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Abstrakt

Diplomova prace se zabyva modifikaci povrchu kiemicitych nanovlaken s cilem
imobilizace vybranych ptirodnich latek.

V teoretické casti jsou shrnuty poznatky ziskané reSerS$i, zaméfenou na metody
pouzivané pro modifikaci povrchii materidll na bazi oxidu kiemicitého S dirazem na
vyuziti silylaénich ¢inidel s vhodnymi funk¢énimi skupinami. V dal$i ¢asti reSerSe jsou
diskutovany moznosti vyuziti piirodnich latek a metody jejich imobilizace na povrch
téchto materialt.

Experimentalni ¢ast se zabyva optimalizaci silylaéni reakce s vyuZzitim
3-aminopropyltriethoxysilanu (APTES) jako derivatiza¢niho ¢inidla. Byl sledovan vliv
koncentrace silylacniho c¢inidla, €asu reakce a reakcni teploty na vysledny vytézek
aminoskupin kovalentné navazanych na povrch kiemicitych nanovlaken. Byly
optimalizovany dv¢ analytické metody slouzici ke kvantitativnimu stanoveni aminoskupin
na povrchu nanovlaken. S ohledem na vytéznost derivatizace za rtznych reakénich
podminek byl stanoven optimalni postup pro modifikaci kiemiéitych nanovlaken za pouZiti
APTES. Nasledné byly nalezeny podminky pro imobilizaci kyseliny tiislové a chlorofylinu
na povrch kfemicitych nanovldken. U piipravenych materidl s imobilizovanymi
ptirodnimi latkami byly provedeny testy jejich antibakterialniho pisobeni na grampozitivni

1 gramnegativni kmeny bakterii a jejich baktericidni u¢inky byly prokazany.

Klicova slova
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Abstract

The diploma thesis deals with the surface modifications of silica nanofibers with
the goal of obtaining the substrate for imobilization of natural substances. First of all, the
thesis provides an overview of silica methods modifications with an emphasis on the use of
silylation reagents with suitable functional groups. Secondly, the methods for modification
of surfaces of materials based on silicon dioxide are also described. The thesis summarizes
the results, which were obtained by the research focusing on the use of natural substances
for modification of silica materials and different techniques of their immobilization.

Experimental part deals with the optimalization of silanization with the use of 3-
aminopropyltri-ethoxysilane as a derivatization agent. In addition, the effect of
concentration silylation agent (APTES), reaction time and temperature on the final
concentration of covalently bonded amine groups, were also observed. Moreover, the
results, which were obtained during the silylation reaction in different conditions were
used as an optimal conditions for the modification of silica nanofibers with APTES. There
were also optimalized two analytical methods for quantitative determination of
concentration of amine groups on the surface of silica nanofibers. Finally, the conditions
for the immobilization of tannic acid, chlorofylline on the surface of pre-modified silica

nanofibers and verified antibacterial properties of these materials were also found.

Key words

APTES, silylation, tannic acid, tannin, chlorophyll, immobilization, antibacterial

properties, silica nanofibers
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Uvod

Modifikace povrchtt mnoha riznych materiald je v posledni dobé stale vice
zkoumanou oblasti, kde nanomaterialy hraji vyznamnou roli. Cilem téchto povrchovych
uprav je snaha o zlepSeni ¢i prizpusobeni vlastnosti materialu tak, aby co nejlépe
vyhovoval danému pouziti s tim, Ze si materidl ponecha své objemové vlastnosti. Vyuziti
téchto modifikaci je velice Siroké a dotykd se témét kazdého oboru, ktery vyuziva
nejnovejsi materidly, tedy od automobilového primyslu az po medicinu. Povrchové
modifikace se tak v poslednich letech staly jednim z nejvyznamnéjsich procest pfi navrhu
a vyvoji novych materiall a zatizeni pro kli¢ové aplikace v mnoha odvétvich.

Materialy na bazi oxidu kiemicitého jsou k témto povrchovym modifikacim velmi
Casto vyuzivany V riznych formach od objemovych materidli aZz po nanomaterialy, jakymi
jsou nanosféry, nanokulicky ¢i nanovldkna. Vyhodou kifemicitych materialti je jejich
univerzalnost, dobra mechanicka stabilita a relativné nizka cena. Kfemicité nanomaterialy
jsou nejcastéji vyuzivany jako nosi¢e pro Géinné latky, enzymy apod., které nemaji
dostate¢nou stabilitu a bez jejich imobilizace by bylo jejich pouziti velmi obtizné ¢i
nemozné.

Vzhledem ktomu, Ze cela fada syntetickych latek pouzivanych v mediciné ¢i
primyslu mé kromé pozadovanych vlastnosti a ucinkl, které jsou nutné pro danou
aplikaci, také mnoho vedlejsich, nezadoucich uc¢inki, je zde snaha o nahrazeni téchto latek
latkami pfirodnimi, které jsou ve vétSin¢ piipadi mnohem Setrné&j$i ke svému okoli.
V nekterych piipadech je dokonce nemozné syntetizovat latku s obdobnymi ucinky,
a pouZiti ptirodni latky je tedy jedinou moZznosti. Uplatnéni latek jako jsou enzymy, 1é€iva
agens, protilatky apod. je velice Siroké a zasahuje do mnoha odvétvi od potravinaiského

prumyslu, pfes membranové separacni procesy az po medicinu.
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1 Pozadavky na obvazové materialy

Hlavni funkci obvazovych a krycich materialt je poskytnuti optimalnich podminek
pro hojeni rany, zatimco ji chrani pied dal$im traumatem a invazi patogentu do postizeného
mista. Zaroven by mély byt propustné pro vlhkost a vzduch. Dalsi dulezitou vlastnosti je

jejich atraumatické odstranéni bez opétovného poskozeni mista zranéni.

Pfi interakci biomateridll (,,nezivé materidly pouzivané k vyrobé zdravotnickych
zatizeni, ktera jsou urcena k interakci s biologickymi systémy — Consensus Conference of
the European Society for Biomolecules 1986) s buiikami ¢i biologickym prostiedim
hostitele je jednou z kli¢ovych vlastnosti materidlu interakce mezi materialem a okolnim
prostiedim. Tuto interakci ovliviiuji povrchové vlastnosti biomaterialu. Dva hlavni
pozadavky pro pouziti materiald Vv tkanovém inzenyrstvi a regenerativni mediciné jsou
biodegradabilita a bioaktivita. Této problematice je Vv poslednich letech vénovana velka
pozornost, viz [1] [2] [3] [4] [5].

K interakci mezi biomaterialem a burnikami, respektive prostfedim organismu (t€lni
tekutiny apod.), dochazi diky vzniku specifické vazby mezi receptory bunék
a odpovidajicimi ligandy. Pti kontaktu ciziho materidlu s t€lnimi tekutinami ¢i bunénym
mediem dochazi nejprve k adsorpci proteinti na povrch biomaterialu a nasledné k interakci

bungk s touto adsorbovanou vrstvou, ktera vyznamné ovlivituje bunééné chovani [1].

Bylo vyvinuto mnoho metod slouzicich k upravé povrchu biomaterialu tak, aby
nedochazelo k nepfirozenym bunécnym interakcim. Tyto metody je mozné rozdélit do

dvou hlavnich strategii [1]:

1. Upravy povrchovych vlastnosti — chemické sloZeni, hydrofilita/hydrofobita,
drsnost apod., které¢ jsou modulovany tak, aby zlstala zachovana pfirozena
bioaktivita [1].

2. Prima imobilizace biomolekul na povrch materialu s cilem indukovat

pozadovanou bunécnou odpoveéd’ [1].

Z téchto divodl existuje velké mnozstvi riiznych typli obvazovych a krycich materiald,

které jsou vV soucasné dobé€ v medicin€ pouZivany.
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1.1 Aplikace nanovlaken v obvazovych materidlech a jejich
vyhody

Existuje mnoho riznych pouzivanych definic terminu nanovldkno. Nanomaterialy
jsou technicky definovany jako materidly, jejichz rozmeéry jsou mensi nez sto nanometri
alespon v jednom sméru. Nanovlakna jsou tedy linearni utvary, které spliuji toto tvrzeni.
Ovsem termin nanovidkno je velmi Casto pouzivan pro vSechna vldkna majici pramér
mensi nez 1 um, piipadné je nékteti autoti 0znacuji jako ultra-jemna vlakna [6].

Nanovlakenné materialy vykazuji celou fadu unikatnich vlastnosti, které jsou
spojeny s jejich rozméry, predev§im malym primérem a jsou vhodnym materialem pro
mnoho aplikaci jak v obvazovych materialech, tak ve tkanovém inzenyrstvi, ale také v
elektronice, sana¢nich technologiich, textilnich aplikacich a mnohych dalsich aplikacich.

Z téchto duvodi je na nanovlakna v poslednich letech upirana stale vétsi pozornost [6].

Vyhody nanovlakennych materiald oproti bézné¢ produkovanym textilnim
materialom prameni z jejich unikatnich vlastnosti. Témi jsou jejich vyrazné vétsi
specificky povrch, vysoka porozita, lepsi mechanické vlastnosti (tuhost, napéti v tahu)

a také flexibilita nanovlakennych materialu k jejich povrchové modifikaci [6][7].

Stanoveni poc¢tu funkénich skupin (Ms), které jsou na povrchu nanovlakna, lze

provést dle Rovnice 1:

nd 1)
M = 100 —

Rovnice 1: Vypocet mnoZstvi funkcnich skupin na povrchu nanovidkna [6]
Kde d je primér polymerniho fetézce a D je prumér vlakna.
Z Rovnice 1 vyplyva, ze pocet funkénich skupin na povrchu vlaken roste
s jejich klesajicim praimérem.
Velky specificky povrch nanovldken pifindsi vyrazné lepsi vlastnosti nanovldkennych
obvazovych materialii v porovnani s béznymi textiliemi, predevsim:
e ZlepSeni hemostatickych vlastnosti: mald velikost pért a velky mérny povrch
nanovlakennych obvazovych materiali pomaha zastaveni krvaceni [6].
¢ Dobra nasakavost: vyssi specificky povrch dava témto materidlim vétsi absorpéni
kapacitu, nez maji bézné obvazové materialy, coz je vyhodou jak pii zachyceni

exsudatu u secernujicich ran, tak i k udrzeni optimalni vlhkosti v okoli rany [6].
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Polopropustnost (semi-permeabilita): porézni struktura nanovlakenné textilie
spory o velikosti < 1 um je idealni pro respiraci bun¢k, kterd ale nesmi vést
K vysuSovani rany. Mala velikost péru také efektivné brani vzniku bakterialni
infekce [6].

Vynikajici prizpisobivost: jemnd nanovladkna maji vyrazné leps§i tvarovou
prizplisobivost nez bézné textilni materialy, coz umoziuje lepsi kryti ran a jejich
ochranu pied pfipadnou infekci [6].

Efektivni a fFizené davkovani lé¢iv (drug delivery): umoznéno velkym

specifickym povrchem nanovlaken a kratkou difuzni vzdalenosti [6].
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2 14 ! !
2 3 Typickd .
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-l ! 1
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Obrazek 1: Zavislost specifického povrchu riznych vidkennych materiali na priméru vidkna [6]
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2 Elektrostatické zvlaknovani (electrospinning)

Elektrostatické zvlaknovani je univerzalni a jednoduchy proces pouzivany k vyrobé
netkanych vlakennych materiali (organickych i anorganickych) s primérem vlaken od
nékolika desitek nanometri az po mikrometry. Prvni patent Antona Formhalse tykajici se
elektrostatického zvlaknovani je jiz z roku 1934[8], avsak k velkému rozvoji této techniky
doslo az v nedavné dobé [9][10]. Princip elektrostatického zvlaknovani spociva v aplikaci
vysokého napéti (10 — 30 KV) mezi spinner a kolektor. Vysoké napéti pusobici na kapku
polymerniho roztoku, kterd vznik4d na konci spinneru vytlacovanim zasobniho roztoku,
indukuje elektrostatické odpuzovani naboje kumulovaného v kapce roztoku polymeru.
Jakmile sila elektrostatického odpuzovani ptekona povrchové napéti, dojde ke vzniku
rychle se pohybujici trysky polymeru smérem ke kolektoru. Vlivem prodluzovani
elektricky nabité polymerni trysky a odpafovani rozpoustédla pii letu elektrickym polem
dochazi k tvorbé polymernich nanovlaken a ke zmenSovani jejich primérd. Vznikla
nanovldkna jsou néasledn¢ zachycena na kolektor, ktery je uzemnén. Kolektor mize byt

vyroben z mnoha materialt s libovolnou morfologii, ale musi byt vodivy [6].

Ii Injekéni strikacka

E'j Roztok polymeru

Jehla |

=
=y

Vvidkna

= Vysokonapétovy zdroj

‘ Kolektor

Obrazek 2: Jednoduché schéma vertikalniho usporddani elektrostatického zviakiiovani [T]

Pomoci elektrostatického zvlakiovani je Vv soucasné dobé mozné pfipravit
nanovlakenné materialy z n€kolika set odliSnych materialti, a to jak organickych, tak
I anorganickych a diky riznym modifikacim aparatury je mozné vyrobit nanovldkenné
materidly (membréany, orientované nité, multi-komponentni nanovldkna a mnohé dalsi)

s pozadovanymi vlastnostmi pro konkrétni aplikaci. Velkou vyhodou elektrostatického
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zvlaknovani je také relativné mald financni naroC¢nost a schopnost produkovat
nanovlakenné materidly v primyslovém méfitku, coz u mnohych technik vyroby
nanovldken mozné neni [6]. V nedavné dobé vzniklo nékolik spolecnosti zaméfujicich se
na pramyslovou vyrobu nanovlaken pomoci elektrostatického zvlaknovani [11], pficemz
vyroba obvazovych materialti je jednou z hlavnich potencialnich aplikaci nanovlaken.
Elektrostatickym zvlakinovanim je mozné vyrobit vicefunkéni nanovlakenné vrstvy, které
mohou obsahovat rtizné terapeutické latky jako farmaceuticky ucinné latky (antiseptika,
antifungika), rustové faktory apod. [7].

Elektrostaticky vyrobena nanovlakna vykazuji dva zasadni rozdily oproti béznym
obvazovym materidlim. Prvni z nich je biomimeticky efekt, nanovlakenné materidly se
strukturné podobaji extracelularni matrix. Nanovldkna tedy plni roli scaffoldu (nosice),
ktery podporuje a usnadnuje rist bunék a regeneraci nové tkdn¢ v misté zranéni. Druhy
rozdil je dan jejich velikosti, diky priméru v fadech desitek az stovek nanometri maji
nanovlakenné materialy mnohem vétsi povrch [7].

Materidly piipravené pomoci electrospinningu je mozné déale povrchové
funkcionalizovat bioaktivnimi molekulami. Pfipadné je mozné inkorporovat ucinné latky

ptimo do struktury vlaken jejich zakomponovanim do zvlaknovaného roztoku [7][12].
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3 Nanovlakna tvorena oxidem kiemicitym

V soucasn¢ dobé se vV medicinskych ¢i biotechnologickych aplikacich ve vétsing
ptipadt aplikuji organické latky — 1é¢iva, enzymy, antibiotika, kortikoidy, analgetika,
antifungika, dezinfek¢ni latky apod. pfimo in situ (v misté pusobeni ¢i biochemickém
reaktoru). Pfi téchto aplikacich dochazi velmi Casto ke ztratdm ucinné latky z mista
pusobeni at’ uz vlivem vyplavovani télnimi tekutinami, nebo odplavovanim krevnim
reCiSttm do dalSich c¢asti organismu. To vede primarné k znacnému predimenzovani
aplikované davky s cilem dosahnout pozadované biologické odpovédi v misté aplikace ¢i
k opakované aplikaci organické latky. Prunik 1é¢ivych latek do dalSich ¢asti organismu,
které nesouvisi s mistem aplikace, je dalsi nevyhodou, ktera je pficinou nezadoucich reakci
organismu, které mohou vést az k nemoznosti pouziti dané latky. V pfipadé biochemickych
aplikaci se jiz nepodafi organické latky z reaktoru izolovat a enzymy se dostavaji do
produktli, coz je nezadouci stejné tak jako rostouci ekonomicka nakladnost procesu

(vlivem nutnosti aplikace nové davky) [13][14][15].

Z téchto divodi je snaha tyto ucinné latky imobilizovat na vhodné nosice
(substraty) s cilem zamezit jejich ztratam z mista aplikace ¢i je zcela eliminovat. Pro
praktické pouziti je nutna stabilita vazby mezi substratem a Géinnou latkou, zachovani
puvodni funk¢nosti organické latky i po imobilizaci na dany nosi¢ a dostate¢na
koncentrace ucinné latky. V soucasnosti je studovano mnoho kifemicitych nanomaterialt
za ucelem jejich medicinského vyuziti v drug delivery systémech, kontrastnich latkach pro
diagnostické metody, ablativni terapii, scaffoldech pro tkanové inzenyrstvi, membranach
pro separaci a dalsich aplikacich. Anorganické materialy jsou Casto kritizovany, nebo
dokonce odmitany pro jejich nizkou toleranci organismem. Studium kiemicitych
nanomateridlli ukdzalo, Ze tyto materidly jsou velmi dobie tolerovany a V né&kterych
ptipadech dokonce biodegradovany organismem. Divody pro pouziti kiemicitych
nanomateridlti v biomedicinskych aplikacich jsou predevsim tyto:

- ProdlouZeni in vivo piisobeni 1éCiv a G€innych agens.
- Cilené dodani teurapicky ucinnych latek do mista urcent.
- Theranostické (kombinace terapie a diagnostiky) a multimodalni aplikace nad

ramec jednotlivych molekul.

- Vyvoj novych terapii a diagnostickych metod.
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- SniZeni ceny produktti.
- Zkréaceni doby léceni.

Tyto materidly je mozné ptipravit dle pozadavki konkrétni aplikace vcetné
pozadované velikosti ¢astic, poru, porozity, krystalinity a tvaru. Dalsi vyhodou kiemicitych
materidlti jsou Siroké moznosti modifikace povrchu, které umoznuji optimalni navazani
ucinnych molekul, krevni cirkulaci a moznost specifického cileni latek. VSechny tyto
vlastnosti délaji tyto materaly velice zadanymi pro mnohé biomedicinské aplikace. Jednim
z potencialné vhodnych materiald k imobilizaci u¢innych latek jsou nanovlakna
a nanovlakenné struktury [14][15][16].

Tyto materialy maji velky specificky povrch, diky ¢emuz je mozné dosahnout
pozadovanych koncentraci u¢innych agens. Dalsi vyhodou je moznost vyrobit nejriizné;si

nanovlakenné struktury dle pozadavki konkrétni aplikace [13][14][15].

Jednim ze zkoumanych nanovladkennych materialt jsou kiemicitd nanovldkna, ktera
jsou vysoce stabilni pii biochemickych reakcich a lze tidit dobu jejich degradace pomoci
tepelného zpracovani, jsou rozpustné v télnich tekutinach (nanovlakna jsou rozpusténa na
kyselinu kfemicitou, kterda je vylouena mo¢i béhem 1 — 2 tydnd), maji vynikajici
smacivost a jsou predev§im netoxicka. Navic kiemicita nanovlakna obsahuji na svém
povrchu velké mnozstvi hydroxylovych skupin (Si—OH), které lze vyuzit pro jejich
modifikaci a navazani uc¢innych latek [1][13][14][15][1][17].

Jednou z moznych modifikaci ptipravy kfemicitych nanovlaken je inkorporace
kovovych castic do jejich struktury. Tyto materialy jsou vyvijeny s Cilem pfipravit novou
generaci katalyzatort,, ktera diky nanovldkenné struktuie ma velky specificky povrch
a nizkou hmotnost V porovnani s bézné¢ pouzivanymi katalyzatory. Této problematice se
vénuje nékolik vyzkumnych skupin (viz [18][19]). Dalsi piiklady vyuziti kfemicitych
nanovlaken a jejich kompozitd s polymery jsou uvedeny v [16][20][21][22][23][24].

3.1 Vyroba nanovliakenné struktury
Vyroba nanovlakenného materidli tvofeného vladkny oxidu kiemicitého spociva v
n¢kolika krocich:

Priprava vychoziho solu — pomoci metody sol-gel z tetraalkoxysilanu

(tetracthoxyorthosilikatu) [13][16]
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3.1.1.1 Metoda sol — gel

Metoda sol-gel je nejvice studovanou, a tedy také zdokumentovanou technikou
K piipravé kiemicitych materiald. Tuto metodu a jeji modifikace je mozné vyuzit pro
ptipravu kiemicitych geld, ale také k syntéze keramickych materiali od tenkych filmi
a povlaki pfes porézni nanovlakenné membrany az po kompozitni materialy [25].

Velké moznosti Ve vyuziti této metody jsou spojeny s jeji schopnosti vytvaret Cisté
a homogenni produkty pii nizkych reakénich teplotach. Metoda sol-gel je ,,mokrou*
chemickou metodou, ktera zahrnuje hydrolyzu a kondenzaci alkoxidi kovi
a anorganickych soli. Detailni informace o této metodé jsou uvedeny V nékolika
publikacich [25][26][27].

Principem procesu sol-gel je fizena kondenzace jednotek Si(OH),, které mohou byt
vytvofeny hydrolyzou alkoxysilanii nebo kfemicitani alkalickych kovi. Bézné
pouzivanymi slou¢eninami jsou sodné silikaty ¢i tetracthylorthosilikat (TEOS). V obou
ptipadech jsou reakce fizeny pomoci specifickych parametrt (pH, koncentrace).

