterie Ps. aeruginosa po 

přidání 5 ml Ag1NP 



 

47 

 

Vyhodnocení výsledků z tripletů za 24 hodin: 

Tabulka č. 5 Počet kolonií na Petriho miskách (5 ml Ag1NP)  

Název 
Počet kolonií 

na 1. misce 

Počet kolonií 

na 2. misce 

Počet kolonií 

na 3. misce 

Průměrný 

počet kolonií 

Escherichia 

coli 
30 10 0 13,3 

Staphylococcus 

aureus 
20 0 10 10 

Pseudomonas 

aeruginosa 
20 0 10 10 

Proteus 

vulgaris 
10 10 0 6,7 

 

Z tabulky je patrné, že počty kolonií jsou téměř zanedbatelné. U bakterie E. coli 

bylo průměrně odečteno 13,3 CFU, viz Obrázek č. 11, u bakterie S. aureus 10 CFU, viz 

Obrázek č. 10, u bakterie Ps. aeruginosa 10 CFU, viz Obrázek č. 8 a u bakterie P. 

vulgaris 6,7 CFU, viz Obrázek č. 9. 

 

3.12 Příprava vzorků s polovičním objemem Ag1NP pro BIOSAN RTS-1C 

1) První vzorek, který byl vložen do přístroje, byl připraven z 20 ml živného bujónu, 

5 ml bakteriálního inokula Escherichia coli 10
8 

CFU/ml a z 2,5 ml  Ag1NP. 

2) Druhý vzorek obsahoval 20 ml živného bujónu, 5 ml bakteriálního inokula 

Staphylococcus aureus 10
8 

CFU/ml a 2,5 ml Ag1NP. 

3) Třetí vzorek byl připraven z 20 ml živného bujónu, 5 ml bakteriálního inokula 

Proteus vulgaris 10
8 

CFU/ml a z 2,5 ml Ag1NP. 

4) Čtrtý vzorek byl vytvořen z 20 ml živného bujónu, 5 ml bakteriálního inokula 

Pseudomonas aeruginosa 10
8 

CFU/ml a z 2,5 ml Ag1NP. 

 

Připravené vzorky byly opět jednotlivě vloženy do Biosanu. Biosan byl nastaven na 

37 
o
C, objem vzorku na 27 ml, otáčky na 1500 min

-1
, vlnová délka měření na 850 nm, 

lhůta zpětného otáčení na 3 sekundy a frekvence měření na 1 min
-1

. V něm byly vzorky 

ponechány po dobu 24 hodin (některé i déle). Následně byly testovány. Z každého 
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vzorku byl odebrán 1 ml roztoku na Petriho misku s krevním agarem. Poté byly tyto 

misky vloženy do termostatu, který byl nastaven na 37 
o
C. Po 24 hodinách byl u všech 

testovaných bakterií nalezen kompaktní výsev.  

 

Testování prvního vzorku s obsahem 2,5 ml Ag1NP a Escherichia coli: 

 

Graf č. 13 Optická denzita prvního vzorku po kontaktu s 2,5 ml Ag1NP 
 

Přípravná fáze vzorku se sníženou koncentrací Ag1NP trvala 18 hodin. Teprve pak 

začala fáze zrychleného růstu. Následovala exponenciální fáze růstu, která byla 

zaznamenána až do 20,5. hodiny testování. Na konci křivky je vidět fáze zpomaleného 

růstu. 
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Testování druhého vzorku s obsahem 2,5 ml Ag1NP a Staphylococcus aureus: 

 

Graf č. 14 Optická denzita druhého vzorku po kontaktu s 2,5 ml Ag1NP 

 

Přípravná fáze trvala přibližně 14,5 hodiny. Na ni navázala hodinová fáze 

zrychleného růstu. Těsně před 16. hodinou začala probíhat fáze exponenciálního růstu, 

která se v 18 hodin přeměnila ve fázi zpomaleného růstu. 

Rychlost růstu bakterie Staphylococcus aureus je vyobrazena na grafu v přílohách, 

viz Graf č. 15. 

 

Testování třetího vzorku s obsahem 2,5 ml Ag1NP a Proteus vulgaris: 

 

Graf č. 16 Optická denzita třetího vzorku po kontaktu s 2,5 ml Ag1NP 
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Přípravná fáze skončila po 23 hodinách. Navázala na ni fáze zrychleného růstu. Po 

24 hodinách testování nastala fáze exponenciálního růstu. Po 30 hodinách se tato fáze 

změnila ve fázi zpomaleného růstu. Na konci růstové křivky je znatelná stacionární fáze 

růstu. 

Rychlost růstu bakterie Proteus vulgaris je vyobrazena na grafu v přílohách, viz 

Graf č. 17. 

