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Abstrakt

Bakalatska prace se zabyva plazmatickou upravou kiemicitych nanovlaken a jejim vlivem na

jejich silylaci.

V teoretické casti jsou shrnuté poznatky o nanovldknech, pfedevSim kiemicitych. Je zde
popséna jejich vyroba, vyuziti, vlastnosti a v neposledni fadé také moznost modifikace jejich povrchu
prostfednictvim silylacniho ¢inidla. V dalSich ¢astech je pak vysvétlena metoda plazmatické tpravy
povrchu stejné jako metoda kvantifikace primarnich aminoskupin. Dale je diskutovana moznost
vyuziti plazmatu pro zvySeni efektivity silylace a tedy i moznosti nasledné funkcionalizace

nanovlaken z diivodu vétsi hustoty aminoskupin na povrchu.

Experimentalni ¢ast se zabyva plazmatickou tpravou kiemicitych nanovlaken a jejiho vlivu na
naslednou silylaci, kde je jako silyla¢ni ¢inidlo pouzit 3-aminopropyltriethoxysilan (APTES). V prvni
fazi byl sledovan vliv pouzité atmosféry a doby, po kterou uprava probihd, na vysledny vytézek
primarnich aminoskupin navazanych na nanovlakenny substrdt. Byla stanovena nejvhodnéjsi
kombinace atmosféry a doby tpravy. V druhé fazi byl sledovan vliv prodlevy mezi plazmatickou

upravou a silylaci na vyslednou vytéznost.

Klicova slova

Kiemicita nanovlakna, plazmaticka uprava, APTES, silylace, modifikace.



Abstract

The bachelor thesis deals with plasma treatment of silicon nanofibers and its influence on their

silylation.

The theoretical part summarizes the knowledge about nanofibers, especially silicates. It
describes their production, utilization, properties and, last but not least, the possibility of modification
of their surface by a silylation agent. The next part explains method of plasma surface treatment as
well as method of quantification of primary amino groups. Furthermore, possibility of using plasma to
increase efficiency of silylation, and thus possibility of subsequent functionalization of nanofibers due

to increased density of amino groups on surface, is discussed.

The experimental part deals with plasma treatment of silica nanofibers and their effect on
subsequent silylation, where 3-aminopropyltriethoxysilane (APTES) is used as silylation agent. In the
first phase, effect of atmosphere used and time taken for treatment on the yield of primary amino
groups bound to the nanofiber substrate was monitored. The most appropriate combination of
atmosphere and time of conditioning was determined. In the second phase, the effect of delay between

plasma treatment and silylation on resulting yield was monitored.
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Seznam pouzitych terminu a zkratek

TEOS Tetraethyl orthosilikat

APTES  3-aminopropyltriethoxysilan

SEM Skenovaci elektronova mikroskopie

FITC Fluorescein isothiokyanat

ICP Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
MO Methyloranz

A Absorbance

C Molarni koncentrace

d Tloustka vrstvy vzorku

€ Molarni absorpéni koeficient pro danou vinovou délku
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Uvod

Kfemicita nanovlakna jsou zajimavym materiadlem pro medicinské vyuziti, ptedevs§im jako
nosice ucinnych latek, naptiklad enzymi. Jejich hlavnimi vyhodami jsou univerzalnost pramenici
Z rozsahlych moznosti jejich povrchové funkcionalizace (navazani dalSich latek s riznymi funkénimi

skupinami), stabilita, biologicka nezavadnost a velky specificky povrch.

Plazmatickd tprava ma Sirokou skalu pouziti pro zlepSeni ¢i tpravu vlastnosti povrchi, véetné
kfemicitych nanovlaken. Pouziti plazmatické tpravy na jejich povrch vede k vyraznému zvyseni
koncentrace hydroxylovych skupin, coz zvySuje smacivost a umoziiuje na povrch nanovlaken pomoci
vhodnych ¢inidel (naptiklad APTES) navazat fetézec s koncovou skupinou vhodnou K nasledné

funkcionalizaci nanovlaken.

Hlavnim cilem této prace je potvrzeni predpokladu, ze plazmaticka tuprava povrchu
kfemicitych nanovldken povede k vyraznému zvySeni moznosti jejich funkcionalizace pomoci
APTES, a ovéfeni, zda je tato uprava trvalda nebo alesponn dlouhodoba a zda nedochazi

k mechanickému poskozeni nanovlaken.

1 Nanovlakna

Jako nanovlakna jsou obvykle oznacovana vlakna o pruméru stovek nanometri. Konkrétni
maximalni velikost nanovlakna se 1isi dle instituce. Napfiklad firma Elmarco [1] definuje nanovldkna
jakozto vlakna o priméru mensim nez 500 nm, firma Inovenso pak jako vlakna o priméru mensim nez
100 nm [42]. Jejich specifickymi vlastnostmi, které vyplyvaji z jejich malého praméru, jsou pfedevsim
velky specificky povrch, velkd porozita nanovlakenné vrstvy, malé rozméry port, lepsi mechanické

vlastnosti a rozsahlé moznosti jejich povrchové modifikace [3] [35] [36] [37] [38].

Organicka nanovlakna jsou pfipravovana piedevs§im metodou elektrostatického zvlakinovani
(electrospinning), pii kterém jsou zvlaknovany polymerni roztoky nebo taveniny v elektrostatickém
poli [3]. Pivodné bylo provadéno pouze z jehly nebo nékolika jehel, coz je, kvili nizkym vytézkam,
pouzitelné¢ pouze pro vyzkumné ucely. Primyslovou vyrobu umoznila az metoda zalozend na
zvlaknovani z valce, objevena profesorem Jirsakem a jeho spolupracovniky z Technické Univerzity v
Liberci [2], jez byla pozdgji zdokonalena objevem zvlaknovani ze struny. Tato metoda vyuziva
uzavienou nadrz s polymernim roztokem, na rozdil od volné hladiny pfi zvlaknovani z valce. To
umoznuje udrzovat stabilni viskozitu polymerniho roztoku a brani roztokiim absorbovat vzdusnou
vlhkost, coz zajistuje, ze pii dlouhém provozu budou mit vzniklad nanovldkna konstantni vlastnosti.
[39].
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Anorganickd nanovldkna lze také ptipravovat metodami elektrostatického zvlaknovani
(Obr.1), nicméné nejdtive je nutné ziskat polymerni roztok, ten se obvykle ziskava metodou sol-gel
(anorganické latky na rozdil od organickych obvykle polymery netvofi a vychozi latkou tedy nemtize
byt polymer) [5]. Zvlaknéni z taveniny obvykle vyuZzivano neni, nebot’ pro roztaveni anorganickych

latek jsou potiebné vysoké teploty (1600°C pro oxid kiemicity).
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Obr.1 — Obecné Schéma sol-gel metod [18]

Nanovlakna maji aplikacni potencidl v mnoha odvétvich lidské cinnosti, predev§im pak
v medicinég (cilena aplikace 1€ku, tkanové inzenyrstvi), mezi dalsi aplikace pak patii filtrace, senzorova
technika ¢i mikroelektronika [4]. V téchto aplikacich je vyuzivan ptedevsim jejich specificky povrch,
ktery umoziuje navazat vétsi mnozstvi dalsich latek nez u vétSich vlaken, a malé pory, které zachyti i
ty nejmensi ¢astice (viry, prach atd.) a propousti jen velmi malé molekuly, coz umoziuje pouZiti pro

filtraci vzduchu ¢i vody.

1.1 K¥emicita nanovlikna

Nejsklonovangjsim typem anorganickych nanovlaken poslednich nékolika let jsou nanovlakna
na bazi oxidu kifemicitého. Kromé obvyklych vlastnosti plynoucich z jejich nanovldkenné struktury
jsou navic netoxicka [6] a do uréitého stupné dokonce biodegradovatelna [10] (v téle z nich vznika
kyselina kfemicita, kterd je vyloucena moci). Rliznymi metodami lze také funkcionalizovat jejich
povrch pro dalsi aplikace. Tyto vlastnosti z nich délaji vhodnou volbu pro vyzkum moznosti jejich
vyuziti predev§im V medicin€. Na druhou stranu je jejich vyroba mnohem drazsi nez vyroba
mikrovlaken, ktera vétSinu jejich vlastnosti sdili, byt maji nizsi specificky povrch a vétsi pory,

nicméné pro medicinské vyuziti stale dostacuji.
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Jejich povrch, stejné jako povrch jinych latek tvofenych oxidem kiemicitym, neni dokonale
inertni a v zavislosti na chemické odolnosti (dané upravou ¢i pfimésemi v oxidu), zménou pH
prosttedi a vlhkosti se na povrchu objevuji silanolové skupiny (defacto OH skupiny vystupujici
z povrchu vlakna), povrch oxidu kiemicitého tedy na povrchu ,,koroduje. Tyto silanolové skupiny Ize
odstranit zahfatim na vysoké teploty [12]. Bez nich vlakna ziskaji silnou adsorb¢ni schopnost pro
vodu, tohoto jevu je prakticky vyuzivano naptiklad pro udrzovani suchého prostiedi ¢i pro vysuSovani
v exsikatoru. Pro tyto ucely se pouziva porézni forma ¢istého oxidu kiemicitého, takzvany silicagel,
ktery ma, podobné jako nanovlakna, velky specificky povrch a je tedy schopen adsorbovat velké
mnozstvi vody, kterd se d4 navic pomérné snadno odstranit zahtatim na 120°C, a je ho tedy mozné

vyuZzivat opakovangé [15].