H;C,0 OC-Hs
N\ o
Si

o N
HSCZO ()C:H;

Obrazek 3: Chemicka struktura tetraethylorthosilikatu (TEOS)
Cely proces je tvoten:

1. Hydrolyzou alkoxysilant — obecny vzorec (SiOR), kde R je nejcastéji methyl
¢i ethyl. Hydrolyza a kondenzace probihaji soucasné, pticemz relativni rychlosti

obou reakci jsou dany strukturou solu [25].

2. Gelaci — dochazi k pfemén¢ solu na gel vlivem polymerizace. Rychlost gelace
ovliviiyje vyslednou velikost porti v materialu [25].
3. Susenim — ziskany hydrogel je pfeménén na xerogel [25].
4. Stabilizaci — posledni krok piipravy kifemicitych materialti se provadi pomoci
tepelného zpracovani, kdy dochazi k dehydrogenaci a dehydroxylaci vzniklého
gelu a pripadné k jeho slinuti a zhutnéni v pfipad¢ objemovych materiala [25].
Dal§imi vyhodami této metody jsou:

- lepsi homogenita vysledného materialu,
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- Nizsi procesni teplota,

- moznost pfipravy novych krystalickych fazi a specialnich produktu (filmu apod.),

- moznost dal$i modifikace materiadlu s vyuzitim hydroxylovych skupin na povrchu.
Nevyhodou je:

- Vvyssi cena vstupnich surovin,

- velké smr$tovani materialit béhem vyroby,

- zdravotni rizika spojena s pouzivanim organickych rozpoustédel ¢i prodlouzeni

doby vyroby.

Materialy vyrobené touto metodou mohou byt ve formé filma, vlaken, monolitd,
jsou ty, které vyuZzivaji pfednosti procesu sol — gel, ptedev§im jeho ¢istotu, homogenitu
a fizenou porozitu vzniklych materiala [25].

Elektrostatické zvlakiiovani solu (postup viz vyse), ktery musi mit odpovidajici
viskozitu, aby nedochazelo ke sprejovani (electrosprayingu) a nehomogenitim v materialu.

Vyslednou strukturu ovliviiuje viskozita zvlaknovaného solu, aplikované napéti,

vzdalenost mezi spinnerem a kolektorem a rychlost toku polymeru [13][16].

Finalnim krokem procesu je tepelné zpracovani nanovlikenné struktury.
Vysledkem celého procesu je nanovlakenna struktura tvorend kiemicitymi nanovldkny
s Si-OH skupinami na povrchu, které 1ze dale vyuzit pro imobilizaci G¢innych latek. Takto
pfipravena kiemicita nanovlakna maji pramér od 150 nm do 600 nm a velky mérny povrch
(1 — 10 m?/g). Vysledné vlastnosti kiemi&itych nanovléken lze vyznamné ovlivnit pomoci
dodatecné tepelné upravy. S rostouci teplotou tepelného zpracovani klesa pocet
hydroxylovych skupin na povrchu nanovlaken a klesa jejich rozpustnost, zatimco
morfologie zlstava zachovana az do teplot kolem 850 °C. Proto je nutné optimalizovat
teplotu tak, aby zistal zachovan dostateény pocet hydroxylovych skupin spolu
s dostate¢nou rozpustnosti vzhledem Kk prokazané karcinogenité lomku pifi dlouhodobém

kontaktu (déle nez 40 dni) [13].

Nanovlakna stabilizovana pii nizkych teplotach (do 180 °C) jsou zcela rozpusténa
béhem sedmi dni, Ize je tedy povazovat za bezpecna pro manipulaci snimi i pro ptipadné
vdechnuti. S rostoucimi teplotami vSak rozpustnost kiemicitych nanovlédken klesd, pak je

1ze povazovat za potencialné karcinogenni a podle toho je nutné S nimi i nakladat [13].
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4 Povrchova chemie materiali na bazi oxidu
kremicitého

oblasti pro ndvrh a vyvoj mnoha novych materidlti, zafizeni a systéma pro kliCové
technologie v biomediciné, biotechnologii a environmentalnich aplikacich. Povrch
materiali vyznamn¢ ovliviiuje celkové vlastnosti, které jsou nutné pro konkrétni aplikace
materialu a poskytuje jedine¢nou moznost k fizeni interakci a reakci s materialem. Uprava
povrchu materidlu je moznosti, jak odstranit nekteré nezadouci vlastnosti piivodniho
materidlu se zachovanim jeho objemovych vlastnosti. V soucasné dobé je komercné
dostupné velké mnozstvi povrchové funkcionalizovanych materidli a jejich pouziti
v technickych oblastech je takika neomezené [28].

Kiemicité Castice tvorené oxidem kiemicitym (SiO;) lze povazovat za polymery
kyseliny kiemicité tvofené z navzajem propojenych Ctyfsténi SiO4. Povrch materialu miize
byt zakoncen siloxanovymi skupinami (Si-O-Si) s atomem kysliku na povrchu nebo jednou

z n¢kolika forem silanolovych skupin (Si-OH) [25].

Silylalkoholy Ize rozdélit na izolované (volng¢), kdy povrchovy atom kiemiku ma tii
vazby s objemovou strukturou materialu a Ctvrta vazba je spojena s hydroxylovou
skupinou. Dalsim typem jsou vicindlni (mustkové) silylalkoholy, kde dvé hydroxylové
skupiny navézané k dvéma riznym atomim jsou dostate¢né blizko a dochéazi ke vzniku
vodikové vazby mezi nimi. Poslednim typem jsou gemindlni silanoly, kde jsou dvé
hydroxylové skupiny navazany ke stejnému atomu Si (pfiliS§ blizko pro vytvoteni

vodikového mustku) [25].

Izolované silanoly Vicindlni silanoly Geminalni silanoly
H H H
/ 7% H\ s H
0o 0 ‘0 o 0O
| ] Ny
Si i Si i
AN ,"Sil\ 5| N 2N

Obrazek 4: Typy silanolovych skupin zleva: izolované, vicindlni a gemindlni silanoly [25]
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4.1 Funkcionalizace kiremicitych materiala

V poslednich nékolika dekadach je vénovano znacné Usili chemické modifikaci
povrchll nejrizngjsich materiald, coz vede K velkému naristu aplikaci v laboratornim ¢i
prumyslovém métitku. Modifikace povrchti na bazi oxidu kifemicitého jsou Siroce
vyuzivany V mnoha odvétvich: analytické chemii (zaméfuje se predevS§im na imobilizaci
napf. kovovych komplexid pro Kkatalyzatory), separaci kapalin a plynd, Kkatalyze,
bioinzenyrskych aplikacich (imobilizace enzymii a 1é¢ivych latek), elektronice atd [29]. Ve
vetSiné piipadl jsou kiemicité materidly vyuzivany jako substraty ¢i nosie pro ucinné
latky. Piehled vyuziti kfemicitych materiala shrnul Mottola [30].

Chemickd modifikace vyzaduje zdédnlivé paradoxni pozadavky na kiemicity
materidl. Nosi¢ by mél byt hydrofilni, ale zaroven nerozpustny ve vodnych a polarnich
rozpoustédlech, dale mechanicky a chemicky stabilni, ale zaroven snadno modifikovatelny
[25].

Nejvhodnéjsimi chemickymi slou¢eninami K modifikaci povrchi kiemicitych
materiald se zdaji byt organofunkéni silany. Silany jsou monomerni molekuly
tvoteny kiemikem jako centralnim atomem a Ctyfmi konstituenty, které obsahuji alespoii
jednu vazbu Si—C (Obrazek 5). Jejich vyhoda oproti podobnym organickym slou¢eninam
je schopnost vytvaret vazby s povrchem oxidu kiemicitého pomoci nékolika rtznych
mechanismi. V reakcich se silylalkoholy se mohou potencidlné vyskytovat elektrostatické
sily (Van der Waalsovy sily), vodikové a kovalentni vazby. Unikatni kombinace téchto sil
v jediné molekule silylakloholu jim dava moznost soupefit s molekulami vody
0 hydroxylové skupiny na povrchu kiemicitych materidlti. Piehled nejcastéji pouzivanych

silanti k modifikaci kiemicitych materialt je uveden [25].

Atom kfemiku

Funk¢ni nebo Hydrolyzovatelné

reaktivni skupina \ X skupiny
/ /

R— (CH,),—Si—X

\
X
/ Silan

Alkylovy fetézec vazebné cinidlo

Obrazek 5: Struktura funkcniho silanu, ktera je na konci alkylového retézce pripojeného k atomu Si
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Reakce silanu s anorganickym substratem je zobrazena na Obrazek 6. Nejprve
probiha hydrolyza a vznika reaktivni intermedidt, ktery nasledné reaguje se substratem.
Hydrolyzou alkoxysilanii vznika vysoce reaktivni silanol pro reakci s povrchovymi
hydroxylovymi skupinami. Nasledn¢ dochazi ke kondenzaci silanu V blizkosti povrchu
substratu a k vytvofeni polymerni sité, ktera je tvofena vazbami Si-O-Si. Tato vznikajici
polymerni sit’ intereaguje se substratem pomoci vodikovych vazeb s hydroxyly [31].

V ptipadé, Zze kondenzace probiha za zvySené teploty nebo reakci z plynné za
vakua, dojde ke vzniku kovalentnich vazeb mezi organosilany a povrchem, které jsou
tvofeny siloxanovymi mustky. TlouStka takto pfipravenych vrstev je zavisld na
koncentraci silylacniho ¢inidla a mnozstvi vody pfitomné v roztoku [31].

Z téchto diivodu je Castéjsi pouziti alkoxysiland, kdy dochazi ke spojeni kazdého
alkoxysilanu se substratem za vzniku siloxanové vazby. Navic jsou alkoxysilany mnohem
stabilngj$i nez organosilany, které spontan¢ tvoii vodikové vazby a spojuji se jiz v roztoku.
V soucasné dob¢ existuje velké mnozstvi komeréné dostupnych alkoxysilant, které ve své
struktuie obsahuji funkéni nebo reaktivni skupiny vyuzitelné ke kovalentnimu navézani
biomolekul (proteinti, oligonukleotidd, protilatek atd.) nebo jinych chemickych sloucenin

s vhodnymi funkénimi skupinami k anorganickému substratu[31].
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o-Si—-0o — - HO—Si—OH + HO—Si—OH
H:c—" | —CHs Hydrolyza I I
o HO HO
1
CH3

Vznik vodikové

Triethoxysilan vazby

vazebné cinidlo

I |
(CH2), (GH2)a
|

R R R R HO—-Si—O O S]i*OH

-
| \ | HO HO
(CHz)n (CH2), ((‘:HE)n (CH2)n
40—Si--O—Si—0O—Si - 0O—Si—OH K.ondere\zace
1 | | | silanola
B ® § v
] R R R

- = | |
Vzn|k’kov§lentn1V§zby (CH)n (CHa)n (CHa)n (CHa).
a navazani funkénich | |

silanti na povrch HO—Si—O Sli—o—slifo—Si—oH
» HO HO HO HO
\_ Kondenzace P
R R R R s
»

| |
(CH2), ((l:HQ)n (CHz2)n (CH2),
HO—Si—0—Si—0—Si—0—Si—OH
| | | |
$O%:, _OLsp -0z =0k
Al Ha. Ha_ Ha o Y
o (o] o o
1 | | |
[ ]

Vznik vodikové vazby
s povrchovymi -OH skupinami

Obrazek 6: Schéma reakce tetraethoxysilanu (TEOS) s hydroxylovymi skupinami na povrchu SiO,
nanovldken [31]




4.1.1 Vyuziti v analytické chemii

Modifikace kifemicitych material se v analytické chemii provadi piedevsSim za
ucelem dosazeni selektivni adsorpce plynu, kapalin a iontd kovl kfemicitym materialem.
Modifikované kifemicité materialy jsou Siroce vyuzivany v mnoha typech chromatografii
(vysoce ucinné kapalinové, iontové vyménné, vyluCovaci, plynové). Dalsi vyuziti
modifikovaného SiO; je pii analyzach stopového mnozstvi kovi (pfedevsim ve vodnych
systétmech) — modifikace SiO; chelatacnimi skupinami. Materidly s navazanymi
chelataénimi skupinami na anorganické substraty maji hned nékolik vyhod oproti
funkénim polymertim — piedevsim vétsi mechanickou pevnost, coz umoziuje vyssi pritok
pfes membranu. Dal§i vyhody jsou: lokalizace funkénich skupin pouze na povrchu
materialu (tzn. lokalni koncentrace reaktantt), vyssi rychlost chelata¢ni reakce (tzn. proces

neni limitovan difuzi) a niz8i cena anorganickych materiala [25].

4.1.2 Vyuziti pri chemické syntéze

VétSina aplikaci v chemické syntéze je zaloZena na vicekrokové modifikaci
ktemiCitych materiald, pii které je depozice samotného silanu (Casto aminosilanu)
doprovéazena naslednou modifikaci molekulami s potiebnym reakénim centrem. Jednou
z mnoha aplikaci jsou heterogenni katalyzatory — jedna se o tzv. tieti generaci katalyzatord,
kdy jsou na ptedem modifikovany povrch SiO; imobilizovany komplexni ionty kovl. Tyto
systétmy v sob& kombinuji vyhody aktivity a selektivity homogennich katalyzatort
s jednoduchou separaci heterogenni katalyzy. Dal§imi vyhodami anorganickych nosi¢i pro

primyslové aplikace jsou mechanicka stabilita a nete¢nost vici vétsin€ rozpoustédel [25].

4.1.3 Vyuziti v biochemii (imobilizace enzymi a prirodnich latek)

Enzymy jsou ve svém pfirozeném stavu velmi citlivé na vykyvy teplot, organické
latky a zmény pH [32]. VSechny tyto faktory vedou k jejich nestabilité¢ a nasledné ztraté
aktivity (dochazi k denaturaci enzymi). K odstranéni téchto problémut bylo vyzkouseno
Imobilizace enzymu piindsi kromé zvySené stability izolovanych enzymi také snadnéjsi
manipulaci, vétsi specifiCnost jejich funkce a snadnéjSi predvidatelnost jejich aktivity.
Vyhody kiemiéitych materiald, specialné pak kiemicitych nanovlakennych membran, jsou:
velky specificky povrch, tepelnd a mechanicka stabilita a odolnost viici kyselému prostiedi

[25].
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Stejné jako u vétSiny chemickych aplikaci také modifikace kiemicitych materialt
v biochemii vyzaduje vicekrokové modifikace. Nejcastéji je material tvoteny SiO;
modifikovan za pomoci jednoduchého silanu, napt. 3-aminopropyltriethoxysilanu
(APTES). Nasledné je na takto modifikovany povrch, ktery obsahuje aminoskupiny,
zavedena molekula spaceru, ktera tvoii spojnici mezi aktivni skupinou na povrchu
kfemicitého substratu a imobilizovanou molekulou. Pouziti spaceru se provadi predevsim
za ucelem minimalizace sterickych zabran pro koncovou reakci a zachovani aktivity
imobilizované latky. Piehled nej¢astéji pouzivanych spacert je uveden v [25].

Scouten a kol. [33] popsali kritéria, kterd musi byt uvazovana pii imobilizaci
enzymi a piirodnich latek. Témi jsou: uUrovén modifikace (aktivace — maximalni
neznamena optimalni), pevnost vazby mezi imobilizovanou latkou a substratem
a optimalni doba pisobeni. Aminové skupiny jsou nejcastéji vyuzivany pro navazani

enzymu a piirodnich latek na povrch kfemicitych materialii.

4.1.4 Vyuziti v praimyslovych aplikacich

V pramyslovych aplikacich je modifikovany SiO, vyuzivan pfedevSim k vyrobé
pokrocilych povlakl a také jako plnivo (vldkna, kulicky, prasky apod.) pro nové typy
kompozitnich materialt. Chemie k modifikaci téchto materialt je stejna jako u ostatnich

kfemicitych materidlii viz niZe.

4.2 Chemické metody modifikace tenkych vrstev oxidu
kiemicitého

Tenké vrstvy a monomolekularni filmy oxidu kfemicitého jsou vyuZivany pro

vyrobu high-tech materiali s novymi vlastnostmi — jedna se o materialy pro elektroniku,
medicinu, chemické senzory apod. Povrchova chemie téchto vrstev je obdobna s reakcemi
vyuzivanymi k modifikacim praskové formy SiO,, avsak nékteré vrstvy se mohou lisit, a to
naptiklad absenci poru [25] [34] .

Moznosti modifikace tenkych vrstev ovliviiuji dvé kritéria:

1. Pozadavky na vyslednou morfologii povrchu — tloustka vrstvy (mono- nebo
multi-vrstva), hustotu modifikace (po¢et molekul na nanometr Ctverecni),
orientaci molekul, typ interakce mezi vrstvou a povrchem (fyzisorpce,
chemisorpce).

2. Zamyslené pouziti — laboratorni nebo primyslova.
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4.2.1 Metoda Sol-gel

Inkorporaci funk¢nich skupin na povrch materialu tvofeného oxidem kiemicitym je
mozné provést jiz pii jeho vyrobé piidanim organofunkénich alkoxysiland K roztoku
tetraethylorthosilikatu (TEOS). Vysledkem je funkcionalizovany silikagel. Nevyhodou
této techniky je nemoznost diisledné kontroly morfologie povrchu (jedinou proménou je
relativni mnozsti TEOSu a silanu). Technologie sol-gel je vyuzivana k ptipravé oxidickych
nebo organofunkénich siloxanovych vrstev na nosné materialy. Vzhledem k tomu, ze
zakladni schéma metody sol-gel umoziiuje vyrobu tenkych vrstev pouze na symetrické
materialy, bylo vyvinuto né€kolik modifikaci spojujicich metodu sol-gel se sprejovanim,
ultrazvukem, elektroforézou, termoforézou ¢i elektrostatickym zvlakinovanim [25] [35]

[36].

4.2.2 Metody vyuzivajici vodnych rozpoustédel

Piiprava organofunkénich kiemicitych vrstev je v primyslovém méfitku zalozena
na reakcich v kapalné fazi. Nejcastéji pouzivanym rozpoustédlem je voda a jeji smési
s ethanolem nebo acetonem. Pro tento typ reakei jsou vyuzivany piedevSim chlorsilany
a alkoxysilany. Malé mnozstvi vody ve smési s organickym rozpoustédlem zajistuje
hydrolyzu alkoxy skupin a formovéni reaktivnich silanoli. Ve vodnych roztocich silany
podléhaji hydrolyze a kondenzaci pted vlastni depozici na povrch (Obrazek 7). Ke
kontaktu substratu se silyla¢nim roztokem miiZze dojit pomoci namaceni, zvlaknovani nebo

sprejovani pripraveného roztoku [25] [31].
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Obrazek 7: Mechanismus depozice silanu z roztokii vodnych rozpoustédel [25]




4.2.3 Metody vyuzivajici organickych rozpoustédel

V piipadé, Zze je modifikace chlorsilany ¢i alkoxysilany provadéna v bezvodém
prosttedi (organickd rozpoustédla), hydrolyza nenastdva. Vznikla chemickd vazba mezi
substratem by méla byt vysledkem piimé kondenzace chloro- ¢i alkoxy-silanovych skupin
a povrchem silanolii. Provedené experimenty vSak ukazaly, ze k pfimé kondenzaci nejspise
nedochazi (viz [37]). Alkoxysilany se mohou navazat na povrch SiO; pouze za pfitomnosti
vodniho rozhrani na povrchu SiO; (adsorbovana voda na povrchu), adsorbované molekuly
silanti jsou hydrolyzovany pted reakci s povrchem, avSak hydrolyza zpisobuje také
polymerizaci, je tedy obtizné takto pfipravit pouze monovrstvy [25] [31].

Jina cesta k pfimé kondenzaci je za pouziti amoniaku jako katalyzatoru, piipadné za
pouziti aminosilani, které jiz obsahuji aminovou skupinu ve své struktufe. Reakce

aminosilant s SiO, v bezvodém prostiedi je tedy autokatalyticka[25] [31].
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Obrdazek 8: Reakéni mechanismus 3-aminopropyltriethoxysilanu s povrchem SiO, v bezvodém prostiredi [25]

4.2.4 Samoseskupené monovrsty (self-assembled monolayers (SAMS))

Samoseskupené monovrstvy (SAM) predstavuji  specialni typ kapalnych
adsorpénich procest. Tato technologie je rozsifenim piipravy filma technologii Langmuir-
Blodgett. Principem této metody je depozice vysoce uspoifadanych polarnich molekul na

vhodné substraty. Polarni molekuly jsou nejprve uspofddany na vodni hladiné diky svym
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hydrofobnim vlastnostem a nasledné¢ pfeneseny na substrdt ponofenim do vodného
roztoku. Vyhodou této metody je vyborna kontrola polymerizace a piiprava piesné
definovanych monovrstev s velmi husté¢ pokrytym povrchem alkylovymi fetézci bez

ohledu na pocet hydroxylovych skupin. Rozdil mezi SAM a konvec¢ni polymerni vrstvou

ukazuje Obrazek 9 [25].
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Obrazek 9: Srovnani samoseskupené monovrstvy (nahore) a konvencné pripravené polymerni vrstvy (dole)
[25]

4.2.5 Vicekrokové metody

Alternativni metodu k modifikaci pomoci alkylsilani je vyuziti hydridového
intermediatu, kterou vyvinuli Sandoval a Pesek [30]. Principem této metody je nahrazeni
jednokrokové alkysilanové modifikace dvoukrokovym silaniza¢né-alkyla¢niho procesu.
Ptes ztratu jednoduchosti piinasi tato metoda nékolik vyhod — hustéjs$i obsazeni povrchu
modifikovanymi molekulami (odstranéni sférickych zabran silylaéni reakce pouzitim
nejmensich moznych molekul — triethoxy silanu) a zvysenou stabilitu povrchu [25].

