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Uvod

Nanotechnologie a nanomateridly zazivaji v soucasnosti obrovsky rozvoj.
Postupné zasahuji téméf do vSech odvétvi primyslu a lidského Zivota vibec.
Nanotechnologie se objevuji nejen v elektrotechnice, letectvi nebo textilnim
prumyslu, ale také v medicin€. Typickym piikladem nanomaterial uzivanych
v lékaiskych aplikacich jsou nanocastice stiibra, které vykazuji vysokou
antimikrobidlni aktivitu. Antibakteridlni Uc¢inky stiibra jsou zndmy jiz
od starovéku, i kdyZz mechanismy jeho pusobeni zacaly byt odhalovany az
ve druhé poloving 20. stoleti. Jednou z moznosti, jak v medicing prakticky vyuzit
baktericidni a fungicidni UCinky stfibra ve form& nanocastic, je antibakterialni
uprava povrchi branici bakterialni kolonizaci. Konkrétnim piikladem muize byt
uprava titanovych slitin. Titanové slitiny se vV mediciné pouzivaji predevsim jako
material pro vyrobu zubnich implantati a totalnich endoprotéz. Pies veSkerou
Iékarskou péci a snahu zajistit sterilni prostfedi pted 1 po operaci, dochdzi
v nezanedbatelném procentu piipadi ke komplikacim infek¢niho charakteru. Ani
vyspélé technologie a moderni operacni postupy nejsou schopny tyto komplikace
zcela odstranit. Re$enim téchto problémi by mohla byt povrchova uprava
titanovych slitin nanocasticemi stfibra, které by zajisStovaly ochranu pred
bakterialni kolonizaci a tim i pted vznikem infekce.

Tato prace si klade za cil prokazat, Ze titanova slitina pouzivand na kloubni
implantaty, potazend nanocasticemi stiibra, vykazuje antibakteridlni 0c¢inky
apripadné vyuziti této Upravy v praxi by mohlo snizit riziko wvzniku
pooperacnich komplikaci. V teoretické casti tato diplomova prace popisuje
problematiku kloubnich nahrad, vyuziti titanu a jeho slitin, a dale pak ptipravu
nanocastic stiibra a jejich aplikaci v medicin€. Experimentalni Cast se vénuje
piipravé nanocastic stiibra pomoci metod chemické redukce a jejich naneseni

na titanovy vzorek.
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1. Koloidni soustavy

Koloidni soustavy patfi mezi disperzni systémy, coZ jsou dvouslozkové nebo
viceslozkové systémy, ve kterych je jedna slozka ve formé cCastic rozptylena
ve slozce druhé. Jedna se o disperzni fazi a disperzni prostiedi. Castice disperzni
faze maji velikost 1 nm — 1 um. Pokud systém obsahuje pouze Castice stejné
velikosti, jedna se o systém monodisperzni. Pokud maji ¢astice rliznou velikost,
jde o systém polydisperzni.!

Koloidni soustavy délime podle skupenstvi disperzni faze a disperzniho prostiedi

na emulze, aerosoly, pény a soly (tabulka 1).

Tab. 1: Rozdé&leni koloidnich soustav

oznaceni disperzni faze disperzni prostredi
aerosol kapalna plynné
aerosol pevna plynné
péna plynna kapalné
emulze kapalna kapalné
lyosol pevna kapalné
tuhé pény plynna pevné
tuhé emulze kapalna pevné
tuhé soly pevna pevné

Koloidni soustavy, které jsou tvoteny kapalnym disperznim prostfedim a pevnou
disperzni fazi se nazyvaji lyosoly. Podle vlastnosti fazového rozhrani je délime
na soustavy lyofobni, lyofilni a asociativni. Lyofobni koloidy neboli koloidni
disperze jsou takové soustavy, ve kterych existuje ostie vymezené fazové
rozhrani mezi disperznim prostfedim a disperzni fazi. Se zmenSujicim se
rozmérem Castic roste velikost plochy tohoto rozhrani. Tyto systémy jsou velmi

nestalé, vétSinou jsou tvoreny anorganickymi latkami a museji byt dodate¢né
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stabilizovany. Naproti tomu u lyofilnich koloid neboli koloidnich roztokii tvori
disperzni prostfredi a disperzni Castice jednu fazi. Tyto soustavy vznikaji
samovolnym rozpousténim a jsou stabilni. Pokud je disperzni prostiedi tvoieno
vodou, oznacujeme takovou soustavu jako hydrofobni, popiipadé hydrofilni.
Tteti skupinou lyosolll jsou asociativni neboli micelarni koloidy. Disperzni fazi

tvori micely, které vznikaji spojovanim molekul povrchové aktivnich latek.*

1.1. Metody pripravy koloidnich soustav

Koloidni soustavy je mozné pripravit dvéma zpusoby, jedna se o metody
dispergacéni neboli top-down, a metody kondenzacni neboli bottom-up. Metody
dispergacni jsou metodami fyzikdlnimi, pii pfipravé koloidnich ¢astic musime
vynalozit urCitou praci. Kondenzacni metody jsou metody pfevazné chemické.
Pii vyuziti disperga¢nich metod pfipravujeme z makroskopické latky latku
0 rozmé&rech koloidnich ¢astic. Je mozné pouzit napt. mechanické rozméliovani
pomoci mlynd, drceni, laserovou ablaci, dispergaci v elektrickém oblouku nebo
rozmé&liiovani pomoci ultrazvuku.® 2

Pii pfipravé nanocCastic mletim v kulovych nebo tryskovych mlynech muize
dochazet k nezadoucim jevim, hlavné ke kontaminaci nanocastic materialem
mechanického zafizeni a také k jejich agregaci. Rozmélnovani ultrazvukem
je mozno pouzit pouze u materiald, ktery ma malou pevnost.

Pro vodivé materidly lze pouzit princip dispergace v elektrickém oblouku. Pfi
tomto zplsobu dochazi k odtrhavani castic z elektrody béhem elektrického
vyboje. Nejmodernéjsi metodou je laserova ablace. Jejim principem je zaméteni
laserového paprsku na plat materialu, ktery je umistén v reaktoru s vodou nebo
surfaktantem. Velikost nanocastic, které jsou takto ziskavany, zalezi na intenzité
laserového paprsku, na jeho vzdalenosti od materialu nebo na uhlu, pod kterym
paprsek dopada. Dilezita jeivlnova délka pouzitého paprsku, ktera piimo
umérné ovliviiuje velikost vznikajicich nanocastic. S rostouci vinovou délkou

velikost nanocastic stoupa.
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Kondenza¢ni metody jsou zaloZzené na chemickych reakcich, pomoci kterych
z analytické disperzni soustavy ziskdme soustavu koloidni. Jednd se hlavné
0 oxidaéné-redukéni reakce, srazeci reakce a hydrolyzu soli. Pro vznik

s aa . , y ] 3,4
koloidnich ¢astic musime dosdhnout piesyceni roztoku.

1.2. Fyzikalné chemické vlastnosti koloidnich soustav

V koloidni soustavé dochazi neustale k chaotickému pohybu ¢astic. Molekuly
disperzniho prostfedi narazeji do ¢astic disperzni faze a tim je uvadéji do pohybu.
Tento jev se nazyva Browniiv pohyb podle svého objevitele, skotského botanika
Roberta Browna. Castice pomoci Brownova pohybu opisuji slozité drahy (obr. 1)
a intenzita tohoto pohybu zavisi na jejich velikosti a na teploté systému. Cim

vyssi teplota a ¢im mensi velikost ¢astic, tim je Browndv pohyb intenzivngjsi.

Obr. 1: Draha ¢astice pii Brownové pohybu

Jednim z projevii Brownova pohybu je diftize, kdy se molekuly disperzni faze
pfesunuji z mista o vysSi koncentraci do mista s koncentraci niz§i. Jedna se
0 pohyb na zéklad€ koncentracniho gradientu. Pohyb molekul ve sméru difuze
popisuje 1. Fickav zdkon

dn _ _gpde

dt dx
kde dn/dt je latkové mnozstvi latky difundujici za jednotku casu, S je velikost
plochy, D je difuzni koeficient a dc/dx je koncentragni gradient.™®
Vlivem gravitacni sily dochazi k pohybu ¢astic smérem ke dnu nadoby a K jejich

postupnému usazovani, sedimentaci. Cim vy3§i je hmotnost &astic, tim rychleji

12



sedimentuji. Sily, které v koloidni soustavé pusobi na ¢astice disperzni faze, jsou
vyjadieny Stokesovou rovnici

Fg = sztl + I:vis

kde Fq je gravitacni sila, F.,y je vztlakova sila a Fy; je viskozitni odpor. Velmi
malé Castice nesedimentuji a vlivem Brownova pohybu zistavaji rozptyleny
V celém objemu soustavy.

Pfi vyrovnavani riaznych koncentraci dvou roztoki, které jsou oddéleny
polopropustnou (semipermeabilni) membranou, dochazi kjevu zvanému
osmoza. Tento jev probihd opacnym smérem, nez difuzni pohyb. Molekuly
disperzni faze nemohou proniknout pfes membranu, ta propusti pouze molekuly
rozpoustédla. Proto dochdzi k pohybu rozpoustédla do mista s vyssi koncentraci.
Osmoéza je charakterizovana osmotickym tlakem. Velikost tohoto tlaku

Vv koloidni soustavé 1ze vyjadtit pomoci vztahu

= Y Ry
"= M

kde w je hmotnostni koncentrace disperzni faze, M je hmotnost jednoho molu

disperznich &astic, R je univerzalni plynové konstanta a T je absolutni teplota.” 2

Optické vlastnosti koloidnich soustav jsou zavislé na vlastnostech castic. Pri
dopadu svételného zafeni dochazi k rozptylu svétla a k jeho absorpci, tyto jevy
Jjsou zavislé na velikosti ¢astic disperzni faze.

Pii dopadu svételnych paprskti dochazi k jejich rozptylu. Ten je zavisly
na vinové délce dopadajiciho svétla a na velikosti Castic disperzni faze. VéEtsi
castice rozptyluji svétlo vice nez Castice malé. Svétlo s krat§i vinovou délkou
je rozptylovano vice nez svétlo s delsi vinovou délkou.

Rozptyl svétla v disperzni soustavé byl poprvé popsan anglickym fyzikem
Johnem Tyndallem v 19. stoleti a je po ném pojmenovan. Tyndalliv jev
je difuzni rozptyl svétla v roztoku, kdy vlivem odrazu od koloidnich castic dojde
ke splynuti paprski odrazené¢ho svétla a lidské oko je vnima jako rozSitujici se

kuzel (obr. 2). Pfi pruchodu svétla pravym roztokem tento kuzel viditelny neni.
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True solution Colloidal sol
(No scattering (Scattering of
of light) light}

Obr. 2: Rozptyl svétla v pravém roztoku (vlevo) a v koloidni disperzi (vpravo)

Teoreticky popsal tento staticky rozptyl svétla anglicky fyzik lord Reyleigh
vroce 1871. Teorie plati pro kulové castice malych rozmérid, které svétlo
neabsorbuji, ale vlivem dopadajiciho elektromagnetického zateni u nich dochazi
k indukci elektrického dipolu. Tento dip6l pak vyzaiuje svétlo S nezménénou
vlnovou délkou. Vinové délka dopadajiciho svétla musi byt vEétsi nez polomér

¢astic. Pro nepolarizované svétlo pak plati rovnice

I g <

I, fr2
kde Iy je intenzita dopadajiciho zafeni, | je intenzita rozptyleného zateni, Rq je
Rayleighliv pomér, ¢ je koncentrace Castic a r je jejich polomér.l‘6 Rayleightiv
pomér umoziuje piepocitat intenzitu zafeni dopadajiciho pod thlem 6 na
jednotkovou intenzitu, jednotkovou vzdalenost a thel 8 = 0° podle vztahu

Iy r?

Ro = Greosr o)

Uginnost tohoto rozptylu je nepiimo imérn4 &tvrté mocning vlnové délky, svétlo
s kratsi vinovou délkou se tedy rozptyluje vice: i =~ A™%

Pokud nahradime klasicky zdroj svétla laserem, dojde k dynamickému rozptylu
svétla (Dynamic light scatttering — DLS) v dusledku zesileni intenzity
rozptyleného zéfeni. Céstice jsou ozafeny laserem, dochazi k rozptylu svétla
ve vSech smérech a v dasledku Brownova pohybu k fluktuaci intenzity
rozptyleného zéateni. Kolisani intenzity je zptisobeno pravé difuznim pohybem
gastic. Cim rychleji se ¢astice pohybuji, tim rychleji se intenzita rozptyleného

zateni méni. Pomoci ¢asového prubéhu tohoto kolisani mizeme méfit rychlost
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Castice a nasledné jeji velikost. Dynamicky rozptyl svétla je jednou
z nejpouzivangjSich metod, je jim mozno zméfit i Castice o velikosti 1 nm. Pro
Castice vetsi nez 3 um nelze metodu DLS pouzit, protoze u takto velkych Castic
se uz neprojevi Browniv pohyb."®

Pti absorpci svétla dochazi k pohlceni kvanta elektromagnetického zareni a tim
ke zméné energetickych stavii. Pfi absorpci dojde ke zvySeni vnitini energie
molekul soustavy. Tato energie se zméni na energii tepelnou. Absorpce zatfeni

je popsana Lambert—-Beerovym zakonem
A=¢-c-I=-logT

kde A je absorbance, ¢ je molarni absorpcni koeficient, C je molarni koncentrace,
| je délka absorbujici vrstvy a T je transmitance.™*

Pokud jsou koloidni ¢astice elektricky vodivé (napi. Castice zlata nebo stiibra),
dochazi ke specifické absorpci nékterych vinovych délek dopadajiciho svétla.
Intenzita rozptyleného zéteni prochdzi urfitym maximem, jehoZz poloha ve
spektru zavisi na druhu kovu, stupni disperzity ¢astic a mife agregace téchto
gastic. Cim je velikost ¢astic vétsi, tim vice se toto maximum posouva smérem
k delsim vinovym délkam. Duvodem tohoto posunu je povrchovy plasmon.
Tento jev je popisovan jako kolektivni kmitani vodivostnich elektront ve fazi
s elektromagnetickym vInénim (obr. 3). Povrchovy plasmon zpusobuje pfi

uré&itych vinovych délkach zménu barvy koloidnich roztokd.”