Silanolové skupiny se déli na tfi podskupiny (Obr. 2) U izolovanych (volnych) silanolu je
k atomu kifemiku pfipojena pouze jedna hydroxylova skupina, zbylé tii vazby jej propojuji
s objemovou strukturou materidlu. U vicinalnich (mistkovych) jsou dva izolované silanoly dostate¢né
blizko a dochazi mezi nimi ke vzniku vodikové vazby. U gemindlnich silanolti jsou pak dvé

hydroxylové skupiny navazany na jeden atom kiemiku [14].

Izolované silanoly Vicinalni silanoly Geminalni silanoly
H H H H. . H
o] o 0 o 0
]
Si si S Si

/| 1\ N \

Obr. 2 — Typy silanolovych skupin [14]

1.1.1 Vyroba kfemicitych nanovlaken
Obvykle pouzivanou vychozi latkou pro piipravu kiemicitych nanovlaken je tetraethyl
orthosilikat (TEOS).

Obr. 3 — Strukturni vzorec TEOS
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Pii ptipravé pomoci elektrostatického zvlakinovani je nutné ziskat polymerni roztok. Ten se
obecn¢ pripravuje polykondenzaci TEOS v organickém rozpoustédle za ptidani iniciatoru a naslednym

odparenim rozpoustédla [5] [9].

Piikladem postupu pro ziskani polymerniho roztoku je pomalé piidavani vodného roztoku
kyseliny chlorovodikové do roztoku TEOS v alkoholu (ethanolu) za stalého michani a nasledné zahtati
roztoku na 80°C po dobu 30 minut [8]. Nanovlakna ziskana témito procesy jsou z vétSiny tvoiena
oxidem kifemicitym, zbytek tvoii zbyvajici alkohol pouzity jako rozpoustédlo a voda (ve form¢ Si-OH
skupin a adsorbované vody). Alkohol neovliviiuje vlastnosti nanovlaken, nicméné¢ pro medicinské
vyuziti je samoziejmé vhodné pouzit netoxicky alkohol, nejlépe ethanol, ktery také vznika jako
vedlej$i produkt reakce [9]. Po ziskani polymerniho roztoku muize nasledovat samotny proces

zvlakiovani [2] [3].

Polymerni roztok

Vsthkovani
—_

Kolektor

. Tayloriiv kuzel
Zdroj Dévkovad zafizeni —

vysokého
napéti

Obr. 4 — Schéma principu elektrostatického zvlakinovani z jehly [11]

Nejstarsi, velmi dlouho znamou metodou vyroby kiemicitych nanovlaken je zvlakfiovani
z jehly (Obr. 4), nicméné tento proces je pro pramyslové vyuziti nevhodny, nebot’ nanovlakna jsou
tvofena jen v malém mnozstvi. Moderngj§i procesy [2] [39] vyuzivaji zvlaknovani z rotujicich
elektrod, ¢asteéné ponofenych v polymernim roztoku, ve tvaru valce o rizném poloméru (Obr. 6), ¢i
dokonce ze struny prochazejici uzavienym zasobnikem roztoku. Pii zvlaknovani z jehly nebo jehel je
pocet Taylorovych kuzell, a tedy 1 pocet nanovlaken tvofenych najednou, dan pouze poctem jehel. Pii
zvlakiovani z volného povrchu se tvoti Taylorovy kuzely ve vét§im poctu, daném parametry, pfi
kterych proces probiha (Elektrické napéti, viskozita polymerniho roztoku atd.). Vznika tedy velké

mnozstvi nanovlaken (Obr. 5).
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Obr. 5 — Elektrické zvidkiiovani na stroji Nanospider™ [41]

Take-up
=\ Support Collector cylinder SR
7 = T PP S AN
L { material electrode , )
/ | /
Nanofibres Nanofibres
web =
Rotating
Polymer cylinder
solution /
\ R

Obr. 6 — Schéma principu elektrostatického zvldkiiovani z vilce

V mediciné mohou byt kifemicitd nanovldkna vyuzivéna jakozto scaffoldy pro rist bunck
v tkanovém inzenyrstvi [40] ¢i jako nosice pro ucinné latky — antibiotika, analgetika, enzymy atd.
Vyhodou modernich nosicti aktivnich latek je cilena a Casove fizena distribuce aktivni latky. Aplikace
ucinnych latek in situ (na misté, kde jsou potiebné) pak snizuje jejich ztraty zptisobené vyplavovanim
télnimi tekutinami stejné, jako jejich pranik do dalsich ¢asti organismu, kde mtize byt jejich pisobeni
prostiednictvim Skodlivych reakci nezadouci [7]. Pouziti nanovlakenného nosice pro cilenou aplikaci

ucinnych latek mtize tyto problémy vyfesit.

16|Stranka



Pii pouziti kiemicitych nanovlaken jakozto nosi¢t uc¢innych latek jsou dulezitymi vlastnostmi
predevsim jejich biokompatibilita a velky specificky povrch, ktery umoziuje navazani velkého
mnozstvi latek a zaroven zajisti jejich rovnomérnou distribuci v misté pouziti. Pfed samotnou vazbou
ucinné latky na nanovlakna tak, aby byla mozna regulace jejich uvoliovani, je nutné povrch

nanovlaken funkcionalizovat vhodnym ¢inidlem.

2 Povrchova funkcionalizace kifemicitych nanovlaken.

2.1 Silylace

Chemicka modifikace mé& zdanlivé paradoxni pozadavky na kiemiCity material. Musi byt
hydrofilni, ale zaroven nerozpustny ve vod¢ ¢i v polarnich rozpoustédlech, dale musi byt mechanicky
a chemicky stabilni, ale zaroven snadno modifikovatelny. Oxid kiemiéity ve formé nanovlaken tyto
pozadavky spliiuje, predevsim diky své schopnosti adsorbovat vodu za vzniku povrchovych
silanolovych skupin, které zarucuji snadnou modifikovatelnost, pfiCemz vnitini struktura zdstava

stabilni.

Pro modifikaci povrchu oxidu kiemicitého a jinych kifemicitych materiali se nejcastéji
pouzivaji organofunkéni silany (Obr. 7) [16]. Silany jsou organokovové monomerni slou¢eniny
tvofené centralnim atomem kfemiku a Ctyfmi substituenty, obvykle tfemi hydrolyzovatelnymi
skupinami, pfes které je atom kiemiku pfipojovan k povrchu oxidu kfemicitého a jednou skupinou
tvofenou alkylovym fetézcem a samotnou funkéni skupinou, ktera mize byt dale vyuzita pro pfipojeni
biologicky aktivnich latek, naptiklad antibiotik, antiseptik, analgetik, enzymt apod. Tato ¢inidla se
dokazi vazat na povrch oxidu kiemicitého unikatni kombinaci kovalentnich vazeb, vodikovych mustkt
a elektrostatickych (van der Waalsovych) sil. Diky tomu mohou i soutézit s molekulami vody o
hydroxylové skupiny na povrchu oxidu. Piehled nejcastéji pouZivanych silanti k modifikaci

kfemicitych materialti uvadi Vansant [14].

Atom kifemiku

Funk.?m .nebo : Hydrolyzovatelné
reaktivni skupina \ X / skupiny

R — (CH,),—Si —X

"x
Silan

Alkylovy fetézec vazebné cinidlo

Obr. 7 Struktura funkcniho silanu

17|Stranka



Mechanismus reakce je vyobrazen na Obr. 8. Nejprve hydrolyzou vznikne reaktivni
meziprodukt (silanol), ktery reaguje se samotnym substratem kondenzaci s povrchovymi OH
skupinami za vzniku polymerni sit¢ tvofené vazbami Si-O-Si. Tato sit' interaguje se substratem

pomoci vodikovych vazeb s hydroxyly [17].

Za zvySené teploty dochazi ke vzniku pevnéjsich kovalentnich vazeb tvofenych siloxanovymi
mistky. Tloustka této vrstvy zavisi na koncentraci silylacniho ¢inidla a mnozstvi vody v reagujicim
roztoku [17].