A) HSIi(OCH,CHj3); + 3H,0 — HSi(OH)3 + 3CH3CH,OH

B) HSi(OH); + HO-Si= — HSi(OH),-O-Si=

Pii reakci (B) se vytvaii mezimolekularni mustky a nasledné dojde k depozici
alkylovych fetézci na povrch svyuzitim heterogenni hydrosilylace koncovych
nesaturovanych uhlovodiki (viz reakce (C) [25].

C) =Si-H + CH,=CH-R — =Si-CH,-CH,-R

Pti reakci vznikd vazba mezi kiemikem a uhlikem (Si-C), kterd je stabilnéj$i nez béZzna

vazba =Si-0-Si-C [25].
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4.2.6 Metody modifikace z plynné faze

Tyto metody jsou zalozeny na modifikaci SiO, t¢kavymi nebo plynnymi reaktanty,
patii sem napi. chemicka a fyzikalni depozice z plynné faze (CVD, PVD), atomova epitaxe
(ALE) apod. Vyhodou téchto metod je lepsi kontrola reakénich podminek nez pii reakcich
Z kapalné faze, a tedy priprava reprodukovatelnych monovrstev a také malé spotieba
vychozich reaktantd [25] [31].
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5 Prirodni latky a jejich vyuwziti Kk modifikaci
kFemicitych materiala

Jednou z velkych skupin vyuzivanych pro imobilizace na kiemicité substraty jsou
pfirodni latky. Pfirodni materidly a biomolekuly jako jsou enzymy, protilatky, proteiny
aléciva agens vSech typti byly imobilizovany na povrchy biomateriali pro aplikace
v terapii, diagnostice, tkanové regeneraci, separaci a dalSich odvétvich. Ptirodni latky maji
mnoho zajimavych vlastnosti, avSak bez chemické ¢i fyzikalni imobilizace jsou jejich
aplikace Casto velice obtizné [12].

BéZznymi strategiemi k funkcionalizaci povrchu kiemicitych nanomaterialt
(nanovlaken, nanocastic atd.) je povlakovani a modifikace povrchil riznymi funkénimi
skupinami. Alternativou k nasledné modifikaci je piima syntéza jiz funkcionalizovanych
materiald se zabudovanymi funkénimi skupinami. V obou pfipadech zistava ptiprava
takovychto materidlti vyzvou. K ptipravé téchto materidli bylo vyvinuto a vyzkouseno
nékolik metod s cilem modifikace a imobilizace G¢innych latek na povrch. Volba konkrétni
techniky modifikace je dana pfedevSsim zamySlenym pouzitim funkcionalizovaného
materidlu a typem substratu. Vybér metody zalezi predevSim na vlastnostech povrchu,
charakteru imobilizovanych molekul a typu aplikace. NejkriticngjSim aspektem
imobilizace biomolekul na povrch nosi¢t je zachovani aktivity a stability biomolekul i po
imobilizaci. Tyto metody mohou byt zalozeny na: fyzisorpci, afinitni interakci, vzniku

kovalentnich vazeb, inkorporaci v sol-gel matrici a dalsich [28] [38].
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Obrazek 10: Schématicka ilustrace moznych zpiisobii biokunjugace kiemicitych nanocastic s ruznymi ligandy
[38]
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V soucasné dob¢ je k povrchové funkcionalizaci vyuzivano velké mnozstvi

riznych materiala (Obrazek 11).
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Obrazek 11: Ukdzka nékterych typi kifemicitych materialii pouzivanych k funkcionalizaci — 4) koloidné
castice, B) mezoporézni membrany, C) mezoporézni sféry, D) duta viakna, E) 3D-scaffoldy, F) nanocastice
[28]

5.1 Moznosti imobilizace prirodnich latek

5.1.1 Modifikace pomoci nevazebnych interakci (fyzisorbce)

Imobilizaci molekul zaloZenou na fyzikdlnich interakcich lze povazovat za
nejjednodussi techniku vyuZzivanou k modifikacim povrchl. Tento piistup je vhodny
pfedev§im pro vysoce porézni materidly. Fyzikdlni imobilizace miize byt zaloZena na
elektrostatické interakci, Van der Waalsovych silach, vodikovych vazbach €i hydrofilnich
interakcich [28].

Vyhodou fyzisorpce je predev§im jeji univerzalnost, lze ji vyuzivat pro vétSinu
povrchti a nutné nevyzaduje predupravu povrchu pied vlastni imobilizaci. Fyzisorpce je
obecné nedestruktivni technikou, a je tedy velice vhodna pro zachovani biologické aktivity
imobilizovanych molekul, je tedy uzite¢nou metodou naptiklad pro imobilizaci 1€¢iv na
vhodné substraty u kterych se predpoklada kratkodoby az sttednédoby ucinek. Hlavni
nevyhodou této imobiliza¢ni techniky je relativné mala stabilita adsorbovanych molekul,
na kterou méa vyznamny vliv okolni prostfedi (pH, iontova sila, koncentrace biomolekul)

[28].

30



5.1.2 Modifikace pomoci kovalentnich vazeb

Jednim z prvnich piikladi modifikaci povrchu biologicky aktivni latkou byla
imobilizace heparinu na povrch polymeru, kterou provedl Gott se svymi spolupracovniky,
kdyz modifikovali povrch grafitu [39].

Unikatni vlastnosti mezoporéznich kiemicitych materiali jsou vhodné také pro
pouziti jako substraty slouzici k imobilizaci enzymi a biologicky aktivnich agens. VétSina
dosud publikovanych studii ukazuje, Ze enzymy imobilizované s vyuzitim mezoporéznich
Castic si zachovavaji svoji biokatalytickou aktivitu a jsou stabilnéjsi v porovnani s volnymi
enzymy Vv roztocich. Vyzkum se v soucasné¢ dob¢é zamétuje piedevSim na vyvoj raznych
typlt mezoporéznich ¢astic s odlisnou morfologii, viz [40][41][42][43].

Imobilizaci enzymt se zabyval také Qhobosheane [44], ktery demonstroval
biochemickou modifikaci povrchu kfemicitych nanocéastic enzymy a biokompatibilnimi
chemickymi latkami, které plni funkci biosenzorti a biomarkeri. Nanocastice tvofené
¢istym SiO, byly modifikovany dvéma enzymy — glutamatem dehydrogenazou a laktatem
dehydrogenéazou a také biokompatibilnim agens pro barveni bunééné membrany. Vysledky
ukazaly, ze SiO, nanocastice jsou biokompatibilnim pevnym nosi¢em pro imobilizaci
enzymu. Imobilizované enzymy na povrchu kiemicitych nanocastic vykazovaly excelentni
enzymatickou aktivitu a vynikajici detekéni schopnosti [44].

Imobilizaci enzymu se zabyval také Blasi [45], ktery testoval dvé odlisné
vicekrokové (3 a 4) reakce kimobilizaci glutamat dehydrogendzy na nosice tvoiené
oxidem kiemicitym. Vysledky ukazaly, Ze tfikrokovy proces (Obrazek 12) nema zasadni
vliv na konformaci (strukturu) a aktivitu enzymt a je vhodny pro piipravu vysoce
uspotadanych plandrnich vrstev enzymu pro detekeni pole.

Na rozdil od tiikrokové reakce vedla Cyikrokova k redukci hustoty povrchové
vrstvy a inaktivaci enzymu zpusobenou nepfiznivymi podminkami béhem silylace. Pii
reakci thionylchloridu s primarni amino (NH,) nebo thiolovou (-SH) skupinou za vzniku
amido a thioesterové vazby. Blizkost cysteinového rezidua a a-ketoglutaratu zplsobi
naslednou reakci mezi thionyl-chloridovymi skupinami na povrchu a enzymem, kterd vede

k zablokovani katalytickych mist enzymu a inaktivaci enzymu [45].
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Obrazek 12: Trikrokovad chemicka procedura K imobilizaci glutamdt dehydrogendzy na povrch SiO; [45]

Peng [46] ptipravil biofunkcionalizované fluorescen¢ni kiemicité nanocastice pro
znaCeni bun€k a bunétné diferenciace, které jsou velkym pfislibem pro medicinské
zobrazovaci techniky jako nové fluorescenéni sondy. Fluorescencni nanocéstice byly
ziskany spojenim aminomodifikovanych kifemicitych nanocastic a kyseliny laktobionové
za pomoci 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-karbodiimidu jako linkeru. Takto
pfipravené¢ nanoCastice vykazuji vynikajici biologickou aktivitu a lIze je vyuzit
k imunofluorescenénim stanovenim. Navic tyto nanocastice efektivné rozpoznavaly cilové
buniky ve smiseném bunétném systému (Obrazek 13). Jejich vyborna fotostabilita, dobra
biokompatibilita a signifikantni zesileni signalu je pfedurcuje k pouziti pro identifikaci
bunék s vysokou citlivosti pro mnoho biomedicinskych aplikaci, jako je cilené znaceni

rakovinnych metastazi ¢i kmenovych bunék in vivo [46].
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Obrazek 13: Rozpoznani jaternich rakovinnych bunék v heterogennim bunécném systému pomoci galaktozou
modifikovanych SiO, nanocdstic [46]

Chen a kol. [47] syntetizovali kiemicita nanovlakna pomoci kombinace metody sol-
gel a elektrostatického zvlakiovani. Takto pfipravena nanovlakna byla nasledné
modifikovana 3-aminopropyltriethoxy silanem (APTES) za tucelem jejich pouZiti jako
substrat pro nervové builky v tkanovém inzenyrstvi. Méfenim bylo zjisténo, ze hydrofilita
povrchi kiemicitych nanovldken klesala se zvySujicim se poctem amino-alkylovych
skupin na jejich povrchu. Snimky z elektronového mikroskopu ukazaly, ze modifikace
ktemicCitych nanovlaken pomoci APTES vedla ke zvySené proliferaci bunék. Takto
modifikovany material je tedy potencidln¢ vhodny k ristu a diferenciaci nervovych bunék

pro tkanové inzenyrstvi.

PDL SNF SNF-AP1M  SNF-AP2M  SNF-AP3M

Control

dbcAMP

Obrazek 14: Rostouci diferenciace (zleva) nervovych bunek po péti dnech na amino-funkcionalizovaném
povrchu SiO, nanovldiken [47]

Kranz a kol. [48] wvyuzili cirkularni dichroismus (rozdilnou absorpci levo
a pravotocivé kruhové polarizovaného zareni u opticky aktivni latky v oblasti jejiho
absorp¢niho péasu) k charakterizaci sekundarni struktury penicillin G acylazy pied a po
kovalentni imobilizaci na povrch kfemicitych nanocastic. Funkcionalizace kiemicitych
nanocastic byla provedena s vyuzitim reakce s glutaraldehydem a naslednou reakci
s aminoskupinou enzymu. Prekvapivé se ukazalo, Ze sekundarni struktura imobilizovaného

enzymu byla velice podobna se strukturou volného enzymu a témét konstantni pro v§echny
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experimenty, na rozdil od specifické aktivity, kterd s rostoucim mnozstvim
imobilizovaného enzymu na povrchu SiO; nanocastic klesala. Vzhledem ke stale struktuie
enzymu bylo zjisténo, ze hlavnim omezenim specifické aktivity je pokles difuzivity
S nartstajicim po¢tem imobilizovanych molekul enzymu [48].

Biokompatibilni a uniformni rozhrani zaloZené na nanocasticich oxidu kfemicitého
s funkcionalizovanym povrchem samino skupinami bylo pfipraveno Zhanghem [50]
s cilem efektivni imobilizace a citlivé sekvenéni detekce DNA z teleciho brzliku. Vysledky
kvantitativni analyzy ukézaly, Ze vylepSeni imobilizace jednofetézcové DNA lze docilit
diky velkému mérnému povrchu a specialnim vlastnostem nanocastic oxidu kiemicitého.
Hybridizacni experimenty navic ukazaly, ze imobilizovandA DNA muze specificky
interagovat s komplementarni DNA v roztocich, ¢ehoz lze dale vyuzivat v bioanalytickych
experimentech apod.

Huang a kol. [51] pfipravili novy adsorbent imobilizaci taninu na mezoporézni
kulicky oxidu kfemicitého. Mezoporézni kulicky SiO, osbahujici aminoskupiny ve své
struktufe byly pfipraveny postupem, ktery popsal Cheng v [52]. Nasledné byl na jejich
povrch navazén tanin za pouziti glutaraldehydu jako sitovaciho cinidla. U takto
pfipraveného materidlu byly ovéfeny absorpcéni schopnosti pro ionty cr¥. Vysledky
ukézaly zdvislost absorp¢ni kapacity na pH prostiedi, pficemz nejlepSich vysledkli bylo
dosazeno pii pH 5,5, kdy namé&fena koncentrace Cr** byla 1,3 mmol/g pfi puvodni
koncentraci 2,0 mol/l. Tato studie poskytuje novou strategii k piipravé adsorbentt
s imobilizovanym taninem na povrchu s vysokou stabilitou a efektivnich odstranovanim

tézkych kovt z vodnych roztoka [51].

5.1.3 Modifikace vyuzivajici afinitni interakce

Popularita reakci zalozenych na interakci avidin/streptavidinem — biotin
k imobilizaci bioaktivnich latek na povrch oxidu kiemicitého stale stoupa. Vzhledem
nespecifické navazani molekul. Tato interakce je nejsiln€jSi znadmou nekovalentni
(receptor-ligand) interakci. Vznik vazby mezi biotinem a avidin/streptavidinem je velmi
rychly a po jejim vzniku odolava vétSiné extrémnich pH, teplotdm a vétSiné denaturacnich
¢inidel. Velké mnoZstvi biomolekul je moZno biotinylovat pro naslednou interakci

s avidin/streptavidin zna¢enymi molekulami [53][54].
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Imobilizace avidin/streptavidinu na kiemicity povrch je zaloZena na elektrostatické
interakci, kdy pozitivné nabity komplex (avidin/streptavidin) je pfitahovan negativné
nabitym povrchem SiO;. Tuto proteinovou adsorpci lze dale podpofit pouzitim
glutaraldehydu. Takto povlakovany povrch kiemiCitych materidla Ize dale

funkcionalizovat biotinylizovanymi molekulami [53][54].

Walker a jeho spolupracovnici [55] vyuzili interakce mezi avidinem a biotinem
K pfipravé materialt pro cilené dodavani 1ékt a znaceni bunék. Vysledky ukazaly, ze
izolované lidské a mysi karcinogenni buniky maji schopnost kumulace biotinu, coz by
potencidln¢ umoznilo cilenou lécbu rakovinnych nadorit a jejich specifické znaceni

Vv riiznych télnich tkanich.

5.1.4 Enkapsulace molekul pomoci metody sol-gel

Kromé¢ fyzisorpce a chemické modifikace je vyuziti enkapsulace ¢i zachyceni
biomolekul v porézni matrici Casto vyuzivanou mtodou pro nékteré specialni
biotechnologické, bioanalytické a biomedicinské aplikace (biosenzory, biokatalyzatory,
terapeutika). Vyhody Vv pouziti kfemiéitych nanomaterialti oproti konven¢nim polymeriim
jsou predevsim velky specificky povrch a velikost, které je mozno ménit dle pozadavki
konkrétni aplikace. Navic je oxid kiemicity chemicky velmi stabilni, nebotnd ve vodnych
roztocich, je opticky transparentni mikrobiologicky inertni a svymi vlastnostmi zvySuje
stabilitu inkorporovanych molekul a chrani je pted vykyvy pH a teploty [38].

Jain a spol. [56] ptipravili nové injektovatelné a sprejovatelné hybridni nanocastice
oxidu kfemicitého, do kterych inkorporovali molekuly s vysokou molekulovou hmotnosti
(tyramivyilinolin, FITC-dextran a avidin-peroxidaza) s velikosti ¢astic mensi nez 100 nm
s 80% ucinnosti enkapsulace. Takto inkorporované enzymy vykazovaly Kkinetiku
Michealis-Mentenové a katalyzovaly reakce pii difuzi substratd do pora SiO, matrice,
navic vykazovaly vyssi stabilitu pfi zméné pH a teploty nez volné enzymy [56].

Enkapsulace bioaktivnich makromolekul do magneticky povlakovanych nanocastic
oxidu kfemicitého, kterou provedl Yang [57], je dal§im prikladem vyuziti této metody.
Vyhodou takto pfipravenych nanocastic kromé vlastnosti spojenych s inkorporaci
bioaktivni latky je jejich snadna separace vyuZzitim vnéj$iho magnetického pole.

Tsagkogeorgas [58] pouzil inkorporaci anti-diclofenac protilatek do nanocastic

oxidu kiemicitého. Biologickd aktivita enkapsulovanych protildtek byla hodnocena
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inkubaci nano€éstic v standardnim roztoku. Vysledky ukazaly, ze pouze 6 % piidan¢ho
diclofenacu bylo nespecificky zadrzeno, zatimco 66 % zreagovalo s inkorporovanymi

protilatkami.

5.2 Taniny

Taniny jsou pfirodni polyfenolické slouceniny, které jsou rozpustné ve vodé
s molekulovou hmotnosti 500 — 5000 g/mol nebo vyssi. Rostlinné taniny lze rozdélit do

dvou velkych skupin - hydrolyzovatelnych a kondenzovanych tanini [59].

5.2.1 Kondenzované taniny

Kondenzované taniny, téz proanthokyanidiny, jsou polymerni flavonoidy tvoiené
zakladnim heterocyklickym systémem biosynteticky odvozenym z fenylalaninu (B)
a polyketidu (A), (Obrazek 15). Proanthokyanidiny tvofi jednu z velkych skupin
kondenzovanych tanind. Pfestoze cesta k biosyntéze téchto latek je jiz znama, kroky
zahrnujici kondenzaci a polymerizaci flavonovych jednotek zatim nebyly dokonale

objasnény [59].

Obrazek 15: Zakladni strukturni jednotka kondenzovanych taninii [59]

Nejvice studované kondenzované taniny jsou tvofeny flavan-3-oly — epikatechin,
katechin, které jsou spojeny pomoci vazby C—C mezi uhliky Cg koncové a C4 navazuji
jednotky. Dal$i polymerizace miiZze poskytnout linearni 4,8 polymery, jako je Cirokovy
prokyanidin, (Obrazek 16). Méné béznymi jsou linearni polymery, strukturné odvozené

z 4,6 dimert, piipadné vétvené polymery s vazbami mezi uhliky 4,8 a 4,6 [59].
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Obrdazek 16: Chemicka struktura cirokového taninu [59]

5.2.2 Hydrolyzovatelné taniny

Hydrolyzovatelné taniny jsou estery fenolickych kyselin a polyolu, obvykle glukézy.
Fenolickou kyselinou je v piipadé¢ gallotaninti kyselina gallova a u ellagitanini pak
kyselina ellagova. Tyto jednotky mohou byt dale esterifikovany nebo oxidaéné zesitovany

za vzniku komplexnich hydrolyzovatelnych tanini [59].

5.2.2.1 Gallotaniny

Gallotaniny jsou nejjednodussimi hydrolyzovatelnymi taniny, které jsou tvofeny
poly(estery kyseliny gallové a glukdzy). Prototypem gallotanint je pentagalloyl-B-gluk6za
(1,2,3,4,6-pentagalloyl-B-glukoza) (PGG), ktera ma pét identickych esterovych vazeb,
které obsahuji alifatické hydroxylové skupiny centralni gluk6ézové jednotky (Obrazek 17)
[59].
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1,2,3,4,6-pentagalloyl-B-glukdza

Obrazek 17: Chemicka struktura kyseliny gallové (vlevo) a 1,2,3,4,6-pentagalloyl- g-glukézy (vpravo)[59]




5.2.2.2 Ellagitaniny

Ellagitaniny vznikaji pfi oxidaci galloylovych skupin, jednoduché ellagitaniny jsou
estery kyseliny hexahydroxydifenova (HHDP), ktera ve vodnych roztocich spontanné
laktonizuje na kyselinu ellagovou (Obrazek 18) [59].
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00 o] OH
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HO OH HO OH HO o]
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hexahydroxydiphenic acid kyselina ellagova

Obrazek 18: Chemicka struktura hexahydroxydifenové kyseliny a jeji laktonizace na kyselinu ellagovou [59]

5.2.3 Vlastnosti taninu

Taniny maji mnoho specifickych vlastnosti, kterymi mohou putisobit na biologické
systémy. Jsou to piedev§im chelatacni schopnosti kiontim kovl (pii vhodnych
podminkach — pH), antimikrobiologické a antimykotické ucinky, srazlivé ucinky (enzymy)
a antioxidaéni vlastnosti. U mnoha tanint byly prokazany také bakteriostatické
a baktericidni ucinky proti mnoha bakteriim, napt. Staphylococcus aureus nebo MRSA ¢i
virim herpes simplex virus, HIV apod. [60][61][62][75].