Electron Cloud

Electric Fleld

Obr. 3: Povrchovy plasmon
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Pii pohybu elektricky nabité Castice disperzni faze vii€i disperznimu prostiedi
dochézi ke vzniku elektrokinetickych jevi. Pfi¢inou je elektricky ndboj
na fazovém rozhrani mezi disperzni fazi a disperznim prostfedim. Vznika zde
elektrickd dvojvrstva. Zakladni teorii uspofadani této dvojvrstvy vypracoval
némecky lékat, matematik a fyzik H. L. F. von Helmholtz (obr. 4), kde vrstvé
iontll odpovidé vrstva protiiontd. Novou teorii elektrické dvojvrstvy navrhl Otto
Stern. K vrstvé iontli jsou ptitahovany protiionty, které jsou svazany adsorpcnimi
silami a tvofi tzv. Sternovu vrstvu. Dal§i protiionty jsou pfitahovany

elektrostatickymi silami a tvoii diftizni vrstvu (obr. 5).

Sternova vrstva pohybové rozhrani

5
N

7

\\i\\ NN\

vz

N\

0
elektrokineticky /
potencial

7

NN

+H e+ttt

vnitini vrstva  difazni vrstva

Obr. 4: Elektrické dvojvrstva (Helmholtz) Obr. 5: Elektricka dvojvrstva (Stern)

Elektricky naboj na povrchu ¢astic disperzni faze je dilezity pro stabilitu
koloidni soustavy. Stabilita znamena schopnost soustavy odolavat tendenci castic
ke spojovani do agregati, které by diky své vysSsi hmotnosti nasledné
sedimentovaly. Elektricky nabité Castice se diky shodnému néaboji vzijemné
odpuzuji a kagregaci tak nedochazi. Velikost sily, kterou se odpuzuji dvé
Castice, je pfimo tmérna velikost jejich elektrického naboje a nepfimo umérna
druhé mocniné jejich vzdalenosti. Tuto silu mizeme vyjadfit pomoci
Coulombova zakona

__ 1 @
Amtege, T2

F

vvvvvv

potencial proudéni a sedimentacni potencial.
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Pii elektroforéze dochazi k pohybu ¢astice v dusledku vnéjsiho elektrického pole.
Castice se pohybuje v kapalném prostiedi smérem k elektrodé. Pokud je prostfedi
tvofeno tuhou fazi, dochéazi k jevu zvanému elektroosmoza. Vlivem elektrického
pole dojde k pohybu kapalné disperzni faze. Inverznimi jevy jsou potencial
proudéni a sedimentacni potencial, kdy v disledku mechanického pohybu astic

vznika elektrického pole.t %8

17



2. Nanomaterialy a nanotechnologie

Nanomateridl je takovy material, ktery je tvofen nanocasticemi, coz jsou shluky
atomii v ¥adu nanometr, tedy o velikosti 107-10° m. Velikosti spadaji
nanoc¢astice mezi koloidni disperze. Podle prostorového uspofadani mohou
nanocastice vytvaret rizné struktury, napi. nanotrubicky, nanovlakna,

nanovrstvy, nanopolymery a dalsi.?

2.1. Historie nanomaterialu

Nanocastice byly vyuzivany jiz ve stiedovéku, 1 kdyz tehdy 1idé nevédéli, Ze je
pouzivaji. Nanocastice zlata, stiibra 1 jinych kovii o velikosti cca 70 nm byly
zjistény ve sklenénych predmétech, kde svymi vlastnosti ovliviiovaly barevné
vlastnosti skla.™

Prvnim védcem, ktery vyuzivani nanocastic piedpovédél, byl Richard P.
Feynman, nositel Nobelovy ceny za fyziku (obr. 6). Ve své legendarni prednasce
,»There’s Plenty of Room at the Bottom* z roku 1959 hovotil o moZnostech

manipulace s jednotlivymi atomy a molekulami, a predpokladal zménu nekterych

vlastnosti u materialii na této tirovni. Termin nanotechnologie jako prvni pouzil
11,12

japonsky fyzik Norio Taniguchi v roce 1974 (obr. 7).

Obr. 6: Richard P. Feynman Obr. 7: Norio Taniguchi

Dilezitym momentem, ktery piispél k rozvoji nanotechnologie, byl vynalez

skenovaciho tunelového mikroskopu vroce 1981 (Binnig, Ro&hrer). Tento
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mikroskop mapuje povrch zkoumaného vzorku pomoci zmeény potencidlu,
ke kterému dochazi pii pohybu sondy Svodivym hrotem nad povrchem.
Pfi tomto zobrazeni lze rozlisit jednotlivé atomy. Povrch tohoto vzorku musi byt
vodivy. STM pracuje na zakladé¢ kvantového tunelového jevu, kdy dochazi
k méfeni zmén tunelového proudu (obr. 8 a 9). Mnozstvi elektronl, které
tuneluje ze vzorku do hrotu, je zavislé na vzdalenosti a lze tak vykreslit podrobny

povrch vzorku.™

Iﬂ;

hrot /—\ﬂ 1 A

tunelujici A v .
elektrony

povrch
OOOOOOOOOOO EE—

Obr. 8: Schéma skenovaciho tunelového mikroskopu Obr. 9: Hrot STM

V roce 1985 byl objeven fulleren Cg, za jehoz objev ziskali Kroto, Smalley
aCurl Nobelovu cenu zachemii. Tento fulleren je modifikaci uhliku
s molekulovou krystalickou stavbou, je kulovity a tvoii ho 60 atomut uhliku. Je to
nejstabilnéjsi forma fullerenu. V pfirod€ se vykytuje jako mineral Sungit (obr. 10
a 11). Fullereny mohou byt pfipraveny uméle napi. laserovou pyrolyzou nebo

vypatovanim grafitu v elektrickém oblouku.™*

Obr. 10: Fulleren Cqg Obr. 11: Mineral Sungit

Fullereny mohou byt vyuzZity jako ochranna vrstva pro svou vysokou tvrdost

nebo jako supravodi¢e ve spojeni s riznymi alkalickymi kovy (K3Cgp).
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V roce 1986 byl vynalezen mikroskop atomarnich sil — AFM. Toto zafizeni
vyuziva elektrostatické a van der Waalsovy sily, kterymi je pfitahovan hrot
na pruzném raménku (obr. 12). AFM mize byt vyuzit i pfi zkoumani vzorku,

které nejsou vodivé. Byl vynalezen Quatem, Binnigem a Gerberem.®

Obr. 12: AFM — pohyblivé raménko s hrotem

V roce 1989 dokazal védec z institutu IBM Don Eigler vyuzit STM k manipulaci
s jednotlivymi atomy a naplnit tak vizi R. Feynmana. Na chlazeny krystal niklu

zapsal pomoci 35 atoml xenonu napis IBM (obr. 13).

Obr. 13: Logo IBM vytvofené atomy xenonu pomoci STM

V roce 1991 byly poprvé popsany uhlikové nanotrubicky. Vznikly pii pokusu
japonského fyzika Sumia lijmy pfipravit fulleren Cgy metodou obloukového
vyboje mezi dvéma uhlikovymi elektrodami v argonové atmosféfe. Kromé
fullerenti vznikly i vicesténné uhlikové nanotrubicky (MWNT — obr. 14). O dva
roky pozdéji se stejnému védci podafilo piipravit nanotrubicky jednosténné
(SWNT - obr. 15). Uhlikové nanotrubi¢ky maji Siroké spektrum vyuziti, napft.

jako senzory, vodi&e, chladici prvky nebo vyztuze v kompozitnich materialech.™®
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Obr. 14: Vicesténna nanotrubicka Obr. 15: Jednosténna nanotrubicka

V roce 2004 byl objeven grafen, dvourozmérna forma uhliku. Je to Vv podstaté
vrstva uhliku o sile jednoho atomu, uspofadana do pravidelnych Sestithelniki
(obr. 16). Grafen byl objeven dvéma fyziky Manchesterské univerzity, Andre
Geimem a Konstantinem Novoselovem. Za tento objev obdrzeli v roce 2010

Nobelovu cenu.

Obr. 16: Schéma struktury grafenu

Grafen je nejpevnéjSim zndmym materidlem, je asi 100 x pevnéjsi nez ocel. Ma
vysokou elektrickou a tepelnou vodivost a vysokou pruznost. Moznosti jeho
vyuziti jsou Siroké, mize byt pouzit pii vyrobé vodicu a polovodici, pti vyrobé
televiznich obrazovek nové generace, vyrobé elektrod nebo vyrobé tranzistort,

kde by mohl nahradit kiemik."’

2.2. Vlastnosti nanomateriala

Mechanické, optické, magnetické i elektrické vlastnosti materidlu Se zdsadnim

zpusobem zméni, pokud velikost jeho castic klesne pod 100 nm alesponi
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Vjednom sméru. Unikatni vlastnosti téchto nanostrukturnich materiadli jsou
zpusobeny hlavné obrovskym nartistem poméru povrchu a objemu.

S klesajici velikosti ¢astic nartsta plocha fazového rozhrani mezi disperzni fazi
a disperznim prostiedim, protoze dochazi ke zvySovani podilu povrchovych
Castic. Zména velikosti povrchu kulovych ¢astic v konstantnim objemu
je znazornéna v tabulce 2, kde r je polomér ¢astice, N pocet ¢astic v daném
objemu, V, objem jednotlivé ¢astice, Ve celkovy objem, S, povrch jednotlivé

oy , o . . 18,19
¢astice a Scex celkovy povrch Castic v daném objemu.

Tab. 2: Zména velikosti povrchu v zavislosti na poloméru &astic

r(m) N Vp (M) | Ve (M) | Sp(m?) | Scax (M)
10 1 42-10° | 42-10° | 12,6-10" | 12,6 - 10™
10° 10% 42-107 | 42-10° [12,6-107 | 12,6 - 10°
10 107 42-10% | 42-10° [ 12,6-10™ | 12,6 - 10°

Podle normy ISO/TS 27687 rozdélujeme nanoobjekty podle pocétu soutadnic,
ve kterych objekt splituje rozmér 1-100 nm:
¢ 0 dimenziondlni nanobjekty — vyhovuji tomuto intervalu ve vSech 3 oséch,
jsou to napft. kvantové tec¢ky, nanokrystaly, nanopény;
¢ 1 dimenzionélni nanobjekty — vyhovuji tomuto intervalu ve 2 osach, napf.
nanovldkna, nanotrubice, nanotyce, nanopasky, nanopilife;
e 2 dimenzionalni nanoobjekty — vyhovuji tomuto intervalu v 1 ose, napf.
nanovrstvy, deskovité nanokrystaly, nanostény, rovinné makromolekuly

(grafen).?®
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3. Nanocéastice stribra

Stiibro je prvkem I. B skupiny spolecné s médi a zlatem. Je to uslechtily kov bilé
barvy, nejlepsi vodic tepla a elektiiny. V ptirodé se vyskytuje jako argentit Ag,S,
jako ryzi kov pouze ojedinéle. Argentit byva soucasti sulfidickych rud médi,
olova a niklu. Antibakterialni vlastnosti stéibra byly znamy uz ve starovéku,
sttibro se pouzivalo jako dezinfek¢ni prostiedek k uchovani vody, pii 1écbé
zanéth nebo popalenin. Jesté na zacatku 20. stoleti se pomoci riiznych sloucenin
sttibra (napt. dusi¢nanu, nitratu nebo sulfadiazinu) 1é¢ily infekce zpisobené
bakteriemi nebo viry. Po objeveni penicilinu (Alexander Fleming, 1929)
a nasledném rozsifeni antibiotik béhem 2. svétové valky vyuzivani stiibra
v mediciné pokleslo. V 60. letech 20. stoleti popsal americky 1ékai Carl Moyer
pouzivani 0.5% dusi¢nanu stiibrného pti 1é€be popalenin a jeho vynikajici t¢inku
proti Escherichia coli, Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa.
V soucasnosti dochédzi k novému ndrlstu z4jmu o antimikrobidlni G¢inky stiibra

hlavng diky rozvoji nanotechnologii.?" %

3.1. Priprava nanocastic stiibra

Nanocastice stiibra lze pfipravit dvéma zakladnimi zptisoby: metodami top-down
a bottom-up. Metoda top-down je metoda dispergacni, jedna se o mechanickou
redukci velikosti. Metody bottom-up jsou metody kondenzacni, jsou zalozeny
na chemickych reakcich. Jde o pfipravu nanocastic z jednotlivych atomt nebo

molekul.?®

3.1.1. Metody top-down

K disperga¢nim metodam patfi napt. mleti, drceni, rozmélnovani pomoci laseru,
ultrazvuku, dispergace Vv elektrickém oblouku nebo litografie.

Nejmodernéjsi metodou je laserova ablace. Jejim principem je pusobeni
laserového paprsku na sttibrny plat o tloust’ce 1 mm, ktery je umistén v reaktoru.