Pro zajisténi navédzani cCinidla na substrat kovalentnimi vazbami se nejCastéji vyuzivaji
alkoxysilany, které se na n&j vazou pies siloxanovou vazbu, navic netvoii spontanné vodikové vazby
jiz v roztoku a jsou tedy mnohem stabilnéjsi nez bézné organosilany. V dnesni dob¢ jsou alkoxysilany
velmi dobie dostupné i komerén€. Dostupné jsou i s funkénimi nebo reaktivnimi skupinami

vyuzitelnymi ke kovalentnimu navazani jinych latek.

Jednim z moznych alkoxysiloxanti, které miizeme pouzit, je (3 — aminopropyl) triethoxysilan
(APTES) ktery obsahuje NH, skupinu (aminoskupinu). Diky Sirokym moZnostem tvorby pevnych

vazeb aminoskupiny s jinymi skupinami se APTES vyuziva velmi ¢asto.

Nanovlakna (konkrétné kfemicita) funkcionalizovana pomoci této latky je pak mozno pouzit
naptiklad jako obvazovy material pro tézko se hojici rany. Poté co na né navazeme antibiotikum
(naprtiklad tetracyklin) Takto upravena nanovlakna jsou schopna antibiotikum v misté reakce opét

uvolnovat [9].
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Obr. 8 — Schéma reakce trietoxysilanu s OH skupinami na povrchu kifemicitého substrdtu [17]

2.2 APTES
O.

Obr. 9 — Strukturni vzorec APTES

Cinidlo velmi ¢asto vyuzivané pro dodani NH, skupin, pies které se velmi dobie daji pfipojit
dalsi latky, na povrch nanovlaken, je (3-Aminopropyl)triethoxysilan,

neboli APTES. Jako
rozpoustédlo se pii reakcich pouziva ethanol, ve kterém je rozpustny.

Reaguje s OH skupinami vystupujicimi z jejich povrchu a vaze se na néj za uvolnéni molekuly
ethanolu. Aby vsak reakce probé&hla, je nutné roztok okyselit [17].
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Obr. 10 — Funkcionalizace povrchu SiO, pomoci APTES [9]

Jak plyne z mechanismu reakce vyobrazeného na Obr. 10, schopnost povrchu nanovlaken
reagovat s APTES zavisi na mife nasyceni povrchu hydroxylovymi skupinami nebo volnymi radikaly.
Ty jsou také zodpoveédné za zvySenou hydrofilitu povrchu, a dale tak napomahaji silylaci, diky vyssi

smacivosti.

3 Povrchova uprava plazmatem

3.1 Plazma

Plazma, také znamé jako Ctvrté skupenstvi hmoty, je smés delokalizovanych elektront a
kladnych ionti (jeho celkovy naboj je nulovy, tzv. kvazineutralita), které tvoti vétSinu hmoty ve
znamém vesmiru. Lze jej generovat elektrickou, chemickou, termalni i nuklearni energii nebo
elektromagnetickym zafenim. Energie plazmatu se rychle ztraci z diivodu vyzatovani do okoli a

kolizemi mezi jednotlivymi Casticemi, je tedy nutna kontinualni dodavka energie pro jeho udrzeni

[28].

Déli se na vysokoteplotni a nizkoteplotni, diale se deli podle stupn€é ionizace a
elektromagnetickych vlastnosti. Vysokoteplotni vykazuje velmi vysokou hustotu energie a vétSinu
latek (predevsim organickych) zni¢i, modifikovat s nim tedy lze jen tepelné stabilni anorganické
materialy. Nizkoteplotni plazma se vykazuje, kromé nizsi teploty, také nizSim pohybem iontt, které
dokonce mtzeme povazovat za statické. Kolize a jevy v nizkoteplotnim plazmatu zptsobuje tedy
pouze pohyb elektronl. Zaroven v nizkoteplotnim plazmatu existuji velké gradienty veliin (tlak,

teplota, koncentrace ¢astic), zatimco ve vysokoteplotnim jsou tyto hodnoty vSude stejné [30].

3.2 Vyuziti plazmatu pro povrchovou upravu litek

Plazma se pro upravu povrchii pouziva jakozto Setrnéjsi alternativa k chemické aktivaci. Jeho
pouziti je rychlé, u¢inné a predevs§im nezpisobuje degradaci povrchu. Také jde o Cisty a suchy proces,
ktery nevyzaduje pouziti katalyzatord a rozpoustédel, které by mohly nanovlakna poskodit ¢i
znemoznit jejich vyuziti z divodu vlastni toxicity, predev§im pii biomedicinském vyuziti, naptiklad

jako scaffoldt pro rust bunék ¢i krycich materialt [23] [24].
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Plazma samotné rozklada stabilni molekuly na reaktivni Castice, které jsou nasledné transportovany na
povrch, kde dojde ke zméné jeho vlastnosti, coz je dalsi z vyhod plazmatické upravy, nebot’ vlastnosti
vnitini struktury se nezméni, tudiZz neni nutné pocitat naptiklad se zménou pevnosti, pruznosti ¢i
jinych vlastnosti upravované¢ho materialu [32]. Jednou z moznych metod plazmatické Gpravy povrchu

je uprava za vyuziti mikrovinného plazmatu (Obr. 11).

Nékteré procesy, které probéhnou na plazmatem upravovanych vzorcich, jsou vratné. Po Case
muze dojit k obnové pliivodniho stavu, nicméné takovy proces obvykle trva delsi dobu. Naptiklad u
experimentu s PVA, pektiny a jejich smési [29] byla pozorovana obnova hydrofobity, nicméné
puvodnich hodnot nebylo dosazeno ani po 44 dnech skladovani. I ptes to je samoziejmé nejvhodngjsi

provést povrchovou pravu bezprostiedné po aktivaci plazmatem.

Zaroven, pokud bychom chtéli navazat na povrch nanovlaken hydroxylové skupiny pomoci
chemické aktivace, vyzadovalo by to velmi vysoké teploty, coZz je jednak energeticky naro¢né a
zaroven by mohlo nanovldkna vyrazné poSkodit a znemoznit tak dal§i vyuziti [25]. Pfi Gpravé téchto
nanovlaken pomoci plazmatu v kyslikové atmosféfe dochazi k uchyceni radikalt na povrch
nanovlaken a nasledné reakci se vzdusnou vlhkosti, ktera na povrchu vystavi hydroxylové skupiny. U
dusikové atmosféry dochazi k podobnému jevu, kdy je dusik zabudovavan do struktury povrchu
nanovlaken (nitridace). U dusikové atmosféry navic zalezi i na délce plazmatické Gpravy, kdy delsi

doba upravy znamena vyssi ,,nasyceni dusikem [33].

Kromé aktivace povrchu se plazma vyuziva jesté napiiklad k leptani, polymeraci, potazeni
povrchu ¢i k prosté sterilizaci [32]. Proces plazmatické aktivace probiha podobné jako polymerace. Pii

aktivaci jsou vkladany na povrch funkéni skupiny, zatimco u polymerace delsi fetézce [24].
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Obr. 11 — Schéma upravy povrchu mikrovinnym plazmatem[27]

Hlavnim a nejzietelngjsim dusledkem plazmatické aktivace kiemicitych nanovlaken je
vyrazné zvySeni jejich smacivosti, z divodu zvySeni poctu hydroxylovych skupin vystavenych na

jejich povrchu [43].

4 Kvantifikace

Pro kvantifikaci primarnich aminoskupin je mozné vyuzit fluorescein isothiokyanat (FITC), na

zékladé fluorescence, nebo methyloranz, na zakladé absorbance (&i transmitance).

Metody zalozené na téchto dvou jevech vyuzivaji pfimé imery mezi koncentraci znac¢kovaci
latky a veliCinou, a tedy linearity kiivky, ktera jejich vztah popisuje. Z tohoto divodu je mozné
sestrojit na zakladé dvojic koncentrace — fluorescence (absorbance) s pomoci linearni regrese piimku,
jez popisuje (s presnosti danou veli¢inou R? pti¢emz hodnoty bliz&i k 1 znamenaji vy3si spolehlivost)
jejich vztah. Ziskany vzorec je poté mozné pouzit pro vypocty koncentrace s pouzitim zmétené
fluorescence (absorbance). U absorbance je mozné vyuzit Lambert-Beeriv zakon [26], u kterého neni

nutna kalibra¢ni fada a vypocet probihd dosazenim do vzorce (rovnice 1).
A=¢cdC (Rovnice 1)

Kde A je bezrozmérna Absorbance, C (mol.I") molarni koncentrace, d (cm) tloustka vrstvy

a ¢ (I.mol™.cm™) molarni absorpéni koeficient dané latky.
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4.1 Kvantifikace primarnich aminoskupin pomoci FITC

Obr. 12 — Molekula FITC

Skupina N=C=S reaguje s NH, skupinou za vzniku thiouretanu (Obr. 13).