 

 Testování čtvrtého vzorku s obsahem 2,5 ml Ag1NP a Pseudomonas aeruginosa: 

 

Graf č. 18 Optické denzity čtrtého vzorku po kontaktu s 2,5 ml Ag1NP 

 

Přípravná fáze, po kontaktu Pseudomonas aeruginosa s Ag1NP, trvala 13 hodin. 

Od 13. hodiny začala hodinová fáze zrychleného růstu. Následovala fáze 

exponenciálního růstu.  Po 15 hodinách nastala fáze zpomaleného růstu, která plynně 

přešla ve fázi stacionárního růstu. 

Rychlost růstu bakterie Pseudomonas aeruginosa je vyobrazena na grafu 

v přílohách, viz Graf č. 19. 

 

3.13 Kvantitativní analýza se sníženou koncentrací Ag1NP 

Nejprve jsme si přichystali prázdný kontejner, do kterého jsme vlili 100 mikrolitrů 

bakteriálního inokula 10
5 

CFU/ml a 50 mikrolitrů Ag1NP. Poté jsme tento roztok 

zvortexovali a vložili jej na 24 hodin do termostatu, který byl nastaven na 37 
o
C. To 

bylo provedeno pro každý bakteriální kmen. 
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Po 24 hodinách jsme roztok opět zvortexovali a přidali do něj 10 ml fyziologického 

roztoku. Následně jsme roztok opět zvortexovali.  

Poté jsme odpipetovali 1 ml připraveného roztoku a zaočkovali jej na krevní agar. 

To jsme provedli pro každý bakteriální kmen třikrát (triplet). Nakonec jsme misky 

s krevním agarem a roztokem vložili do termostatu nastaveného na 37 
o
C. Druhý den 

jsme vyhodnotili výsledky. 

 

Vyhodnocení výsledků z tripletů za 24 hodin: 

Tabulka č. 6 Počet kolonií na Petriho miskách (2,5 ml Ag1NP) 

Název 
Počet kolonií 

na 1. misce 

Počet kolonií 

na 2. misce 

Počet kolonií 

na 3. misce 

Průměrný 

počet kolonií 

Escherichia 

coli 
0 0 10 3,3 

Staphylococcus 

aureus 
0 0 10 3,3 

Pseudomonas 

aeruginosa 
10 20 0 10 

Proteus 

vulgaris 
10 0 0 3,3 

 

Z tabulky je patrné, že počty kolonií jsou téměř zanedbatelné. U bakterie E. coli 

bylo průměrně odečteno 3,3 CFU, u bakterie S aureus 3,3 CFU, u bakterie Ps. 

aeruginosa 10 CFU a u bakterie P. vulgaris 3,3 CFU. 

 

3.14 Příprava vzorků s obsahem 5 ml Au3NP pro BIOSAN RTS-1C 

Příprava vzorků, které obsahovaly 5 ml Au3NP, se shodovala s přípravou vzorků 

s obsahem 5 ml Ag1NP, viz Kapitola 3.10. Ag1NP se pouze vyměnily za Au3NP. 

 

1) První vzorek, který byl vložen do přístroje, byl připraven z 20 ml živného bujónu, 

5 ml bakteriálního inokula Escherichia coli 10
8 

CFU/ml a z 5 ml Au3NP.  
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2) Druhý vzorek obsahoval 20 ml živného bujónu, 5 ml bakteriálního inokula 

Staphylococcus aureus 10
8 

CFU/ml a 5 ml Au3NP. 

3) Třetí vzorek byl připraven z 20 ml živného bujónu, 5 ml bakteriálního inokula 

Proteus vulgaris 10
8 

CFU/ml a z 5 ml Au3NP. 

4) Čtvrtý vzorek byl vytvořen z 20 ml živného bujónu, 5 ml bakteriálního inokula 

Pseudomonas aeruginosa 10
8 

CFU/ml a z 5 ml Au3NP. 

 

Takto připravené vzorky byly jednotlivě vkládány do Biosanu. V tomto přístroji 

byly ponechány po dobu 24 hodin (některé i déle). Následně byly testovány. Z každého 

vzorku byl odebrán 1 ml roztoku na Petriho misku s krevním agarem. Poté byly Petriho 

misky vloženy do termostatu, který byl nastaven na 37 
o
C. U všech bakteriálních kmenů 

byl po 24 hodinách na miskách nalezen kompaktní výsev. 

 

Testování prvního vzorku s obsahem 5 ml Au3NP a Escherichia coli: 

 

Graf č. 20 Optická denzita prvního vzorku po kontaktu s 5 ml Au3NP 

 

Během testování účinku nanočástic zlata na bakterii E. coli probíhala přípravná fáze 

čtyři hodiny. Dále na tuto fázi navázala fáze zrychleného růstu. V 6 hodin začala fáze 

exponenciálního růstu. Bakterie se v této fázi nejvíce množily a měly nejkratší 

generační dobu. Mezi 8. až 9. hodinou začala fáze zpomaleného růstu, která je 

charakteristická tím, že v ní klesá rychlost rozmnožování bakterií. Tato křivka se velmi 

podobá standardní růstové křivce bakterií. 
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Testování druhého vzorku s obsahem 5 ml Au3NP a Staphylococcus aureus: 

 

Graf č. 21 Optická denzita druhého vzorku po kontaktu s 5ml Au3NP 

 

Přípravná fáze trvala asi 11 hodin. U standardní optické denzity probíhala přípravná 

fáze pouze 4 hodiny. Poté nastala fáze zrychleného růstu. Po 12. hodině se tato fáze 

změnila ve fázi exponenciálního růstu, která probíhala až do 16. hodiny testování. 

