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Anotace

Disertacni prace se zabyva zmapovanim vlastnosti karboxymethylcelulozy s cilem
navrhnout Gpravu karboxymethylcelulozy pro jeji naslednou aplikaci v medicinském odvétvi
ptesnéji pii hojeni ran.

Cast  disertaéni prace se vénuje vybéru vhodnych metod sitovéni
karboxymethylceluldézy za tcelem vyvinuti hydrogelu s optimalnimi vlastnostmi. V praci je
prezentovana celd fada raznych chemickych sitovacich cCinidel, razné fyzikalni metody
sitovani, ale naptiklad i vyuziti radiace. Kromé vyvoje hydrogelu, ktery by zajist'oval optimalni
podminky hojeni vrané, se prace zabyvd 1 aditivaci karboxymethylceluldézy
at’ uz antimikrobialnim stfibrem ¢i vitaminem C a alaptidem, ktery stimuluje rist granulacni
tkané a urychluje epitalizacni proces a prubéh hojent ran.

Nedilnou soucasti hojeni ran je i proliferace bunck. Za ucelem zvysit proliferaci bunék
byl v ramci prace navrhnut a otestovan postup vyroby vysoce porézni struktury, ktera by
novotvoreni a déleni bunék podporovala. Vzorky kryti at’ uz v textilni formé ¢i v podobé filmt
byly testovany s ohledem na jejich antibakteridlni vlastnosti, testovana byla rovnéz adheze
a proliferace bun¢k ¢i toxicita testovanych materiali.

V posledni ¢asti prace je prezentovana kratsi studie o vyuziti karboxymethylcelulozy
i mimo medicinské aplikace. Vyuzity byly komplexa¢ni schopnosti karboxymethylcelulozy
vici nékterym kovovym iontiim, coZ ji pfedurcuje k pouZiti pfi odstraniovani ionti tézkych kovli

Z odpadnich vod.
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Annotation

The dissertation deals with mapping of carboxymethylcellulose properties with the aim
to propose carboxymethylcellulose treatment for its subsequent application in the medical
sector more precisely in wound healing.

Part of the dissertation deals with the selection of suitable methods of crosslinking
of carboxymethylcellulose to develop a hydrogel with optimal properties. A number of different
chemical cross-linking agents, various physical methods of cross-linking, but also the use
of radiation are presented in the thesis. In addition to the development of the hydrogel, which
ensures optimal healing conditions in the wound, the work also deals with the addition
of whether antimicrobial silver or vitamin C and alaptide, which stimulates the growth
of granulation tissue and accelerates the epitalization process and wound healing.

Cell proliferation is an integral part of wound healing. In order to increase cell
proliferation, the process of manufacturing a highly porous structure was designed and tested
to support the formation and division of cells. Covering samples, whether in textile form or in
the form of film, were tested for their antibacterial properties, cell adhesion and proliferation,
and the toxicity of test materials were also tested.

The last part of the thesis presents a shorter study about the use
of carboxymethylcellulose outside of medical applications. The complexation capabilities
of carboxymethylcellulose against some metal ions have been used, which makes it suitable

for use in removing heavy metal ions from wastewater.

Keywords:

Carboxymethylcellulose, hydrogel, wound healing, absorption, antibacterial properties
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1 Uvod

Soucasné dominujici metody hojeni ran a koznich defektti jsou zalozeny na tradi¢nich
krycich materidlech nebo na vlhkém hojeni. Vlhka kryti (napt. hydrokoloidy, hydrogely,
polyuretany, vlhéena kryti) vytvareji pro hojeni optimalni prostiedi (vlhkost, teplo, odstranéni
mrtvé tkang, absorpce exsudatu a bakterii, bariérovy efekt). Riziko vlhkého hojeni je vznik

infekce, a proto se tato kryti kombinuji zejména s baktericidnim stiibrem.

2 Predmét a cile diserta¢ni prace

Experimenty v ramci diserta¢ni prace jsou navrhovany tak, aby vysledné produkty byly
vhodné pro pouziti ve zdravotnickych aplikacich. Navrzené metody jsou zaméfeny zejména
na materidlovy vyzkum, tj. pfipravu novych biokompatibilnich materidli. Materidlovou
slozkou vzorkt je celul6zova matrice, a to ve forme filmt, vldknitych a prostorovych struktur
nebo gelovych struktur. Celuléozové materidly nabizeji Sirokou moznost pifipravy riznych
matric, které mohou nalézt Siroké uplatnéni v hojeni ran a regenerativni medicing. Matricové
systémy zalozené na latkach pfirodniho pivodu (karboxymethylcelul6za) umoziiuji vytvotit
pfipravky minimalizujici bolest pii manipulaci (nepfilnavé piipravky). Kromé vyvinuti
materiali vhodnych pro kryti ran bylo snahou vyvinout material, ktery by byl vhodny pro rast
a proliferaci bunék. Takovéto matrice by mély mit strukturu vzijemné propojenych pori
a vysokou porozitu, aby zajistila pronikani bun¢k a dostacujici pfisun Zivin buikdm v prib&hu
formovani, diftizi odpadnich produkt ven z matrice i vylou€eni produkti degradace matrice.
Zapracovanim antimikrobialnich latek do matricovych systémt lze ziskat prostiedky nejen
ucinné proti mikroorganismiim, ale téZ vytvofit prostfedi podporujici hojeni v rané.