S
DN

R—NH, R'—N=C=S — R—NH R’
prim. Amine Isothiocyanate Thiourea Compound

Obr. 13 — Reakce primdrniho aminu s isothiokyandtem

Thiouretanova vazba, kterd vznika pfi reakci aminoskupiny a FITC, je velmi pevna, a nelze
proto tuto latku od vlaken ,,odtrhnout®. Jelikoz fluorescenci v této metodé méfime nejlépe v pravém
roztoku, je nezbytné vlakna rozpustit. Je vhodné K rozpusténi pouzit zasadity roztok, nebot’ intenzita
signalu FITC v neutrdlnim a kyselém prostfedi rapidné klesd. Z tohoto divodu neni vhodné tuto

metodu pouzivat pro nanovlakna, ktera se nerozpoustéji v zasaditych latkach [22].

Samotna kvantifikace se provadi znaCenim silylovanych nanovldken molekulami FITC z
roztoku, odmytim jeho volné formy, rozpusténim Vv zasadittm roztoku a naslednou
spektrofotometrickou analyzou, kde se méfi fluorescence pii frekvencich FelFen = 485/528 Hz.
Koncentraci 1ze spocitat z rovnice linearni regrese ziskané méfenim fluorescence kalibracni tady

roztokl FITC, u kterych je koncentrace zndma.
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4.2 Kvantifikace primarnich aminoskupin pomoci methyloranze.

O

N\
N N O Na't

Obr.14 — Molekula methyloranze

Methyloranz je azobarvivo obvykle pouzivané jako indikator pH. Je mozné ho pouzit i pii

kvantifikaci, pfedev§im u kyselych roztokt, nebot’ nedochazi k oslabeni signalu jako u FITC.

Samotna kvantifikace se provadi znacenim silylovanych nanovlaken roztokem methyloranze,
odmytim jeji volné formy, pfidanim zasaditého Cdcinidla (uhli¢itanu sodného) pro uvolnéni
methyloranze z vladken a naslednym méfenim absorbance pti A = 465 nm. Vypocet probiha pomoci

vyse zminéného Lambert-Beerova zakona.

4.3 Fluorescence

Fluorescence je typ fotoluminiscence, ktery je vyvolany ucinkem dopadajiciho zateni nebo
Castic. Dochazi knému diky excitaci elektronii do energeticky bohatSiho stavu v disledku
dopadajiciho zateni nebo ¢astic a nasledného navratu do zakladni energetické hladiny za vyzafeni
fotonu o specifické vinové délce, tzv. charakteristické emisni zafeni (Obr. 16). O fluorescenci jde,
jevem praveé rozdil mezi absorbovanou a vyzafenou vinovou délkou, samoziejmé v urcitém rozmezi
daném pouzitym filtrem. Tohoto jevu se dale pouziva napfiklad v zafivkach k prevedeni UV zafeni
vyboje do viditelného spektra. Pro méteni intenzity fluorescence a pro konstrukci kalibracni kiivky byl

pouzit ptistroj Multiplate Reader Synergy HTX (Obr. 15).
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Obr.15 — Microplate Reader pouzity k méreni fluorescence/absorbance

excitacni zareni
teplo

E ‘emitované zafFeni
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excitace
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Obr.16 — Schéma fluorescence
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5 Experimentalni ¢ast

Experimentalni faze této prace byla rozdélena do dvou hlavnich fazi. V prvni fazi byla vzdy
stejnym postupem silylovana nanovldkna bezprostiedné¢ po plazmatické upravé a byla hleddna
nejvhodnéjsi kombinace atmosféra/Cas plazmatické upravy ve vztahu k efektivité nasledné silylace
nanovlaken. Zaroven byl pro porovnani silylovan i vzorek, ktery neprosel plazmatickou tpravou
(oznacovan jako BL, tedy Blank). Silylace probihala pomoci APTES a navazané aminoskupiny byly
kvantifikovany pomoci FITC.

V druhé fazi bylo nékolik vzorkt nanovlaken upraveno plazmatem a nasledné silylovano
v riznych ¢asovych rozestupech mezi samotnou upravou a silylaci. Cilem bylo zjistit, zda nedochazi
K vyraznému poklesu mnozstvi aminoskupin dostupnych na povrchu pii delSich ¢asovych odstupech
(az do délky nékolika tydnti). Silylace a kvantifikace byla provadéna stejnym postupem jako v prvni

fazi, nicméné dodatecné byly vybrané vzorky kvantifikovany i pomoci methyloranze.

Dodatecné bylo né€kolik vzorki nanovldken podrobeno analyze uhlu smaceni (metodou
ptiléhajici kapky), jak pred plazmatickou upravou, tak po ni. Dale byla prozkoumana morfologie
povrchu nékterych vzorki na SEM (skenovaci elektronovy mikroskop), pro zjisténi, zda po
plazmatické aktivaci nedochazi k poskozeni povrchu. Roztoky pouzité k promyti nanovlaken po

silylaci byly analyzovany metodou ICP, pro zjisténi hodnot zbytkového kiemiku.

5.1 Pouzité materialy a chemikalie
- Kfemicita nanovlakna Sarze MO2/R6-857 2h/180°C a MO2/R6-856, TUL.
- 3—aminopropyltrietoxisilan (APTES) 98%, Sigma Aldrich
- Fluoresceinizothiokyanat (FITC) >90%, Sigma Aldrich
- Methylova oranz, sodna stl, Lachema.
- Ethanol bezvody, PENTA
- Kyselina octova 99%, PENTA
- Hydroxid sodny, PENTA
- Voda ultracista, TUL

5.2 Pouzité metody

5.2.1 Plazmaticka dprava nanovlaken

Nanovladkenné vrstvy na bazi oxidu kfemicitého (o rozmérech 5x5 cm), stabilizovany pfi
teploté 180°C po dobu 2 hodin, byly upraveny mikrovinnym plazmatem pii pokojové teplote, tlaku
100 Pa, vykonu 800W a prutoku 500 sccm (0,5 I/m). Pouzité atmosféry a doby uprav jednotlivych
vzorktl jsou popsany nize. Mikrovinné plazma bylo zvoleno z divodu nejvyssi efektivity ve zvySovani

silylaéniho potencialu nanovlaken.
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5.2.2 Silylace nanovlaken

Silylace jednotlivych vzorki probihala v Petriho miskach, za pokojové teploty, po dobu jedné
hodiny a za stalého promichavani na tfepacce v 10 ml silyla¢niho roztoku. Silylaéni roztok byl
ptipraven z 96% ethanolu (smés ethanolu a demineralizované vody). Samotny APTES tvofil 3%
roztoku. Po jeho pfidani bylo pH roztoku upravovano pomoci kyseliny octové na hodnotu 5-5,5.
APTES je totiz siln¢ zésadity a reakce probihd mechanismem kyselé hydrolyzy. Navic by se vlakna

v zasaditém roztoku rozpoustéla.

Silylaéni roztok byl poté odlit do odpadni nadoby a vlakna byla promyta 4x 10ml ethanolu,
pficemz 2 posledni promyvani trvaly 5 minut, opét na tiepacce. Poté byla vldkna suSena pii teplote
110°C po dobu 30 minut na antiadhezni podlozce. Takto pfipravené vzorky byly uchovavany

v uzavienych Petriho miskach az do jejich kvantifikace.

5.2.3 Kvantifikace vazanych aminoskupin pomoci FITC
Stanoveni aminoskupin na povrchu nanovlaken pomoci fluorescein-isothiokyanatu (FITC)

bylo provadéno nasledujicim postupem.

Z kazdého vzorku nanovldken bylo vyrazeno pomoci kruhové raznice s primérem 1 cm
celkem 6 kolecek, které byly rozdéleny do 3 vzorkt pro méfeni (Obvykle znacenych A, B, C). Vzorky
byly nasledné zvazeny a vlozeny do tmavych zkumavek, do kterych byly poté ptidany 2 ml

znackovaciho roztoku a vzorky byly ponechany na kyvacce pies noc pii pokojové teplote.

Znackovaci roztok byl vytvofen 25 nasobnym ziedénim zdsobniho roztoku ptipraveného
rozpu$ténim FITC (o pfiblizné hmotnosti 0,0134 g, vzdy byl pouzit Cerstvy roztok, nebot” FITC ma

sklony v rozpusténém stavu degradovat) v 10 ml ¢istého Ethanolu.

Po obarveni byly vzorky promyty 4x 3ml ethanolu, pficemz posledni 2 promyti probihala na
kyvacce po dobu 5 minut. Nasledn€ byl k vzorkiim ptidan 0,2 M roztok hydroxidu sodného a vzorky

byly ponechany k rozpusténi ptes noc, pti pokojové teplote na kyvacce.

Kvantifikace samotna byla provedena métfenim intenzity fluorescence pii vinovych délkach
485 nm pro excitatni zafeni a 528 nm pro emitované zafeni. Z roztoku vzniklého rozpusténim
nanovlaken v hydoxidu sodném bylo vzdy pouzito 200 pl. Z kazdého roztoku byly na mikrotitracni
desticku odebrany dva vzorky. Pro méfeni fluorescence vzorkl i pro konstrukei kalibracni kiivky byl
pouzit pfistroj Multiplate Reader Synergy HTX. Samotné koncentrace FITC byly ziskdny pomoci

vypoctu z rovnice linearni regrese kalibra¢ni zavislosti intenzity fluorescence na koncentraci FITC.