V 16 hodin se dostavila fáze zpomaleného růstu.  

 

Testování třetího vzorku s obsahem 5 ml Au3NP a Proteus vulgaris: 

 

Graf č. 22 Optická denzita třetího vzorku po kontaktu s 5 ml Au3NP 
 

Přípravná fáze tohoto vzorku trvala necelé 2 hodiny. Dále se dostavila fáze 

zrychleného růstu. Okolo třetí hodiny začala fáze exponenciálního růstu, která trvala 
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skoro 8 hodin. Mezi 10. a 11. hodinou začala fáze zpomaleného růstu. Na konci křivky 

je vidět začátek stacionární fáze růstu. Tato křivka je témeř totožná se standardní 

křivkou. 

Rychlost růstu bakterie Proteus vulgaris je vyobrazena na grafu v přílohách, viz 

Graf č. 23. 

 

Testování čtvrtého vzorku s obsahem 5 ml Au3NP a Pseudomonas aeruginosa: 

 

Graf č. 24 Optická denzita čtvrtého vzorku po kontaktu s 5 ml Au3NP 

 

Přípravná fáze trvala opět pouze tři hodiny. Po 3 hodinách testování se změnila ve 

fázi zrychleného růstu. V rozmezí 4. a 5. hodiny se dostavila fáze exponenciálního 

růstu, která se v 9 hodin změnila ve fázi zpomaleného růstu. 

Rychlost růstu bakterie Pseudomonas aeruginosa je vyobrazena na grafu 

v přílohách, viz Graf č. 25. 

 

3.15 Kvantitativní analýza Au3NP 

Postup kvantitativní analýzy se opět shodoval s postupem užitým u Ag1NP, viz 

Kapitola 3.11. 

Nejprve jsme si přichystali prázdný kontejner, do kterého jsme odpipetovali 

100 mikrolitrů bakteriálního inokula 10
5 

CFU/ml a 100 mikrolitrů Au3NP.   Poté jsme 

tento roztok zvortexovali a vložili jej na 24 hodin do termostatu, který byl nastaven na 

37 
o
C. To bylo provedeno pro každý bakteriální kmen. 
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Po 24 hodinách jsme roztok opět zvortexovali a přidali do něj 10 ml fyziologického 

roztoku. Následně jsme roztok opět zvortexovali.  

Poté jsme odpipetovali 1 ml připraveného roztoku a zaočkovali jej na krevní agar. 

To jsme provedli pro každý bakteriální kmen třikrát (triplet). Nakonec jsme misky 

s krevním agarem a roztokem vložili do termostatu nastaveného na 37 
o
C. Druhý den 

jsme vyhodnotili výsledky. 

 

Vyhodnocení výsledků z tripletů za 24 hodin: 

Tabulka č. 7 Počet kolonií na Petriho miskách (5 ml Au3NP) 

Název 
Počet kolonií 

na 1. misce 

Počet kolonií 

na 2. misce 

Počet kolonií 

na 3. misce 

Průměrný 

počet kolonií 

Escherichia 

coli 
30 20 0 16,7 

Staphylococcus 

aureus 
10 20 30 20 

Pseudomonas 

aeruginosa 
20 20 0 13,3 

Proteus 

vulgaris 
20 40 0 16,7 

 

Z tabulky je patrné, že počty kolonií jsou téměř zanedbatelné, ale vyšší než u 

AgNP. U bakterie E. coli bylo průměrně odečteno 16,7 CFU, u bakterie S aureus 20 

CFU, u bakterie Ps. aeruginosa 13,3 CFU a u bakterie P. vulgaris 16,7 CFU. 

 

 3.16 Příprava vzorků s polovičním objemem Au3NP pro BIOSAN RTS-1C 

1) První vzorek, který byl vložen do přístroje, byl připraven z 20 ml živného bujónu, 

5 ml bakteriálního inokula Escherichia coli 10
8 

CFU/ml a z 2,5 ml Au3NP. 

2) Druhý vzorek obsahoval 20 ml živného bujónu, 5 ml bakteriálního inokula 

Staphylococcus aureus 10
8 

CFU/ml a z 2,5 ml Au3NP. 