Vzhledem K velice riznorodym vlastnostem tanind a enormni strukturni diverzité je
velice obtizné vyvinout piesny model pro pfedpovéd Uc¢inka konkrétni molekuly taninu

Vv zavislosti na jeho struktuie [59].

5.2.4 Priklady vyuziti tanini

Thayyah [63] vyuzil tanin imobilizovany na povrch kalcinovaného hydrotalcitu
K ptipravé adsorbentu pro ionty tézkych kova (Cu(ll), Zn(ll) a Cd(ll)) z primyslovych
odpadnich vod. Princip funkce modifikovaného adsorbentu spocival Vv iontové vymeéng.
Provedené experimenty ukézaly, Ze adsorpce kovovych iontli je selektivni v poradi
Cu(Il) > Zn(11) > Cd(ll). Proces adsorpce probihal velkou rychlosti, kdy maximalniho
naadsorbovaného mnozstvi bylo dosazeno po tfech hodinach, pfi¢emz adsorb¢ni kapacita

klesala s rostouci iontovou silou.

Adsorbent s imobilizovanym taninem vyvinuli také Lia a Shi [64], ktefi

imobilizovali tanin na vlakna kolagenu. K imobilizaci vyuzili reakci s glutaraldehydem,
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ktery kovalentné propojil nukleofilni mista tanini s aminoskupinami kolagenu (Obrazek
19).

H;

Tanin (T) reaguje s kolagenem (P) C5Hs
za vzniku vodikovych vazeb
HOH,C CH,OH
Qq g & P Ir —
N
\/ \/ P ______ n C/ N\CI‘L
Oxazolidin E I 2 oS P

Obradzek 19. Schématické zndzornéni interakce taninu s kolagenem resp. —NH, skupinami v jeho strukture
[64]

V [65] bylo potvrzeno, ze vazba mezi aminoskupinami substratu a taninem je
zaloZzena ptedevSim na tvorbé vodikovych mistki a na tom Ze aldehydické slou€eniny
(glutaraldehyd, oxazolidin) reaguji s taniny za vhodnych podminek s uhliky Cg nebo Cg
vzhledem k jejich vysoké nukleofilité. Takto imobilizované taniny efektivné adsorbovaly
ionty Th(IV), Cr(Il), Pt(11), Cd(I1), Hg(ll) z vodnych roztokt [64]. Podobné vyuzil Liao
[67] imobilizaci taninu na vlakna kolagenu k adsorbci iontl thoria. Dalsi moznosti vyuZiti

tanind imobilizovanych na riznych substratech jsou popsany v literatute [66][68][69].

Gulcin a spol. pomoci n¢kolika riznych technik ([70]) dokazali antioxida¢ni u¢inky
(antioxidanty jsou slouceniny, které inhibuji nebo zpozd'uji oxidaci jinych molekul
a chrani lidsky organismus pied volnymi radikaly a reaktivnimi formami kysliku) kyseliny
ttislové, ktera patii do skupiny hydrolyzovatelnych taninti. Vysledky ukazaly, ze kyselina
tiislova pii koncentraci 15 u/ml inhibuje peroxidaci lipidd (proces degradace lipidu, pfi
kterém dochézi k poskozeni bunéénych membran) v emulzi kyseliny linolové z 97,7 %.
Vysledky tedy naznacuji, Ze kyselina tfislova je efektivni pfirodni antioxidant, ktery je
vhodny napftiklad pro pouZziti jako konzervacni €inidlo.

Vyuzitim tanin k 1é¢bé periodontalnich onemocnéni se zabyval Ho [71], ktery
izoloval né€kolik tanint z listd Brusnice brusinky a dokézal jejich antimikrobidlni ucinky

a potencidl pro pouziti k 1é€bé onemocnéni désni.

5.2.5 Kyselina trislova

Kyselina tfislova téz tanin ¢i tannic acid (Obrazek 20), je ptirodni polyfenolicka
sloucenina patfici do skupiny hydrolyzovatelnych tanind. Je tvofena centralni molekulou
glukézy s derivatizovanymi hydroxylovymi skupinami obsahujici jeden ¢i vice

galloylovych zbytkt, patii do skupiny hydrolyzovatelnych tanind, které jsou schopné
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hydrolyzy za mirnych podminek v kyselém ¢i alkalickém prostfedi a poskytuji sacharid
(glukoéza) a kyselinu (predevsim kyselina gallova). Kyselina tiislova je obsazena v mnoha
ptirodnich latkach — ving, kavé €aji, ovoci, zeleniné¢ a mnohych dalsich, je také dulezitou
soucasti pii procesu ¢inéni kuzi a pouziva se jako komponenta pii zpracovani dieva. Jeji
schopnost interakce se sacharidy a proteiny se vyuziva pii procesu ¢isténi vin.

Nejvice zkoumanymi vlastnosti kyseliny tfislové jsou jeji chelatacni, antioxidacni,
antimikrobidlni, antienzymatické, adstringentni a antibakteridlni u¢inky. Mize byt pouzita
k 1é¢b¢ prijmovych onemocnéni a v hemostatickych a protihemoroidovych piipravcich.
Nedavné studie na zvifatech ukazaly také jeji protirakovinné u¢inky. Neméla by vSak byt
uzivana ve velkém mnozZstvi, protoZe inhibuje vstiebavani zeleza v organismu. Externé je

pak kyselina tiislova pouzivana k 1é¢b¢ koznich viedd, poranéni kiize a bolesti zubt [72].
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Obrazek 20: Chemicka struktura kyseliny trislové — tvorena centralni molekulou glukozy s péti
esterifikovanymi hydroxyly dvema molekulami kyseliny gallové, ¢arkované je vyznacena zakladni struktura
kyseliny trislové

Mechanismus antioxida¢niho puasobeni kyseliny tiislové neni dosud zcela
pochopen, napiiklad v pfitomnosti ionti médi mize pusobit jako prooxidant podporujici
poskozovani DNA nebo jako antioxidant potlacujici hydroxylové radikaly. Bylo zjiSténo,
ze antioxidacni ucinky kyseliny tfislové jsou dany jeji strukturou, ktera je tvofena
hydrofobickym jadrem a hydrofilnim plastém [70].

Chung a kol. [73] se zabyvali inhibi¢énimi U¢inky kyseliny tfislové na bakterie
vyskytujici se v zazivacim traktu a prokazali, Ze kyselina tfislova inhibuje rast nékolika

sttevnich bakterii — Backeriodes fragilis, Clostridium clostridiimforme, C. perfringens, C.
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paraputrificum, Escherichia Coli, Enterobacter Clocaea a Salmonella tryphimurium pfi
koncentracich 100 — 1000 pg/ml. Inhibi¢ni efekt kyseliny tfislové je dan nejspise silnou
schopnosti kyseliny tfislové navazat se k zelezitym iontim. Mikroorganismy obsazené
V travicim traktu mohou byt pfi¢inou celé¢ fady onemocnéni véetné rakoviny. Interakce
kyseliny tiislové se stfevni mikroflorou a jeji ovlivnéni metabolismu vzhledem ke svym
antinutri¢nim, protirakovinnym a protimutagennim vlastnostem mutze hrat kli¢ovou roli
u mnohych onemocnéni [74]. Navic se ukazalo, Ze kyselina tfislova neptisobi na bakterie
mlééného kvaseni, které jsou obecné povazovany za zdravi prospésné [73].

Akiyama a kol. potvrdili [75], Ze kyselina tfislova ma inhibi¢ni G¢inky na kmeny
bakterii Staphylococcus aureus. Provedené experimenty ukazaly, ze pfidavkem Kyseliny
ttislové k dvéma riznym antiobiotikiim (oxacilin, cefdinir) doslo k vyraznému poklesu
minimalni inhibi¢ni koncentrace u vSech osmnacti testovanych kmenti Staphylococcus
aureus (Tabulka 1).

Tabulka 1: Minimdlni ihibicni koncentrace oxacillinu a cefdiniru bez a s pridavkem kyseliny trislové [75]

No. of strains with MIC (mg/L)

<006 0.12 025 05 1 2 4 8 16 32 64 =128 Total
Oxacillin alone 6 | 2 > 4 18
Oxacillin + tannic acid (100 mg/L) 18 18
Cefdinir alone 3 4 2 2 | 2 | 3 18
Cefdinir + tannic acid (100 mg/L) 18 18

Aelenei [72] vytvotil kompozitni mikrocastice obsahujici kyselinu tfislovou
Vv chitosanové matrici s cilem vyuzit tyto mikrocastice v ptipravcich pro 1é¢bu bolesti zubi
a poranéni kiize.

Vzhledem krozvoji stale novych odolnych kment bakterii je v soucasné dobé
snaha o vyvoj a aplikaci novych latek s antibakterialnimi a antiseptickymi uc¢inky je

kyselina tfislova jednou z potencialné vhodnych moznosti s Sirokym okruhem aplikaci.

5.3 Chlorofyl

Chlorofyl je zeleny pigment, ktery je obsazen V zelenych rostlinach, sinicich
anékterych fasach. Nazev chlorofyl oznacoval pivodné pouze skupinu zelenych
pigmentt tcastnicich se fotosyntézy u vysSich rostlin. Poté se toto oznacéeni rozsitilo na
vSechny pigmenty patiici do skupiny porfyrint, které se ucastni fotosyntézy [76].

Nejcasteji vyskytujicim se typem chlorofylu je chlorofyl A (Obrazek 21). Chlorofyl

se ucastni fotosyntézy v zelenych rostlinach, kde absorbuje energetickd kvanta svételného
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zafeni a nasledné je tato energie rostlinami vyuZzivana k syntéze sacharidi z oxidu
uhli¢itého a vody. Chlorofyly patii do skupiny porfyrint (organické cyklické slouceniny,
které jsou schopné vytvaret komplexy s kovovymi ionty — nejznaméj$im metaloporfyrinem
je hemoglobin, ktery umoznuje pienos kysliku ¢ervenymi krvinkami), které obsahuji
hoi¢ik jako centralni atom uprostfed pyrolovych kruht [77]. VSechny v pfirod¢ se
vyskytujici porfyriny maji ve své struktuie zbytek kyseliny propionové na pozici ¢islo
sedm. V piipad¢ chlorofyll je tato pozice esterifikovana pomoci dlouhého alkoholu. Diky

tomuto uhlovodikovému fetézci jsou chlorofyly nerozpustné ve vod¢ a rozpustné v tucich.

»
mro T
‘ih ] W

Obrazek 21: Chemicka strukturu v prirodé nejvice zastoupeného chlorofylu typu A [78]

Strukturu chlorofylu 1ze modifikovat napiiklad s vyuzitim tvorby kovovych
komplexi. Pfi téchto reakcich je atom hoic¢iku pomérné snadno odstranén, avsak jeho
nahrada je jiz obtiZzna. Jednou z moZnych modifikaci je nahrada atomu hot¢iku atomem
médi, ktera se provadi zahfivanim chlorofylu s octanem méd’natym [76].

Chlorofylin je semisynteticka smés sodno-méd’naté soli ziskana substituci atomu
hot¢iku u chlorofylu za atom médi. Pti syntéze chlorofylinu je hot¢ikovy atom ve stfedu
porfyrinového kruhu nahrazen atomem meédi a také je odstranén fytolovy fetézec, proto je
chlorofylin na rozdil od pfirodniho chlorofylu rozpustny ve vod€ a ma vyssi stabilitu nez

chlorofyl [79].

H:C C2Hs H;C CzHs

H2C=HC CHs H;C=HC CH:

H:C COO'Na™ H:C

CH2COO'Na™ CH;COO'Na”™

H,C CH;CH,CO0'Na* H.C CH:CH,COONa*

Obrazek 22: Dvé zdkladni slouceniny tvorici sodnou siill médnatého komplexu chlorofylinu [79]
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Chlorofyl i chlorofylin maji mnoho zajimavych vlastnosti. Pro vyuziti
V obvazovych materialech jsou vyznamné ptedev§im jejich antibakterialni a dezinfekéni
vlastnosti. Existuje mnoho publikaci zabyvajici se aplikaci chlorofylu pro 1é¢bu infekci.
Mnoho vysledkii ukazalo pozitivni vliv chlorofylu na 1é¢bu dlouhodobé nehojicich se
poranéni, na které neptisobila konvenéné pouzivana antimikrobialni agens [80].

Bowers [81] vyuzil chlorofylin k 1é¢bé 400 rtiznych ran po chirurgickych zranénich
a vysledky ukdzaly, Ze infekce pii pouziti chlorofylu zmizela béhem 2 — 3 dni. Combes
a kol. [82] prokazali obdobné u¢inky chlorofylu pii 1é€bé sekundarné infikovanych viedu,
kontaktni dermatidy a pemhigu. Carpenter [83] prokazal 1é¢ivé t¢inky chlorofylu pii 1é¢bé
127 ptipadt hnisavé osteomyelitidy a chronickych viedi. Vzhledem k tomu, Zze chlorofyl
je povazovan za promotéra tvorby nové zdravé granulacni tkané, nékteré klinické studie
ukazuji, ze ma také antibakteridlni vlastnosti. Smith [84] a Nevin [85] prokazali
bakteriostatické vlastnosti chlorofylu na kmeny staphyloccoca, streptococca a anaerobnich
spor [80]. Dalsi piiklady vyuziti antibakteridlnich u¢inkt chlorofylu je mozné nalézt
v [86][87].

Mezi jejich dalsi vlastnosti patii naptiklad podpora krvetvorby a zlepSeni
schopnosti krve prenaset kyslik, zabranuje gastrointestinalni absorpci $kodlivych toxind
(aflatoxiny) v téle, antioxida¢ni ucinky — ochrana pied volnymi radikaly, zpomaluje
starnuti, posiluje imunitu, pomahd udrzovat hormonalni rovnovahu ¢i redukuje tvorbu

ledvinovych kamenti [88].
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Shrnuti teoretické éasti

V teoretické Casti prace je uvedena problematika kfemicitych nanomateridlli se

zamétenim na kiemicita nanovlakna, jejich modifikace a jejich vyuziti pfedevsim v oblasti

mediciny a tkanového inzenyrstvi. Zde je ptehled vybranych diskutovanych témat:

Vyhody pouZiti nanovlakennych material( v obvazovych materidlech
Elektrostatické zvldknovani kfemicitych nanovlaken

Modifikace kfemicitych nanomateriald a jejich vyuZiti v analytické chemii, syntéze,
biochemii, imobilizaci u¢innych agens a pramyslovych aplikacich

Nejcastéji vyuzivané metody modifikace kiemicitych mateiral

Pfinosy imobilizace ptirodnich latek na povrch nanovlakennych material(i, zejména

pak tanin(
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6 Experimentalni ¢ast

Experimentalni cast diplomové prace byla zaméfena na optimalizaci podminek
silylaéniho procesu kifemicitych nanovlaken s vyuzitim 3-aminopropyltriethoxysilanu
(APTES) jako silyla¢niho ¢inidla. Pfedevsim byl zkouman vliv podminek silyla¢ni reakce
na vyslednou koncentraci kovalentné navazanych aminoskupin (-NHz) na povrch
modifikovanych kifemicitych nanovldken. Sledovanymi parametry, které ovliviiovaly
silylatni reakci, byly: doba silylace, teplota pii které reakce probihala a koncentrace
pouzitého silyla¢niho ¢inidla (APTES).

Druha ¢ést experimentli byla zamétena na nalezeni a pfizptisobeni vhodné metody
ke stanoveni koncentrace aminoskupin na povrchu kifemiéitych nanovlaken po jejich
silylaci s cilem stanovit optimalni podminky silyla¢ni reakce.

Dalsi cast prace se vénovala imobilizaci vybranych ptirodnich latek, tj. kyseliny
tiislové a chlorofylinu  (sodno-médnatého komplexu chlorofylinu) na povrch
modifikovanych nanovldken z oxidu kiemicitého, kterd plni funkci nosného substratu.

V posledni ¢asti se experimenty zaméfily na ovéfeni funkénosti ptipravenych
materiald S imobilizovanymi pfirodnimi agens, predevS$im na jejich antibakterialni
vlastnosti.

Mikrobiologické testy byly zaméfeny jednak na potvrzeni antibakteridlniho
(baktericidniho) Uc¢inku pfipravenych materialli (nanovldkenné vrstvy s imobilizovanym
chlorofylinem a kyselinou tfislovou) a dale na stanoveni velikosti antibakterialniho Gi¢inku
Vv zavislosti na délce puisobeni. K objektivnimu posouzeni téchto ucinka byly k testovani
pouzity grampozitivni i gramnegativni kmeny, a to jak pro kvalitativni, tak pro

kvantitativni mikrobiologicka méfeni.

6.1 Pouzité materialy

- Tetraethylorthosilikat (TEOS) 99%, CAS: 78-10-4, Merc Milipore

- 3-aminopropyltriethoxysilan (APTES) 99%, CAS: 919-30-2, Sigma-Aldrich
- Ethanol bezvody, CAS: 64-17-5, Penta

- Ethanol 96% p.a., CAS: 111-42-2, Penta

- Deionizovana voda, TUL

- Methyloranz, CAS: 547-58-0, Penta

- Uhli¢itan draselny bezvody p. a., CAS: 584-08-7, Penta
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- Dihydrogenfosforecnan sodny dihydrat p. a., CAS: 13472-35-0, Penta

- Kyselina tfislova ACS grade, CAS: 1401-55-4, Sigma-Aldrich

- Chlorofylin (vodny roztok sodno-méd’naty komplex) de Souzas, Beaumont, USA
- Kyselina chlorovodikova 35%, CAS: 7647-01-0, Penta

- Kfemicita nanovlakna, Si-J32/24-1, 32/21-1, 32-22-1(2), TUL

- Isopropylalkohol 98,5% p. a., CAS: 67-63-0, Penta

- Kultiva¢ni médium Tryptone soya agar, Sarze BO03519351N, Oxoid

- Bakterialni kmen Staphylococcus gallinarum, CCM 3572, ITEST Kryobanka B
- Bakterialni kmen Escherichia coli, CCM 2024, ITEST Kryobanka B

- Fluorescein isothiokyanat isomer >90%, CAS: 3326-32-7, Sigma Aldrich

- Hydroxid sodny p. a., CAS: 1310-73-2, Penta

- Fyziologicky roztok, Krajska nemocnice Liberec
6.2 Pouzité metody

6.2.1 Elektrostatické zvlaknovani nanovlakenné vrstvy

Piiprava nanovlakenné membrany tvorené oxidem kiemicitym

Vychozi sol tvofeny tetraethoxysilanem v isopropylalkoholu (s pfidavkem
deionizované vody a kyseliny chlorovodikové) byl zvldknén z volné hladiny pomoci
zafizeni Nanospider NS line 1WS500U (Elmarco, Liberec, Ceska republika) (Obrazek 23).
Podminky elektrostatického zvlakiiovani byly nasledujici:

- vzdalenost elektrod: 175 nm,

- rychlost pojezdu struny: 0,2 mm/s,

- rychlost pojezdu hlavy: 250-300 mm/s na 450 mm,

- podkladovy material: pecici papir bez silikonu,

- pramér pravlaku: 0,6 cm,

- napéti na elektrodach: kolektor -10 KV, spinner (struna) 60 kV,

- dvé prevrstevni podkladového materialu zvlakinovanymi nanovlakny SiO»,




Obrdazek 23: Zarizeni pro elektrostatické zvldknovani - Nanospider NS

6.2.2 Silylace kifemicitych nanovlaken 3-aminopropyltriethoxysilanem

Silylaéni reakce, tj. modifikace povrchu kifemicitych nanovldken pomoci
3-aminopropyltriethoxysilanu, byla provedena dle nize uvedené¢ho postupu.

Do Petriho misky o priméru 85 mm byla vlozena elektrostaticky zvldknéna
nanovlakenna vrstva tvofena oxidem kifemiCitym (o rozmérech 3 x 3,
2,5x5a16 x 14 cm), ktera byla stabilizovana pii teplot¢ 180 °C po dobu 2 hodin.
K nanovlakenné vrstvé v Petriho misce bylo pipetou ptidano 15 ml silylaéniho roztoku
APTES o koncentraci 3 % obj. ze zasobniho roztoku. Zasobni roztok APTES o koncentraci
3 % obj. byl ptipraven odpipetovanim 7,5 ml APTES do zéasobni plastové lahve o objemu
250 ml a doplnénin 96% ethanolem na objem 250 ml. Ostatni koncentrace byly pfipraveny
obdobné s tim, ze se menil pomér APTES a ethanolu.

Uzaviend Petriho miska obsahujici kfemicitd nanovldkna spolu se silylacnim
¢inidlem (pH 5-6) byla umisténa na tiepacku Heidolph Hei-Tec (Heidolph Instruments,
Némecko) s rychlost ttepani 350 ot/min. Pfi experimentech za konstantni teploty byly
vzorky ponechany na tfepacce po dobu 120 minut pii zvolené teploté. Pii experimentech

s kratkym zahtatim byla na pocatku reakce zahtata reakéni smés na zvolenou teplotu a ta
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byla udrzovana 15 minut. Nasledn¢ byla Petriho miska s reakéni smési ponechéna za
samovolného ochlazovani na tfepacce dalSich tficet minut (celkovy cas reakce byl 45
minut). Schéma reakce je uvedeno vyse (Obrazek 8).