Pro vypocty byl pouzit nasledujici postup. Fluorescence obou odebranych mnozstvi vzorku
byla zprimérovana a pfepoctena na koncentraci (cFITC) pomoci vzorce ziskaného z linedrni regrese

kalibra¢ni fady, nasledn¢ byla koncentrace pfepoctena na latkové mnozstvi (nFITC) za predpokladu,

27|Stranka



ze toto latkové mnozstvi je rovno latkovému mnozstvi aminoskupin, nebot’ na jednu aminoskupinu se
muze pripojit pravé jedna molekula FITC. Latkové mnozstvi NH, bylo nakonec vztahovano na

hmotnosti jednotlivych vzorkt (m).

5.2.4 Kvantifikace vazanych aminoskupin pomoci Methyloranze

Pro tento kvantifika¢ni postup byly pfipraveny vzorky stejnym postupem jako pro FITC. Tyto
vzorky byly umistény do jamek 12-ti jamkovych desticek a byly knim piidany 2 ml roztoku
methyloranze (0,05% methyloranz v 0,01M roztoku NaH,PQ,4). Barveni probihalo po dobu 1h pfi
pokojové teploté na tfepacce. Poté byly vzorky proplachnuty 5x 3ml vody, pfi¢emz 3 posledni

proplachnuti probihala po dobu 5 minut na tfepacce.

Uvolnéni vazané methyloranze bylo dosazeno plisobenim 2ml 0,1M uhlicitanu sodného po
dobu 30 minut. Nasledné bylo z kazdého vzorku odebrano 200 pl do mikrotitraéni desti¢ky a byla

proméfena absorbance pti 465 nm.

Pro uréeni koncentrace uvolnéné methyloranze byl pouzit Lambert-Beertv zakon. Kde A je
bezrozmérna absorbance daného roztoku. ¢ (L.mol™t.cm™) je molarni absorpéni koeficient pii dané
vlnové délce (pro methyloranz v roztoku 0,1M uhli¢itanu sodného pfi 465 nm je jeho hodnota

2,715*10% a d (cm) je tloustka promé&fované vrstvy roztoku (zde 0,6 cm).

5.2.5 Dodate¢né analyzy

Meérveni uhlu smaceni na prisedlé kapce — Na vybrané vzorky byla nanesena kapka vody a byly
zkoumany kontaktni tihly ¢i jejich absence z divodu rychlého vsadknuti kapky. Cilem bylo ovéfit, ze
plazmaticka tprava doda nanovlakntim hydrofilitu a zda bude tato hydrofilita zachovana i v delSich

¢asovych odstupech mezi upravou a méfenim.

SEM (Skenovaci elektronovy mikroskop) — Vybrané vzorky byly pokoveny slitinou zlata a platiny, aby
byla zajisténa jejich elektricka vodivost, a nasledné analyzovany na mikroskopu TESCAN Vega 3 pfi
riznych zvétSenich. Pfedevsim byly hledany znamky poskozeni vlaken pfi rizné dobé plazmatické
Gpravy. Analyza probihala pfi tlaku 1,9%¥10% Pa, za 30 kV urychlovaciho napéti a médu SE

(sekundarni elektrony). Maximalni pouzité zvétSeni bylo 50 000.

ICP-MS (analyza stopovych mnozZstvi prvkit pomoci spektrometrie s indukcné vazanym plazmatem) —
Vzorky zbytku silylaéniho roztoku a ethanolu pouzitého k promyti nanovlaken po silylaci byly
odeslany na analyzu metodou ICP-MS a bylo zjistovano mnozstvi zbytkového kiemiku v téchto
roztocich. Cilem bylo zjistit, zda byly pfebytky roztoku APTES z nanovldken odstranény, tedy

v kterém kroku je proces promyvani dostatecny.
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6 Vysledky méreni a diskuze

6.1 Vypocet kalibraé¢ni rady pro FITC

Pro ucely urceni zavislosti fluorescence na koncentraci FITC bylo namichano 8 roztokli o
znamé koncentraci a byla zméfena jejich Fluorescence, samotny vztah byl ziskan regresni analyzou

této linearni zavislosti.

Tabulka 1 — Zavislost fluorescence na koncentraci FITC

c(umol/l) | Fluorescence
10,912 2600
8,525 2203
5,18 1572
2,728 891
2,046 736
1,634 557
1,091 394
0,491 199
y =230,42x + 204,82
R? =0,987
3000 -~
2500 -~ °
g
g 2000 -~
§ 1500 - °
S 1000 -
Ll
500 -+
0+ . . .
0 5 10 15
c(umol/l)

Graf 1 - Zavislost fluorescence na koncentraci FITC

Linearni regresi byla ziskana rovnice kalibra¢ni kiivky: y = 230,42x + 204,82 s R® = 0,987. Z této

rovnice lze odvodit rovnici pro vypocet koncentrace FITC (Rovnice 2).

_ Fluorescence—204,82

c= 230,42 pumol/1 (Rovnice 2)
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6.2 Faze 1 — Efektivita riiznych kombinaci atmosféry a doby plazmatické tipravy
Celkem bylo pouzito 10 vzorki (9+1 Blank). Blank, neboli slepy vzorek, pied silylaci
neprosel plazmatickou upravou. Byla zkoumana u¢innost plazmatické tpravy pii pouziti kyslikové,
dusikové a vzduchové atmosféry pii dobach upravy 1 min, 2 min a 5 min. Pficemz byly testovany
vSechny mozné kombinace. Pro naslednou kvantifikaci byl pouzit FITC. Vysledky kvantifikace jsou

uvedeny v tabulkach 2-5 a shrnuty v grafu 2.

U vsech vzorki doslo k vyraznému zvySeni silylaéniho potencialu ve srovnani s Blank
vzorkem. Procentudlni hodnoty, o které se tento potencial zvysil, byly vrozmezi 226-418%.
Nejlepsiho vysledku (418% zvySeni) bylo dosazeno u kyslikové atmosféry a t =1 min. Nejhorsiho

(226%) u vzduchové atmosféry a t = 5 min.

Hlavnim uéelem této faze bylo zjistit, zda je Gprava ve vzduchové atmosféfe srovnatelné
efektivni jako prava v Cisté kyslikové atmosféte, z divodu ,,ekonomizace™ procesu. Bylo potvrzeno,
Ze toto neplati a uprava v kyslikové atmosféte je vyrazné U€inné€j§i i za minimalni doby upravy.
Piedpoklad, ze sdobou plazmatické Upravy se bude zvySovat i GCinnost nasledné silylace, se
nepotvrdil. Pouze u dusiku byla v tomto ohledu vzestupnd tendence, z diivodu zévislosti ¢asu Gpravy
na nasyceni povrchu dusikem [33]. Vzduchova atmosféra vykazala podobné vysledky jako dusikova.
Piedpokladanym divodem nizsi efektivity pii delsi upravé u kyslikové a vzduchové atmosféry je

poskozeni vlaken pti prodlouzeném vystaveni plazmatu.
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Tabulka 2 — Vysledky kvantifikace aminoskupin na povrchu Si-nanovidken oSetrenych plazmatem

A

02 1 min | 3420
3422
3417
02 2 min | 2977
3062
3161
02 5 min | 2640
2837
2746

3456
3123
3451
3002
3093
3018
2558
2858
2736

V kyslikové atmosfére, po dobu 1, 2 a 5 min.

Primér

3438
3422
3434
2990
3078
3090
2599
2848
2741

m(mg)

3,6
3,7
3,6
3,3
3,3
3,4
3,3
3,4
3,4

cFITC(uM)

14,031681
13,962243
14,014322
12,087406
12,469317
12,521396
10,390504
11,47114

11,00677

nFITC(umol)

0,00421
0,00419
0,0042
0,00363
0,00374
0,00376
0,00312
0,00344
0,0033

pumol NHz2/ g
vzorku

1,169444
1,132432
1,166667
11
1,133333
1,105882
0,945455
1,011765
0,970588

Primér

(umol / g)

1,156181

1,113072

0,975936

Odchylka
(umol / g)

0,016831

0,014527

0,027334

Tabulka 3 — Vysledky kvantifikace aminoskupin na povrchu Si-nanovldaken osetienych plazmatem

A

N2 1 min | 2358
2333
2244
N2 2 min | 2631
2521
2790
N2 5 min | 2827
2770
2638

2374
2386
2259
2608
2571
2842
2824
2811
2643

V atmosfére dusiku, po dobu 1, 2 a 5 min.