Velikost nanocastic stfibra zavisi na intenzité laserového paprsku, na jeho
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vzdalenosti od stfibrného platu nebo na thlu, pod kterym paprsek dopada.

Srostouci vilnovou délkou laserového paprsku velikost nanocastic stoupa
3,24

(obr. 17). Nevyhodou této metody je vysoka finan¢ni naro¢nost.

1064 nm

Number
Number

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Particle diameter (nm) Particle diameter (nm) Particle diameter (nm)

Obr. 17: Zavislost velikosti nanocastic stéibra na vinové délce laserového paprsku

3.1.2. Metody bottom-up

Kondenza¢ni metody vyuzivaji chemické reakce, pfi nichz z analytickych
roztokli vznikaji roztoky koloidni. Jednd se piedev§im o srdzeci nebo oxidacné-
redukéni reakce. Nejvyznamnéj$i metodou je redukce stfibrnych soli pomoci
organickych nebo anorganickych ¢inidel. Jako redukéni ¢inidlo mtize byt pouzit
naptiklad citrdt sodny, tetrahydroborat sodny, peroxid vodiku, redukujici
sacharid nebo alkoholy.

Zékladni redukéni metodou je modifikovany Tollenstiv proces. Jeho podstatou

je redukce amoniakalniho komplexu redukujicimi sacharidy:

Ag* + 2NH; — [Ag(NH3),]" — Ag’

Reakci stfibrné soli s amoniakem vznikd diaminstfibrny komplex, ktery je
redukovan sacharidem. Timto sacharidem miize byt napf. maltdza, glukoza,

xyloza, fruktoza nebo laktoza (obr. 18).
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Obr. 18: Redukujici sacharidy modifikovaného Tollensova procesu

Velikost stfibrnych nanocastic, piipravenych modifikovanym Tollensovym
procesem, se pohybuje od 25 do 450 nm. Tato velikost je ovlivnéna pouZitym
sacharidem a koncentraci amoniaku. S rostouci koncentraci amoniaku velikost
pfipravenych castic roste. Rozméry ¢astic pii pouziti maltdzy se pohybuji kolem
25 nm, u laktézy je to 30 nm a u glukézy 40 nm. Reakéni pH je upraveno
roztokem hydroxidu sodné¢ho. Koloid s mensimi ¢asticemi je stabilnéjsi, protoze
vEtsi Gastice jsou nachylngjsi k sedimentaci.” %

Borohydridova redukce spociva v postupném piidavani roztoku dusi¢nanu
sttibrného do siln€¢ podchlazeného vodného roztoku tetrahydroboratu sodného
NaBH; v poméru 1:6. Za stilého michani vznikne stabilni koloidni disperze
S nanocasticemi stiibra o velkosti 5 — 20 nm. Velikost nanoc¢astic Ize ovlivnit
pomérem reaktantii a zménou pH. Jako prvni tuto metodu pouzili Creighton,
Blatchford a Albrecht.”’

Dalsi kondenza¢ni metodou je citratova redukce. Jako prvni ji pouzili Lee
a Meisel. Tato metoda spociva v ptfidavku roztoku citratu sodného CgHsNazO-
k roztoku AgNO;. Naslednym varem po dobu jedné hodiny vzniknou ¢astice
o velikosti 30 — 100 nm. Pii dal§im zahiivani roztoku dochazi ke vzniku

monodisperzniho koloidu s velikosti ¢astic 27 nm.”®
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3.2. Metody a zpiisoby pripravy vrstev nanocastic stiibra

Vrstva je takové uspotradani atomii, molekul nebo ¢astic, jehoz tloustka je
vzhledem Kk ostatnim dvéma rozmérim zanedbatelnd. Vrstvy mohou byt
ptipraveny chemickou depozici z kapalné faze (napi. layer by layer) nebo
depozici Castic z faze plynné (napi. napafovani).

Pfima redukce: roztok koloidniho stfibra je pfipravovan metodou chemické
redukce modifikovanym Tollensovym procesem. Velikost nanocastic v tomto
roztoku zavisi mimo jiné na pouzitém redukénim ¢inidle (NaBH,, NoH,, citrat
sodny, redukujici sacharidy). Hodnota pH je upravena piidanim NaOH.
Pted ptipravou vrstev nanocastic stfibra je nutnd uprava povrchu substratu (napf.
laboratornich skli¢ek). Povrch je vyc€istén saponatem a oplachnut v destilované
vod¢. Pro ucinnéj$i navazani nanocastic stiibra je ddle mozno povrch substratu
aktivovat. Vrstva nanocastic je ziskana ponofenim substratu do pfipravovaného
koloidniho roztoku.’

Sonochemicka redukce: roztok koloidniho stfibra je pfipraven obdobné jako
U metody piimé redukce. Piasobenim ultrazvuku na tento roztok dochazi
k rozkladu vody na vodikové a hydroxylové radikaly. Tyto radikaly pak reaguji
s vhodnymi molekulami a touto reakci vznikaji vlastni ¢inidla pro redukci
stiibrnych iontd.?®

Fotochemicka redukce: pii této metod¢ je nutné, aby v roztoku byl pfitomen
fotocitlivy prekurzor radikalt, ktery po excitaci UV zafenim poskytne vhodné
redukujici ¢inidlo. Miize se jednat napf. o aceton, acetofenon nebo kyselinu
askorbovou. Zdrojem zéafeni byva vétsinou rtutova vybojka.?

Layer by layer: roztok koloidniho stfibra je pfipraven modifikovanym
Tollensovym procesem. Substrat je vycCisStén saponatem a poté vlozen do piranha
roztoku (H,SO,4 + H,0;). Nasledné je vlozen na delsi casovy tsek do roztoku
polymeru (napt. PDDA), ktery zméni jeho povrchovy naboj. Po oplachnuti je
substrat vlozen do piipraveného koloidniho roztoku. Tento proces je opakovan
podle pozadovaného poctu vrstev. Principem této metody je vyuziti

elektrostatickych interakci mezi slozkami s opaénym ndbojem. DalSim
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polyelektrolytem, ktery je mozné ke zméné naboje pouzit, je napft.
polyethylenimin (PEI), kyselina polymetakrylova (PMA) nebo Kkyselina
polyakrylova (PAA).** 3! %

Naparovani: u této metody je substrat umistén ve vakuové komoie spolecné se
zdrojem, ktery prevede napafovany material do plynného stavu. Depozice
probihd za snizeného tlaku a substrat mize byt podle potieby zahiivan, protoze
tim se zvysuje jeho povrchova energie a miiZze tak byt regulovana rychlost tvorby
vrstev. Substrdt byva umistén na rotujici podlozce, aby byla zajiSténa
stejnomérna tvorba Vrstvy.33

NaprasSovani: tento proces probihd v naprasovaci komote, ktera je vétSinou
vyplnéna argonem. Substrat a tzv. ter¢ z materidlu, z jehoz atomti nebo molekul
se vrstva vytvari, maji funkci elektrod. Po zavedeni elektrického pole dojde
k vyboji, kterym jsou atomy vyrazeny zterce a postupné¢ deponovany

na substrat.*

3.3. Antibakterialni G¢inky nanoéastic stiibra

Vyzkum antibakteridlnich G€inkd nanocastic stfibra zaZivd v poslednich letech
velky rozvoj, a to hlavné proto, ze se mnohé mikroorganismy stavaji rezistentni
viuci antibiotikim. Lécba antibiotiky je pro lidsky organismus vzdy zatézi,
protoze kromé piivodct choroby jsou zaroveil niceny prospéSné a pro zdravi
velmi dilezité kmeny bakterii.

Pti dlouhodobém a nekontrolovaném uzivani stifibra ve formé stiibrnych
sloucenin dochazelo v minulosti K postizeni organismu argyrii. Ta se projevuje
Sedym aZ modrym zbarvenim pokozky, sliznic a o¢niho bélma postizeného
cloveka. Prili§ vysoké davky stiibrnych ionti neni lidsky organismus schopen
zpracovat a vyloucit. Na rozdil od iontového stfibra nebyla zatim prokazana
toxicita stiibrnych nano&astic pro vyssi organismy. ¥ %

Stiibro se pouziva jako souc¢ast kompoziti pro dentalni vypliiové materialy a jako
soucast obvazovych materiali. Diky své schopnosti nicit bakterie jsou obvazy se

stiibrem (napf. Askina Calgitrol Ag nebo Actisorb Plus) vyuzivany hlavné
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U popalenin, koznich S§tépd a chronickych ran, jako jsou bércové viedy.
Nanosttibro je soucasti n¢kterych piipravki na 1é€bu popalenin ve form¢ masti.
Dalsi oblasti, ve které se uplatiuji antibakterialni vlastnosti stiibrnych
nanocastic, je vyroba zdravotnickych odévi, napt. chirurgickych rousek a plasti
z tkaniny se stfibrnym vlaknem.*’

Yung Sun Kim et al. (2007) ve své praci popisuje vyzkum antimikrobidlnich
ucinkd nanocastic stiibra na vybrané druhy bakterii, konkrétné Escherichia coli
a Staphylococcus aureus kultivované na Mueller-Hintonové agaru.®® MHA je
standardizované médium, urené pro testovani antimikrobialni citlivosti. Sklada
se piedevsim z kaseinového hydrolyzatu, agaru, peptonu a dalsich slozek.*
Bakterie Escherichia coli se fadi mezi gram-negativni bakterie, ma tyCinkovity
tvar a je soucasti stfevni mikroflory teplokrevnych Zzivocicht (obr. 19). Jeji
vyskyt mimo travici trakt je patogenni a zplsobuje t€zka prijmova onemocnéni
hlavné u malych déti. Dale mohou vzniknout rozsahlé infekce a hnisavé zanéty,
napi. zanét mocovych cest nebo zanét pobfisnice. Staphylococcus aureus
je gram-pozitivni bakterie kulového tvaru (obr. 20), zptsobujici hnisavé infekce,

kterou mohou skoncit az toxickym Sokem (tzv. otrava krve).40

Obr. 19: Escherichia coli Obr. 20: Staphylococcus aureus

Pii uvedeném vyzkumu byly pouZity nanocastice stiibra o velikosti 10—18 nm
ve vodném roztoku o 0.2-33.0 nM koncentraci. Nanocastice byly pfipraveny
redukci roztoku AgNO; borohydridem sodnym. Byla zkoumana minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC), coz je nejmensi koncentrace antimikrobialni latky,

ktera zamezi ristu bakterialnich kolonii. U¢inek nano&astic stiibra proti E. coli
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byl vynikajici, proti S. aureus dobry. Na obr. 21 je vidét zavislost usmrcenych
bakterii na koncentraci nanoc¢astic Ag. Se vzrlstajici koncentraci Ag ucinnost

roztoku stoupa.®

E.Coli 5. aureus
(ATCC 43890) (ATCC 19636)
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Obr. 21: Zavislost usmrcenych bakterii na koncentraci nanocastic Ag

v

Ponékud nizsi ucinnost nanocastic stiibra proti Staphylococcus aureus je ziejmé
zpusobena tim, Ze ve srovnani s gram-negativni Escherichia coli maji gram-
pozitivni bakterie mnohem silngj$i bunécnou sténu, tvofenou peptidoglykany
a kyselinou teichoovou. Tato silna bunéfna sténa chrani bakterie 1épe pied
pronikdnim nanocastic stiibra do cytoplazmy. Bunécnd sténa gram-negativnich
bakterii je oproti tomu tvofena pouze tenkou vrstvou peptidoglykant
a fosfolipidovou membréanou.>® %

Dilezitym faktorem ovlivilujicim antibakteridlni uc¢innost nanocéstic stiibra
je jejich velikost — ¢im men$i nanocastice, tim vétsi ucinek. Srovnani
antimikrobialni aktivity nanocastic stiibra o velikosti 28 a 8 nm je uvedeno
v praci Panacka et al. (2016). Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) proti napf.
E. coli méla u nanocastic o velikosti 28 nm hodnotu 25 pg/ml, zatimco pfi
velikosti 8 nm byla dostacujici koncentrace pouze 6.3 pg/ml. Pfi testovani proti
S. aureus byla hodnota MIC vice nez 50 pg/ml u velikosti 28 nm a pouze 25
ng/ml u velikosti 8 nm. Antibakteralni ucinnost mensich nanocastic stfibra byla
tedy prokazateln& vyssi.*!

Hlavnim cilem vyS$e uvedené prace bylo zkoumani i¢innosti kombinované 1é¢by,

tedy soucCasného podavani antibiotik a nanoCéstic stiibra. Bakterie, které
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postupné ziskavaji rezistenci proti antibiotiklim, jako jsou napt. amoxicillin,
penicillin G nebo gentamicin, se stavaji zavaznym zdravotnickym problémem.
Proti nékterym z téchto bakterii (S. aureus, E. coli nebo A. pleuropneumoniae),
byla pouzita antibiotika v kombinaci s nanocasticemi stiibra o velikosti 28 a 8
nm. Zvyseny ucinek kombinované 1é¢by se projevil proti vétsiné zkoumanych
bakterii, nejlepsi ucinek byl pozorovan u kombinace penicillinu G
s nano&asticemi o velikosti 8 nm proti A. pleuropneumoniae.**

Zesilena tc¢innost antibiotik pouzitych v kombinaci s nanocasticemi stiibra proti
enterobakteriim (E. coli, K. pneumoniae) je popisovana v praci Panacka et al.
(2016). Proti t¢émto kmendm bylo pouzito n¢kolik druhd antibiotik (cefotaxim,
meropenem, gentamicin a dalsi), a to nejprve samostatné, a nasledné v kombinaci
S nanocasticemi stfibra riznych koncentraci. Zatimco samotnd antibiotika byla
proti rezistentnim kmenim velmi malo G¢inn4, spole¢na antimikrobidlni G¢innost
t&chto antibiotik v kombinaci s nano¢asticemi stiibra byla vysoka.*?