Po skonceni reakce byl pipetou odtazen reak¢ni roztok a ke vzorkiim bylo ptfidano
3 x 10 ml bezvodého ethanolu za Gcelem promyti vzorkli a odstranéni zbylého reak¢niho
¢inidla z nanovlakenné vrstvy. Nasledné byla nanovlakna pinzetou pfenesena na vrstvu
netkané polypropylenové textilie typu spunbond, na které byla vysuSena pfi laboratorni
teploté. Takto pfipravené vzorky byly uloZzeny do vzduchotésnych polyethylenovych

sacku, kde byly uchovany pro dalsi pouziti.
6.2.3 Metody pouzivané ke kvantitativnimu stanoveni aminoskupin

6.2.3.1 Metoda zaloZena na reakci S methyloranzi

Tuto metoda popsal Hartwigem [89] pii stanoveni koncentrace aminoskupin na
povrchu polyakrylonitrilovych vlaken. Metoda je zaloZzena na spektrofometrickém
stanoveni methyloranze, ktera reaguje s pfitomnymi aminoskupinami. Postup byl
adaptovan pro stanoveni poctu aminoskupin na povrchu kfemicitych nanovldken po
silylaci.

K modifikované nanovldkenné vrstvé tvofené kiemicitymi nanovlakny (po silylacni
reakci) umisténé v Petriho misce bylo piidano 15 ml zasobniho roztoku methyloranze
(MO). Zasobni roztok methyloranze o objemu 500 ml byl pfipraven takto — do plastové
zasobni lahve o objemu 500 ml bylo na analytickych vahadch Kern ew 620-3NM
(Kern & Sohn, Némecko) odvazeno 0,252 g methyloranze, ktera byla rozpusténa v 500 ml
roztoku dihydrogenfosfore¢nanu sodného (NaH,PO4) 0 koncentraci 0,1 mol/l, ktery byl
pfedem pfipraven rozpusténim 7,816 g NaH,PO, - 2H,O v 500 ml deionizované vody.
Takto piipraveny 0,05% roztok methyloranze (MO) s pH = 5 byl pouzit ke stanoveni
koncentrace aminoskupin.

Nanovlakenny material byl v roztoku methyloranze ponechan 1 hodinu pfi
laboratornich podminkdch a poté byl roztok methyloranze odtazen pomoci pipety
a material byl promyt 3 x 10 ml destilované vody, ¢imz doslo k odstranéni nenavazané
methyloranZze.

Takto pripraveny material (SiO2-APTES-MO) byl nasledné¢ vlozen do 15 ml

roztoku uhli¢itanu draselného, ktery byl odpipetovan ze zasobniho roztoku 0 koncentraci
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0,1 mol/l ptipraveného odvazenim 6,919 K,CO3; a naslednym rozpuSténim v 500 ml
destilované vody. Po 30 minutach byl ziskdn roztok MO v 0,1 M roztoku K,COs.
Vysledny roztok byl pipetou ptenesen do zkumavek o objemu 10 ml pro nasledné
spektrofotometrické stanoveni.

Koncentrace methyloranze ve vysledném roztoku byla stanovena pomoci UV/VIS
spektrofotometru GBC Cintra 202 (GBC Scientific Equipment, Australia). K analyze byla
pouzita jednocentimetrova kyveta, do které byl umistén roztok MO a do referen¢ni kyvety
byl pfedlozen zasobni roztok K,COjz;. Naméfené hodnoty absorbace pii vinové délce
465 nm byly nasledn¢ vyhodnoceny a pouzity k vypocteni koncentrace aminoskupin na
povrchu kiemicitych nanovlaken (Rovnice 2):

Abs

Rovnice 2: Vypocet koncentrace amino skupin na povrchu nanovidkenné vrstvy [89]
Kde C' je pocet aminoskupin [1/nm?], F je plocha povrchu [cm?] a Abs znadi

namé&fenou absorbanci.

6.2.3.2 Metoda zaloZena na reakci s fluorescein-isothiokyanatem

Alternativni stanoveni aminoskupin na povrchu kfemicitych nanovldken po
ptedchozi silylaci bylo provedeno metodou zalozenou na znaceni aminoskupin pomoci

fluorescein-isothiokyanatu [90]. Adaptovany postup je uveden nize.

Ke stanoveni byl pfipraven zasobni roztok fluorescein-isothiokyanatu (FITC)
o koncentraci 130 uM, ktery byl pfipraven odpipetovanim 0,4 ml vychoziho roztoku
fluorescein-isothiokyanatu o koncentraci 3,239 mM do 10 ml odmérné baiky a doplnénim

ethanolem.

Nanovlakenna vrstva S rozméry 1 x 2cm byla vlozena do mikrozkumavky
Eppendorf o objemu 5ml, do které byly nasledné pfidany 2 ml zasobniho roztoku
fluorescein-isothiokyanatu. Zkumavka byla uzaviena a K vylouceni fotochemického
rozkladu zabalena do hlinikové folie a umisténa na tfepacku (150 ot/min.) po dobu 24
hodin.

Poté byl roztok fluorescein-isothiokyanatu pipetou odtazen a nanovlakenna vrstva
byla promyta 4 x 3 ml ethanolu. Ke vzorkim byly pfidany 3 ml 0,2 M roztoku hydroxidu

sodného ptipraveného rozpusténim 0,4 g NaOH v 50 ml destilované vody. Zkumavka byla
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opét zabalena do folie a umisténa na kyvacku na 1 hodinu, béhem které doslo k rozpusténi

nanovlakenné vrstvy s navazanym FITC.

Z vysledného roztoku vzniklého rozpusténim kifemicitych nanovlaken znacenych
FITC bylo pieneseno 200 pL na mikrofiltracni desticku a byla zméfena vysledna

fluorescence.
6.2.4 Metody charakterizace kiemicitych nanovlaken

6.2.4.1 Studium morfologie — skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Morfologie nanovlakenné vrstvy tvofené oxidem kiemicitym byla pozorovana
pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) Tescan Vega 3 (Tescan Orsay
Holding, Ceska republika) pii pouzitém urychlovacim napéti 20 kV. Pied vlastni analyzou
byly vzorky kiemicitych nanovlaken zvodivény nanesenim vrstvy zlata o tloust’ce 3 nm
v pristroji Quorum QI150RES (Qurom Technologies, Ashford, UK), takto pfipraveny

material byl nasledné pouzit pro vlastni analyzu.

6.2.4.2 Stanoveni specifického povrchu — teoreticky vypocet

Teoreticky vypocet specifického povrchu byl zaloZzen na teorii popsané v [91]

s vyuzitim Rovnice 3:

p _P_mD-L (3)
spec — M — mg-D2?
4:L'p

Rovnice 3: Rovnice pro vypocet specifického povrchu [91]
Kde P je povrch nanovlaken [m?], M je hmotnost [kg], D je primér vldkna [m], L je délka
vldkna [m], p je hustota zvldkiiovaného roztoku [kg/m’] a Pspec j€ specificky povrch
[m?/kg]. Rovnici Ize upravit na nasledujici tvar:

4 4
Pspec:D_p ()

Rovnice 4: Rovnice pro vypocet specifického povrchu po zjednoduseni [91]
6.2.4.3 Stanoveni specifického povrchu pomoci dusikové adsorpce BET

Specificky povrch kifemiéitych nanovlaken byl stanoven pomoci adsorpce kryptonu
s vyuzitim sorpéniho analyzatoru Autosorb iQ-KR/MP (Quantachrome Instruments,
Florida, Spojené staty americké), ktery je uréen k méfeni mérného povrchu a charakterizaci

mikroportt a adsorpéni BET izotermy. Kremicita nanovlakna byla pfed vlastni adsorpci
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dusiku stabilizovéana odplynénim pii teploté 800 °C za ucelem desorpce plynt sorbovanych

Vv materialu.

6.2.4.4 Infracervena spektroskopie

Infracervena spektroskopie byla pouzita k prokazani imobilizace kyseliny tiislové
na povrch kiemicitych nanovlaken.

K méfeni byl pouzit infracerveny spektrometer Nicolet iZ10 (Thermo Scientific,
Germany). Méfeni probihalo za laboratornich podminek, kdy byly zvlast analyzovany
vzorky kifemicitych nanovlaken bez ptfedchozi modifikace (SiO;), vzorky kiemicitych
nanovlaken po provedené silylaci s 3-aminopropyltriethoxysilanem (SiO,-APTES), vzorky
ktemiCitych nanovlaken modifikovanych 3% kyselinou tfislovou (SiO,-APTES-TA)
a vzorky samotné kyseliny tfislové. Méfenim byla ziskana infradervena absorpéni spektra,

ktera byla nasledné vyhodnocena.

6.2.4.5 Méreni smacivosti

Meéfeni bylo provedeno s vyuzitim piistroje See System E (Advex Instruments,
Ceské republika) a softwaru See Systém 6.0 k méfeni kontaktniho uhlu. Testovanou
kapalinou byla destilovana voda, ktera byla ve form¢ kapky pipetou nanesena na povrch
testovaného materidlu o rozmérech 3 X 3 cm. Testovanym materidlem byla kfemicita

nanovlakna pted a po silyla¢ni reakci a po imobilizaci kyseliny tiislové.

6.2.5 Imobilizace kyseliny tFrislové

Byl piipraven zasobni roztok kyseliny tfislové v pozadované koncentraci (1 -—
15 % hm.) rozpusténim kyseliny tfislové v bezvodém ethanolu. Napt. 1% hm. roztok
kyseliny tfislové byl ptipraven rozpusténim 0,500 g kyseliny ttislové v 49,5 g ethanolu.

Ke vzorkiim o velikosti 2,5 x5, 3 x 3 a 16 x 14 cm umisténych v Petriho miskach
bylo pfiddno 15 ml zdsobniho roztoku kyseliny tfislové. Petriho misky byly uzavieny
aulozeny do plastové misky, kterd byla nasledné upevnéna k trepacce, jejiz rychlost byla
nastavena na 350 ot/min (obrazek 26). Imobiliza¢ni reakce kyseliny tfislové (Obrazek 25)

probihala za laboratornich podminek (teploty a tlaku) pti pH 5,5 — 6 po dobu 24 hodin.
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Obrazek 24: Trepacka se vzorky pri probihajici imobilizaci kyseliny trislové

Reakéni roztok kyseliny ttislové byl po 24 hodinach pipetou odtazen a vzorky byly
promyty 3 x 10 ml bezvodého ethanolu. Nanovldkna s imobilizovanou kyselinou tfislovou
(SiO2,-APTES-TA) byla pinzetou ptenesena na netkanou polypropylenovou textilie typu
spunbond, na niz byly vzorky usuSeny pfi laboratorni teploté. Takto pfipraveny material
byl nasledné pouzit k mikrobiologickému testovani, respektive k ovéfeni antibakterialnich

ucinki imobilizované kyseliny tiislové.
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Obradzek 25: Schéma imobilizacni reakce kyseliny tiislové s modifikovanymi nanovidkny SiO,-APTES a
vodikové vazby mezi aminoskupinami na povrchu viaken a hydoxylovymi skupinami kyseliny trislové
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6.2.6 Stanoveni relativni koncentrace kyseliny tfislové na porvchu SiO;
nanovlaken

Vzhledem kpomémé obtizné detekovatelnosti (velmi malému mnozstvi
imobilizované latky na povrchu nanovlakenného materialu o rozmérech 3 x 3 cm a tedy
zatizeni velkou chybou pfi méteni hmotnostnich pftirGstki) bylo stanoveni koncentrace

imobilizované kyseliny tfislové v nanovldkenném materidlu provedeno relativné.

Spektrofotometrické stanoveni reflektance probihalo v soufadnicovém systému CIE
La’h” (Obrazek 26), kde parametr L” uréuje svétlost materialu (jde-li o latku svétlou &
tmavou) aa ab’ jsou osy barevnosti, 0saa” obsahuje barvy od zelené po Servenou a osa b’

barvy od modré po zlutou.

o ia

barevny ton

Obrazek 26: Model souradnicového prostoru CEIL™ a" b" [92]

Kazdé barvé lze prifadit konkrétni prostorové soufadnice, ¢ehoz bylo vyuzito ke
stanoveni narGstu mnozstvi kyseliny tfislové imobilizované na povrch kiemicitych
nanovlaken. Vzhledem k tomu, Ze s narGstajici koncentraci dochazi k prohlubovani barvy
vzorku, byl sledovanym parametrem parametr L, tedy svétlost materialu. Parametry a a b
nebyly sledovany, protoze barevny ton se neménil (dochazi ke zméné pouze v Sytosti

v

zbarveni). Detailngjsi informace ohledné této koloristické techniky uvadi literatura [92].

K tomuto experimentu byl pouzit spektrofotometr UV/VIS GBC Cintra 202 (GBC
Scientific Equipment, Australie) a software Cintral, ktery byl nastaven do reflektan¢niho
rezimu za pouziti integracni koule pro méteni barevnosti pevnych vzorkil, kterymi byla

kfemicita nanovlakna s imobilizovanou kyselinou tfislovou v raznych koncentracich.
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6.2.7 Imobilizace chlorofylinu

K navéazani chlorofylinu (sodno-mé&dnatého komplexu) byl pouzit komeréné
dostupny roztok chlorofylinu (liquid chlorophyll) ve vodé o koncentraci 6,7 g/l (de Souzas,
Beaumont, USA).

Modifikace kfemicitych nanovldken po silylaci (SiO2-APTES) zaloZzena na reakci
mezi karboxylatovymi skupinami chlorofylinu a aminoskupinami kiemicitych nanovlaken
byla provedena v jednorazové Petriho misce nasledovné — do Petriho misky byla pinzetou
vloZena vrstva kiemicitych nanovlaken o velikosti 2,5 x 5 cm. Nasledné bylo pipetou
pfidano 15 ml zasobniho roztoku chlorofylinu a uzaviend Petriho miska byla umisténa na

tiepacku (350 ot/min) po dobu 60 minut pfi laboratornich podminkach.

Nasledné byl pipetou odstranén reak¢ni roztok chlorofylinu a pfidano 3 x 10 ml
ethanolu, ¢imz doslo k vymyti nenavazaného chlorofylu. Takto upravena nanovldkenna
vrstva byla ulozena na netkanou polypropylenovou textilii typu spunbond k vysuSeni.

Ptipraveny material byl pouzit ke kvalitativnim testiim antibakteridlnich t¢inki.

Obrazek 27: Kremicita nanovlikna po imobilizaci chlorofylinu

6.2.8 Mikrobilogické testy

6.2.8.1 Kvalitativni stanoveni antibakterialnich ucinkid kyseliny tiislové a
chlorofylinu
Ke kvalitativnimu stanoveni antibakteridlnich ucinkii nanovlakennych membran

z oxidu kiemicitého s imobilizovanou kyselinou tfislovou a imobilizovanym chlorofylinem

byla pouzita metoda: ,,AATCC Test Method 147-2004 Antibacterial Activity Assesment of
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Textile Materials: Parallel Streak Method “ [93]. Tato metoda slouzi k relativné rychlému
stanoveni antibakteridlni aktivity antimikrobidlnich agens imobilizovanych na textilnim
materidlu a je mozné ji vyuzit pro oba typy bakterii — grampozitvni i gramnegativni
bakterie.

Postup

K testim byly pouzity dva bakterialni kmeny — grampozitvni (Staphylococcus
gallinarum) a gramnegativni (Escherichia coli), které¢ byly resuscitovany ze zmrazeného
stavu. Pomoci sterilni bakteriologické klicky byla pfenesena jedna kulicka bakteridlniho
kmene (pouzitého k testovani) do lahvicky s pfedem teplotné stabilizovanymi 100 ml
bujonu. Nasledné bylo takto pfipravené médium vlozeno do inkubatoru a kultivovano pies
noc pfi teploté 37 °C.

Tato bujonova kultura byla nasledné¢ fedéna v poméru 1:10. K fedéni kmene
Staphylococcus gallinarum byl pouzit TSB fedény 1:300 fyziologickym roztokem, kmen
Escherichia coli K-12 byl fedén pouze fyziologickym roztokem

Bakterialni kmeny byly vyockovany na zivné médium Tryptone Soya Agar (TSA)
Vv Petriho miskach pomoci bakteriologické kli¢ky, do které byl nabran ptipraveny testovaci
roztok bakterii (inokulum) tak, aby vytvofily pét rovnobéznych linii délky 60 mm
s mezerami 10 mm uprostied Petriho misky bez opakovaného dopliiovani bakteriologické
klicky testovanym roztokem (Obrazek 28). Vzorky testovaného materialu (kfemicitych
nanovlaken s imobilizovanou kyselinou tfislovou 0 koncentraci 1 — 15 % hm.
a chlorofylinem spolu s kontrolnimi vzorky - kfemicita nanovlakna bez navazané kyseliny
tiislové o rozmérech 50 x 25 mm) byly piiloZzeny do Petriho misek obsahujici zivné
médium TSA s naockovanym bakterialnim kmenem — Staphylococcus gallinarum pro
ovéteni vlivu na grampozitvni bakterie nebo Escherichia coli v ptipadé gramnegativnich
bakterii tak, ze delsi strana obdélniku smétovala kolmo k rovnobéznym liniim inokula,
pfi¢emZ byla umisténa pfiblizn€ do stfedu jednotlivych linii a nanovldkenné vzorky byly

jemné pritisknuty tak, aby doslo k Gplnému kontaktu s médiem.
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Petriho miska

Kultivaéni médium

Bakterialni kmen

Testovany material

Obrazek 28: Schematické zndazornéni usporadani mikrobiologického testu pro hodnoceni antibakterialnich
ucinkii

Po 24 hodinové inkubaci pii teplot¢ 37 °C byla vyhodnocena inhibi¢ni zdéna
testovaciho kmene pod testovanym materialem a v jeho okoli, ktera indikuje antibakterialni
u¢inky materialu. Nasledné byla vypoctena primérna Sitka inhibiéni zény dle (Rovnice 5):
(T - D) (5)

2
Rovnice 5: Rovnice pro vypocet Sirky inhibicni zony pro kvalitativni test AATCC 147-2004

W =

Kde W je inhibi¢ni zéona [mm], T je pramér Sitky inhibi¢ni zony véetné Sitky

testovaného vzorku [mm] a D je pramér Sitky nanovlakenného vzorku [mm].

6.2.8.2 Kvantitativni stanoveni antibakterialnich ucinki kyseliny trislové

Kvantitativni  stanoveni  antibakteridlni  G¢inki  nanovldkennych  vrstev
modifikovanych kyselinou tiislovou bylo provedeno dle metody Cornell Test (ASTM)
EL2149-01 Standard Test Method for Determining the Antimicrobial Agents Under
Dynamic Contact Conditions [93]. Tato testovaci metoda poskytuje kvantitativni
hodnoceni antibakteridlniho G¢inku testovaného materidlu na vybrané bakterialni kmeny,
kterymi byly v tomto piipadé Staphylococcus gallinarum a Escherichia coli.

Postup
1. Priprava sterilnich nanovlakennych vzorku

Vzorky kiemicitych nanovldken o rozmérech 16 % 14 cm byly nastiihdny na

prouzky 0 velikosti 2 x 8 cm. Bez piedchozi modifikace byly vlozeny do sklenénych

Petriho misek o priméru 20 cm a nasledné vlozeny do susarny Memmert VO 400
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(Memmert, Némecko), vytemperované na teplotu 180 °C po dobu 2 h, ¢imz doslo ke
sterilizaci a stabilizaci nanovlakenného materialu.

Poté byl ptipraven roztok 3% 3-aminopropyltriethoxysilanu, viz kapitola 6.2.2,
ktery byl pted silylaéni reakci Sterilizovan pomoci filtrace pies membranovy filtr
o pruméru pora 0,1 um za pouziti kompresoru KNF N838 (KNF, Némecko). Bylo
asepticky piidano 30 ml sterilniho roztoku APTES (sterilizovano filtraci viz vyse) pomoci
pipety a Petriho misky byly umistény na tfepacku Heidolph Hei-Tec (Heidolph
Instruments, Némecko) a ponechany po dobu 2 h pii 350 ot/min. Po prob&éhnuti reakce byl
silylaéni roztok pipetou odtazen a material promyt 3 x 10 ml ethanolu.

Pripravené roztoky kyseliny tfislové 0 koncentraci 1 a 15 % hm. byly sterilizovany
filtraci a nasledné odpipetovany (30 ml) do sterilnich Petriho misek, do kterych byly
ptidany vzorky kiemicitych nanovldken po silylaci. Petriho misky byly upevnény na
ttepacku a ponechany 24 h pfi rychlosti ota¢ek 150 ot/min.

Po skonCeni reakce byly vzorky sterilni pinzetou pieneseny do piedem
vysterilizovanych Petriho misek s pecicim papirem na jejich dné. Takto ptfipravené Petriho
misky byly vloZzeny do susarny vytemperované na teplotu 60 °C, ve které byly vzorky
ponechédny po dobu 30 minut, nez doslo k jejich uplnému vysuSeni.

2. Testovani antibakterialniho ti¢inku

Piiprava bakterialnich kmeni ze zmraZenych kultur Staphylococcus gallinarum
a Escherichia coli je uvedena vySe v kapitole 6.2.8.1. Z oZivenych bakterialnich kment
byly pfipraveny pracovni fedéni (10°) bakterialnich kmend Staphylococcus gallinarum
a Escherichia coli dvéma na sobé navazujicimi kroky. Nejdiive byla pfipravena
koncentrace 10° (hodnota 1 dle McFarlanda) a nasledné byla tato koncentrace natedéna
(10°), &mz byl ziskan roztok o koncentraci 10°. K fedéni kmene Staphylococcus
gallinarum byl pouzit TSB, ktery byl fedén fyziologickym roztokem (1 dil TSB + 300 dilta
fyziologického roztoku). Kmen Escherichia coli byl natfedén pomoci fyziologického
roztoku.