Za cil si tato disertacni prace klade:

1) nalézt optimalni podminky sitovani karboxymethylcelulozové matrice za ucelem
vytvoteni hydrogelu s co nejvyssim pomérem absorpce/rozpustnosti
2) optimalizovat metodu ptipravy 3D poréznich struktur vhodnych pro proliferaci bunék
3) modifikovat polymerni material pomoci alaptidu a vitaminu C za Gcelem podpory rané se
1épe hojit
4) modifikovat polymerni material pomoci nanoCastic stiibra za ufelem zvySeni
antimikrobialni aktivity

5) uplatnéni CMC na textilnim nosici v jinych nez medicinskych aplikacich



3 Prehled soucasného stavu problematiky

3.1 Celuléza

Krystalicka povaha celulozy byla odhalena v roce 1913, kdy byl zaznamenan prvni
rentgenovy vzor z vlakennych svazki rtiznych rostlin. Jeden z prvnich molekuldrnich modela
celuléozy byl navrhnut vroce 1937, spocival v antiparalelnich fetézcich zabalenych
do monoklinické bunky. Celuléza jako takova byla objevena v roce 1938 francouzskym
chemikem Anselmem Payenem, ktery izoloval celulozu z rostlinného materidlu a urcil
chemicky vzorec celulozy. Polymerni struktura celuldzy byla ur¢ena v roce 1920 Hermannem
Staudingerem. V roce 1994 zacalo studium piipravy celulézovych nanovlaken, které byly
nakonec ptipraveny ve vodném prostiedi. [1]

Celuloze ptislusi vzorec (CsH100s)n. Je to polysacharid, jehoz zéakladni stavebni
jednotkou je B- glukopyranoza spojena do polymeru 1,4 — glykosidovymi vazbami. Tyto vazby
udavaji celuloze tyCinkovity charakter. Celulozu tak tvoii Sesticlenné cykly, zvané pyrandza.

Obr. 1 zobrazuje chemickou strukturu celul6zy. [2]

Obr. 1: Vzorec celulozy [3]

3.1.1 Modifikace celulézy

Samotna celuldza je ve vod€ nerozpustna diky existenci mnoha silnych vodikovych
vazeb, které se tvoii mezi jednotlivymi vlakny celuldzy. Substituci celulézy dosdhneme toho,
ze vznikne modifikace celuldzy, kterd je rozpustna ve vodé€. Rozpustnost téchto celul6zovych
polymerti je pfisuzovana zmenSenému poctu vodikovych interakci. Mezi tuto modifikaci
fadime MC a HPMC. Tyto modifikace maji velké uplatnéni. Jsou soucasti zahust'ovadel, vazi

na sebe vodu, uplatiuji se ve farmaceutickém a potravinarském pramyslu. [4] [5]

3.2 Karboxymethylceluléza

Je derivat celuléozy ziskany chemickou modifikaci pfirodni celulozy.
Karboxymethylcelul6za (CMC) je ve vodé rozpustny polysacharid obsahujici karboxylové

a hydroxylové skupiny.



3.2.1 Vyroba

CMC byla prvné vyrobena v Némecku na konci prvni svétové valky E. Jansenem, ktery
cely proces vyroby popsal v patentu z roku 1918. [6] Tento proces vyroby CMC byl pozdé&ji
vylepsen pany J.K. Chowdhury a F. Hopplerem. [7] [8] CMC se vyrabi z celulozy, pievedené
pusobenim hydroxidu sodného na reaktivni alkaliceluldzu, ktera se esterifikuje chloracetatem
sodnym (viz rovnice 1 a 2). Chloracetat sodny se ptipravuje reakci kyseliny monochloroctové
s uhli¢itanem sodnym. V druhé fazi ptipravy CMC je mozno pouzit 1 kyselinu chloroctovou

nebo jeji sodnou sul. [8]

2 CICH,COOH + Na,CO3 — 2 CICH2COONa + CO; + H:0 1)
CsH702(OH)3-NaOH + CI-CH,COONa — CgH7;O2(OH).-O-CH,COONa + NaCl + H.0O @)

3.2.2 Struktura

Struktura je postavend na P(1,4) glukopyran6zovém polymernim fetézci celuldzy.
Ptipravou je mozné dosdhnout riznych stupiili substituce. NejCastéji se vSak pohybuji
vrozmezi 0,5 — 1,5 funkénich skupin na jednu monomerni jednotku. Obecné jsou
makromolekuly CMC krat$i nez makromolekuly nativni celulozy.