3) Třetí vzorek byl připraven z 20 ml živného bujónu, 5 ml bakteriálního inokula 

Proteus vulgaris 10
8 

CFU/ml a z 2,5 ml Au3NP. 
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4) Čtvrtý vzorek byl vytvořen z 20 ml živného bujónu, 5 ml bakteriálního inokula 

Pseudomonas aeruginosa 10
8 

CFU/ml a z 2,5 ml Au3NP. 

 

Připravené vzorky byly opět jednotlivě vloženy do Biosanu. V něm byly ponechány 

po dobu 24 hodin (některé i déle). Následně byly testovány. Z každého vzorku byl 

odebrán 1 ml roztoku na Petriho misku s krevním agarem. Poté byly tyto misky vloženy 

do termostatu, který byl nastaven na 37 
o
C. Po 24 hodinách byl u všech testovaných 

bakterií nalezen kompaktní výsev. 

 

Testování prvního vzorku s obsahem 2,5 ml Au3NP a Escherichia coli: 

 

Graf č. 26 Optická denzita prvního vzorku po kontaktu s 2,5 ml Au3NP 
 

Přípravná fáze trvala pouze dvě hodiny. Pak probíhala dvouhodinová fáze 

zrychleného růstu. Během čtvrté hodiny nastala fáze exponenciálního růstu. Ta trvala 

pouze asi 3 hodiny. Po 6. hodině ji vystřídala fáze zpomaleného růstu. Tento graf je 

téměř shodný se standardní růstovou křivkou bakterií. 
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Testování druhého vzorku s obsahem 2,5 ml Au3NP a Staphylococcus aureus: 

 

Graf č. 27 Optická denzita druhého vzorku po kontaktu 2,5 ml Au3NP 
 

Celý proces začal přípravnou fází, která přetrvávala skoro 4 hodiny. Před 4. 

hodinou se tato fáze změnila ve fázi zrychleného růstu. Asi v 5 hodin začala probíhat 

fáze exponenciálního růstu. Ta trvala asi 4 hodiny. V 9 hodin na ni navázala fáze 

zpomaleného růstu. 

Rychlost růstu bakterie Staphylococcus aureus je vyobrazena na grafu v přílohách, 

viz Graf č. 28. 

 

Testování třetího vzorku s obsahem 2,5 ml Au3NP a Proteus vulgaris: 

 

Graf č. 29 Optická denzita třetího vzorku po kontaktu s 2,5 ml Au3NP 
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Na začátku růstové křivky je zaznamenána hodinová přípravná fáze. Dále na ni 

navázala šedesátiminutová fáze zrychleného růstu. Po 3 hodinách testování začala 

exponenciální fáze, která trvala opět pouze hodinu. Ve 4 hodiny se dostavila fáze 

zpomaleného růstu, která přetrvala až do konce zaznamenané křivky. 

 

Testování čtvrtého vzorku s obsahem 2,5 ml Au3NP a Pseudomonas aeruginosa: 

 

Graf č. 30 Optická denzita čtvrtého vzorku po kontaktu s 2,5 ml Au3NP 

 

Přípravná fáze po kontaktu bakterie Pseudomonas aeruginosa s Au3NP trvala 

skoro dvě hodiny. Následovala fáze zrychleného růstu. Okolo 3. hodiny začala velmi 

krátká fáze exponenciálního růstu. Dále na ni navázala fáze zpomaleného růstu, která 

přetrvala až do konce záznamu.  

 

3.17 Kvantitativní analýza se sníženou koncentrací Au3NP 

Nejprve jsme si přichystali prázdný sterilní mikrobiologický kontejner, do kterého 

jsme odpipetovali 100 mikrolitrů bakteriálního inokula 10
5 

CFU/ml a 50 mikrolitrů 

Au3NP. Poté jsme tento roztok zvortexovali a vložili jej na 24 hodin do termostatu, 

který byl nastaven na 37 
o
C. To jsme provedli pro každý bakteriální kmen. 

Po 24 hodinách jsme roztok opět zvortexovali a přidali do něj 10 ml fyziologického 

roztoku. Následně jsme roztok opět zvortexovali.  

Poté jsme odpipetovali 1 ml připraveného roztoku a zaočkovali jej na krevní agar. 

To jsme provedli pro každý bakteriální kmen třikrát (triplet). Nakonec jsme misky 
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s krevním agarem a roztokem vložili do termostatu nastaveného na 37 
o
C. Druhý den 

jsme vyhodnotili výsledky.  

 

Vyhodnocení výsledků z tripletů za 24 hodin: 

Tabulka č. 8 Počet kolonií na Petriho miskách (2,5 ml Au3NP) 

Název 
Počet kolonií 

na 1. misce 

Počet kolonií 

na 2. misce 

Počet kolonií 

na 3. misce 

Průměrný 

počet kolonií 

Escherichia 

coli 
20 0 30 16,7 

Staphylococcus 

aureus 
20 0 0 6,7 

Pseudomonas 

aeruginosa 
0 0 0 0,0 

Proteus 

vulgaris 
10 20 20 16,7 

 

Z tabulky je patrné, že počty kolonií jsou téměř zanedbatelné. U bakterie E. coli 

bylo průměrně odečteno 16,7 CFU, u bakterie S aureus 6,7 CFU, u bakterie Ps. 

aeruginosa 0,0 CFU a u bakterie P. vulgaris 16,7 CFU. 