Redéni 10° obou kment, tj. Staphylococcus gallinarum a Escherichia coli, bylo
pfipraveno v mnozstvi 200 ml. Nasledné byla zkontrolovana skute¢na koncentrace
bakteridlnich kmenii tim, e byl vyo&kovan 1 ml na TSA v fedéni (10°), 10° 1:10
a 10°1:200.

Roztok kmene Staphylococcus gallinarum v pracovni fedéni tj. 10° byl asepticky

pipetovan sterilni pipetou po 50 ml do tii sterilnich plastovych uzaviratelnych nadob. Do
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prvni nadoby byla pfedlozena nanovlakna bez navéazané kyseliny tfislové, do druhé
nanovlakna imobilizovana v 1% kyseling tfislové a do tfeti nanovldkna imobilizovana
vV 15% kyseling ttislové. Kazda nadoba byla tiepana po dobu jedné minuty a nasledné byl
vyockovan 1 ml z kazdé nadoby a to nefedéné suspenze, suspenze v fedéni 1:10 a suspenze
v fedéni 1:200 na TSA. V tfepani suspenze bylo pokracovano po dobu 24 hodin pfi teploté
37 °C a rychlosti kyvani 60 ot/min. Suspenze bakteridlniho kmene Staphylococcus
gallinarum byla vyockovana na TSA v intervalech po 1, 3 a 24 hodinach. Opét byl
vyoCkovan Iml nefedéné suspenze, suspenze v fedéni 1:10 a 1:200. Stejny postup byl
pouzit pro kmen Escherichia coli.

Pti stanoveni koncentrace bakterii v suspenzi pii vyockovani 1 ml suspenze na TSA
byla suspenze kolébavym pohybem rovnomérné rozprostiena po povrchu agaru. Petriho
misky byly obraceny dnem vzhtru a kultivovany v kultivacnim boxu pfes noc pfi teploté
37 °C.

Po uplynuti této doby byl odecten pocet kolonii, které vytvoftili pfezivsi bakterie.
Timto zpisobem bylo mozné vyhodnotit ubytek bakterii v zavislosti na dob¢ ptisobeni

nanovldkenného materialu na pracovni roztok (koncentrace 10°) bakterii.
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7 Vysledky méreni a diskuze

7.1 Morfologie kfemicitych nanovlaken

Snimky nanovlakennych vzorki tvofenych kiemicitymi nanovldkny pied
modifikaci APTES z elektronového mikroskopu (Obrazek 29) dokazuji uniformitu
nanovlakenného materialu pfipravené¢ho elektrostatickym zvldkiiovanim. Problémy pfi
vyrobé a nasledny vznik nehomogenit ve zvldkinovaném materidlu jsou dany vysokou
citlivosti vychoziho solu na vzduSnou vlhkost a pracovni teplotu. Jak se ukdazalo pfi
provadénych silylac¢nich reakcich, kvalita vzorku zdsadné ovliviiuje vytéznost silylacni
reakce (dochazi k rozdilti v po¢tu navazanych aminoskupin pii pouZziti materialu z okraja
a ze stiedu pouzité tkaniny), a proto je nutné s ohledem na srovnatelnost vysledkt provadét
veskerd stanoveni se stejnou Sarzi materidlu (tzn. vybirat stejné misto pro odbér vzorku pro
vSechny testy, nepouzivat okraje materialu). Problémy s vyskytem nehomogenit ve
zvlakinovaném materidlu by bylo mozné ¢aste¢né odstranit pouzitim klimatiza¢ni jednotky,
ktera zajisti konstantni pracovni podminky po celou dobu vyroby nanovlakenného
materialu. DalS§im problémem vyrobniho procesu je také stadrnuti ¢i zrani vychoziho solu,

coz muze také ovliviiovat kvalitu vyrobené nanovlakenné vrstvy.

Snimek ze skenovaciho elektronového mikroskopu (Obrazek 29) ukazuje
morfologii nanovlakenné membrany, ktera je tvofena nanovlakny SiO, kruhového prifezu
s pramérem 200 + 30 nm. Vlastnosti tohoto materialu se Caste¢né podobaji vlastnostem
silikagelu, tzn. nanovlakna jsou odolna vuéi teploté az do teploty jejich stabilizace
(180 °C) bez ovlivnéni jejich charakteristik. Struktura materialu po provedené silylaci
pomoci APTES (Obrazek 30) se téméf nezménila, zustala tedy zachovana nanovlakenna
struktura materialu S primérem vldken 200 + 70 nm a doslo jen k velmi malé degradaci
nanovldkenné vrstvy. Toto zjiSténi je zdsadni pro dalSi pouZiti nanovlakenného materialu
jako nosného média pro imobilizaci u¢innych agens, vtomto piipadé pro imobilizaci
ptirodnich latek, tj. kyseliny tfislové a chlorofylinu, vzhledem Kk zachovani velkého

specifického povrchu nanovldkenného materialu.

Vysledky po provedené imobilizaci kyseliny tfislové (Obrazek 31) rovnéz
potvrdily, Ze nedos$lo k témét Zadnym zménam morfologie nanovlakenné vrstvy, pfi¢emz
prumér vlaken zlstal zachovan 200+ 60 nm. Zachovani nanovlakenné struktury

kifemicitych nanovldken beéhem celého procesu modifikace je dano pfedevsim diky pouziti
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bezvodych rozpoustédel ¢i rozpoustédel s velmi malym obsahem vody (absolutni ethanol
a 96% ethanol), ¢imz bylo vylouc¢eno hydrolitické ptisobeni vody, ktera by mohla zpusobit
degradaci nanovlaken. Bylo tak prokazano, ze Zadna z provedenych modifikaci (silylace ¢i
imobilizace) zasadn¢ neovliviiuje morfologii kiemicitych nanovldken a plvodni
charakteristiky nanovldkenného materidlu jako jsou prumér vlaken, specificky povrch

a porozita ztstavaji zachovany.

SEM HV: 30.0 kV WD: 9.67 mm | VEGA3 TESCAN

View field: 38.2 ym Det: SE 10 ym
SEM MAG: 5.00 kx Date(m/dly): 02/10/15 Performance in nanospace

SEM HV: 30.0 kV WD: 9.67 mm 1111 VEGA3 TESCAN
View field: 12.7 pm Det: SE 2pm
SEM MAG: 15.0 kx Date(m/dly): 02/10/15 Performance in nanospace

Obrazek 29: Nanovlakna SiO, pripravend pomoci elektrostatického zviaknovani, snimky ze SEM zvétseni
5kx (A) a 15kx (B)

Histogramy zobrazujici zastoupeni jednotlivych primérii nanovlaken ve vzorcich
pted, po silyla¢ni reakci a po imobilizaci kyseliny tiislové jsou zobrazeny nize (Graf 1,
Graf 2 a Graf 3). Jednotliva zastoupeni pramért ve vzorcich se mirné odliSuji ¢etnosti
jednotlivych priméri ve vzorku, coz je zpusobeno ne zcela homogenni vrstvou
nanovlakenného materialu pouZzitého k testovani. Tato nehomogenita se projevi i pfi
méteni totoZzného vzorku na vice mistech, ¢imz lze vysvétlit, Ze procentudlni zastoupeni
se spolu se zménou mista méfeni Castecné lisi. Zmeény ve vSech piipadech jsou vSak pouze
minimalni jak u kfemicitych nanovlaken pted a po silylaci, tak i po imobilizaci kyseliny
ttislové nedoslo k vyraznému posunu hodnot s maximalnim zastoupenim primérd ve

vzorku — nejvyssi zastoupeni v kiemicité vrstvé maji vlakna s primérem 190 — 210 nm.
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Graf 1: Zastoupeni jednotlivych primérii nanovidken ve vzorku kiemicitych nanovidken bez povrchové
upravy
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Graf 2: Zastoupeni priimérii nanovldken ve vzorku kiemicitych nanovldken po provedené silylaci pomoct

3-aminopropyltriethoxysilanu
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Graf 3: Zastoupeni priimérii ve vzorku kifemicitych nanovidken s imobilizovanou kyselinou trislovou po
predchozi modifikaci APTES
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7.2 Specificky povrch nanovlikenné vrstvy tvorené oxidem
kiremicitym
Specificky povrch kiemicitych nanovlaken byl vypocten dle rovnice Rovnice 3, do
které byly dosazeny hodnoty pro primér nanovlaken (D) 200 nm a za hustotu kiemicitého
nanovlakna (p) byla dosazena hodnota 2 300 kg/ m?, ktera je udana u komercné dostupnych
kfemicitych nanovlaken vyrabénych spole¢nosti Mempro (USA), viz [94].

4
P =
SPec 200-107°2-2000

=10m?/g

Hodnota takto vypocteného specifického povrchu nanovlakenné vrstvy kiemicitych

nanovlakn byla 10 m?/g.

Hodnota takto vypocteného specifického povrchu nanovlakenné vrstvy kfemicitych
nanovlakn byla 10 m%g. Vzhledem k nemoZnosti zmé&fit specificky povrch kfemicitych
nanovlaken pomoci dusikové adsorpce do teploty stabilizace 180 °C, nemoznost
odplynéni), byla stabilizace a odplynéni provedeno pii teploté 800 °C, ¢imZ mohlo dojit ke
zméndm struktury kfemicitych nanovlaken, predevsim ke zménam povrchovych vrstev —
snizeni koncentrace hydroxylovych skupin na povrchu a s tim také snizeni hydrofility
materidlu. Nicméné, vysledny specificky povrch ziskany dusikovou adsorpcei s vyuzitim
BET izotermy mél po zprimérovani dvou meéfeni hodnotu 9.9 mz/g, coz velmi dobte

koresponduje s vypoctenou hodnotou.

7.3 Modifikace kremicitych nanovlaken silylaénim cinidlem
APTES

Modifikace povrchu SiO, nanovlaken byla provedena za tuCelem navazani
vhodnych funkénich skupin (-NHy), které by mohly byt dale vyuzity pro imobilizaci
piirodnich latek. K modifika¢ni reakci byl vybran 3-aminopropyltriethoxysilan (APTES),
ktery je pro silylaéni reace jednim z nejCastéji vyuzivanych. Pfi silylacni reakci bylo
sledovano nekolik reakénich parametr, které mohou reakci vyrazné€ ovliviiovat. Jedna se
0 koncentraci silyla¢niho ¢inidlo APTES, dobu silylacni reakce a teplotu, pii které reakce
probihala. Tyto parametry ovliviiovaly vyslednou koncentraci aminoskupin kovalentné
navazanych na povrch kiemicitych nanovlaken. Detailni piehled ziskanych vysledku je

uveden v nasledujicich kapitolach.
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7.3.1 Vliv koncentrace silyla¢niho ¢inidla (APTES) na koncentraci
navazanych aminoskupin

Sledovana byla koncentrace kovalentn¢ navazanych aminoskupin na povrch vrstvy
nanovlaken oxidu kiemicitého po provedené reakci s APTES v zavislosti na koncentraci
silylacniho ¢inidla pouzitého k modifikaci. Dle dostupnych publikaci, které se zabyvaly
modifikaci kfemicitych povrchi, byla zvolena koncentra¢ni Skéala v rozmezi koncentraci
1- 10 % obj. APTES v ethanolu. Konkrétné byly k modifikaci kiemiéitych nanovlaken
ptipraveny roztoky APTES o koncentracich 1, 3, 5, 8 a 10 %. Postup provedeni silyla¢ni
reakce je popsan Vv kapitole 6.2.2.

Obrazek 30 dokumentuje strukturu kiemicitych nanovlaken po silylaci. Nejsou zde
patrné zadné vyrazné zmény v morfologii, coz potvrzuje stabilitu materialu v bezvodém

prostiedi, viz kapitola 7.1.

R

SEM HV: 30.0 kV ‘ WD: 9.94 mm VEGA3 TESCAN| SEM HV: 30.0 kV WD: 9.94 mm VEGA3 TESCAN

View field: 38.2 pm \ Det: SE 1 10 pm View field: 19.1 ym Det: SE 5 pm
SEM MAG: 5.00 kx |Date(m/dly): 02/10/15 | Performance in nanospace SEM MAG: 10.0 kx  Date(m/d/y): 02/10/15 Performance in nanospace

Obrazek 30: Nanovldkna SiO, pripravena elektrostatickym zvlakiovanim po reakci APTES, snimky ze SEM,
zvetseni 5kx (A) a 10kx (B)

Vzhledem ke specifickym vlastnostem nanovlakenného materidlu tvoteného
kifemicitymi nanovldkny neexistuje mnoho dostatecné citlivych reakci — vétSina popsanych
analytickych metod vhodnych ke stanoveni aminoskupin je pouze kvalitativnich, coz je pro
ucely stanoveni koncentrace nedostatecné. Z téchto divodi byly k zjisténi koncentrace
aminoskupin adaptovany analytické metody zaloZzené na stanoveni koncentrace

organickych barviv, ktera se vazou na aminoskupiny na povrchu materialu a jejichZ postup
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je s uréitymi omezenimi aplikovatelny také pro nanovlakenné materialy. Byly vybrany dvé
spektrofotometrické metody — metoda popsana Hartwigem [89] zalozena na stanoveni
koncentrace methyloranze a metoda vyuzivajici reakce s fluorescein-isothiokyanatem [90].
Nevyhodou téchto metod je omezeni po¢tu detekovatelnych aminoskupin na povrchu,
které je ddno maximalni hustotou obsazeni povrchu nanovlaken molekulami methyloranze

¢i fluorescein-isothiokyanatu.

Postup méfeni je popsan v kapitole 6.2.3.1 a naméfené vysledky absorbance
methyloranze pfi vlnové délce 465 nm v zavislosti na koncentraci silyla¢niho cinidla

uvadi Tabulka 2.

Tabulka 2: Vliv koncentrace silylacniho ¢inidla APTES na vysledny pocet aminoskupin na povrchu SiO2
nanovldken (pozn. naméiené hodnoty absorbance byly ziskany méirenim roztokit MO, které byly 10xziedény)

Koncentrace Namérena absorbance (A=465 nm) Pocet
APTES = —— aminoskupin
[% obj.] Cislo méreni [1/nm?]
1 2 3 4 5 Prlimér
0 0,1487| 0,1398 | 0,1289 |0,1377 | 0,1157 | 0,13+£0,01 -
1 0,4245| 0,5734 | 0,3924 |0,4293 | 0,5127 | 0,47 £ 0,07 0,04 £ 0,01
3 1,151 | 1,2044 | 1,0782 |1,2647 | 1,1532 | 1,17 £ 0,06 0,14+ 0,01
5 1,1116| 1,3107 {0,96318|1,1021| 1,118 |1,12%+0,11 0,13+0,01
8 0,873 | 0,9914 | 0,9275 | 0,9253 | 0,8766 | 0,92 + 0,04 0,10+ 0,01
10 0,7634| 0,8013 | 0,9784 | 0,9998 | 0,7667 | 0,86 £ 0,10 0,10+£0,01

Z vysledkll je patrné, Ze nejvysSi koncentrace aminoskupin, ktera je Umérna
koncentraci methyloranze navazané na povrch nanovlakenného materialu, bylo dosazeno

pti pouziti APTES o koncentracich 3 a 5 %.

Vypocet koncentrace aminoskupin byl proveden dle Rovnice 2 stim, ze od
naméiené absorbace byla nejprve odeCtena absorbance slepého vzorku (vzorek bez
modifikace APTES) a nasledn¢ byla tato absorbance vyndsobena deseti (byly méfeny
10 x ztedéné roztoky MO).

Z vysledku je patrné (Graf 4), Ze existuje mezni koncentrace silyla¢niho ¢inidla
(5 %), nad kterou jiz nedochazi ke zvyseni pocétu detekovatelnych aminoskupin. Pti¢iny
pozorovani tohoto limitu mohou byt dvé. Pii reakci s APTES v koncentraci od 3 % vyse jiz
zreaguji veskeré dostupné hydroxylové skupiny na povrchu a dal$i narlist koncentrace
silylaéniho ¢inidla se jiZ neprojevi. Druhou moznosti je, ze se zvySujici se koncentraci

APTES dojde knavazani takového mnozstvi aminoskupin na povrch kiemicitych
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vy e

detekovat vzhledem k omezeni poctu navazané methyloranze dané sterickymi naroky
molekuly barviva. Mirny pokles naméfené absorbance u nanovlaken, modifikovanych
Z roztoku o razné koncentraci APTES, je nejspise dan rozdily v morfologii (homogenit¢)

nanovlakenného materidlu pouzitého k testovani.

0,15 T
0,14

0,13 |
0,12 |
0,11 |
01 +
0,09 |
0,08 |
0,07 +
0,06 |
0,05 |
0,04 |
0,03 +
0,02 |
0,01 |

|

3% 5% 8% 10%
Koncentrace APTES [% obj.]

Pocet aminoskupin (-NH2) [1/nm2]

Graf 4: Zavislost poctu aminoskupin na koncentraci silylacniho cinidla APTES

7.3.2 Vliv doby silyla¢ni reakce na koncentraci navazanych aminoskupin

Na zaklad¢ vysledki méfeni poctu navazanych aminoskupin v zavislosti na
koncentraci silylacniho ¢inidla (viz vyse) bylo pro dalsi experimenty zvoleno pouziti
3-aminopropyltriethoxysilanu v koncentraci 3 %.

Silyla¢ni reakce s 3% roztokem APTES byla sledovana v intervalech 15, 30, 45, 60,
75, 90, 105, 120 a 150 minut, kdy byl pro kazdy Casovy interval pfipraven jeden vzorek
kfemicitych nanovlaken, u kterého byl nasledné spektrofotometricky (MO) stanoven pocet
aminoskupin. Ptrehled naméfenych hodnot absorbance a vysledné koncentrace

aminoskupin na povrchu modifikovanych nanovlaken uvadi Tabulka 3.
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Cislo méfeni

Tabulka 3: Zavislost poctu aminoskupin na dobé silylacni reakce pomoci 3% roztoku APTES

pozn. namerené hodnoty absorbanci byly ziskany mérenim roztokit MO, které byly 10x ziedeny

Naméena absorbance / Cas reakce [min]

15 30 45 60 75 90 105 120 150

1 —* 0,3463 —* 0,5832 —* 0,742 —* 0,9616 —*

2 0,2232 0,3146 0,4254 0,5979 0,3283 ** 0,819 —* 1,1497 1,197

3 0,3188 0,3235 0,3684 0,2109 ** 0,7576 0,9301 1,0246 1,1759 1,2178
Pramér 0,27 £ 0,05 0,33+0,01 0,40 + 0,03 0,46 + 0,18 0,54 +0,21 0,83 + 0,08 1,02+ 0 1,10+ 0,10 1,21+0,01

Pocet
aminoskl;]pin 0,036 £ 0,006 | 0,043 +0,002 | 0,052+0,004 | 0,061+0,024 | 0,071+0,028 | 0,109+0,010| 0,135+0 | 0,144 +0,014 | 0,158 + 0,001

[1/nm

Vysvétlivky: *...nebylo méfeno, **...vyrazna odchylka od ostatnich hodnot, ktera je nejspiSe dana nehomogenitami v nanovlakenné vrstvé SiO, (vzorky ptipravené z okraji

materialll ziskanéh elektrostatickym zvlakiovanim)

66



Graf 5 znazornuje nartst poc¢tu aminoskupin na povrchu kiemicitych nanovlaken
s prodluzujici se dobou silylacni reakce. Z grafu je mozno odeéist, ze pocet aminoskupin
nejprve pozvolna narusta (doba reakce 0 — 60 minut) a nasledné dojde k vyraznéj$imu
narustu aminoskupin (doba reakce mezi 60 — 120 minut), nakonce dochazi ke zpomalovani
narGstu koncentrace kovalentné¢ navazanych aminoskupin na povrchu kiemicitych
nanovlaken (doba reakce 120 — 150 minut).

Zpomalovani derivatizaéni reakce je dano predev§im obsazenim nejsnaze
ptistupnych hydroxylovych skupin pro modifikaci APTES vzhledem K jejich omezenému
poctu. Pocet hydroxylovych skupin je urfen piedevsim teplotou a dobou stabilizace
nanovlakenného materialu. Vzhledem ktomu, Zze s nardstajicim Casem jiz nartst
koncentrace pro potieby imobilizace kyseliny tfislové nebo chlorofylinu na povrch
nanovldkenné struktury neni zasadni, byla pro néasledujici experimenty provadéna

derivatizace pii dob¢ reakce 120 minut.

0,18

y = -1E-07x3 + 3E-05%? - 0,0014x + 0,0534
R?=0,9841

0,15 +
0,12 +
0,09 +

0,06 +

Poéet NH2 skupin [1/nm2]

0,03 +

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Doba reakce [min]

Graf 5: Zavislost koncentrace aminoskupin na dobé silylacni reakce pomoci 3% roztoku APTES

7.3.3 Vliv teploty silyla¢ni reakce na koncentraci aminoskupin

Dalsim sledovanym parametrem pii silylacni reakci kiemicitych nanovldken
s APTES byla teplota. Byly vyzkouseny dva odlisné postupy derivatizace se sledovanim

vlivu teplotniho rezimu na reakci. Prvni — zahfivani reak¢éni smési po celou dobu silylaéni
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reakce (120 minut) a druhy — kratké zahtati reakéni smési (15 minut) s naslednym

chladnutim pfi laboratorni teloté.