Dulezity je také tvar nanoCéstic, nejvyS$i antimikrobidlni aktivitu mayji
nanocastice ve tvaru trojbokého jehlanu. Mechanismus plsobeni sttibra
na bakterie neni zcela pfesné znam. Pfi pouzivani iontového stiibra nebo
nanosttibra dochédzi pravdépodobné k nevratné vazbé téchto ¢astic na bunécnou
membranu bakterie, poptipad€ na jeji DNA, ktera tak ztraci schopnost replikace.
Nanocastice stiibra také ziejmé pusobi jako enzymatické inhibitory, omezuji
nebo zastavuji enzymatické reakce a zptisobuji tak bundnou smrt bakterie.*
Nanocastice stiibra mohou byt vyuzity k pfipravé nanokompozitl, které timto
ziskaji antibakterialni a antifungicidni vlastnosti. Prace Zbotila et al. (2011) se
zabyvala ucinnosti magnetickych nanokompoziti oxidi zeleza (magnetitu
a maghemitu) proti enterobakteriim a kvasinkam. Pti pfipravé byly pouzity
nanocastice stiibra o velikosti 2040 nm. Oba nanokompozity vykazovaly
vysokou uCinnost proti sledovanym mikroorganismim. Diky antimikrobidlni
aktivit¢ a zaroven magnetickym vlastnostem mohou byt tyto nanokompozity
vyuzity v biomedicinskych aplikacich.**

Antibakteridlni vlastnosti nanoCéstic stfibra se vyuZzivaji také pii piiprave
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kompozitd vhodnych K filtraci vody. Keramicky nanokompozit S nanocasticemi
stfibra byl testovan pii filtraci vody znegisténé bakterii E. coli o koncentraci 10
CFU/ml (Yaohui Lv et al., 2009). Prefiltrovana voda byla po uplynuti 24 hodin
testovana a bylo zji§téno usmrceni vSech bakterii.* Rovn&Z nanokompozit
Ag/PDDA-kfemelina ma vysoké antibakterialni a antifungicidni ucinky. Prace
Panacka et al. (2013) popisuje piipravu tohoto nanokompozitu s vysokym
obsahem nanocastic stfibra (46.6 mg Ag/1g kiemeliny) a jeho nasledné testovani
proti bakteriim a kvasinkam. Nanokompozit prokazal vysokou antibakterialni
a antifungicidni u¢innost uz pti velmi nizké koncentraci 0.11 g/l, coz odpovida
koncentraci stiibra 5 mg/l. Diky témto vlastnostem se jevi jako velmi slibny

. ver e y 46
material pro vyuziti pfi Gpravé vody.

3.4. Vyuziti nanocastic stfibra k povrchové antibakterialni apravé

Antibakteridlni povrchova uprava materiali méa velkou budoucnost. Vyuzitim
pfirozenych antimikrobidlnich vlastnosti stfibra v medicinskych oborech
se V soucasnosti zabyvd mnoho vyzkumnych praci. Povrchova tprava stiibrnymi
nanoc¢asticemi by meéla branit Sifeni bakterialnich kolonii a vzniku naslednych
zdravotnich komplikaci. Stfibro je uz nyni soucdsti materialli sterilniho
chirurgického kryti, obvazi, néplasti, operac¢nich rousek, pokryvek hlavy, plastta
a chirurgickych Sicich niti.

Pti vaznych koznich traumatech, napt. hlubokych popaleninach, je riziko vzniku
infekce nadpriimérné. Specialni kryti s obsahem stiibra (napt. Askina, Aquacel,
Atrauman) snizuje riziko sepse na minimum.*’

Casto pouzivanou lékafskou pomiickou jsou katetry. Katetr je jednoducha,
nicméné velmi dilezitd pomicka, ktera slouzi k podavani 1éki, vyplachovani
télnich dutin, drendzovéani nebo vySetfovani vnitinich orgdnt (napft. srdce, plic
nebo mocového méchyte). Katetr je tvofen plastovou hadi¢kou s riznymi
piidavnymi ndstavci, zavadéci nebo jehlami. Podle zpiisobu a oblasti pouziti
rozliSujme napf. cévni, zilni nebo urinalni katetry (obr. 22). Jsou vyrobeny

z polyuretanu, silikonového kauuku, latexu nebo nylonu.*®
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ProtoZe katetry zasahuji pfimo do cév nebo vnitinich organii, je dilezité zabranit

jejich kontaminaci. Uvadi se, Ze katetry jsou pii¢inou vice nez 40 % vSech

nozokomialnich infekci, tedy téch infekci, které vznikaji béhem pobytu pacienta
4
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Obr. 22: Zilni katetr a katetr pro vy3etfeni srdce (vyrobce B. Braun, Némecko)

v nemocnici. Prace Galiana et al. (2013) zkoumala rust bakterialnich kolonii
v drenaznich Katetrech, jednak bez povrchové tpravy a jednak impregnovanych
stiibrnymi nano&asticemi.*® Jednalo se o Kkatetry, které jsou pouzivany
vV mozkomiSni oblasti. Infekce mozkomiSniho moku je pro pacienta zavazné
riziko. Katetry byly ponofeny v tekutiné a po dobu sedmi dni bylo
vyhodnocovano mnozstvi bakterii Staphylococcus Aureus. Bylo zjisténo
snizovani poctu bakterii v roztoku s katetry impregnovanymi nanocasticemi
sttibra a zaroven se neprokazalo Zadné uvoliovani téchto nanoc¢astic do tekutiny.
Dalsi oblasti, u které se zkoumad moznost antibakterialni impregnace povrchu
sttibrnymi nanocasticemi, jsou cévni nahrady. V soucasné dobé jsou vyrdbény
z polytetrafluorethylenu nebo polyesteru impregnovaného albuminem a k ziskani
antiseptickych vlastnosti jsou namaceny v acetatu stfibra.”

Velice slibné jsou pokusy s titanovou slitinou pro kloubni implantaty, jejiz
povrch je pokryt vrstvou stiibra. Pfes veskerou péci se u totalnich endoprotéz
neda zcela vyhnout nasledné infekci, hlavné u pacientd, jejichz ptirozend imunita
je naruSend. V praci Ann-Kathrin Behrendtové et al. (2015) bylo zkoumano
pouziti &isté titanové slitiny a slitiny s povrchem, ktery obsahoval stiibro.>* Bylo
zkoumano jejich pfijeti zivou tkéni a hlavné zvySeny vyskyt leukocytl, ktery
signalizuje existenci infekce a pocinajici zanét. Vyskyt leukocyt byl sledovan
pomoci fluorescenéni mikroskopie, a to postupné po 1 hodin€, 24 hodinéch,

3 dnech a 7 dnech od implantace (obr. 23).
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Obr. 23: Mnozstvi leukocytt na zkoumaném povrchu

Pfi tomto vyzkumu byly pouzity tii skupiny laboratornich mys$i. Prvni skuping
(kontrolni) nebyl proveden Zadny zakrok. Druhé skupiné byl voperovan
neupraveny titanovy implantat a tfeti skupiné implantat z kompozitniho materidlu
TiAlAg. Titanova slitina se stfibrem vykazovala niz§i vyskyt leukocytl, a to
témef na urovni kontrolni skupiny, kde nebyl Zadny zakrok proveden a kde se

tedy moznost infekce nepfedpoklada, coz dokladé antiseptické ucinky stiibra.
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4, Kloubni nahrady

4.1. Stavba kloubu

Kloub je pohyblivé spojeni dvou nebo vice kosti. Je tvoien kloubni dutinou,
kloubnim pouzdrem a kloubnimi plochami. Kloubni plochy jsou tvofeny kloubni
hlavici a kloubni jamkou. Kloubni dutina je vyplnéna tekutinou, kterd se nazyva

synovie a ktera snizuje tieni pti pohybu kloubu (obr. 24).

upon vyzivovy
(ligamentum)

Hyalinni chrupavka

kloubni tekutina

synovialni blanka

vazivové pouzdro

okostice

kost

Obr. 24: Stavba kloubu

Sty¢né plochy kloubu jsou pokryty kloubni chrupavkou, kterd je vyzivovana
synovii a jejimz ucCelem je tlumeni ndrazi vznikajicich pfi pohybu. Pravé

poskozeni chrupavky vede k bolestem a pozd&ji k omezeni pohybu.*

4.2. Artroza klouba

Artrdéza patfi mezi onemocnéni pohybového aparatu a je nejcastcjs$i pri¢inou
bolesti kloubtl. Je to degenerativni proces chrupavky, ktery postihuje asi 10 %
populace. Nejvice se objevuje u velkych nosnych kloubt, tedy kycle a kolene

(obr. 25). Diagndéza se stanovuje na zakladé vySetfeni, pii kterém se zjisti
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hybnost kloubu, bolestivost pohybu, degenerativni zmény, popi. otoky. Pouzivaji
se vSechny dostupné metody véetné CT a NMR.>*>

Artroza se d€li na primdrni a sekundarni. Priméarni artr6za je metabolicka
porucha, v jejimz dusledku dochazi k méknuti chrupavky a vytvafeni trhlin.
Sekundarni artroza je dasledkem pretizeni kloubil pfi vykonu zaméstnani, pii

sportu, v disledku nadvéahy nebo vrozené vady.> >

Zdravy Kloub | | Kloub s artrézou

J &N\

i 2 ‘ ’)-"‘,";’7, =
zdrava (N » 0 . degenerovana
chrupavka \\ /" ﬁ\ /f chrupavka
I ]

Obr. 25: Zdravy a postizeny kloub

Typickym projevem artrézy je bolest pfi zatézi kloubu (pozdéji i bolest bez
jakékoli namahy, napf. v noci), ranni ztuhlost a citlivost na chlad.

Artroza je nejcastéjSim kloubnim onemocnénim. Jeji vyskyt se zvysuje
s pfibyvajicim vé€kem, populace nad 70 let vykazuje zhruba 50% postizeni.
Nejcastéji jsou artrézou postizeny kycelni klouby (koxartréza), kolenni klouby
(gonartroza) a klouby ramene (omartr6za). Pokud uz nezabird bézna 1écba
a pacient je omezen v pohybu natolik, Ze mu to komplikuje kazdodenni zivot, je

posledni moznosti aloplastika — nahrada postizeného kloubu implantatem.>* *°

4.3. Kloubni nahrady

Jako prvni se modernimi endoprotézami kloubli zacal zabyvat sir John Charnley,
britsky ortoped, ktery zil v letech 1911 az 1982. Béhem své véle¢né chirurgické
praxe v Kahife se nejprve vénoval vyvoji vylepSenych protéz, po 2. svétové valce
se zacal soustfedit na nahrady poSkozenych kloubtli, zkoumal spojeni riznych
plastovych a kovovych materiala a jejich snaSenlivost pro lidsky organismus.

V 60. letech 20. stoleti provedl prvni skuteéné UspéSnou operaci kycelniho
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kloubu. Pro hlavici kloubu s diikem byla pouzita chrom-kobalt-molybdenova
slitina a pro kloubni jamku vysokomolekularni polyetylén. Tato kloubni ndhrada
byla pomoci kostniho cementu neboli metylmetakrylatu fixovdna do kostniho
lZka v panvi a stehenni kosti pacienta.”” *®

V Ceské republice (presngji V tehdejsim Ceskoslovensku) se zadaly vyrabét
kloubni ndhrady v byvalé SONP Kladno. V roce 1969 vznikla prvni ceska
nahrada kolenniho kloubu, pozdéji i nahrady kycelnich a ramennich kloubt.

V soucasné dob¢ se pro vyrobu totalnich endoprotéz (TEP) pouziva nékolik typh
kovovych slitin, plastti a keramiky (obr. 26 a 27). Jsou to hlavné titanové slitiny,
kobaltové slitiny, korozivzdorné oceli, korundova biokeramika nebo

ultravysokomolekularni polyethylen UHMWPE.>">®

Obr. 26: TEP, titanovy diik, oxiniova hlavicka Obr. 27: Kloubni jamka z polyethylenu

Podle typu fixace délime implantaty na cementované, bezcementové a hybridni:
e cementovany implantat — ukotven pomoci tzv. kostniho cementu, cozZ je
metylmetakrylat;
e bezcementovy implantdit — ma specidlné upraveny povrch, potazeny
hydroxyapatitem, do kterého pfimo vrista kostni tka;
e hybridni implantdt — spojuje ob& vySe uvedené¢ metody; nejcastéji je

stehenni ¢ast implantatu cementovand a kloubni jamka necementovana.

V soucasnosti se bezcementové implantaty jevi jako vyhodnéjsi, protoze
U pacientd s timto typem kloubni nahrady dochazi méné casto k aseptickému
uvolnéni. Rovnéz je dilezitd mensi destrukce kloubniho okoli pfi tomto typu

operace a predpoklad del§i doby uZivani nahrady.”®
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4.4. Pooperacni komplikace

Jako u kazdého chirurgického zakroku, je také u aloplastiky velmi dilezita
prevence pooperacnich komplikaci, zejména infekce. Sterilita operacniho
a pooperacniho prostiedi je samoziejmosti, riziko pooperacni infekce je vSak

zavislé na mnoha dal$ich faktorech:

e celkovy zdravotni stav pacienta,
e Zivotosprava,;

o diabetes;

o defekt imunity;

e 1¢¢ba kortikoidy;

e alkoholismus.