Primér

2366
2359,5
2251,5
2619,5

2546

2816
2825,5
2790,5
2640,5

m(mg)

3,8
3,7
3,9
3,6
3,6
3,5
3,7
3,1
3,2

cFITC(uM)

9,3793074
9,351098
8,8823887
10,479472
10,16049
11,332263
11,373492
11,221595
10,57061

nFITC(umol)

0,00281
0,00281
0,00266
0,00314
0,00305

0,0034
0,00341
0,00337
0,00317

pumol NHz2/ g
vzorku

0,739474
0,759459
0,682051
0,872222
0,847222
0,971429
0,921622
1,087097
0,990625

Primér

(nmol / )

0,726995

0,896958

0,999781

Odchylka
(nmol / g)

0,032811

0,053639

0,067864

Tabulka 4 — Vysiledky kvantifikace aminoskupin na povrchu Si-nanovldken osetrenych plazmatem

A

Vz1min | 2648
2484
2232
Vz2 min | 1894
2204
2193
Vz5 min | 2326
2015
2025

2018
2486
2296
2750
2239
2265
2331
2042
2013

V atmosfére vzduchu, po dobu 1, 2 a 5 min.

Primér

2333
2485
2264
2322
2221,5
2229
2328,5
2028,5
2019

m(mg)

3,3
3,6
3,7
3,3
3
3,1

3,5

cFITC(uM)

9,2360906
9,8957556
8,9366374
9,1883517
8,7521917
8,7847409
9,2165611
7,9145907
7,8733617

nFITC(umol)

0,00277
0,00297
0,00268
0,00276
0,00263
0,00264
0,00276
0,00237
0,00236

umol NHz2/ g
vzorku

0,839394
0,825
0,724324
0,836364
0,876667
0,851613
0,69
0,5925
0,674286

Primér

(umol / g)

0,796239

0,854881

0,652262

Odchylka
(mmol / g)

0,05119

0,016615

0,042742
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Tabulka 5 — Kvantifikace aminoskupin u vzorku Si-nanovldaken upravenych silylaci bez predchoziho

oSetieni plazmatem

A B Pramér | m(mg) | cFITC(uM) | nFITC(umol) | umolNH2/g | Primér | Odchylka

vzorku (nmol/ g) | (umol/ g)
BL 746 | 745 | 7455 | 3,1 | 2,3464977  0,0007 0,225806
762 | 761 | 761,5 | 3,2 | 2,4159361  0,00072 0,225 0,222996 | 0,00342

760 | 1004 | 760 3,3 2,4094263 0,00072 0,218182

Cervena ¢&isla byla z vypoéti vyiazena, nebot’ se patrné jednalo o hrubé chyby v méfeni.

1,4

1,2

0,8

0,6

pumol NH, / g vzorku

0,4

0,2

0

HMO21min @022 min m025min BN21min BN22min BN25min ®mVz1min mVz2min = Vz5min mBL

Graf 2 - Viiv plazmatické aktivace povrchu na efektivitu funkcionalizace kifemicitych nanovldken

pomoci APTES

m (mg)

N

=

HO21minEO22min BO25min EN2 1 min BN2 2 min BN25min ®Vz 1 min ®Vz2 min = Vz 5 min = BL

Graf 3 - Hmotnosti jednotlivych vzorkii pouzitych pri méreni
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Graf hmotnosti jednotlivych vzorkd je zde uveden pro srovnani, zda nebyly vysledky
experimentu vyrazné ovlivnény odlisnostmi v plo§né hmotnosti vzorki. Z grafli neni patrna zadna
spojitost, da se tedy predpokladat, ze vysledky ovlivnény nebyly. Také je zfejmé, ze vzorky jsou si

hmotnostné blizké a rozdily v jejich hmotnosti nevnasi do vysledkd chybu

6.3 Faze 2 — Vliv ¢asu mezi Gpravou a silylaci na jeji a¢innost - FITC

Celkem bylo pouzito 14 vzorkid: 13 vzorkt + Blank. Blank, neboli slepy vzorek, neprosel
plazmatickou upravou. Bylo zkoumano, zda bude uéinnost silylace zachovana pti ruznych ¢asovych
odstupech mezi samotnou plazmatickou upravou a silylaci, od 5 minut do 7 dnd. Podminky byly
shodné jako v prvni fazi, pouzita byla kyslikovd atmosféra a doba aktivace byla 1 minuta. Tyto
podminky byly zvoleny na zakladé vysledki optimalizace procesu popsanych vySe. Vysledky

kvantifikace jsou uvedeny v tabulkach 6-9 a shrnuty v grafu 4.

U vzorkd se neobjevil Zadny znatelny pokles ucinnosti Silylace, nékteré vzorky sice
vykazovaly velkou odchylku od praméru, ale pfedevsim posledni dva (14 a 21 dni) mély prakticky
stejny vysledek. Zaroven bylo pomoci slepého vzorku potvrzeno, ze moznost silylace se pfi daném

postupu vyrazné zvysila.

Predpokladalo se, ze pokles bude nezfetelny, ptipadné zadny, predevsim z diivodu, ze vysoka
smacivost nanovlaken, tedy jev, ktery je disledkem stejné vlastnosti upravenych nanovlaken, tedy
vysokého poctu hydroxylovych skupin na jejich povrchu, pretrvava velmi dlouho od Upravy, az
nekolik let. Tento pfedpoklad se potvrdil, i kdyZ pouze ¢aste¢n€, nebot’ maximalni zkoumana prodleva

bylo 21 dni.

Nicméné, je nutno podotknout, ze celkové mnozstvi aminoskupin mize byt vétsi, nebot’
molekula FITC je relativné velka a mize svou piitomnosti zablokovat nékolik aminoskupin najednou.
Proto je nutné mit v patrnosti, ze tato kvantifikacni metoda slouzi pouze jako relativni, pfipadné mize
poskytnout informaci o mnozstvi aminoskupin, které by mohly byt na povrchu materialu vyuzitelné

pro navazani molekul podobné velikosti jako FITC.
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Tabulka 6 — Vysledky kvantifikace aminoskupin u vzorkii s ¢asovym odstupem mezi plazmatickou
upravou a silylaci o délce 5 minut, 23 minut a 40 minut

A B | Primér | m(mg) | c¢FITC(uM) | nFITC(umol) | pmolNH:/g | Pramér | Odchylka
vzorku (pmol / g) | (nmol/ g)

Smin | 2683 | 2777 | 2730 34 10.959031 0.00329 0.967647
2747 | 2716 | 2731.5 33 10.965541 0.00329 0.99697 0.966301 | 0,025608
2688 | 2744 | 2716 3.5 10.898273 0.00327 0.934286

23min | 1995 | 2095 | 2045 33 7.9861991 0,0024 0.727273
2032 | 2076 | 2054 33 8.0252582 0.00241 0.730303 0.721212 1 0010785
1957 | 2032 1995 3.3 7.7692041 0.00233 0.706061

40 min | 2739 | 2681 2710 3.3 10.872233 0.00326 0.987879
2625 | 2656 | 2641 33 10.57278 0,00317 0.960606 0.959596 | 0,023516
2497 | 2621 2559 33 10.216908 0.00307 0.930303

Tabulka 7 — Vysledky kvantifikace aminoskupin u vzorkii s ¢asovym odstupem mezi plazmatickou
upravou a silylaci o délce 60 minut, 2 hodiny a 3 hodiny
A B Pramér | m(mg) | cFITC(uM) | nFITC(umol) | pmol NH2/g | Primér | Odchylka

vzorku (nmol / g) | (umol / g)

60min 2627 | 2726 26765 @ 33 | 10.726847 0.00322 0.975758
2442 | 2441 | 24415 | 33 | 9.7069699 0.00291 0.881818 | 0.961616 | 0.060218

2824 | 2788 | 2806 33 | 11.288864 0.00339 1027273

2hod 2051 2087 2069 32 | 8.0903567 0.00243 0.759375
1777 | 1770 | 1773.5 3.1 6.807916 0.00204 0.,658065 0,726924 | 0.048718

1969 | 1959 1964 3 7.6346671 0.00229 0.763333

3hod | 2090 | 2184 | 2137 35 8.38547 0.00252 0.72
2116 | 2173 21445 | 32 | 84180193 0.00253 0.790625 | 0.775585 | 0.04066

2155 | 2141 | 2148 3.1 8.4332089 0.00253 0.816129
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Tabulka 8 — Vysledky kvantifikace aminoskupin u vzorkii s odstupem mezi plazmatickou upravou a

silylaci o délce 4 hodiny, 5 hodin a 1 den

A B Prumér | m(mg) | ¢FITC(uM) | nFITC(pmol) pmol NH:2/ g Primér | Odchylka
vzorku (umol / g) | (umol/ g)

4hod | 2729 2854 | 27915 34 11.225935 0.00337 0.991176
2503 | 2892 | 206975 34 10.817985 0.00325 0.955882 0.96902 | 0,015757