 

4 Analýza výzkumných cílů a výzkumných otázek 

4.1 Analýza výzkumného cíle č. 1 a výzkumné otázky č. 4 

S cílem číslo 1 Otestovat účinek nanočástic stříbra a zlata na vybrané bakteriální 

kmeny klasickými mikrobiologickými metodami a získané výsledky porovnat 

s výsledky získanými ze záznamníku růstu buněk RTS-1C od firmy Biosan se pojila 

výzkumná otázka č. 1. Z výsledků kvalitativní analýzy je patrné, že výraznější 

inhibiční účinky mají AgNP. AuNP ovlivnily průběhy růstu testovaných bakteriálních 

kmenů pouze zanedbatelně, což se primárně projevilo dobou přípravné fáze. Získané 

výsledky se prakticky shodují s délkou přípravné fáze bez přítomnosti AuNP, tedy 

růstové křivky bez i s obsahem AuNP jsou si velmi podobné.  
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Přípravná fáze u AgNP se časově pohybovala od 15 hod do 49 hod  

u testované koncentrace 5 mg AgNP. U nižší testované koncentrace AgNP 2,5 mg byl 

výsledek od 13 hod do 23 hod. Z těchto výsledků vyplývá, že obě zvolené koncentrace 

AgNP stačí k inhibici testovaných bakteriálních kmenů.  

Účinek nanočástic (tedy AgNP i AuNP) byl testován modifikací klasické 

mikrobiologické metody: Metoda AATCC Method 100 – 2004 (kvantitativní 

hodnocení antibakteriálního účinku), pomocí které se stanoví % redukce testovaného 

bakteriálního kmene. Výsledky tohoto typu testu nemají vypovídající hodnotu, protože 

% redukce u AgNP i AuNP (u obou testovaných koncentrací) se pohybuje v rozmezí od 

99,8% do 100%, tedy výsledky jsou velmi podobné. Ukázalo se tedy, že tato 

modifikovná metoda není k vyslovení závěrů o účincích testovaných nanočástic vhodná. 

Pravděpodobně je to způsobeno následným zhředěním testovaného bakteriálního 

inokula. Dalším důvodem může být nevhodně zvolený objem nanočástic. Je nutné si 

také uvědomit, že tato metoda pracuje s fyziologickým roztokem, kdežto metoda 

kvalitativní s živným bujónem. Jedná se tedy o růstové živiny v testovaných médiích, 

které mají na výsledný růst bakteriálních buněk vliv. 

 

4.2 Analýza výzkumného cíle č. 2 a výzkumné otázky č. 1 a otázky č. 3 

Cíl číslo 2 Zjistit, zda se získané výsledky výzkumu shodují s informacemi 

popsanými v literárních zdrojích a porovnat, zda zvolené testovací metody byly 

dostačující na to, aby byl vysloven závěr o inhibičních účincích obou testovaných typů 

nanočástic souvisel s otázkou číslo 1 a 3. Většina literárních zdrojů uvádí, že AgNP 

 i AuNP vykazují antibakteriální účinky. Toto tvrzení předložená bakalářské práce 

vyvrací, protože přítomnost nanočástic AuNP u  testovaných bakteriálních kmenů 

neinhibuje bakterie tak, aby bylo výrazně omezeno jejich množení. Tento fakt podporují 

informace o podrobně zmapovaných účincích AgNP na vybrané bakteriální buňky.  

Celý proces účinku AgNP začíná tak, že se nanočástice přichytí k buněčné stěně  

a pronikne do bakteriální buňky. Následně tato buňka začne uvolňovat ionty stříbra, 

které zvyšují baktericidní aktivitu AgNP. Iont stříbra, jakožto nejmenší forma stříbra, 

má nejrychlejší a nejrazantnější schopnost průniku do bakterie. Bakterie současně začne 

vytvářet volné radikály, které ničí buněčné funkce. Elektronový přenos mezi enzymy 

dýchacího řetězce v mitochondriích je blokován a zastavuje se metabolismus buňky  

a buňka hyne. V neposlední řadě ionty stříbra pravděpodobně reagují s peptidoglykany 
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buněčné stěny bakterií, s plazmatickou membránou bakterií, s proteiny, DNA a enzymy, 

které jsou pro život buňky rozhodující. 

Zvolená kvalitativní metoda (záznamník růstu buněk RTS-1C), která vedla 

k získání naprosto unikátních a dosud nepublikovaných výsledků, potvrdila námi 

předpokládané výsledky, které byly podloženy literárními zdroji. Jedná se o povrzení 

výše popsaných účinků AgNP na spektrum vybraných bakteriálních patogenních 

kmenů.  