NejcastéjSim plavodcem pooperacnich infekci u tohoto typu zakroku
je Staphyloccocus aureus, Staphyloccocus epidermidis a dalsi gram-negativni
a gram-pozitivni bakterie.

Infekce se déli podle doby vzniku na tfi typy: ¢asné, mitigované a pozdni:

a) typ | — Casna infekce

Tato infekce vznikd v 1. nebo 2. mésici po operaci, zpusobuji ji velmi virulentni
kmeny bakterii. Je to akutni stav s rychlym, dramatickym priib&hem. Pacient trpi
vysokymi teplotami, postizené misto je oteklé, zarudlé a bolestivé.

b) typ Il — mitigovana (mirna) infekce

Tato infekce je zpisobena malo virulentnimi organismy, které se do téla pacienta
dostanou béhem operace. Ptiznaky se projevi po 6 az 12 mésicich, jde hlavné
0 bolestivost a omezeni pohyblivosti operovaného kloubu.

c) typ Il — pozdni (hematogenni) infekce

Vznikd za né€kolik let po operaci. Pfi¢inou tohoto typu infekce je proniknuti
bakterii do jinak zdravého kloubu ptes krevni obéh pacienta. Dochdzi k omezeni
pohybu, lokalnimu zarudnuti, otokéim. Prib&h je zavisly na typu bakterii.®
Lécba pooperacnich infekei je komplikovana. Antibiotika jsou Casto neefektivni,

vétSinou je tieba vyjmout implantat, vylécit infekci a poté znovu implantovat
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kloubni nédhradu. Tento postup je velmi nakladny (terapie je 4x az 5x drazsi nez
plvodni operace) a pro pacienta velmi bolestivy a obtéZujici. Zamezeni vzniku
infekce by znamenalo nejen finan¢ni Gspory pro medicinska zatizeni, ale hlavné
mensi nebezpec¢i a utrpeni pro pacienty. Vyuzivani materidlii upravenych

r e ., 62
nanocasticemi stfibra je jednou z moznych cest.
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5. Titan a jeho vyuziti

Titan je prvkem IV. B skupiny spole¢né se zinkem, rutherfordiem a hafniem. Je
to bily az Sedy leskly kov podobny oceli, je tvrdy a kiehky (tvrdost 6). Je dobrym
vodi¢em, pfi teplotach bliZicich se absolutni nule se stava supravodic¢em I. typu.
Je vysoce odolny proti korozi ve vodnych roztocich a dobie odolava pusobeni
vetsiny kyselin. Rozpousti se pouze v kyseliné fluorovodikové nebo v zahtaté
kyseliné chlorovodikové. Titan mé vysokou pevnost a zaroven nizkou mérnou
hmotnost (4,5 g/cm®), coz z n&j d&la vyborny konstrukéni material.

Titan ma také vysokou tepelnou odolnost. Ani pti teplotach kolem 500 °C
neztraci pevnost a rovnéz pii teplotich pod bodem mrazu zlstdvaji jeho
mechanické vlastnosti zachovany. Negativni vlastnosti je vSak to, Ze pfi teplotach
nad 500 °C ma vysokou chemickou reaktivitu s vodikem, dusikem a kyslikem,
a rovnéZ jeho pruznost nedosahuje parametri nékterych oceli.®

Titan se pouziva hlavné¢ ve formé slitin v leteckém pramyslu, pfi konstrukci
druzic, raketoplanti a vesmirnych stanic. Diky své odolnosti vii¢i pusobeni
motské vody se vyuziva pii vyrobé soucastek pro lodi a ponorky, déle pti vyrobe
nastroju, jako ochrannd vrstva rtiznych komponent nebo pii vyrobé Sperku
a hodinek. Diky své biokompatibilité se titan vyuziva v 1ékatstvi jako material pfti

vyrob¢ kloubnich nahrad a dentalnich implantatt (obr. 28).
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Obr. 28: Titanové kloubni nahrady a dentalni ndhrada

V piirodé se titan vyskytuje napi. jako TiO, ve tfech modifikacich jako rutil,

brookit a anatas, jako FeTiO; v ilmenitu nebo jako perovskit ve form& CaTiO3.%
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5.1. Slou€eniny titanu a jejich vyuziti

Oxid titanicity TiO, — je nejpouzivanéjsi slouceninou titanu. Je velmi stabilni,
nejedovaty a 1 jinak zdravotn€ nezavadny. Je to bila amfoterni latka, ktera se jako
titanova béloba vyuZziva pi1 vyrobé barev, keramiky, drogistického zboZi,
ve farmacii a v potravinafstvi.

Chlorid titani¢ity TiCl,; — pouziva se jako naplii do dymovnic v pyrotechnice.
Na vzduchu ve spojeni se vzdusnou vlhkosti vytvaii husty bily dym.

Nitrid titanu TiN — patii k nejtvrdSim slou¢eninam, ma tvrdost 9. Pouziva se
k povrchovym tipravam nastroju.

Titan vytvaii slitiny s mnoha prvky, pouze nékteré vSak maji prakticky vyznam.
Slitiny se vétSinou rozd€luji podle typu krystalické mftizky titanu. Titan je
polymorfni kov a mize se vyskytovat jako a-titan s hexagonalni krystalickou

miizkou a B-titan s miizkou kubickou (obr. 29 a 30).
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Obr. 29: Kubicka miizka Obr. 30: Hexagonalni miizka

K prekrystalizaci titanu dochézi pti teplot¢ 882 °C. Pfidanim nékterych prvki,
tzv. a-stabilizatort, dochazi ke zvySeni transformacni teploty a tim k rozSiteni
oblasti a, jednd se napf. o hlinik, dusik nebo uhlik. K t€émto slitindm patii napft.
TiAISn2,5 nebo TiAl2Mo4Sn11. Naopak vanad, niob a molybden rozsifuji oblast
B a pusobi jako B-stabilizatory. Ke slitindm typu P patii TiV13Crl11Al3 nebo
TiM011Zr6Sn5.% ®

Ttetim typem titanovych slitin jsou dvoufazové o+f slitiny, které obsahuji titan

typu a i titan typu B. Vlastnosti téchto slitin jsou zavislé na poméru jednotlivych
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fazi. VSechny tyto slitiny obsahuji hlinik, ktery stabilizuje alfa fazi, a pak dalsi
prvky, které stabilizuji fazi beta, zejména vanad, molybden, zelezo nebo mangan.
Nejpouzivanéjsi slitinou titanu je TiAl6V4. Patii k dvoufazovym slitinam.
V tabulce 3 je uvedeno chemické sloZeni této slitiny podle normy AMS

(Aerospace Material Specifications).®®

Tab. 3: Chemické slozeni slitiny TiAl6V4 dle AMS
Prvek Al V Fe @] C N H Y Ti
% 550-6,75 | 3,50-4,50 | 0,30 | 0,20 | 0,08 | 0,05 | 0,015 | 0,005 | zbytek

Plvodné byla vyvinuta pro letecky primysl, od 70. let 20. stoleti se vyuziva

I v ortopedii a stomatologii jako material pro vyrobu implantata.

5.2. Biokompatibilita titanu

Pokud je néjaky materidl pfijat Zivou tkéni bez odmitavé reakce, hovoiime
0 biokompatibilnim materidlu. Pfi vyrobé jakychkoliv implantatt je kromé jejich
pevnosti a korozni odolnosti dilezité pravé to, aby nevyvolaly negativni reakci
Vv téle pacienta. Mohlo by dochdzet k zanétlivym reakcim, otokiim a dokonce
k alergickym reakcim, které mohou nasledné ohrozit pacientiv zivot.

Titan a jeho slitiny se vyznacuji vybornymi mechanickymi vlastnostmi a zaroven
vysokou biokompatibilitou. Ptfi implantovani titanovych nahrad pfichazi
povrchovy materidl do styku s kosti, okolni tkani i t€lnimi tekutinami. Proto je
dalezité, aby riziko odmitavé reakce organismu bylo co nejmens$i. Pfi styku
s okolnim ovzdus$im vytvaii titanova slitina na povrchu vrstvu TiO,, v priméru
10 nm silnou. Pravé tato vrstva je v pfimém kontaktu s télesnou tkani a jeji
vysoké4 kompatibilita je hlavnim ditvodem dobrého piijeti implantatd.®” %

Za urcitou dobu od provedeni operace dochazi ke spojeni kosti a implantatu, kost
se formuje piimo na jeho povrchu. Tento jev se nazyva kontaktni osteogeneze
nebo osteointegrace a je velmi dulezity pro hojeni a moznost postupného

zatézovani operované¢ho mista.
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Osteointegraci lze  urychlit povrchovou Upravou implantatu, napf.
nanostrukturovanim titanu a jeho slitin metodou anodické oxidace (obr. 31).
V disledku pasivace titanu a leptani povrchu fluoridovymi anionty dochdzi
K ristu nanotrubicek, které zvysuji bioaktivitu povrchu. Vyrazny nartst povrchu

umoziiuje adsorpci vétsiho mnozstvi antibiotik, proteint, hormonti apod.*

View field: 2.89 pm 5
SEM MAG: 50.0 kx  Date{midiy) 110512

Obr. 31: Nanostrukturovany titan

Nanotrubicky na povrchu implantatu zaroven stimuluji riist hydroxyapatitu, ktery
je pro uspésnou osteointegraci nezbytny. Poprvé byly tyto nanotrubicky popsany

v roce 1991 V. Zwillingem.

5.3. Titanové slitiny upravené nanocasticemi stiibra

Titanové slitiny jsou V soucasnosti nejpouzivanéj§im materialem pro vyrobu
medicinskych implantatd pouZivanych v ortopedii, stomatologii a dalSich
oborech. Jedna se hlavné o ndhrady kloubti, zubl a cév, poptipad¢ jejich casti.
V piipad¢ cév jde spiSe o vytvoreni titanové kostry, kterd je ndsledné pokryta
polymerem. Materidly na bazi titanu jsou vyuzivany hlavné pro své vyborné
mechanické a fyzikalné-chemické vlastnosti (odolnost proti korozi, odolnost
proti otéru, dobrd tvarovatelnost, vysokd pevnost, nizka hmotnost). Nemén¢
dilezitou vlastnosti je biokompatibilita, diky které jsou implantaty zpravidla
prijaty okolnimi tkdnémi bez problémi. "

Pfi vhojovani implantitu do téla pacienta je dulezité zamezit infekci

anaslednému vzniku bakterialnich kolonii na rozhrani slitina-tkan. Pouziti

42



antibiotik neni vZzdy uinné a navic je stdle vice bakteridlnich kment, které si
na bézna antibiotika vypéestovaly rezistenci. Velkd pozornost je proto vénovana
povrchové upravé materidlil, kterd by zajistila co nejvétsi antisepticky ucinek.
Pro zlepSeni téchto vlastnosti a zajiSténi maximdalniho ucinku se pouziva
nanostrukturovani povrchu a nésledna impregnace nano&asticemi stifbra.®®

Prace Zhaojun Jia et al. (2014) popisuje titanovou slitinu Ti6AI4V se specialné
upravenym povrchem pomoci technik EBM (taveni elektronovym paprskem)
aMAO (micro-arc oxidation).”> Povrch byl nasledn& pokryt nanocasticemi
sttibra. Povrch takto upravené titanové slitiny vykazoval vysokou porovitost. Byl
tvofen Sestithelnikovymi strukturami, které byly vyplnény nanocasticemi stiibra
o praimérné velikosti 50 nm (obr. 32). Byla testovana snasenlivost vzorku slitiny

S kostnimi bunkami. Specidln€ upraveny povrch vykazoval nadprimérnou

pfilnavost a vysokou bunécnou kompatibilitu.