Silylace za konstantni teploty probihala dle postupu uvedeného v kapitole 6.2.2 pti
dvou vybranych teplotach 22,5 °C a 40 °C. Pocet navazanych aminoskupin byl stanoven
reakci s methyloranzi postupem uvedenym v Kapitole 6.2.3.1. Vysledky jsou uvedeny
V nasledujicich tabulkach. Naméfené hodnoty pii reakci za konstantni teploty uvadi
Tabulka 4, vysledky pii reakci s pocate¢nim zahfatim a naslednym samovolnym

ochlazovanim reakéni smési uvadi Tabulka 5.

Tabulka 4: Naméiend absorbance pii silylacnich reakcich prohijaci pii dvou riiznych teplotich

Teplota reakce Cislo méfeni/Absorbance | Primérna hodnota .Poéet )
[°C] 1 N absorbance ammosktzxpm
[1/nm’]
22,5 1,1543 1,0895 1,12+0,03 0,147 + 0,004
40,0 0,08275 0,0785 0,081 + 0,002 0,011 + 0,001

Tabulka 5: Namérend absorbace pro silylacni reakci, kterd probihala s patndctiminutovym zéhievem *

Cislo méteni/Absorbance o v Pocet
Priimérna hodnota . .
Teplota [°C] 1 5 absorbance aminoskupin
€p ’ : [1/nm2]
30 0,420099 0,401275 0,411 £ 0,009 0,53+0,01
45 0,3127 0,3271 0,320 £ 0,007 0,42 +0,01
60 0,3248 0,3098 0,317 £ 0,008 0,41+0,01

Z vysledku ziskanych pii reakci za konstantni teploty (Tabulka 4) je zcela ziejmé,
ze zvySovani teploty pfi modifikaci kiemicitych nanovléken silylacnim ¢inidlem APTES
neni, vzhledem Kk velmi nizké vysledné koncentraci aminoskupin v modifikovaném
materialu, vhodné. Poc¢et aminoskupin v modifikované nanovlakenné vrstvé kiemicitych
nanovlaken byl pfi laboratorni teploté¢ vice neZ ctrnactkrat vySS$i nez pfi reakci, kterd
probihala za zvySené teploty.

K obdobnému zéavéru vedou i vysledky silylacni reakce provadéné s pocatecnim
zahtatim reak¢ni smési na 30, 45 nebo 60 °C. V téchto ptipadech neni pokles kovalentné
navazanych aminoskupin tak vyrazny jako u postupu se 120 minutovym zahfivanim.

Moznou pfic¢inou tohoto chovani pfi vzristajici teploté silylaéni reakce miize byt
hydrolyza 3-aminopropyltriethoxysilanu, ktera probiha za zvysené teploty rychleji nez pfi

laboratorni teploté. Cinidlo po hydrolyze jiz nemtize reagovat s hydroxylovymi skupinami

! namérené hodnoty absorbanci byly ziskany méfenim roztokit MO, které byly 10x ziedény

68



na povrchu SiO, nanovlaken, coz vede k poklesu po¢tu modifikovanych hydroxylovych

skupin na povrchu kiemicitych nanovlaken.

7.3.4 Optimalni podminky silyla¢ni reakce

V souladu s daty ziskanymi za riznych reakénich podminek (viz kapitola 7.3.1 az
7.3.3), které jak se ukazalo, vyrazné ovliviiuji prubéh reakce kfemicitych nanovlaken se
silylatnim ¢inidlem APTES, byly stanoveny optimalni podminky reakce S cilem
maximalizovat koncentra¢ni vytézek aminoskupin po silylaci.

Jako optimalni bylo vybrano pouziti silylacniho ¢inidla 0 koncentraci 3 % obj.
APTES v ethanolu, kdy byl zjistén (obdobné jako pii reakci s 5% roztokem) nejvyssi pocet
aminoskupin po reakci. Optimalni délka reakce byla stanovena na dvé hodiny, a to
vzhledem k tomu, ze poté jiz nedochazelo k vyraznému nartustu koncentrace aminoskupin.
Teplota byla zasadnim reakénim parametrem, nejvyssich vytézkt bylo dosazeno pfi
laboratorni teploté (bez zahtivani reak¢éni smési) pouze s nepietrzitym michanim reakéni

smési.

7.4 Fluorescen¢ni stanoveni koncentrace aminoskupin

Vysledky ziskané metodou znaceni pomoci fluorescein-isothiokyanatu (postup viz

kapitola 6.2.3.2) a naslednym méfenim fluorescence uvadi Tabulka 6.

Tabulka 6: Vysledky fluorescence a koncentrace aminoskupin v zavislosti na pouZzité koncentraci silylacniho

Cinidla
Koncentrace
Koncentrace Fluorescence Koncentrace - NH2
APTES NH2 [uM/L
[M/L] [uM/g]
1% 1064 £ 0 4,90 4,08
3% 1156 +7 5,74 4,78
5% 1033 £31 4,62 3,85
8% 1323+1 7,27 6,06
10% 1226 £ 6 6,33 5,28

Ziskané vysledky nekoresponduji s vysledky ziskanymi metodou zaloZenou na
reakci aminoskupin s methyloranzi, z dat nelze nalézt vztah mezi koncentraci APTES
a poctem kovalentné navazanych aminoskupin. Méfeni bylo provedeno pouze jedenkrat
s kazdym vzorkem, ¢imz mtize byt ddna pomérné velka nepiesnost vlivem nehomogenit ve
vzorcich. Pro presnéjsi stanoveni by bylo nutné zopakovat méteni s vét§imi navazkami

nanovlaken zriznych mist zvldknéného materidlu. Vzhledem k vysoké citlivosti
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fluorescen¢niho meétfeni bude nutné vénovat veétsi pozornost promyti vzorku, aby se
zabranilo zkresleni vysledkt fluorescenci pochazejici =z fluorescein-isothiokyanatu

nenavazaného chemicky na nanovldkenny material.

7.5 Imobilizace Kkyseliny trislové

Kyselina tfislovd byla imobilizovdina na pfedem modifikovanad kiemicita
nanovlakna (SiO,-APTES) dle postupu uvedeného v kapitole 6.2.5. Pro imobilizaci byly
pouzity roztoky kyseliny tfislové v koncentracich 1, 3, 5, 10 a 15 % hmotnostnich.
Kyselina tiislova byla imobilizovana na vzorky o rozmérech 3 % 3 cm, které byly pouzity
pro kvalitativni testy antibakteridlnich ucinkt, a na vzorky s rozméry 16 x 14 cm, které
byly pouzity ke kvantitativnim testim. U vzorkli pripravenych pro kvantitativni testy
antibakterialnich ucinkt kyseliny tiislové byla vazkové stanovena koncentrace
imobilizované Kkyseliny po modifikaci 1 a 15% roztokem v ethanolu (Tabulka 7,
Tabulka 8).

Stanoveni mnozstvi imobilizované kyseliny tfislové u vzorktl pfipravenych pro
antibakterialni testy bylo provedeno diferencnim véazenim materidlu pifed a po navazani
kyseliny tiislové. Toto bylo mozné vzhledem k tomu, ze velikost vzorku pro antibakterialni
testy byla mnohem vétsi, tj. 16 x 12 cm, a namétfené hodnoty tedy nebyly zatizeny velkou
chybou méfeni.

Tabulka 7: Vysledky méreni hmotnosti nanovldken pred silylact (SiO,), po silylaci (SiO,-APTES) a po
imobilizaci kyseliny trislové (SiOp-APTES-TA) z 1% roztoku kyseliny trislové

Méfeni Sio;, [g] SiO,-APTES [g] | SiO,-APTES-TA [g]
1. 0,3888 0,4051 0,4542
2. 0,4079 0,4892 0,5615
Primérna hodnota 0,3984 0,4472 0,5079
Narust hmotnosti Am - 0,0488 0,0607
e -
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Tabulka 8: Vysledky méreni hmotnosti nanovldken pred silylaci (SiO,), po silylaci (SiO,-APTES) a po
imobilizaci kyseliny trislové (SiO,-APTES-TA) z 15% roztoku kyseliny trislové

Méreni Sio, [g] SiO,-APTES [g] SiO,-APTES-TA [g]
1. 0,3970 0,4282 0,9073
2. 0,3852 0,4073 0,7256
Primérna hodnota 0,3911 0,4178 0,8165
Narast hmotnosti Am - 0,0267 0,3987
Kby | -

pozn. Zamérné nebyla vypoctena smérodatnd odchylka a provedeno zaokrouhleni vzhledem k velmi

malym odchylkam hodnot

Vysledky ukazuji, Ze mnoZstvi navazané kyseliny tfislové na povrchu kiemicitych
nanovldken vzristd srostouci koncentraci roztoku kyseliny tfislové pouzitého
k imobilizaci. Mnozstvi ve vzorku po imobilizaci kyseliny tfislové z 15% roztoku vice nez
6,5x veétsi nez pii pouziti 1% roztoku.

Nanovlakenna struktura materialu zlstala nezménéna i po provedené imobiliza¢ni
reakci, coz je patrné pii srovnani snimkt z elektronového mikroskopu (Obrazek 30,
Obrazek 31). Vzhledem Kktomu, ze imobilizace probihala v bezvodém ethanolu,
nedochézelo k nezddouci hydrolyze nanovldkenné vrstvy, kterd u imobilizacnich reakci

s kfemicitymi nanovldkny byva ¢astym problémem.

b
| -
SEM HV: 30.0 kV WD: 9.11 mm VEGA3 TESCAN] SEM HV: 30.0 kV WD: 9.1 mm VEGA3 TESCAN
View field: 38.2 pm Det: SE 10 ym View field: 12.7 pm Det: SE AT
SEM MAG: 5.00 kx Date(m/dly): 04/08/15 Performance in nanospace SEM MAG: 15.0 kx Date(m/dly): 04/08/15 Performance in nanospace

Obrazek 31: Nanovldkenné vrstva tvorend kremicitymi nanovidkny po imobilizaci kyseliny trislové (SiO2-
APTES-TA), snimky ze SEM pii zvétseni 10kx (A) a 15kx (B)
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Obrazek 32: Snimek kiemicitych nanovlaken po provedené silylacni reakci (vlevo) a po imobilizace kyseliny
trislové (vrpavo)

Po imobiliza¢ni reakci s kyselinou tfislovou dojde k zabarveni materialu (Obrazek
32) do svétle Zluté az hnédé barvy (barva roztoku kyseliny ttislové), ¢ehoz bylo vyuzito ke
stanoveni relativniho mnozstvi navazaného taninu na nanovlakenném nosi¢i v zavislosti na

koncentraci roztoku kyseliny tislové pouzité k imobilizaci, viz nize.

7.6 Stanoveni relativni koncentrace imobilizované kyseliny
trislové

Byla proméfena fada vzorkli kiemicitych nanovlédken ziskanych imobilizaci

v roztocich kyseliny tfislové o koncentracich 0 — 20 % hm. Vysledky ziskané métenim

. 4 A b r r *_* * M r 4
barevnosti pomoci reflektance v soufadnicovém systému CIE L ab jsou znazornény

Vv nasledujicim grafu.
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Graf 6: Zavislost svétlosti materialu na koncentraci roztoku kyseliny trislové pouzitého k jeji imobilizaci na
povrch kiemicitych nanovidken upravenych 3-aminopropyltriethoxysilanem
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Z grafu je patrny linearni pokles svétlosti, kde hodnota 100 na ose mérné svétlosti
znazoriuje absolutné bilou barvu. Odchylka pocatecni hodnoty (0 %) od ostatnich je
nejspiSe dana tim, ze se jednd o vzorek bez navazané kyseliny tfislové (kfemicita
nanovlakna po silylaci). Imobiliza¢ni reakce mohla zpisobit drobné zmény v morfologii
nanovldken, a tim také zménu reflektance materidlu, coz mohlo byt pfi¢inou odchylky
svétlosti vzorkll bez imobilizované kyseliny tfislové. Odlehlost hodnoty svétlosti pro
vzorek 3 % lze vysvétlit moznou nehomogenitou materialu.

Z naméfenych hodnot je patrné, ze ubytek svétlosti je pfimo imérny koncentraci
roztokd kyseliny tiislové pouzitych pii imobilizaci. Zména hloubky zabarveni v zavislosti

na koncentraci pouzitého roztoku kyseliny tfislové je patrna z Obrazek 33.

Obrazek 33: Srovndni nanovidkenné vrstvy tvorené nanovlikny SiO, po imobilizaci kyseliny tfislové z roztoku o
koncentraci 1 % (A) a 20 % hm. (B)

Na snimku je vidét tmavsi zabarveni vzorku, ktery byl pfipraven navéazanim
kyseliny tfislové z koncentrovanéjsiho roztoku (20 % hm.) a obsahuje tedy vétsi mnozstvi

imobilizované latky.
7.7 Detekce imobilizované Kkyseliny tiislové infracervenou

spektroskopii

K prokdzani 1spéSné imobilizace kyseliny tfislové na povrch kiemicitych
nanovldken modifikovanych 3-aminopropyltriethoxysilanem byla pouzita infraervena
spektroskopie, coz je vzhledem k velmi malé koncentraci imobilizované kyseliny ttislové

velice vhodna metoda k tomuto stanoveni.
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Infracervenou spektroskopii byly analyzovany vzorky Ccistych kiemicitych
nanovlaken (SiO;), kiemicitych nanovlaken po silylaci pomoci APTES (SiO,-APTES)
a material s imobilizovanou kyselinou tfislovou (SiO,-APTES-TA).

Problémem tohoto stanoveni je vysoka koncentrace hydroxylovych skupin na
povrchu nanovldkenného materialu, ¢imz muaze dojit k zamaskovani nékterych
charakteristickych pikd kyseliny tfislové. Nicméné po imobilizaci kyseliny na povrch
kfemicitych nanovlaken se ve spektru (Obrazek 34) objevuje nékolik novych piki (vazeb
mezi hydroxylovymi skupinami kyseliny tiislové a aminoskupinami na povrchu
kfemicitych nanovlaken) v oblasti mezi 1750 nm az 1200 nm (zelena kiivka), které se
u samotnych kfemicitych nanovldken ¢i po provedeni silylace nevyskytovaly. Pfi
detailngjsim pohledu (Obrazek 35) je zfetelné vidét, ze piky, které se objevily pii méteni
vzorku kiemicitych nanovlaken s imobilizovanym taninem V oblasti mezi 1700 —
1200 nm velmi dobfe kopiruji spektrum ziskané ptfi méfeni samotné kyseliny tiislové.
Tato shoda je dikazem piitomnosti kyseliny tiislové ve vzorku, a tedy jeji imobilizace na

nanovlakenny substrat.
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Obrazek 34: Spektra ziskana pomoci infracervené spektroskopie: kiemicita nanoviakna pred silylaci (modra), kiemicita nanoviakna po silylaci APTES (fialova), kiemicitd
nanovldkma po imobilizaci kyseliny tiislové (zelend), kyselina tiislova (cervend)
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Obrazek 35: Spektra ziskand pomoci infracervené spektroskopie — detail oblasti mezi 1 800 — 1 200 nm, kterd dokladaji pritomnost taninu ve vzorku: kifemicitd nanovidkna
po imobilizaci kyseliny tiislové (zelend), kyselina trislova (Cervend),kfemicita nanovidkna (modrd) a kremicita nanovidkna po silylaci pomoci APTES (fialova)
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7.8 Meéreni smacivosti

Méfeni smacivosti vzorki SiO, nanovlaken pted silylaci, po silylaci a po kone¢né
modifikaci Kyselinou tfislovou bylo provadéno za ucelem zjisténi vlivu modifikace na
smacivé vlastnosti materialu, respektive hydrofilitu/hydrofobitu materialu s ohledem na
pouziti jako obvazovy material, které¢ vyzaduji hydrofilni charakter materidlu.

Me¢feni smacivosti kiemicité nanovlakenné vrstvy pfed a po silylaci a po nasledné
imobilizaci kyseliny tfislové neprokazalo zadné zasadni zmény ve smacivosti
nanovlakenného materidlu po provedeni modifikace povrchu kifemicitych nanovldken. Ve
vSech ptipadech doslo k Uplnému vsaknuti kapky destilové vody do objemu materialu,
aproto nebylo mozné zméfit kontaktni tihel. Z toho je patrné, ze materidl vykazuje
hydrofilni chovani a ze tedy silylaéni reakce i reakce vedouci k imobilizaci kyseliny
kifemicité na povrch nanovldken nemaji zasadni vliv na smacivost materidlu. Toto je
dalezité ptredevSim s ohledem na zamysSlené pouziti takto pfipravenych materidlu jako

obvazovych materiala.
7.9 Mikrobiologické testy

7.9.1 Kvalitativni stanoveni antibakterialnich Wa¢inkii kremicitych
nanovliaken s imobilizovanou kyselinou tfislovou

Kvalitativni testy antibakteridlnich uc¢inkl kyseliny tfislové po jeji imobilizaci na
povrch kiemicitych nanovlaken mély za cil ovéfeni funkcnosti antibakteridlnich Gc¢inkt
téchto materidlll. K testovani byly pouzity vzorky ptfipravené imobilizaci kyseliny tfislové
zrizné¢ koncentrovanych roztokid. Jako kontrola byl pouzit nanovldkenny vzorek bez
imobilizované kyseliny tfislové.

Pti hodnoceni antibakteridlniho G¢inku kyseliny tfislové na grampozitivni bakterie
(Staphylococcus gallinarum) bylo prokazano (Tabulka 9 a Tabulka 10), Ze antibakterialni
ucinek byl pifimo Umérny koncentraci imobilizované kyseliny tfislové. Uvedenym
kvalitativnim testem se prokazala 0% inhibice (evidentni rlst kolonii testovaného kmene
nejen v blizkosti, ale také v bezprostiednim kontaktu, tj. pfimo pod testovanym vzorkem)
u kiemicitych nanovlakennych membran bez imobilizované kyseliny tfiselné. Naopak pfi
kvalitativnim testovani antibakteridlniho ucinku se prokdzal inhibi¢ni uc¢inek (evidentni

zabrana ristu pod testovanym vzorkem kifemicitych nanovlaken) pokud byla kyselina
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tiislovd imobilizovana na povrch kiemiéitych nanovlaken v koncentraci 1 - 15%
(Obrazek 36 a Piiloha A Obrazek 41, Obrazek 42 a Obrazek 43).

Vysledky testi s gramnegativnimi bakteriemi Escherichia coli (Tabulka 11,
Tabulka 12), rovnéZ potvrzuji antibakterialni G¢inky nanovldken modifikovanych
kyselinou tfislovou. Nicméné¢ v porovnani s u¢inky na grampozitivni bakterie jsou ucinky
na bakterie gramnegativni mén¢ zfetelné — u vzorku pfipraveného z roztoku kyseliny
tiislové s nejvyssi koncentraci (15 %) pfiblizn€ o 10 %. Antibakterialni ¢inky jsou patrné
predevsim v mistech, kde dochazi ke kontaktu substratu naockovanym bakterialnim
kmenem Escherichia coli a vzorku s imobilizovanou kyselinou tfislovou (Obrazek 37).
PreruSeni nekterych linif, napf. linie ¢. 2 u vzroku s 15% kyselinou tfislovou, neni dano
baktericidnimi u¢inky materialu, ale nandSenim bakteridlniho kmene, pfi kterém nejspise
nedoslo kUplnému pifeneseni bakteridlntho kmene zockovaci klicky na povrch
kultiva¢niho media.

Kvalitativni testy tedy potvrdily antibakteridlni G¢inky kfemicitych nanovldken
s imobilizovanou kyselinou tfislovou v obou ptipadech.