 

4.3 Analýza výzkumného cíle č. 3 a výzkumné otázky č. 2 

Na stanovený cíl číslo 3 Prozkoumat rozdíl účinku zlatých a stříbrných nanočástic 

na testované bakteriální kmeny, navazovala otázka číslo 2. Přípravné fáze, po kontaktu 

všech bakteriálních kmenů s Ag1NP, byly velmi dlouhé. U standardních růstových 

křivek trvaly přípravné fáze maximálně několik hodin. Nejdéle probíhala přípravná fáze 

bakteriálního kmene Proteus vulgaris. Tato fáze probíhala skoro 47 hodin po kontaktu 

bakterie Proteus vulgaris s 5 ml Ag1NP a 23 hodin po kontaktu bakterie Proteus 

vulgaris s 2,5 ml AgNP. Ag1NP nejméně působily na bakteriální kmen Pseudomonas 

aeruginosa. Přípravná fáze tohoto kmene trvala 15 hodin během testování s vyšší 

koncentrací Ag1NP a 13 hodin během testování s nižší koncentrací Ag1NP. 

Nanočástice značně prodloužily dobu, než se bakterie začaly rozmnožovat, tedy 

oddálily začátek růstu bakterií. Během kontaktu bakterií s AgNP dochází k uvolňování 

iontů stříbra a k vytváření volných radikálů, které ničí buněčné funkce.  

 Po kontaktu bakterií s Au3NP se standardní růstové křivky témeř shodovaly 

s růstovými křivkami ovlivněnými Au3NP. Přípravné fáze probíhaly po kontaktu 

bakterií s Au3NP od 2 do 11 hodin. Největší vliv Au3NP byl zaznamenán 

u bakteriálního kmene Staphyloccocus aureus. U standardní růstové křivky bakterie 

Staphylococcus aureus byla tato fáze zaznamenána po dobu 3 hodin. Přípravná fáze 

růstové křivky při testování vyšší koncentrace Au3NP trvala 11 hodin a při testování 

nižší koncentrace trvala skoro 4 hodiny. Z toho je patrné, že při snižování koncentrace 

Au3NP se zárověň snižoval účinek Au3NP na bakterie. Zajímavé je, že tento účinek byl 

pozorován u bakterie Staphylococcus aureus, což je zástupce gram-pozitivní bakterie. 

Z toho by se dalo usuzovat, že AuNP mají nepatrný vliv především na gram-pozitivní 

bakterie. Tato domněnka se však vylučuje s informacemi uvedenými v některých 
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 literárních zdrojích, které tvrdí, že AuNP vykazují antibakteriální účinky vůči gram-

negativním bakteriím.  

Během kontaktu bakterií s AuNP se na rozdíl od AgNP neuvolňují ionty. 

Antibakteriální účinek je pravděpodobně způsoben změnou membránového potenciálu 

díky inhibici enzymu ATP syntetasy. To způsobí snížení hladiny APT a současně dojde 

ke snížení metabolismu. Antibakteriální aktivita se též může uplatňovat blokací 

podjednotky ribozomu, tedy dochází inhibici proteosyntézy. 

 

5 Diskuze 

V posledních letech se na trhu objevuje stále více zdravotnických a léčivých 

prostředků, kosmetických prostředků a dalších materiálů, které obsahují AgNP a AuNP, 

proto je toto téma velmi aktuální. Z tohoho důvodu je zapotřebí, aby zmíněné 

nanočástice byly studovány a zkoumány, neboť se dostávají do přímého kontaktu 

s lidským organismem a ovlivňují tak mnoho jeho biologických funkcí. Otázkou ovšem 

je, jaký směrem je ovlivňují a zdali mohou člověku uškodit. 

Výsledky kvantitativního i kvalitativního výzkumu potvrdily, že AgNP vykazují 

antimikrobiální účinek vůči Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris 

a Pseudomonas aeruginosa. Baktericidní účinky se během výzkumu projevily při užití 

nižší i vyšší koncentrace AgNP.  To znamená, že již v malém množství jsou AgNP 

antibakteriálně účinné. 

Některé články uvádějí (86, 72), že antibakteriální aktivita AgNP je závislá na 

jejich velikosti. Nejvíc reaktivní jsou nanočástice, které měří méně než 10 nm. Velikost 

námi připravených Ag1NP během testování se průměrně pohybovala okolo 145 nm. 

Jednalo se tedy o větší nanočástice, které i přes jejich větší rozměry vykazovaly velmi 

dobré baktericidní účinky. 

 Výsledky práce, které prokázaly baktericidní účinky AgNP se shodují informacemi 

popsanými většinou literárních zdrojů. Například Mauter a kol. (70), Sondi a kol. (96) či 

Guang a kol. (35) popisují ve svých článcích antibakteriální účinky stříbra. 