Obr. 32: Povrch upravené titanové litiny Ti6Al4V s nano¢asticemi stiibra

Prace K. Jurczyka et al. (2015) se zabyvala studiem antimikrobialni aktivity
mikrostrukturovaného titanu v porovnani s nanokompozitem Ti-45S5 bioglass
astejnym nanokompozitem s povrchem upravenym nanocasticemi stiibra
Ti-45S5 bioglass-Ag.”® Vsechny tii vzorky byly testovany proti bakteriim
Streptococcus mutans a Staphylococcus aureus. Byly pouzity kultury bakterii
s koncentraci 10° CFU/ml u kmene S. mutans a 10° CFU/ml u kmene S. aureus.
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U nanokompozitu Ti-45S5 bioglass-Ag byla zjisténa nejvétsi antimikrobialni
aktivita proti obéma zkoumanym kmentim bakterii v porovnani s materialy, které

nanocastice stiibra neobsahuji (obr. 33).
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Obr. 33: Antibakterialni aktivita povrchu (A — mikrostrukturovany titan, B — kompozit Ti-45S5 bioglass,
C — kompozit Ti-45S5 bioglass-AQg)

Vliv koncentrace stfibrnych nanoc¢astic na povrchové vlastnosti titanu popisuje
prace Ki Ryong Shin et al. (2015). Na titanové vzorky byla pomoci plazmatické
elektrolytické oxidace (PEO) v elektrolytickém roztoku KOH a K4P,0;
S riznymi koncentracemi stfibrnych nanocastic nanesena vrstva oxidu. Byly
pouzity koncentrace nanocastic 0.0, 0.1, 0.3 a 0.5 g/litr. Pfitomnost stiibrnych
nanocastic v povrchové vrstvé byla ovéfena pomoci SEM. Poté byla zkouména
antimikrobidlni aktivita takto vytvofenych povrchovych vrstev proti bakterii
Escherichia coli s koncentraci 10° CFU/ml. Zaroveii byla zkouména schopnost
sristani této povrchové vrstvy s kostnimi bufikami. Po vyhodnoceni vysledki
bylo zjisténo, Ze vSechny tfi pouzité koncentrace nanoc¢astic Ag byly dostacujici
Kk vytvoreni vrstvy s tak vysokymi antimikrobidlnimi U¢inky, ze byly usmrceny
vSechny bakterie inkubované v roztoku. Dale bylo zjisténo, ze vrstva, ktera
vznikla za pouziti koncentrace nanocastic stiibra 0.1 g/l méla lepsi vlastnosti
z hlediska biokompatibility a osteointegrace nez vrstvy s koncentracemi 0.3 a 0.5
g/l, protoze vykazovala stejnou povrchovou strukturu jako pivodni neupraveny
materidl, kdezto pifi pouziti vySSich koncentraci stiibrnych nanocastic doslo

, !
K povrchovym zménam.
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Povrchovou tpravou nanotrubicek TiO, nanoc¢asticemi stiibra se zabyva prace
Soo-Hyuk Uhm et al. (2013). Nanotrubicky byly pfipraveny pomoci plazmatické
elektrolytické oxidace (PEO) a nasledné¢ byl jejich povrch pokryt nano¢éasticemi
stiibra metodou magnetronového naprasovani. Povrch nanotrubicek byl
charakterizovan pomoci SEM a analyzovan pomoci XPS (rentgenova
fotoelektronova spektroskopie). Nasledné byla testovana antimikrobialni aktivita
vzorku proti bakteriim Staphylococcus aureus s koncentraci 10° CFU/mI. Po
sedmi dnech bylo zjisténo usmrceni vSech inkubovanych bakterii a tedy vysoka
antibakterialni u¢innost vzorku.”

Antimikrobialni vlastnosti nanoc¢astic typu core-shell byly pfedmétem vyzkumu
Abubakera H. H. et al. (2015). Pomoci laserové ablace kompozitu TiO,@Ag
Vv deionizované vodé a nasledném rozkladu ultrazvukem byly pfipraveny Castice
s novou strukturou, tedy s titanovym jadrem a stiibrnou slupkou. Piedchazejici
vyzkumy se vénovaly core-shell strukturam s jadrem tvofenym Ag a slupkou
z TiO,. Nasledné byl zkouman antibakterialni G¢inek takto pfipravenych core-
shell nanocastic proti Escherichia coli. Pro srovnani byly zkoumany ucinky
nanocastic TiO,@Ag bez core-shell tpravy. Antibakterialni aktivita u core-shell
¢astic byla vySsi nez u nanocastic, které nebyly ultrazvukem upraveny. Diivodem
je pravé core-shell struktura, protoze povrch castic je tvofen vyhradné
nanod&asticemi stiibra, které piimo prichazeji do styku s bakteriemi.”

Vyzkum upravy titanovych slitin pomoci nanocastic stiibra prokazuje vynikajici
antimikrobidlni u¢inky takto upravenych povrchil proti vysoce infekénim druhiim
bakterii jako je Escherichia coli nebo Staphylococcus aureus a ptedpoklada

jejich Siroké medicinské vyuziti.
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6. Chemikalie

Pro ptipravu koloidni disperze nanocastic stiibra byl pouzit dusi¢nan stiibrny
AgNO; (p.a., 99.8%, Penta), amoniak NH; (p.a., 28-30%, Sigma-Aldrich),
redukujici sacharidy monohydrat D(+)-maltézy C;,H,,04; - H,O (p.a., Sigma-
Aldrich) a glukéza CgH1,0g (p.a., Lach-Ner), a hydroxid sodny NaOH
mikroperly (p.a., 99.7%, Lach-Ner).

K aktivaci sklenénych substrati byl pouzit chlorid cinaty SnCl, (p.a., Lach-Ner)
a k jejich odmasténi uhli¢itan draselny K,COj3 bezvody (p.a., 99%. Lach-Ner).
Roztok poly(diallyldimethylammonium) chloridu PDDA (p.a., 20%, Sigma-
Aldrich) byl pouZit jako mezivrstva k modifikaci sklenéného substratu.

Pro ¢iSténi substratd vyuZzivanych pro metodu layer by layer byl pouZit piranha
roztok, tedy smés kyseliny sirové H,SO, (p.a., 96%, Lach-Ner) a peroxidu
vodiku H,0, (p.a., 30%, Penta) v poméru 3:1.
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7. Pristrojové vybaveni

Velikost a distribuce pfipravenych nanocastic stiibra byla méfena metodou DLS
(dynamicky rozptyl svétla) na ptistroji NanoBrook 90Plus Particle Size Analyzer
(Brookhaven Instruments Corp., USA). UV/VIS spektra koloidnich roztokt
nanocastic stiibra byla méfena pomoci UV-VIS spektrofotometru Specord S 600
(Analytik Jena, Germany). Struktura povrchu pfipravenych vzorki byla
charakterizovana skenovacim elektronovym mikroskopem (SEM) Hitachi
SU6600 (Hitachi, Japan). Koncentrace stfibra na povrchu vzorkt byla stanovena
atomovym absorpénim spektrometrem (AAS) ContrAA 300 (Analytik Jena,
Germany). Sonochemicka redukce byla provedena pomoci sonikatoru Q700
(QSonica LLC, USA).

Obr. 34: SEM Hitachi SU6600 Obr. 35: sonikator Q700
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8. Priprava nanodastic stfibra a jejich aplikace na povrch titanu

8.1. Prima redukce

Vrstvy nanocastic stfibra byly pfipraveny modifikovanym Tollensovym
procesem, ktery spociva v redukci amoniakalniho komplexu redukujicim
sacharidem. Postup byl optimalizovan zvolenim nejvhodnéjsich koncentraci
reaktantli, aby bylo dosazeno co nejlepsiho vysledku pfi tvorbé vrstev nanocastic
na povrchu substratu. Nejprve byl pfipraven roztok A, coz byla smés 15 ml 0.1M
AgNO; a 10 ml 0.5M NHj. Redukce roztoku A byla inicializovana piidanim
roztoku B, coz byla smés 5ml 1.1M redukujiciho sacharidu, 10 ml 1M NaOH
a 10 ml H,0. Redukujicim sacharidem byla bud’ maltéza nebo glukéza. Reakce
probihala pii teploté¢ 22 °C a pH = 12.0, tedy v zasaditém prostiedi. Reak¢ni
systtm byl po celou dobu reakce (5 minut) michdn pomoci magnetické
michacky. Déle byla vyzkousena polovi¢ni koncentrace (0.05M AgNO3, 0.25M
NHs;, 0.55M sacharid, 0.5M NaOH) a ¢tvrtinova koncentrace oproti ptivodni
(0.025M AgNOg, 0.125M NHs, 0.275M sacharid, 0.25M NaOH). Jako substrat
byla nejprve pouZzita mikroskopicka sklicka (obr. 36) a po optimalizaci postupu
byly jako findlni substraty pouZity titanové disky o priméru 15 mm, vyrobené ze
slitiny TiAI6V4 (obr. 37), které byly dodany z ortopedické kliniky LF UP
Olomouc. Tyto dva druhy substratu byly pouzity ve vSech metodach ptipravy.
Béhem experimenti byla sklicka vloZzena do kadinky a opfena o jeji sténu.

Titanové disky byly do reakéni kadinky zavéSeny.

Obr. 36: Mikroskopické skli¢ko Obr. 37: Titanovy disk
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V ramci optimalizace metody pifimé redukce nanocastic stiibra na zvoleném
substratu byly rovnéz provedeny tfi rtizné upravy povrchu substratu. Upravy
povrchu byly provadény jednak z divodu odmasténi substratu pomoci saponatu
aroztoku K,COs, a rovnéz zdivodu aktivace (tvorba redukcnich center)
substratu pomoci roztoku SnCl,. Prvni skupina substratli byla pied aplikaci pouze
pie¢isténa saponatem, oplachnuta destilovanou vodou a nasledné vlozena do
reak¢ni kadinky k ptripravé vrstvy nanocastic stiibra. Reakce probihala v plastové
kadince namisto sklenéné, aby se zamezilo navazovani nanocastic stfibra na
sklenéném povrchu. Druha skupina substratii byla po piecisténi v saponatu
a oplachnuti v destilované vod¢ vlozena do 1% [w/w] aktiva¢niho roztoku SnCl.,.
Po aktivaci a oplachnuti destilovanou vodou byly substraty vlozeny do reakéni
kadinky k pfipravé vrstvy nanocastic stiibra: Treti skupina substrati byla po
preciSténi v saponatu a oplachnuti v destilované vod¢ vloZena do vrouciho
nasycené¢ho roztoku K,COjs. Po oplachnuti destilovanou vodou byly substraty
vlozeny do 1% [w/w] roztoku SnCl, a po opétovném oplachnuti do reakcni

kadinky k ptipravé vrstvy nanocastic stiibra.

8.2. Sonochemicka redukce

Vrstvy nanocéstic stfibra byly opét pfipraveny modifikovanym Tollensovym
procesem, vV tomto ptipad€ navic za vyuziti sonikatoru. Postup byl optimalizovan
zvolenim nejvhodnéjSich koncentraci reaktantl. Po smichani 1 ml 0.5M AgNOs,
22.7 ml H,O, 1 ml 0.5M redukujiciho sacharidu byla zahajena sonikace se
soucasnym piiddnim 0.3 ml 0.2M NHj. Redukujicim sacharidem byla bud’
maltéza nebo glukédza. Frekvence ultrazvuku byla nastavena na hodnotu 20 kHz
a intenzita na 200 W, doba sonikace byla 5 minut. Substraty byly pted aplikaci
precistény saponatem, oplachnuty destilovanou vodou a vlozeny do reak¢ni
kadinky k pfipravé vrstvy nanocastic stiibra. Sklicka byla po vlozeni opfena

0 sténu reakcni kadinky. Titanové disky byly do kadinky zavéSeny.
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Pii této metod¢ se skla ani titanové disky nijak neaktivovaly. Nasledné¢ byla
vyzkousena polovi¢ni (0.25M AgNO3, 0.25M sacharid a 0.1M NHy) a ¢tvrtinova
koncentrace (0.125M AgNOs, 0.125M sacharid a 0.05M NHy).

8.3. Layer by layer

Vrstvy nanocastic stiibra byly rovnéz piipraveny za vyuziti modifikovaného
Tollensova procesu. Metoda layer by layer spodiva v opakovaném nanaseni
vrstev latek s opaénym nabojem, tedy polymeru a koloidni disperze nanocastic
stiibra. Bylo pfipraveno 500 ml koloidni disperze smichanim 100 ml 0.005M
AgNOs3, 25 ml 0.1M NHg;, 255 ml H,0O, 20 ml 0.29M NaOH a 100 ml 0.05M
sacharidu. Redukujicim sacharidem byla Vtomto pfipadé¢ maltéza. Reakce
probihala pfi teploté¢ 22 °C. Jako substrat byla opét pouzita mikroskopicka
sklicka a titanové disky (slitina TiAl6V4). Substraty byly pied aplikaci
precistovany dvéma zpiisoby. V prvnim ptipad¢ byly substraty omyty saponatem
a po oplachnuti destilovanou vodou byly jesté ociStény 15 minut piranha
roztokem. V druhém piipad¢é byly substraty ocistény pouze samotnym piranha
roztokem. Po oplachnuti destilovanou vodou byly takto ptecisténé substraty
vloZeny do 0.5% roztoku PDDA na dobu 120 minut a po dal§im oplachnuti
destilovanou vodou do piipravené koloidni disperze nanocastic Ag rovnéZ na
dobu 120 minut. Timto postupem byly pfipraveny substraty s jednou vrstvou
nanocastic. Opakovanim téchto krokid byly nasledné pfipraveny substraty

se dvéma a tfemi vrstvami.

8.4. Stanoveni antibakterialni aktivity

Antibakteridlni G¢innost nanocdastic stiibra na povrchu substratu byla testovana
proti bakterialnim kmentm Escherichia coli CCM 3954 a Staphylococcus aureus
CCM 3953. Testovani probehlo podle normy ISO 22196 - Measurement
of antibacterial activity on plastics and other non-porous surfaces (obr. 38).
Testovani proti Escherichia coli a proti Staphyloccocus aureus bylo provedeno

uvSech vzorkli (metoda piimé redukce s glukézou 1 maltézou, metoda
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sonochemické redukce s glukézou i maltézou, metoda layer by layer s maltozou).
Vzorky byly nejprve sterilizovany v autoklavu a poté inokulovany bakterialni
suspenzi nafedénou fyziologickym roztokem. Inkubace probihala pii teploté
35 °C po dobu 24 hodin. Poté byl odeéten pocet CFU (colony forming unit)
a prepocten na CFU/cm?. CFU se pouziva pro vyjadieni po¢tu mikroorganismi

ve vzorcich, oznacuje pocet jednotek tvoticich bakteridlni kolonie.
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Obr. 38: Schéma testovani antibakterialni aktivity dle normy ISO 22196
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9. Vysledky a diskuze

9.1. Vliv koncentraci reaktantu na vznik vrstev

U metody pifimé redukce byly pivodni koncentrace 0.1M AgNO;, 0.5M NH;,
1.1M redukujici sacharid a 1M NaOH. Obsah stfibra ve vysledném roztoku byl
vSak pfili§ vysoky (obr. 39) a po redukci dochazelo k agregaci nanocastic stiibra,
proto byly upraveny koncentrace jednotlivych slozek na polovinu (0.05M
AgNO;, 0.25M NH;, 0.55M sacharid, 0.5M NaOH) a nasledné na Ctvrtinu
(0,025M AgNOs;, 0.125M NHs;, 0.275M sacharid, 0.25M NaOH). Ctvrtinové
koncentrace vSak byly vyhodnoceny jako nevyhovujici, jelikoz vrstva stfibra na
substratu nebyla dostatecné hustda a homogenni (obr. 40). V dalsich
experimentech pro Upravu titanovych diski byly pouzivany koncentrace
polovi¢ni, jelikoz pii téchto koncentracich dochéazelo ke tvorbé homogenni
vrstvy nanocastic stiibra na substratech, aniz by dochazelo k agregaci nanocastic

stiibra na povrchu substratu ¢i v disperzi (obr. 41).