2865 2711 2788 3.5 11.210746 0.00336 0.96

Shod | 3047 | 3143 | 3095 33 12.543095 0.00376 1.139394
2945 | 2967 | 2936 32 11.939849 0.00358 1.11875 1.126673 | 0.009085

2969 | 2950 | 29395 32 11.955039 0.00359 1.121875

1den | 2277 | 2255 | 2266 33 8.9453172 0.00268 0.812121
2284 | 2252 | 2268 33 8.953997 0.00269 0815152 0.80202 | 0016474

2178 2182 | 2180 33 8.5720858 0.00257 0.778788

Tabulka 9 - Vzorky s casovym odstupem mezi plazmatickou upravou a silylaci o délce 14 dni a 21 dni,
plus Blank vzorek

A B Prumér | m(mg) | cFITC(pM) | nFITC(umol) | pmol NH2/ g Primér | Odchylka
vzorkn (umol/ g} | (umol / g)

14 dni 2698 | 2878 2788 3.5 11.210746 0.00336 0.96
2706 | 2795 | 27505 3.5 11.047999 0.00331 0945714 0,940794 | 0.01803

2686 | 2791 | 27385 3.6 10,99592 0.0033 0.916667

21dni | 2539 | 2602 | 25705 32 10.266817 0.00308 0.9625
2633 | 2681 2657 34 10.642219 0.00319 0.938235 0949203 | 0.010042

2519 | 2549 2534 3.2 10108411 0.00303 0.946875

BL 891 947 919 3.5 3.0994705 0.00093 0.265714
858 842 850 3.4 2.8000174 0.00084 0.247059 0.253753 | 0,008478

831 836 833.5 33 2.728409 0.00082 0.248485
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umol NH, / g vzorku

H5min M 23 min ¥ 40 min B 60 min H 2 hod ® 3 hod B4 hod B 5 hod
m1lden H2dny m3dny = 7 dni w14 dni 21 dni W BL

Graf 4 - Viiv délky ¢asového odstupu mezi plazmatickou upravou a silylaci na efektivitu upravy
(FITC)

m(mg)
N

B 5 min H 23 min ¥ 40 min H 60 min N2 hod ¥ 3 hod ¥ 4 hod B 5 hod
mlden H2dny m3dny m7dni w14 dni 21 dni mBL

Graf 5 - Hmotnosti jednotlivych vzorkii pouZitych pri méreni

Graf hmotnosti jednotlivych vzorkd je zde opét uveden pro srovnani, zda nebyly vysledky
experimentu vyrazné ovlivnény odlisnostmi v plo§né hmotnosti vzorki. Z grafii neni patrna zadna
spojitost, da se tedy predpokladat, ze vysledky ovlivnény nebyly. Také je ziejmé, ze vzorky jsou si

hmotnostné blizké a rozdily v jejich hmotnosti nevnasi do vysledkii chybu.
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6.4 Faze 2— Vliv ¢asu mezi Gpravou a silylaci na jeji ué¢innost — Methyloranz

U &asti vzorkl byla znovu zméfena ucinnost Silylace, tentokrat s pouzitim methyloranze. Bylo
pouzito 8 vzork + 1 blank vzorek. Blank, neboli slepy vzorek, neprosel plazmatickou upravou. U
ostatnich plazmaticka tGprava opét probihala v kyslikové atmosféife po dobu 1 minuty. Vysledky
kvantifikace jsou uvedeny v tabulkach 10-11 a shrnuty v grafu 6. Graf 8 je poté srovnanim vysledki

ziskanych obéma metodami.

Stejné jako u méfeni pomoci FITC zde neni patrny zadny pokles, nicméné rozptyl hodnot je
mnohem vys§i nez u méfeni pomoci FITC, navic zméfené hodnoty jsou nizsi, nicméné tento rozdil se
da ocekavat, obé metody jsou pouze relativni. Blank vzorek v tabulkdch a grafu chybi, nebot’ pfi
meéfeni absorbance vykazoval pouze hodnotu rozpoustédlového pozadi, coz znamena, ze se na n¢j

zadna methyloranz nezachytila nebo se zachytilo jen minimalni mnozstvi.

Ugelem tohoto méfeni bylo predeviim ovéfit vysledky predchoziho méfeni, a to piedeviim co
se tyCe trendu naméfenych hodnot. Bylo ovéfeno, ze naméfené hodnoty, piestoze byly niz§i nez u

méteni pomoci FITC, si zachovaly stejny trend.

Obr. 17 — Vzorky obarvené pomoci methyloranze
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Tabulka 10 - Vysledky kvantifikace aminoskupin u vzorkii s casovym odstupem mezi plazmatickou

A

0.232
0.268
0.216
60min | 0.3

0.269
0.29
0.133
0.137
0.141
031

0,527
0.376

3h

upravou a silylaci o délce 5 minut, 60 minut, 3 hodiny a 5 hodin

B

0.225
0.27
0.213
0.305
0.271
0.296
0,131
0.139
0,138
0,313
0,529
0.38

Prumér

0.2285
0.269
0.2145
0.3025
0.27
0.293
0.132
0.138
0.1395
03115
0.528
0.378

¢ (mol/l)

1.20232E-05
1.41542E-05
1.12865E-05
1.59169E-05
1.42068E-05
1.5417E-05
6.94554E-06
726125E-06
7.34017E-06
1.63904E-05
2.77822E-05
1.98895E-05

n (mol)

2.40463E-09
2.83083E-09
2.2573E-09
3.18337E-09
2.84136E-09
3.0834E-09
1.38911E-09
1.45225E-09
1.46803E-09
3.27808E-09
5.55643E-09
3.9779E-09

m (g)

0.0034
0.0035
0.0034
0.0033
0.0032
0.,0034
0.0033
0.0033
0.0033
0.0033
0.,0033

pmol NHz2/ g

vzorku
0.707244

0.80881
0.663912
0.964658
0.861017
0.963562
0.408561
0.440076
0.444859
0.993359
1.683767
1.205424

Primér
(umol / g)

0.726655

0.929746

0431165

1.294184

Odchylka
(pmol / g)

0.060726

0.048601

0.016102

0.288761

Tabulka 11 - Vysledky kvantifikace aminoskupin u vzorkii s casovym odstupem mezi plazmatickou

A

1den | 0,189
0.206
0.204
0,301
0.255
0.273
0.172
0218
0.162
0.286
0.275
0.286

2 dny

3 dny

7 dni

B

0,193
0.207
0.199
0.324
0.257
0,263
0,175
0.228
0.161
0.288
0.28

0,295

upravou a silylaci o délce 1 dne, 2 dnii, 3 dnit a 7 dni

Prumér

0,191
0.2065
0.2015
0.3125

0.256

0.268
0,1735

0.223
0.1615

0.287
0,2775
0.2905

¢ (mol/l)

1.005E-05
1.08656E-05
1.06025E-05

1.6443E-05
1.34701E-05
1.41016E-05
9.12918E-06
1.17338E-05
8 49776E-06
1.51013E-05
1.46014E-05

1.52855E-05

n (mol)

2.01E-09
2.17311E-09
2.12049E-09
3.28861E-09
2.69403E-09
2.82031E-09
1.82584E-09
2.34675E-09
1.69955E-09
3.02026E-09
2.92028E-09
3.05709E-09

m (g)

0,0034
0.0035
0.0034
0.0035
0.0034
0.,0034
0.,0034
0,0033
0.0035
0.0034
0,0034

0,0035

pmol NH2/ g

vzorku
0.591176
0.620889
0.623675
0.939602
0.792361
0.829503

0.53701
0.711137
0.485586
0.888311
0.858907
0.873454

Primér
(umol / g)

0.611913

0.853822

0.577911

J

‘-
n
wh

0.873558

Odchylka

(numol / g)

0,014708

0.062522

0,096516

0.012004
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Graf 6 - Viiv délky casového odstupu mezi plazmatickou upravou a silylaci na efektivitu upravy

(methyloranz)
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Graf 7 - Hmotnosti jednotlivych vzorkii pouZitych pri méreni

Graf hmotnosti jednotlivych vzorkd je zde opét uveden pro srovnani, zda nebyly vysledky
experimentu vyrazné ovlivnény odlisnostmi v plosné hmotnosti vzorki. Z grafii neni patrna zadna
spojitost, da se tedy predpokladat, ze vysledky ovlivnény nebyly. Také je zfejmé, Ze vzorky jsou si

hmotnostné blizké a rozdily v jejich hmotnosti nevnasi do vysledkii chybu.
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Graf 8 — Srovndni obou kvantifikacnich metod
6.5 Dodate¢né analyzy

6.5.1 Analyza kapkou

Mc¢ftitelna kapka se vytvofila pouze na neopracovaném vzorku. U vSech ostatnich, nezavisle na
atmosféfe ¢i na dob¢ upravy, doslo k jejimu okamzitému vsaknuti, coz ukazuje, ze vSechny vzorky se
staly velmi hydrofilnimi. Tato vlastnost byla zachovana i pfi delich prodlevach mezi upravou a

experimentem.