Výsledky výzkumné části také odhalily, že AuNP  baktericidní účinky vůči 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa a Proteus vulgaris 

prakticky nevykazují. Některé studie se však domnívají, že tyto účinky AuNP mají. 

Například v odborném článku Zhanga a kol. (107) je uvedeno, že zlato zabíjí bakterie 

a tlumí jejich růst. Tento literární zdroj také uvádí, že intenzita antibakteriálního účinku 
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AuNP závisí na velikosti AuNP. Menší nanočástice, díky jejich většímu poměru mezi 

povrchem a objemem, mají silnější antimikrobiální účinek než nanočástice velké. Tato 

práce však tuto domněnku nepotvrdila.  Připravené AuNP během výzkumu práce byly 

sice poměrně velké (Ø 168 nm), ale i tak by měly vykazovat u všech bakteriálních 

kmenů alespoň malý antibakteriální účinek, který se však ve většině případů neprojevil.  

V jiném článku, který zveřejnil Cui a kol. (19) je psáno, že AuNP působí 

baktericidně pouze proti multirezistentním G
- 
bakteriím. Nicméně, bakalářská práce tuto 

úvahu opět popírá, jelikož AuNP měly největší vliv na G
+
 bakterii Staphylococcus 

aureus.  

 

6 Návrh doporučení pro praxi 

Z praktického hlediska je používání AgNP díky jejich antibakteriální aktivitě velmi 

výhodné. Prvním možným rizikem, které se musí brát v úvahu je jejich možná toxicita 

na eukaryotní buňky. Z tohoto důvodu by se AgNP neměly nekontrolovatelně přidávat 

do všech komerčně dostupných prostředků, jako jsou ortopedické vložky, masti, krémy, 

zubní pasty či odličovací tampony. Měly by se využívat pouze v nezbytně nutných 

případech ve zdravotnictví.  Je vhodné s nimi modifikovat povrchy některých 

zdravotnických pomůcek či impregnovat s nimi zdravotnické oděvy, aby se zabránilo 

šíření bakteriálních infekcí ve zdravotnictví.  

Nadměrné užívání AgNP může mít také negativní dopad na životní prostředí. To 

přináší další možné riziko. AgNP se mohou objevit například v čistírnách odpadních 

vod, kde agregují nebo se rozpouštějí. Je zapotřebí, aby AgNP byli vždy recyklovány 

a neohrožovaly tak životní prostředí.  

Přidávání AuNP do zdravotnických či komerčně dostupných prostředků je 

pravděpodobně bezvýznamné, jelikož téměř nevykazují dle výzkumu práce baktericidní 

účinky. 
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IV Závěr 

Předložená bakalářská práce se zabývá účinkem nanočástic stříbra a zlata na 

vybrané bakteriální kmeny. Práce je složena z teoretické a výzkumné části. První 

kapitola teoretické části se zabývá především přípravou, mechanismem účinku, 

toxicitou a využitím stříbrných nanočástic. Druhá kapitola je zaměřená na přípravu, 

toxicitu a využití zlatých nanočástic. Třetí kapitola popisuje vybrané bakteriální kmeny, 

které jsou následně testovány ve výzkumné části. Čtvrtá kapitola obsahuje informace 

o růstové křivce bakterií, tedy o životních fázích bakterie. 

Ve výzkumné části byl užit kvantitativní a kvalitivní výzkum. Výsledky kvalitativní 

analýzy prokázaly antibakteriální účinky nanočástic stříbra. Tato vlastnost se též 

projevila při užití snížené koncentrace stříbrných nanočástic. Nejvíce se baktericidní 

aktivita stříbra ukázala během testování bakterie Proteus vulgaris. Přípravná fáze 

růstové křivky bakterie Proteus vulgaris, po kontaktu s 5 ml Ag1NP, trvala necelých 

47 hodin. To potvrdilo, že nanočástice stříbra potlačují rozmnožování a růst bakterií. 

Proteus vulgaris je gram-negativní bakterie, která se řadí mezi Enterobakterie společně 

s bakterií Escherichia coli.  

 Naopak nanočástice zlata během kvalitativního výzkumu antibakteriální účinky 

prakticky neprokázaly, přestože většina studií tvrdí, že tyto účinky zlaté nanočástice 

mají. Negativní výsledky mohly být ovlivněné velikostí nanočástic zlata, která se 

průměrně pohybovala okolo 168 nm. Dle literárních zdrojů by měly být reaktivnější 

menší nanočástice. Navíc připravené nanočástice nebyly zcela stabilní.   

Standardní růstové křivky jednotlivých bakteriálních kmenů se témeř shodovaly 

s růstovými křivkami bakterií, které byly v kontaktu s Au3NP. I když Au3NP témeř 

nevykazovaly antibakteriální aktivitu, byly testovány stejným způsobem jako Ag1NP, 

aby oba vzorky měly při testování stejné podmínky.  