Vzhledem Kk témto pozitivnim vysledkiim bylo nasledné pfistoupeno ke kvantitativnim

testim k ziskani detailnéjSich informaci o antibakteridlnim plsobeni tohoto materialu.
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Tabulka 9: Vysledky kvalitativnich antibakterialnich testit kiemicitych nanovldken s kyselinou tiiislovou imobilizovanou z ethanolovych roztokii o koncentraci 0, 1 a 3 % hm.
na kmen Staphylococcus gallinarum 3572

Vzorek 0% kyselina trislova 1% kyselina tfislova 3% kyselina trislova
v, CeI’k ova Délka Zona Cel’k ova Délka Zona CeI’k ova Délka Z6na
Cislo délka - , , % délka - , , % délka - , , %
. .. viditelného | absolutni |, , . . . . viditelného | absolutni |, , . . . . viditelného | absolutni | . . ., .
linie linie o e et s inhibice linie o . Ly inhibice linie o s inhibice
rtistu [mm] | inhibice ristu [mm] | inhibice ristu [mm] | inhibice
[mm] [mm] [mm]
1 62 62 0 0 60 33 27 45,00 63 37 26 41,27
2 59 59 0 0 64 38 26 40,63 60 34 26 43,33
3 58 58 0 0 59 30 29 49,15 60 33 27 45,00
4 60 60 0 0 60 35 25 41,67 60 32 28 46,67
5 61 61 0 0 63 38 25 39,68 61 33 28 45,90
Celkem 300 300 0 0 306 174 132 43,14 304 169 135 44,41

Tabulka 10: Vysledky kvalitativnich antibakteridlnich testii kiremicitych nanovldken s kyselinou tiiislovou imobilizovanou z ethanolovych roztokii o koncentraci 5, 10 a 15 %
hm. na kmen Staphylococcus gallinarum CCM 3572

Vzorek 5% kyselina tfislova 10% kyselina trislova 15% kyselina trislova
. Celkovd | hoka | zéna Celkovd | hoka | z6na Celkovd | 1 ka Zéna
Cislo délka .y , , % délka - , , % délka - ) , %
. . .. viditelného | absolutni |, , ., . . . viditelného | absolutni |, , ., . . . viditelného | absolutni |, , . .
linie linie o .y ep s inhibice linie o e L eps inhibice linie . ey ep s inhibice
rastu [mm] | inhibice rtistu [mm] | inhibice rtistu [mm] | inhibice
[mm] [mm] [mm]
1 62 36 26 41,94 63 37 26 41,27 65 37 28 43,08
2 60 31 29 48,33 60 30 30 50,00 60 27 33 55,00
3 56 23 33 58,93 57 25 32 56,14 61 15 46 75,41
4 60 28 32 53,33 60 25 35 58,33 53 14 39 73,58
5 57 26 31 54,39 57 22 35 61,40 62 34 28 45,16
Celkem 295 144 151 51,19 297 139 158 53,20 301 127 174 57,81
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Tabulka 11: Vysledky kvalitativnich antibakteridalnich testit kiremicitych nanovldaken s kyselinou tiislovou imobilizovanou z ethanolovych roztokii o koncentraci 0, 1 a 3 % hm.

na kmen Escherichia coli K-12 CCM 7929

Vzorek 0% kyselina tfislova 1% kyselina tfislova 3% kyselina trislova
- CeI’k ova Délka Zona Cel’k ova Délka Z6na Cel’k ova Délka Zona
Cislo délka . ; , % délka - , , % délka - . , %
L. .. viditelného | absolutni |. . ., . .. viditelného | absolutni |, , . . .. viditelného | absolutni |, . .
linie linie o et inhibice linie o . Ly inhibice linie o s inhibice
rtistu [mm] | inhibice rtistu [mm] | inhibice rtistu [mm] | inhibice
[mm] [mm] [mm]
1 68 68 0 0 66 36 30 45,45 66 42 24 36,36
2 63 63 0 0 62 37 25 40,32 62 37 25 40,32
3 61 61 0 0 62 35 27 43,55 62 38 24 38,71
4 62 62 0 0 55 35 20 36,36 56 29 27 48,21
5 65 65 0 0 64 40 24 37,50 64 36 28 43,75
Celkem 319 319 0 0 309 183 126 40,78 310 182 128 41,29

Tabulka 12: Vysledky kvalitativnich antibakteridlnich testii kifemicitych nanovldken s kyselinou tiislovou imobilizovanou z ethanolovych roztokii o koncentraci 5, 10 a 15 %

hm. na kmen Escherichia coli K-12 CCM 7929

Vzorek 5% kyselina tfislova 10% kyselina tfislova 15% kyselina tfislova
&islo Celkova Délka Zoéna % Celkova Délka Z6na % Celkova Délka Z6na %
.. délka linie | viditelného | absolutni|, . . |délka linie |viditelného| absolutni |, . . . |délka linie|viditelného| absolutni |, . .
linie . . .. . |inhibice . s inhibice . - inhibice
[mm] rtistu [mm] | inhibice [mm] |rastu [mm]| inhibice [mm] |rGstu [mm]| inhibice
1 56 31 25 44,64 62 38 24 38,71 64 43 21 32,81
2 64 37 27 42,19 61 37 24 39,34 59 24 35 59,32
3 59 34 25 42,37 63 38 25 39,68 54 21 33 61,11
4 62 36 26 41,94 62 37 25 40,32 60 32 28 46,67
5 62 37 25 40,32 67 41 26 38,81 63 37 26 41,27
Celkem 303 175 128 42,24 315 191 124 39,37 300 157 143 47,67
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Obrdazek 36: Snimky kiremicitych nanovidken po inkubaci v pritomnosti bakterialniho kmene Staphylococcus
gallinarum s povrchovou upravou 0% (4) a 15% (B) kyselinou t7islovou

Obrdzek 37: Snimky kifemicitych nanovidken po inkubaci v pritomnosti bakteridalniho kmene Escherichia coli
s povrchovou upravou 0% (A) a 15% (B) kyselinou tiislovou
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7.9.2 Kvantitativni stanoveni antibakterialnich ucéinkd nanovlaken s
imobilizovanou kyselinou tfislovou

Kvantitativni testy antibakteridlnich uUc¢inkti byly provedeny se vzorky SiO;
nanovldken modifikovanymi v roztocich kyseliny tfislové o koncentracich 1 a 15 % hm.
s vyslednou koncentraci kyseliny tislové 0,3 mg/cm? (Tabulka 7) a 1,8 mg/cm? (Tabulka

8) na nanovlaknech.

Tabulka 13: Oveéreni skutecné koncentrace pouzitych bakterialnich kmenii

Redéni bakterialniho kmene | 10° fedéni (1:200) 10° fedéni (1:10) 10°
Pocet kolonii Pocet kolonii Pocet kolonii
Pouzity bakteridlni kmen | Odecteny | Absolutni | Odecteny | Absolutni | Odecéteny | Absolutni
Staphylococcus gallinarum 29 5800 863 8630 > 2000 > 2000
Escherichia coli 123 24600 > 2000 > 2000 > 2000 > 2000

Vysledky ziskané pii ovéfeni koncentrace pouZitych bakteridlnich kment
Staphylococcus gallinarum a Escherichia coli potvrdily mnoZstvi bakterii, které odpovida
na McFarlandové stupnici hustoty &islu 1, tedy priblizng 10® bakterii v pfipraveném fedéni
(Tabulka 13), které bylo nasledné pouzito k testovani. Nepotvrdil se tak ubytek bakterii,
bakterie prezivaly ve fyziologickém roztoku bez problému.

Vysledky kvantitativnich testli antibakteridlnich G€inkli kfemicitych nanovlaken
bez imobilizované kyseliny tfislové a s kyselinou tfislovou imobilizovanou z 1% a z 15%
roztoku jsou uvedeny v Chyba! Chybny odkaz na zalozku. a Tabulka 15.

Jak pfi plusobeni na gramnegativni, tak i na grampozitivni bakterie vysledky
potvrzuji silné antibakterialni G¢inky kiemicitych nanovlaken s imobilizovanou kyselinou
ttislovou. To je patrné pfedevSim u testll s kmeny Staphylococcus gallinarum, kde doslo
u vzorku materialu pfipraveného imobilizaci v 1% roztoku kyseliny tfislové K uplnému

po 3 hodinach (Obrazek 38). U stejného

ey oeen

usmrceni bakterii, tedy k poklesu o 10° bakterii jiz
materidlu v piipad¢é Escherichia coli doslo k uplné redukci bakterii aZ po 24 hodinéach, ale
k vyraznému ubytku bakterii dochazi jiZz po tfech hodinach pusobeni.

Testy také ukazaly, ze baktericidni G€inky nanovlakennych vzorki se projevily také
u materidlu pfipraveného bez imobilizace kyseliny tfislové, tedy u materidlu tvofeného
pouze kiemicitymi nanovlakny (Pfiloha B Obrazek 48 a Obrazek 50 pro kmen Escherichia
coli a Obrazek 53, Obrazek 55 a Obrazek 57 pro kmen Staphylococcus gallinarum).

Ucinky tohoto materidlu jsou srovnatelné stémi, které mé nanovldkenny material
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imobilizovany v 1% kyseling tfislové. Toto zjiSténi nebylo prokazano pii kvalitativnich
testech, pfi kterych vzorky bez navazané kyseliny tiislové antibakterialni u¢inky nemély.

Dtvod antibakteridlnich ucinkd kfemicitych nanovldken bez imobilizované
kyseliny tfislové neni tedy piesné prokazan. Jednou z moznosti je, ze pii hydrolyze
nanovldkennného materidlu béhem kultivace v roztoku bakterii mtize dojit k uvolnéni
nékterych chemikalii pouzivanych pfi vyrobé ¢i modifikaci nanovlaken, které mohou mit
bakteriostatatické ucinky, ¢i dokonce ucinky baktericidni. Moznym vysvétlenim by mohly
byt antibakterialni ucinky kiemicitych nanovldken snavazanym APTES, protoze
antibakterialni 0c¢inky samotnych kiemicitych nanovlaken (pfed modifikaci APTES)
vysledky kvalitativnich testi vyloucily. Také ovéfeni koncentrace bakterii neprokazalo
samovolnou redukci testovanych bakterialnich kment, ztoho je zfejmé, ze k redukci
dochazi pouze v ptitomnosti kifemicitych nanovlaken.

Vysledky antibakteridlnich 0cinkdi vzorkd kiemicitych nanovlaken s vyssi
koncentraci imobilizované kyseliny ttislovté (1,8 mg/cmz) se nepodafilo vyhodnotit
vzhledem ke koaguacnim ucinkim kyseliny tiislové na proteiny pfitomné v kultivanim
médiu, které zastinily ucinky antibakterialni, a nebylo tak mozné odecist pocet prezivsich
kolonii.

—
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Obrazek 38: Srovnani poctu kolonii bakterii kmenu Staphylococcus gallinarum pred (4) a po inkubaci SiO,
nanovldaken modifikovanych 1% kyselinou trislovou v bakteriologickém roztoku - po 1 hodiné (B) a po 3
hodindch piisobeni (C) pFi koncentraci bakterii 1-10°

ity Euindel ‘ Ty 1% T

E C08 (1:100)

415 M !

Obrdzek 39: Srovnadni poctu kolonii bakterii kmene Escherichia coli pred (4) a po inkubaci SiO, nanovidken
modifikovanych 1% kyselinou trislovou v bakteriologickém roztoku - po I minuté (B) a po I hodiné piisobeni
(C) pri koncentraci bakterii 1-10° a ziedéni (1:200)
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Tabulka 14: Vysledky kvantitativnich testi antibakteridlnich vicinkii nanovldken s imobilizovanou kyselinou tiislovou pro kmen Staphylococcus gallinarum 2

Pocet kolonii Si02 bez modifikace Pocet kolonii 1% kyselina tfislova Pocet kolonii 15% kyselina tf¥islova
Redéni | 10°(1:200) 10° (1:10) 10° 10° (1:200) 10° (1:10) 10° 10° (1:200) 10° (1:10) 10°
Cas odecet | absol. | odecet | absol. | odecet | absol. | odecet | absol. | odecet | absol. | odelet | absol. | odecet | absol. | odecet | absol. | odecet | absol.
To 21 4200 254 2540 | > 2000 | > 2000 17 3400 244 2440 | > 2000 | > 2000 28 5600 NH NH NH NH
T, 0 0 0 0 50 50 0 0 1 10 37 37 NH NH NH NH NH NH
T3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 NH NH NH NH NH NH
Ty 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 NH NH NH NH NH NH
Tabulka 15: Vysledky kvantitativnich testii antibakteridinich iicinkii nanovldken s imobilizovanou kyselinou tFislovou pro kmen Escherichia coli *
Pocet kolonii SiO2 bez modifikace Pocet kolonii 1% kyselina tfislova Pocet kolonii 15% kyselina tfislova
Redéni 10° (1:200) 10° (1:10) 10° 10° (1:200) 10° (1:10) 10° 10° (1:200) 10° (1:10) 10°
Cas odecet | absol. | odecet | absol. | odecet | absol. | odecet | absol. | odecet | absol. | odecet | absol. | odecet | absol. | odecet | absol. | odecet | absol.
To 82 |16400] >2000 |>2000]>2000 |>2000] 12 2400 91 910 [>2000 |>2000] 112 |22400|> 2000 |> 2000 ] > 2000 |> 2000
T 0 0 3 30 11 11 10 2000 80 800 |>2000|>2000] NH NH NH NH NH NH
T3 0 0 3 30 67 67 0 0 4 40 19 19 NH NH NH NH NH NH
Ta 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 NH NH NH NH NH NH

2To— cas po 1 min., T, — ¢as po 1 h, Ts— éas po 3 h a Tos — ¢as po 24 h, NH - nehodnocena
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7.9.3 Kvalitativni stanoveni antibakteridalnich Wuc¢inki kfemicitych
nanovlaken s imobilizovanym chlorofylinem

Testy materidlu s imobilizovanym chlorofylinem na povrchu kifemicitych
nanovlaken prokézaly aktibakterialni u€inky pro grampozitivni i gramnegativni bakterialni
kmeny (Tabulka 16). Ukazalo se, Ze antibakterialni ucinky byly u gramnegativniho
(Escherichia coli) i grampozitivniho (Staphylococcus gallinarum) kmene obdobné
(41,29 % a 37,79 %). Vzhledem ktomu, Ze jiz nebylo mozné zvySovat koncentraci
chlorofylinu ve vzorku a k mensim antibakterialnim G¢inkiim neZ u materiala pfipravenych
imobilizaci kyseliny tfislové, nebylo dale pfistoupeno ke kvantitativnimu testovani téchto
materiald.

Tabulka 16: Vysledky kvalitativnich antibakteridlnich testii kifemicitych nanovldken s imobilizovanym
chlorofylinem na bakterialnich kmenech Staphyloccocus gallinarum (vievo) a Escherichia coli (vpravo)

Bakt. . - .
Staphylococcus gallinarum Escherichia coli
kmen
Celkova Délka 76na Celkova Délka 76na
Cislo délka |viditelné- , % délka |viditelné- , %
.. .. o absolutni |, . . . . o absolutni| , , . .
linie linie horastu | , .. . inhibice linie horustu | , . . inhibice
inhibice inhibice
[mm] [mm] [mm] [mm]
1 64 41 23 35,94 66 42 24 36,36
2 63 41 22 34,92 62 37 25 40,32
3 60 36 24 40,00 62 38 24 38,71
4 60 34 26 43,33 56 29 27 48,21
5 60 39 21 35,00 64 36 28 43,75
Celkem 307 191 116 37,79 310 182 128 41,29

Obrazek 40: Snimky kiemicitych nanovldken po inkubaci v pritomnosti bakterialniho kmene Staphyloccocus
gallinarum (A) a Escherichia coli (B) s imobilizovanym chlorofylinem na povrchu




Zavér

V ramci experimentalni casti prace byla provedena optimalizace derivatizacni
reakce S vyuzitim 3-aminopropyltriethoxysilanu jako silylaéniho ¢inidla. Optimalizace
byla provedena s ohledem na maximalni koncentraéni vytézek kovalentné navazanych
aminoskupin na povrch kifemicitych nanovlaken. Sledovanymi parametry byly:
koncentrace silyla¢niho ¢inidla, doba derivatizacni reakce a teplota reakce. Pro zhodnoceni
experimentl byla vyuzita adaptovand metoda =zalozend na reakci methyloranze
s aminoskupinami na povrchu kiemicitych nanovldken. Z naméfenych vysledkd byly
nasledné vyvozeny optimalni reakéni podminky silylace, tedy 3% roztok APTES
Vv ethanolu, ktery reaguje s kiemicitymi nanovldkny za laboratorni teploty po dobu dvou
hodin. Vysledky experimentt jsou podrobné diskutovany v kapitole 7.3.

Byly nalezeny podminky pro imobilizaci dvou piirodnich latek — kyseliny ttislové a
chlorofylinu na povrch modifikovanych nanovlaken a nasledné ovéteny jejich
antibakterialni G¢inky pomoci kvalitativnich a kvantitavnich testd s grampozitivnimi
a gramnegativnimi bakteridlnimi kmeny. Vysledky antibakteridlnich ucinka kfemicitych
nanovldken s imobilizovanou kyselinou kfemicitou potvrdily vynikajici antibakteridlni
ucinky téchto materidlll pro oba testované kmeny. Kvantitativni testy ukdzaly, ze v ptipadé
grampozitivniho kmene Staphylococcus gallinarum do$lo k tplné redukci bakteridlniho
kmene jiz po tfech hodinach, coz je vynikajicim pfedpokladem pro vyuziti pfipravenych
materiald pro aplikace v oblasti mediciny, jejichz cilem je urychlit hojeni ran potlacenim

vzniku infekce v misté rany.

Predmétem dalSiho studia by mohla byt optimalizace imobiliza¢ni reakce
pfirodnich latek na povrch modifikovanych kfemicitych nanovldken s cilem dosahnout
maximalniho antibakteridlniho u¢inku pfi minimalnim imobilizovaném mnozstvi. Dal§im
krokem, ktery by mél nésledovat, by mélo byt ovéfeni antibakteridlnich ucinkl téchto

materiald in vivo.
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Priloha A -  Vysledky kvalitativnich  testa
antibakterialnich ucinki kremicitych nanovliken

s imobilizovanou kyselinou trislovou

Obrazek 41: Snimky kiemicitych nanovidken s imobilizovanou kyselinou trislovou 0% (A) a 1% (B) po
inkubaci v pritomnosti bakterialniho kmene Staphylococcus gallinarum
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Obrdzek 42: Snimky kiemicitych nanovidken s imobilizovanou kyselinou tiislovou 3% (A) a 5% (B) po
inkubaci v pritomnosti bakterialniho kmene Staphylococcus gallinarum
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Obrazek 43: Snimky kiemicitych nanovidken s imobilizovanou kyselinou trislovou 10% (A) a 15% (B) po .
inkubaci v pritomnosti bakterialniho kmene Staphylococcus gallinarum

b ‘
Obrdazek 44: Snimky kiemicitych nanovidken s imobilizovanou kyselinou tiislovou 0% (4) a 1% (B) po
inkubaci v pritomnosti bakteridlniho kmene Escherichia coli
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Obrdazek 45: Snimky kiemicitych nanovidken s imobilizovanou kyselinou tiiislovou 3% (4) a 5% (B) po
inkubaci v pritomnosti bakteridlniho kmene Escherichia coli

Obrazek 46: Snimky kremicitych nanoviaken s imobilizovanou kyselinou trislovou 10% (A) a 15% (B) po
inkubaci v pritomnosti bakteridlniho kmene Escherichia coli
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Priloha B - Vysledky kvantitativnich testii antibakterialnich wucinki kremicitych

nanovlaken s imobilizovanou kyselinou trislovou

Obrdzek 47: Snimky kolonii Escherichia coli — ovéreni koncentrace bakteridlniho kmene pouzitého k testovani v Fedéni: 10 °(A), 10° (1:10)(B) a 10° (1:200 (C))
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Obrdzek 48: Snimky kolonii Escherichia coli v ¢ase Ty, pro vzorky kiemicitych nanovldken bez imobilizované kyseliny tiislové, pouzitd redéni: 10° (A), 10° (1:10 (B)) a 10°
(1:200) (C)

Obrdzek 49: Snimky kolonii Escherichia coli v case Ty, pro vzorky kiemicitych nanovldken s imobilizovanou kyselinou tiislovou (1%), pouitd fedéni: 10° (A) a 10° (1:200)

(B)
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Obrdzek 50: Snimky kolonii Escherichia coli v ¢ase Ty, pro vzorky kiemicitych nanovldken bez imobilizované kyseliny tiislové, pouzitd redéni: 10°(A), 10° (1:10) (B) a 10°
(1:200) (C)

Obradzek 51: Snimky kolonii Escherichia coli v case T, \ pro vzorky kiemicitych nanovldken s imobilizovanou kyselinou tiislovou (1%), pouzitd fedéni: 10° (A), 10° (1:10) (B) a
10° (1:200) (C)
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Obrdzek 52: Snimky kolonii Staphyloccocus gallinarum — ovéreni koncentrace bakteridlniho kmene pouzitého k testovani v fedéni: 10° (A) a 10° (1:200) (B)

Obrdzek 53: Snimky kolonii Staphylococcus gallinarum v case Ty, pro vzorky kifemicitych nanovliken bez imobilizované kyseliny trislové, pouzitd Fedéni: 10° (A), 10°
(1:10) (B) a 10° (1:200) (C)
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Obrdzek 54: Snimky kolonii Staphyloccocus gallinarum v case Ty, pro vzorky kiemicitych nanovidken s imobilizovanou kyselinou tiislovou (1%), pouzitd fedéni: 10° (A) a 10°
(1:10) (B)

Obrdzek 55: Snimky kolonii Staphyloccocus gallinarum v éase Ty, pro vzorky kiemicitych nanovidken bez imobilizované kyseliny tiislové, pouzitd fedéni: 10° (A), 10°
(1:10) (B) a 10° (1:200) (C)
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Obrazek 56: Snimky kolonii Staphyloccocus gallinarum v éase Ty pro vzorky kifemicitych nanovldken s imobilizovanou }cyselinou trislovou (1%), pouzitd redéni: 105 (A)
a 10° (1:200) (B)

Obrdzek 57: Snimky kolonii Staphyloccocus gallinarum v case Ts, pro vzorky kiemicitych nanovidken bez imobilizované kyseliny tiislové, pouzitd fedéni zleva: 10° (A),
10° (1:10) (B) a 10° (1:200) (C)
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Obrdzek 58: Snimky kolonii Staphyloccocus gallinarum v case Tz pro vzorky kiemicitych nanovldken s imobilizovanou kyselinou tFislovou (1%), pouzitd Fedeéni: 10° (A),
10° (1:10) (B) a 10° (1:200) (C)
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