Obr. 39: Mikroskopické skli¢ko s vrstvou stiibra, piivodni koncentrace
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Obr. 40: Mikroskopicka sklicka s vrstvou sttibra, ¢tvrtinova koncentrace

Obr. 41: Mikroskopicka skli¢ka s vrstvou stiibra, poloviéni koncentrace

Pti sonochemické redukci byly pavodni koncentrace 0.5M AgNOs;, 0.5M
sacharidu a 0.2M NHjs. Obsah stfibra ve vysledném roztoku byl pfili§ vysoky
a dochazelo Kk agregaci nanocastic stiibra (obr. 42). Proto byly upraveny
koncentrace jednotlivych reakcnich slozek na polovinu (0.25M AgNOs, 0.25M
sacharid a 0.1IM NH;) anasledné¢ na &tvrtinu oproti puvodni koncentraci.
Ctvrtinové koncentrace (0.125M AgNOs, 0.125M sacharid a 0.05M NHj3) vsak
Jiz byly pftili§ nizké a na substratech se nevytvofila dostate¢na vrstva nanocastic
stiibra (obr. 43). Proto se pfi vSech zbylych experimentech pouzivala poloviéni
koncentrace, tedy 0.25M AgNO;, 0.25M sacharid a 0.1M NHs. Pfi redukci
dochazelo k tvorbé souvislé a homogenni vrstvy nanocastic Ag na substratech,

aniz by dochazelo k agregaci nanocastic stfibra na povrchu substratu ¢i v disperzi
(obr. 44 a 45).
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Obr. 44: Mikroskopicka skli¢ka s vrstvou stiibra, polovi¢ni koncentrace, glukoza
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Obr. 45: Mikroskopicka skli¢ka s vrstvou sttibra, polovi¢ni koncentrace, maltéza

Metoda layer by layer jiz byla ovéfend, nebylo potieba ji optimalizovat. Proto
byly u této metody pouzity pouze jedny koncentrace a jako redukujici sacharid
byla pouzita pouze maltéza. Po jedné aplikaci se na substratu nevytvofila
dostate¢nd a homogenni vrstva nanocastic. Substraty po druhé a tfeti aplikaci jiz
mély na svém povrchu dostateCnou vrstvu (obr. 46). Pro podrobnéjsi vyzkum

byly proto vybrany substraty se tfemi vrstvami, u kterych se daly predpokladat
nejlepsi vysledky.

Obr. 46: Mikroskopicka skli¢ka s vrstvami sttibra (1,2,3 — 1 vrstva, 4,5,6 — 2 vrstvy, 7,8,9 — 3 vrstvy)
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9.2. Vliv ¢isténi a aktivace substratu na vznik vrstev

Cisténi a aktivace substratu se optimalizovaly ptredevi§im u metody piimé
redukce. Pro spolehlivou pfipravu vrstvy je nutné pouzivat substrat dokonale
o¢istény od mechanickych necistot a dokonale odmastény. Byly provedeny dva
rizné typy C€iSténi a odmasténi povrchu substratu, a to ¢iSténi a odmasténi pouze
saponatem, a ¢isténi a odmasténi saponatem a nésledné uhli¢itanem draselnym.
Pouziti K,CO3 se vSak na kvalité tvorby vrstvy nanocastic Ag nijak neprojevilo,
vysledky se nijak neliSily a byly srovnatelné s vysledky substrati odmasténych
pouze saponatem. Tento krok tak byl oznafen za nadbytecny a u dalSich
experimenti byl proto pro Cisténi a odmasténi pouZivan pouze saponat. Pro
aktivaci substrati podporujici redukci stfibra spocivajici v tvorb& zarodecnych
center se pouzival 1% [w/w] roztok chloridu cinatého SnCl, . Po aplikaci tohoto
roztoku byla vznikla vrstva nanocastic stfibra vyrazn¢ hustsi (obr. 47).
Nanocastice stiibra se diky aktivaci pomoci SnCl; na substrat vazaly 1épe nez na
substraty bez jeho pouZiti. Vznikld vrstva byla hust&jsi a homogenné;si, proto

byla tato aktivace ve vSech zbylych experimentech nadéale vyuZzivéna.

EIA JE XY FT -

£ 4

Obr. 47: Mikroskopicka skli¢ka s riznym postupem ¢isténi a aktivace (vlevo pouze saponat, uprostied

saponat a SnCl,, vpravo saponat, K,CO3 a SnCl,)
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U sonochemické redukce se Zadnd aktivace mikroskopickych sklicek
a titanovych diskli neprovadéla. Vychazelo se z vysledkii ¢isténi skla ziskanych
v ramci metody piimé redukce. Pouziti ultrazvuku zpusobilo vibrace Castic
koloidni disperze a vznik jevu zvaného akusticka kavitace. Kmity plynovych
kavita¢nich mikrobublin zvysily rychlost pohybujicich se nanocastic. Pii kolapsu
bublin byly nanocastice stiibra pieneseny velkou rychlosti na povrch substratu.

Metoda layer by layer jiz byla optimalizovana a zadna dalSi aktivace kromé
aplikace PDDA se u této metody nepouzivala. Co se tyka CiSténi substratl, zde
byly vyzkouseny dva postupy. Cisténi piranha roztokem, a &isténi saponatem
anasledn¢ piranha roztokem. Vysledky téchto dvou ciSténi byly totozné a to
Z diivodu, Ze piranha roztok je velmi silné¢ a G¢inné oxidacni ¢inidlo, a tak je
jakékoliv ptredchézejici Cisténi zbytecné. Proto byly substraty pro zbyvajici
experimenty u této metody Cistény pouze v pirahna roztoku, tedy smési kyseliny

siroveé a peroxidu vodiku.

9.3. Charakterizace pripravenych vrstev

Po optimalizaci tvorby vrstvy nanocastic stiibra na mikroskopickych skli¢kach
ajeji charakterizaci bylo pfikroceno kupravé titanovych diskil vrstvou
nanocastic stiibra a k jeji charakterizaci.

Charakterizace povrchu titanovych diskii pomoci SEM byla provedena u vsech
pouzitych metod a obou redukujicich sacharidi. Na obrazku 48 je zobrazen
povrch titanového disku s vrstvou nanocastic stfibra navazanou pomoci metody
ptimé redukce za pouziti glukdzy jako redukujiciho sacharidu. Na obrazku 49 je
vrstva ziskana stejnou metodou za pouziti maltézy. Ze snimkd povrchu
titanovych diskt je patrné, Ze se vrstva nanocastic stfibra vytvoftila v dostate¢ném
mnozstvi na celém povrchu substratu. Metodou pfimé redukce se na titanu
vytvorila vrstva nanocastic stiibra, jejichz velikost se pohybovala mezi 20 a 60
nanometry. I kdyZ i s pouzitim maltézy jako redukujiciho sacharidu se na
substratu vytvofila dostateCna vrstva, ve srovnani s pouzitim glukozy je tato

vrstva a koncentrace stfibra mmohem nizsi.
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Tato metoda miize byt vyhodnocena jako vhodna pro depozici stiibrnych
nanocastic na povrch titanu. NejlepSich vysledkti bylo dosazeno pii pouziti

glukozy jako redukujici latky.

G8-01 5.0kV 5.9mm x70

Obr. 48: SEM snimky vrstvy nanocastic Ag piipravenych pfimou redukei s glukézou
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M8-01 5.0kV 6.0mm x70 M8-05 5.0kV 6.1mm x18.0k 3.00um

M8-03 5.0kV 6.0mm x18.0k

Obr. 49: SEM snimky vrstvy nanoéastic Ag pfipravenych pfimou redukcei s maltdézou

Na obrazku 50 je zobrazen povrch titanového disku s vrstvou nanocastic stiibra
navazanou pomoci metody sonochemické redukce za pouziti glukozy jako
redukujiciho sacharidu. Na obrazku 51 je vrstva ziskand stejnou metodou
za pouziti maltézy. Metodou sonochemické redukce se na titanu vytvofila vrstva
nanocastic stiibra, které mély velikost mezi 20 a 80 nm. S pouzitim glukézy jako
redukujiciho sacharidu se na povrch titanu navaze nékolikanasobné vyssi
mnozstvi stfibra nez pii pouziti maltozy.

Pfi chemické redukci za vyuziti sonikace se na povrchu titanovych diskl
vytvotila nejhomogennéj$i vrstva nanocastic stiibra ze vSech testovanych metod.
Vrstva byla po celém povrchu substratu ve vysoké koncentraci. Tato metoda
muze byt vyhodnocena jako nejidedInéjsi pro depozici stiibrnych nanocastic na

povrch titanového substratu.
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GLU-01 5.0kV 6.2mm x400

Obr. 50: SEM snimky vrstvy nano¢astic Ag piipravenych sonochemickou redukci s glukdzou
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MALT-01 5.0kV 6.3mm x400 100um

O e e

1.00um

Obr. 51: SEM snimky vrstvy nano¢astic Ag piipravenych sonochemickou redukci s maltézou

Na obrazku 52 je zobrazen povrch titanovych diskl s vrstvou nanocastic stiibra
navazanou pomoci metody layer by layer. Ze snimkl je mozné vypozorovat, Ze
metodou layer by layer nebyla na povrch titanovych diskli navazana dostatecna
vrstva nanocastic stiibra. Imobilizaci pomoci polymeru byly na povrch substratu
navazany nanocastice o velikosti 28 nm. Tato metoda byla testovdna s maltézou
jako redukujicim sacharidem. JelikoZ se na povrchu titanu nevytvofila souvisla

vrstva nanocastic stiibra, je nutné tuto metodu vyhodnotit jako méné vhodnou.
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9mm x6.00k 5.00um [ P8-02 5.0kV 5.9mm x35.0k

P8-08 5.0KV 5.9mm x130k 400nm | P8-06 5.0kv 5.9mm x200k

Obr. 52: SEM snimky vrstvy nano¢astic Ag pfipravenych metodou layer by layer

63



Srovnani metod:

I
3.00um

Obr. 54: Vrstvy Ag ptipravené sonochemickou redukci s glukézou (vlevo) a maltdézou (vpravo)

P8-08 5.0kV 5.9mm x130k 400nm

Obr. 55: Vrstva Ag pfipravena metodou layer by layer s maltézou

Pfiprava vrstev nanocastic stiibra na povrch substratu byla provedena tfemi
riznymi metodami. Metodou pfimé redukce, sonochemické redukce a metodou
layer by layer (obr. 53-55). Pomoci piimé a sonochemické redukce byly

piipraveny homogenni vrstvy po celém povrchu substratu. Stiibro se na povrch
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titanu navazalo v dostate€ném mnoZstvi. LepSich vysledkli bylo dosazeno pfi
pouziti glukézy jako redukujiciho sacharidu. Metodou layer by layer nebyly
nanocastice stiibra navazany po celém povrchu substratu. Nejvhodné;jsi metodou
pro depozici nanocastic tak byla vyhodnocena sonochemickd redukce a nasledné

redukce pfima. Nejmén¢ vhodnou metodou naopak metoda layer by layer.

V ramci charakterizace vrstev nanocastic stfibra byla také provedena prvkova

analyza pomoci energiové disperzniho analyzatoru (obr. 56—60).

Full scale counts: 521 Base(3)_pt1

Base(2)

Ag "
500 - K
400 -
300 -

200

Al 250 nm
A Ti
wod "% \

Obr. 56: EDAX spektrum — pfima redukce, gluk6za

Full scale counts: 257 Base(2)_pt1
Base(2)
250

200

150

Obr. 57: EDAX spektrum — pfima redukce, maltdza
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Obr. 58: EDAX spektrum — sonochemicka redukce, glukdza
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Obr. 59: EDAX spektrum — sonochemicka redukce, maltdza
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Obr. 60: EDAX spektrum — layer by layer
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Piky ve spektrech odpovidaly jednotlivym prvkim a jejich vyska odpovidala
koncentraci daného prvku ve vzorku. Z jednotlivych spekter byl patrny vyskyt
titanu, hliniku a stéibra. Titan a hlinik byly sou¢asti materialu, ze kterého byl
vyroben substrat. Nejvétsi mnozstvi stfibra vykazovala vrstva piipravena
metodou sonochemické redukce s pouzitim glukoézy (obr. 58). Naopak nejmensi

mnozstvi stiibra je patrné u vrstvy pripravené metodou layer by layer (obr. 60).

Nasledné byly porovnany velikosti nanocastic stiibra pfipravenych pomoci
jednotlivych metod. JelikoZ se u metody layer by layer pouzivala nizka
koncentrace stibra (0.005M AgNO3;), byl vytvofeny systém monodisperzni. U
metod pfimé a sonochemické redukce byla koncentrace stiibra n¢kolikandsobné
vyssi (0.05M a 0.25M AgNOg), proto nebyl pripraveny koloidni roztok zcela
monodisperzni. U téchto metod se navic pouZzivaly dvé rtizné redukujici latky,
aproto se velikost nanocastic pohybovala v rozmezi desitek nanometrli, viz

tabulka 4.