Výsledky kvantitativní metody nemají vypovídající hodnotu, protože % redukce u 

AgNP i AuNP (u obou testovaných koncentrací) se pohybuje v rozmezí od 99,8% do 

100%, tedy výsledky jsou velmi podobné. Lze konstatovat, že tato modifikovná metoda 

není k vyslovení závěrů o účincích testovaných nanočástic vhodná. Důvodem může být 

nevhodně zvolený objem nanočástic nebo nevhodně vybrané živné médium či obsah 

fyziologického roztoku. 
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Příloha č. 2 Grafy 

Graf rychlosti růstu bakterie E. coli po kontaktu s 5 ml Ag1NP: 

 

Graf č. 3 Rychlost růstu prvního vzorku po kontaktu s 5 ml Ag1NP 
 

Z tohoto grafu je patrné, že rychlost růstu bakterií začala od 22. hodiny značně 

klesat. Počet bakterií se tedy začal výrazně snižovat, přestože na předešlém grafu 

optické denzity to nebylo vůbec znatelné.   

 

Graf rychlosti růstu bakterie S. aureus po kontaktu s 5 ml Ag1NP: 

 

Graf č. 6 Rychlost růstu druhého vzorku po kontaktu s 5 ml Ag1NP 
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Rychlost růstu začala klesat již po 17,5 hodinách testování. Okolo 20. hodiny 

začala rychlost opět prudce stoupat. Nicméně po 21. hodině začala rychlost opětovně 

klesat. Záznam změn rychlosti růstu není z křivky optické denzity vůbec patrný. 

 

Graf rychlosti růstu bakterie P. vulgaris po kontaktu s 5 ml Ag1NP: 

 

Graf č. 10 Rychlost růstu třetího vzorku po kontaktu s 5 ml Ag1NP 
 

Rychlost růstu dosahovala maxima po 5 hodinách testování. V tu dobu se přeměnila 

fáze zrychleného růstu na exponenciální fázi růstu, viz Graf č. 7. Potom rychlost růstu 

začala prudce klesat. Tento údaj křivka optické denzity nezaznamenala. 
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Graf rychlosti růstu bakterie S. aureus po kontaktu s 2,5 ml Ag1NP: 

 

Graf č. 15 Rychlost růstu druhého vzorku po kontaktu s 2,5 ml Ag1NP 

 

Rychlost růstu byla maximální po necelých 16 hodinách testování. V tento okamžik 

začala probíhat fáze exponenciálního růstu, viz Graf č. 15. Následně se rychlost růstu 

kolísavě snižovala. 

 

Graf rychlosti růstu bakterie P. vulgaris po kontaktu s 2,5 ml Ag1NP: 

 

Graf č. 17 Rychlost růstu třetího vzorku po kontaktu s 2,5 ml Ag1NP 
 

Rychlost růstu začala klesat již od 25. hodiny testování. Křivka optické denzity 

pokles zaznamenala až po 30 hodinách testování.  
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Graf rychlosti růstu bakterie Ps. aeruginosa po kontaktu s 2,5 ml Ag1NP: 

 

Graf č. 19 Rychlost růstu čtvrtého vzorku po kontaktu s 2,5 ml Ag1NP 
 

Maximální rychlost růstu byla zaznamenána v 15 hodin. To odpovídalo exponenciální 

fázi růstu. Následně se začala rychlost růstu snižovat. Od 19. hodiny byla rychlost růstu 

víceméně nulová. To odpovídá i grafům optické denzity.  

 

Graf rychlosti růstu bakterie P. vulgaris po kontaktu s 5 ml Au3NP: 

 

Graf č. 23 Rychlost růstu třetího vzorku po kontaktu s 5 ml Au3NP 
 

Rychlost růstu dosahovala maxima již před 4. hodinou. Následně se rychlost začala 

kolísavě snižovat. Snižování rychlosti v tento čas není z grafu optické denzity znatelné.  
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Graf rychlosti růstu bakterie Ps. aeruginosa po kontaktu s 5 ml Au3NP: 

 

Graf č. 25 Rychlost růstu čtvrtého vzorku po kontaktu s 5 ml Au3NP 
 

Z tohoto grafu je patrné, že pokles rychlosti růstu začal již od 5. hodiny testování. 

Na předešlém grafu optické denzity není pokles v tento čas zaznamenán. 

 

Graf rychlosti růstu bakterie S. aureus po kontaktu s 2,5 ml Au3NP: 

 

Graf č. 28 Rychlost růstu druhého vzorku po kontaktu s 2,5 ml Au3NP 
 

Maximální rychlost růstu byla zaznamenána před 6. hodinou testování. Z grafu 

optické denzity je zřejmé, že v tuto chvíli probíhala exponenciální fáze. Od 6 hodin se 

rychlost růstu snižovala.  
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