6.5.2 Analyza SEM

Celkem bylo analyzovano 5 vzorkd. Blank vzorek, ktery neprosel plazmatickou upravou,
2 nesilylované vzorky upravené plazmatem ve vzduchové atmosféfe po dobu 1 a 10 minut,
nesilylovany vzorek upraveny v kyslikové atmosféfe po dobu 5 minut a silylovany vzorek upraveny

Vv kyslikové atmosféfe po dobu 1 minuty.

Zadny ze vzorki se nejevil poskozeny (napiiklad popraskany). Délka tpravy neméla vliv na
vzhled vlaken. Jediny rozdil je ve svétlosti jednotlivych vzorkd. Vzorky, které byly upraveny
v kyslikové atmosféte, se zdaji byt svétlejsi nez ty, jez byly upravené ve vzduchové, pticemz rozdil je
jasné€ patrny piedev§im u vzorku, ktery byl upravovan po dobu péti minut, nicméné to je S nejveétsi
pravdépodobnosti zplisobeno vyrazngj$im pokovenim danych vzorkl, pfipadné nastavenim parametra
snimani mikroskopu. Dva snimky, kde se objevuje tento rozdil, jsou uvedeny nize, zbytek snimku je

v priloze.
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SEM HV: 30.0 kV WD: 6.95 mm | | VEGA3 TESCAN|
View field: 7.65 pym Det: SE
SEM MAG: 25.0 kx  Date(m/dly): 04/05/17 TUL Nanocenter CXI

Obr. 18 — Vz 10 min, nesilylovany, 25 000x zvétSeni

SEM HV: 30.0 kV WD: 6.97 mm
View field: 7.65 pm Det: SE 2pm
SEM MAG: 250 kx  Date{m/dly): 0405117 TUL Nanocenter CXI

Obr. 19 — O, 5 min, silylovany, 25 000x zvétseni
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6.5.3 Analyza ICP

Pro tuto analyzu byl pouzit vzorek nanovlaken, ktery pted silylaci nepodstoupil plazmatickou

upravu povrchu. Po silylaci nasledovalo celkem 6 promyti, kazdé vzdy 10 ml ethanolu, pticemz

posledni 4 promyti probihala na tiepacce po dobu 5 minut. Celkem tedy bylo realizovano o 2 vice

promyvacich kroki nez pfi samotnych experimentech.

V roztocich, které byly pouzity k oném dvéma dodateCnym promytim, bylo zjiSténo

zanedbatelné mnozstvi kiemiku. Postup promyvani k odstranéni piebyteéného APTES, pouzity pii

experimentech, byl tedy dostacujici.

Tabulka 12 — Vysledky analyzy zbytkového kifemiku v promyvacich roztocich metodou ICP

Vzorek csi(mg/1)
1 606
2 142
3 68.6
4 9.4
5 <1
6 <1
700 -
600 - ®
£ 500 -
=Ti]
E
»n 400 -+
3
g
€ 300 -
3
s
¥ 200 -
°
100 -
0 T T * ‘ 1
0 1 2 4 6 7
Vzorek

Graf 9 - Koncentrace zbytkového kiremiku v promyvacich roztocich
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Zavér

V experimentdlni cCasti byla provedena tprava kiemicitych nanovlaken plsobenim
mikrovinného plazmatu a jejich nasledna tprava silylaci pomoci 3-aminopropyltriethoxysilanu
(APTES). Snahou byla optimalizace postupu kombinujiciho ob& upravy s cilem zajisténi zvySené
efektivity povrchové funkcionalizace pomoci aminoskupin. Proménnymi parametry byly v prvni fazi
doba plazmatické upravy a pouzita atmosféra, v druhé pak doba mezi samotnou aktivaci a silylaci.
Koncentrace aminoskupin byla kvantifikovana navazanim fluorescein iso-thiokyanatu (FITC), resp.

methyloranze a naslednou spektrofotometrickou analyzou.

Pti zkoumani vlivu atmosféry a doby upravy bylo zjisténo, ze nejoptimalnéjsiho vysledku bylo
dosazeno pii pouziti kyslikové atmosféry po dobu jedné minuty. Nejhorsi vysledek byl pii pouziti
vzduchové atmosféry po dobu péti minut, kde byl narust ve srovnani s pouzitim Kyslikové atmosféry

vyrazné niz§i, stejné tak pii Gpraveé ve vzduchové atmosfére probihajici po kratkou dobu.

Pti zkouméani doby, po kterou si plazmatem upravené vzorky uchovaji svlij zvySeny potencial

pro naslednou silylaci, bylo zjisténo, ze ¢inek plazmatu pietrvava po dlouhou dobu bez poklesu.

Pfedmétem dalSiho studia vedouciho k aplikaci nanovldken upravenych plazmatem v
biomedicin¢ by mélo byt testovani jejich biokompatibility, pfipadné realné aplika¢ni aktivity, tedy
naptiklad testovani G¢inku tohoto typu nanovlaken s antibiotiky. Dale by bylo vhodné otestovat vliv
dalsich faktor na uc¢innost procesu, naptiklad kontaktu nanovléken s jinymi pfedméty v dobé mezi
plazmatickou upravou a silylaci, ke které muze dojit. Vhodné by taky bylo provést stejné experimenty
za pouziti mikrovlaken, jejichz vyroba je podstatné levnéjsi a diskutovat, zda predpokladana vyssi
schopnost takto upravenych nanovldken imobilizovat na svém povrchu U¢inné latky prevazi jejich

vysSi cenu.
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Priloha

SEM HV: 30.0 kV ‘ WD: 6.87 mm VEGA3 TESCAN] SEM HV: 30.0 kV WD: 6.88 mm VEGA3 TESCAN

View field: 19.1 pm ‘ Det: SE View field: 3.82 ym Det: SE
SEM MAG: 10.0 kx |Date(m/dly): 04/05/17 TUL Nanocenter CXI SEM MAG: 50.0 kx |Date(m/dly): 04/05/17 TUL Nanocenter CXI

Obr. 20 — Struktura kiemicitych nanovidken bez jakékoliv povrchové upravy nebo silylace. ZvétSeni

10kx (A) a 50kx (B)

SEM HV: 30.0 kV WD: 7.04 mm VEGA3 TESCAN SEM HV: 30.0 kV g VEGA3 TESCAN

View field: 19.1 pm Det: SE View field: 3.82 ym
SEM MAG: 10.0 kx | Date(m/dly): 04/05/17 TUL Nanocenter CXI SEM MAG: 50.0 kx |Date(m/dly): 04/05/17 TUL Nanocenter CXI

Obr. 21 — Struktura kiremicitych nanovidken po plazmatické ipravé ve vzduchové atmosféie po dobu 1

minuty. Zvétseni 10kx (4) a 50kx (B)
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SEM HV: 30.0 kV WD: 6.95 mm VEGA3 TESCAN] SEM HV: 30.0 kV WD: 6.96 mm VEGA3 TESCAN

View field: 19.1 ym Det: SE 5um View field: 3.82 ym Det: SE 1um
SEM MAG: 10.0 kx | Date(m/dly): 04/05/17 TUL Nanocenter CXI SEM MAG: 50.0 kx Date(m/dly): 04/05/17 TUL Nanocenter CXI

Obr. 22 — Struktura kiemicitych nanovldaken po plazmatické upravé ve vzduchové atmosfére po dobu

10 minut. Zvétseni 10kx (4) a 50kx (B)

~

. » p : e
SEM HV: 30.0 kV WD: 6.97 mm VEGA3 TESCAN SEM HV: 30.0 kV ‘ WD: 6.97 mm VEGA3 TESCAN
View field: 19.1 ym Det: SE View field: 3.82 ym ‘ Det: SE
SEM MAG: 10.0 kx | Date(m/dly): 04/05/17 TUL Nanocenter CXI SEM MAG: 50.0 kx iDate(mIdIy): 04/05/17 TUL Nanocenter CXI

Obr. 23 - Struktura kifemicitych nanovldken po plazmatické vupravé v kyslikové atmosfére po dobu 5

minut. ZvetSeni 10kx (4) a 50kx (B)

49|Stranka



SEM HV: 30.0 kV WD: 7.01 mm VEGA3 TESCAN| SEM HV: 30.0 kV ‘ WD: 7.00 mm VEGA3 TESCAN

View field: 19.1 ym Det: SE | 5um View field: 3.82 ym | Det: SE [ 1pm
SEM MAG: 10.0 kx | Date(m/dly): 04/05/17 TUL Nanocenter CXI SEM MAG: 50.0 kx |Date(m/dly): 04/05/17 TUL Nanocenter CXI

Obr. 24 - Struktura kiemicitych nanovidken po plazmatické uprave v kyslikové atmosfére po dobu 1
minuty a nasledné silylaci. Zvétseni 10kx (A) a 50kx (B)
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