Tab. 4: Velikost ¢astic stfibra ve vrstvé u jednotlivych metod

Metoda Velikost ¢astic (nm)
Ptimé redukce 20 -60
Sonochemicka redukce 20-80
Layer by layer 28

Dale byly porovnany velikosti pfipravenych nanocastic v zavislosti na pouZzitém
redukujicim sacharidu. JelikoZ piipravené systémy nebyly zcela monodisperzni,
pro porovnani se vybrala velikost téch ¢astic, které se v systému vyskytovaly

nejcéastéji, viz tabulka 5.
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Tab. 5: Velikost ¢astic u jednotlivych metod v zavislosti na sacharidu

Metoda, pouzity sacharid Velikost ¢astic (nm)
Piimé redukce, glukoza 35
Piima redukce, maltdza 30
Sonochemicka redukce, gluk6za 40
Sonochemicka redukce, maltoza 35

Metodou piimé redukce vznikaly obecné¢ mensi nanocastice stfibra nez metodou
sonochemické redukce. Jednalo se vSak pouze o rozdily v jednotkdch nanometrt.
Pti pouziti glukézy jako redukujiciho sacharidu vznikaly u obou metod vétsi

nanocastice nez pii pouziti maltdzy.

Pomoci atomové absorpéni spektrometrie (AAS) bylo stanoveno mnozstvi stiibra
navazané na povrchu titanovych diskii ve vrstvach, ptfipravenych metodami
ptfimé redukce, sonochemické redukce a metodou layer by layer. Koncentrace
byla stanovena po nalezeni optimalnich koncentraci pro ptipravu nejlepsi vrstvy.
Hodnoty koncentraci stfibra jsou uvedeny v pg/disk v tabulce 6, kde oznaceni
G znamend pouziti glukozy jako redukujicitho sacharidu, M znamend pouziti
maltozy, PR 0znacuje pouziti metody piimé redukce, S oznacuje pouziti metody
sonochemické redukce, LbL oznacuje metodu layer by layer a SD smérodatnou

odchylku (standard deviation).

Tab. 6: Mnozstvi Ag na povrchu titanu

Koncentrace Ag
Metoda Pramér SD
M- PR 33.4 9.54
G-PR 311.13 28.99
M-S 83.79 5.21
G-S 968.26 72.41
M- LbL 12.61 2.29
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Z tabulky 6 je patrné, ze v piipad¢ aplikace metody layer by layer s pouzitim
polymeru PDDA (poly(diallyldimethylammonium) chlorid) bylo navazano na
povrch titanu nejméné stiibra. I kdyz se jednalo o vzorky se tfemi navazanymi
vrstvami, byla primérnd hodnota mnozstvi stfibra na povrchu diskii pouze kolem
12 ng Ag/disk. Pii ptimé redukci s maltézou byla koncentrace stiibra rovnéz
nizka, ale pii pouziti glukézy jako redukujiciho sacharidu doslo
k n¢kolikanasobnému navyseni. U sonochemické redukce se s pouzitim maltozy
sice navaze vice stfibra nez pii pouziti PDDA a metody piimé redukce
s maltozou, koncentrace vSak stale neni pfili§ vysoka. Stejna metoda s pouZitim
gluk6ézy naopak vykazuje nejvysSi koncentraci stfibra na povrchu substratu
(968.26 pg/disk) a mize byt proto vyhodnocena jako nejlepsi a nejvhodnéjsi ze

vSech zkoumanych metod pro depozici vrstvy nanocastic stiibra.

9.4. Antibakterialni aktivita

Stanoveni antibakterialni aktivity nanocéstic stfibra na povrchu substratu
a vypocet antimikrobialni aktivity R byly provedeny podle normy I1SO 22196.
Zjisténé hodnoty CFU/cm? a R jsou uvedeny v tabulkach 7 a 8, kde oznadeni
G znamend pouziti glukozy jako redukujiciho sacharidu, M znamend pouZziti
maltozy, PR oznacuje pouziti metody piimé redukce, S oznacuje pouziti metody
sonochemické redukce, LbL oznacuje metodu layer by layer a Cislo v zavorce

oznacuje pocet vrstev.
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Tab. 7: Mikrobialni testovani pro E. coli CCM 3954

Pocet

CEUI0 CFU/cm? log R

substratt=10 280 70 000 [ 4.84509804

substrat 122 30500 (4.48429984

Gl-PR 10 1 3.48
G2-PR 10 1 3.48
G3-PR 10 1 3.48
M1 - PR 10 1 3.48
M2 - PR 10 1 3.48
M3 - PR 10 1 3.48
G4-S 10 1 3.48
G5-S 10 1 3.48
G6-S 10 1 3.48
M4 -S 10 1 3.48
M5 -S 10 1 3.48
M6 - S 10 1 3.48
M7 - LbL (1) 44 11 000|4.04139269 0.23
M8 - LbL (2) 0 10 3.27
MO - LbL (3) 0 10 3.27
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Tab. 8: Mikrobialni testovani pro S. aureus CCM 3953

CPFOS/eIo CFUIcm2|  log R

substrat t = 0 280 70000 |4,84509804

substrat 122|  30500(4.48429984

G1-PR 10 1| 348
G2- PR 10 1| 348
G3- PR 10 1| 348
M1 - PR 10 1| 348
M2 - PR 10 1| 348
M3 - PR 10 1| 348
G4-sS 10 1| 348
G5-S 10 1| 348
G6-S 10 1| 348
M4 - S 10 1| 348
M5 - S 10 1| 348
M6 - S 10 1| 348
M7 - LbL (1) 44| 11000|4.04139269|  0.23
M8 - LbL (2) 0 10 3.27
M9 - LbL (3) 0 10 3.27

Z vysledkli je patrné, Ze veSkeré vzorky piipravené pomoci piimé redukce
a sonochemické redukce maji vysokou antibakterialni aktivitu, coZz potvrzuji
vysoké hodnoty koeficientu R (R = 3.48). Druh pouzitého redukujiciho
sacharidu nema na tuto aktivitu Zadny vliv. Vrstva nanocastic stfibra na vSech
substratech ma skvélou antibakteridlni Gi€innost proti obéma testovanym kmentim
bakterii (E. coli a S. aureus). Substraty s jednou vrstvou nanocastic stiibra
pfipravené pomoci metody layer by layer vykazuji velmi nizkou antibakterialni
aktivitu (R = 0.23). Jejich antibakteridlni Gc¢innost je nedostacujici. Substraty
pfipravené touto metodou vykazuji dostateCnou antibakteridlni G€innost teprve
pfi naneseni druhé a tfeti vrstvy nanocéstic. Antibakteridlni aktivita takto
piipravenych vzorki je vysoka (R = 3.27). Pfiprava substratii s vice vrstvami
nanocastic stiibra je vSak casov€ i materidlové narocnd, proto tato metoda neni

pro budouci vyuziti v praxi ideélni.
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Zaveér

Cilem této diplomové prace byla pfiprava, charakterizace a stanoveni
antibakteridlni aktivity vrstev nanocastic stfibra nanesenych na povrch titanove
slitiny pomoci tii riznych depozi¢nich metod. Rovnéz byl sledovan vliv Gpravy
substratu (CiSténi a aktivace) na tvorbu stfibrné vrstvy. Efektivita pouzitych
metod byla posuzovana na zdkladé mnozstvi deponovaného stiibra, homogenity
vrstvy nanesené¢ na povrch titanové slitiny a velikosti ¢astic sttibra tvoficich
vrstvu. Pripravené vrstvy byly charakterizovany pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie, mnozstvi stfibra na povrchu substratu bylo analyzovano metodou
atomové absorpcni spektrometrie.

K ptipravé vrstev nanocéstic stfibra byly pouzity metody piimé redukce,
sonochemické redukce a metoda layer by layer. Po optimalizaci jednotlivych
postupit na sklenéném substratu byly nanocastice stfibra navazany na disky
z titanové  slitiny. U metody pifimé redukce byly vyzkouSeny tfi rizné
koncentrace reaktantli. Jako nejvhodnéjsi byly vyhodnoceny koncentrace 0.05M
AgNO3, 0.25M NHg;, 0.55M redukujici sacharid a 0.5M NaOH. Pii pouziti téchto
koncentraci bylo dosazeno homogenni vrstvy s vysokym obsahem stiibra. Pii
sonochemické redukci byly rovnéz vyzkouseny tfi riizné koncentrace reaktantd.
Jako nejvhodnéjsi byly vyhodnoceny koncentrace 0.25M AgNO;, 0.25M
sacharid a 0.1M NHs;, pii jejichz pouziti se vytvofila homogenni vrstva
s vysokym obsahem stfibra. U metody layer by layer byly pouzity koncentrace
0.005M AgNOg3, 0.1M NHs;, 0.05M sacharid a 0.29M NaOH. Pti vyuziti této
metody nebyla na povrch titanovych diskl navazana dostatecna vrstva nanocastic
sttibra. NejlepSiho vysledku z pohledu kvality a kvantity ptipravené vrstvy
vV ramci vSech pouzitych metod bylo dosazeno v pfipadé¢ sonochemické metody
pii redukci glukézou.

V piipadé Upravy a aktivace substratu pied depozici vrstvy nanocastic bylo
zjisténo, Zze U metody piimé redukce je pouziti K,CO; nadbytecné a pro
odmasténi substratu postacuje pouziti saponatu. Nanocastice stiibra se na substrat

navazovaly nejlépe po aktivaci substratu pomoci SnCl,. U metody layer by layer
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se pro CiSténi substratu pouzival piranha roztok, jakékoli dalsi cisténi bylo
vyhodnoceno jako nadbytecné. Jako mezivrstva k modifikaci substratu byl pouzit
roztok poly(diallyldimethylammonium) chloridu. Zadna dalsi aktivace substratu
u této metody neprobéhla.

Antibakterialni aktivita vaci bakteriim Escherichia coli a Staphylococcus aureus
byla u metod piimé a sonochemické redukce velmi vysokd (R = 3.48). U metody
layer by layer byla pii navazani jedné vrstvy antibakterialni aktivita nizka (R =
0.23), tato aktivita byla dostate¢n¢ vysokd az u vzorkl se dvéma a tfemi vrstvami
nanocastic stibra (R = 3.27).

Na zéklad¢ vysledkii dosazenych v této diplomové praci lze konstatovat, Ze
titanové kloubni ndhrady pokryté nanocCdsticemi stiibra by mohly diky
vynikajicim antibakteridlnim G€inkim zabranit komplikacim spojenym
S bakteridlni kolonizaci titanovych implantatl a se vznikem pooperacnich

infekci u pacientt.

73



Summary

The main aim of this MA thesis was the preparation, characterization and
assessment of antibacterial activity of the layers of silver nanoparticles applied to
the surface of titanium alloy using three different deposition methods. Moreover,
this thesis monitored the influence of substrate modification (cleaning and
activation) on the formation of the silver layer. Efficiency of the methods used in
this experiment was assessed based on the quantity of deposed silver,
homogeneity of layers applied to the surface of titanium alloy and the size
of silvers particles which formed the layer. All the prepared layers were
characterized by scanning electron microscopy and the amount of silver on the
substrate surface was analyzed by atomic absorption spectrometry.

The layers of silvers nanoparticles were prepared using the following methods:
direct reduction, sonochemical reduction and the layer-by-layer method. After
optimization of individual procedures on a glass substrate, the silver
nanoparticles were tied to discs made of titanium alloy. For the method of direct
reduction three different concentrations of reactants were examined. These
concentrations were evaluated as the most suitable ones: 0.05M AgNO;, 0.25M
NHj;, 0.55M reducing saccharide and 0.5M NaOH. Homogeneous layer with high
content of silver was achieved while using these concentrations. For the method
of sonochemical reduction three different concentrations of reactants were used
as well. These concentrations were evaluated as the most suitable ones: 0.25M
AgNO3, 0.25M saccharide and 0.1M NH; due to the fact that a homogeneous
layer with high content of silver was created while using them. For the layer-by-
layer method these concentrations were used: 0.005M AgNOs;, 0.1M NH3;, 0.05M
saccharide and 0.29M NaOH. While using this method sufficient layer of silver
nanoparticles was not tied to the surface of titanium discs. Considering all
methods with regard to both quantity and quality of the prepared layer the best
result was achieved in the case of sonochemical method with glucose reduction.
In case of substrate modification and activation before the deposition of the layer

of nanoparticles it was discovered that for the method of direct reduction it is
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redundant to use K,CO; as it is sufficient to use a detergent. Silver nanoparticles
were best tied to the substrate after the activation with SnCl,. For the layer-by-
layer method piranha solution was used to clean the substrate, all further cleaning
was evaluated as redundant. Poly(diallyldimethylammonium chloride) solution
was used for the layer in between the substrate modification. No further substrate
activation was used for this method.

The antibacterial activity against Escherichia coli and Staphylococcus aureus
was very high for both the direct and sonochemical reduction methods (R =
3.48). With one layer tied during the layer-by-layer method the antibacterial
activity was low (R = 0.23), this activity was sufficiently high only in samples
with two or three layers of silver nanoparticles (R = 3.27).

Based on the results achieved in this MA thesis it can be stated that titanium joint
replacements covered with silver nanoparticles could — due to its outstanding
antibacterial effect — prevent complications connected with bacterial colonization

of titanium implants and the development of post-surgery infections.
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