Karboxymethylové skupiny vycnivaji ze zdkladniho fetézce, a proto nedovoluji
hydroxylovym skupinam se dostatecné pfiblizit a vytvofit vodikovou vazbu s vedlejSimi
pusobenim vody odd€luji a hydratovand CMC ptechdzi do formy roztoku. Molekularni

struktura CMC je uvedena v Obr. 2. [9]
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Obr. 2: Vzorec CMC [4]

3.2.3 Biodegradabilita a kompatibilita
CMC nema zadny negativni vliv na Zivotni prostfedi. Rychlost degradace zavisi

na molekulové hmotnosti. CMC je kompatibilni se Sirokou Skdlou neionogennich derivata



celulozy. Pii1 vyrob¢ smési je vhodné zvolit takovy derivat, ktery ma ptiblizné stejnou hodnotu
viskozity jako md CMC. [10] Dermatologické a toxikologické studie podle nezavislych
laboratotich ukazuji, ze sodna stil CMC neni toxicka pro bilé potkany, psy, morcata, nebo lidské

bytosti. Testy na lidské pokozce ukazaly, Ze sodna sul neni drazdiva ani senzibilizujici. [11]

3.24 Sitovani CMC

Pod pojmem sitovani rozumime vzijemné spojovani polymernich fetézci hlavnimi
a vedlejsimi valencemi na ,,nekonecné velké makromolekuly. Struktura makromolekul CMC
S pocetnymi funkénimi skupinami podél fetézce je pro sit'ujici reakce velmi pfizniva. Jako
reaktivni centra pfichdzeji v uvahu piedevsim volné hydroxylové skupiny. Tvorba dostatecné
stabilnich sitovych struktur je vysledkem reakci ¢inidel poskytujicich miistky mezi sousednimi
makromolekularnimi fetézci. ZvySeni stupné zesiténi systému vyustuje v stabilngj$i gel.
Nicméné vyssi stupenn sitovani vytvaii kiehéi strukturu. Optiméalnim stupném sitovani lze
dosahnout relativné silného, a pfitom pruzného hydrogelu. [11]

Existuje vice zplisobt sitovani — fyzikalni (termické), chemické a radiacni.

3.3 Hydrogely

Hydrogely jsou trojrozmérné, hydrofilni polymerni sité, které mohou pojmout velké
mnozstvi vody nebo biologickych kapalin. Sité jsou tvofeny z homopolymert nebo kopolymert
a jsou nerozpustné v diisledku chemického sitovani nebo fyzikalniho sitovani, jako jsou
spletence ¢i krystaly. Ty davaji siti strukturu a fyzikalni integritu. Tyto hydrogely vykazuji
termodynamickou kompatibilitu s vodou, kterd jim umoziuje se zvétsit ve vodném prostiedi.
Zakladni vlastnosti pro toto neobvyklé chovani hydrogelt je jejich ptechod od skelného
na pruzny stav kdy pfi kontaktu s termodynamicky kompatibilnim rozpoustédlem. Hydrogely
pfipominaji pfirodni Zivé tkan€ vice nez jiné syntetické biomateridly. To je diky jejich
vysokému obsahu vody a me¢kké konzistenci, kterd je podobna pfirodni tkéni. Kromé toho
vysoky obsah vody v materidlu pifispiva k jejich biokompatibilité. A proto 1ze hydrogely pouzit
jako kontaktni ¢ocky, membrany pro biosenzory, vyzdivky pro uméld srdce, materialy

pro umeélou kizi a zafizeni pro dorucovani l€ku. [12]

3.4 Modifikace CMC pomoci nanocastic

Vyznam nanomateridli a nanotechnologii prudce vzristd vzhledem k Sirokému
aplika¢nimu potencialu a pouziti v riznych primyslovych odvétvich, konzumnich produktech

a zdravotni péci. V biomediciné pifindsi nanotechnologie doslova revoluci, nebot’ jejich
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produkty maji schopnost pronikat k organiim a tkanim s jejich naslednym ovlivnénim. Nékteré
nanomateridly jsou natolik malé, ze mohou snadno pronikat do jednotlivych bun¢k. Takze
mohou fungovat jako nosice lé¢iv, nosi¢e kontrastnich latek pro zobrazovéani tkani nebo
diagnostiku nékterych onemocnéni. Nanomaterialy se, podle po¢tu rozmért, v nichZ nabyvaji
aplikacni vyuziti a s tim i plynouci vyssi pravdépodobnost expozice zivych organismil maji
pravé nanocastice. Zakladni odliSnosti nanomaterialti od konvencénich chemickych latek je
velikost ¢astic a jejich povrchu. S klesajici velikosti ¢astic nepfimo aumérné roste plocha jejich

povrchu a volna Gibbsova energie, ktera odrazi reaktivitu danych ¢astic. [13]

3.5 3D struktury vhodné pro proliferaci bunék

Konvenéni kultivace bun¢k in vitro poskytuji pouze dvourozmérny prostor
pro bunéénou proliferaci, migraci a diferenciaci. Takovy model vSak neodpovida
fyziologickému stavu. Proto se v oblasti tkanového inzenyrstvi v soucasné dob¢ rozsifuje
pfiprava a pouzivani trojrozmérnych nosi¢i. Soucasné¢ s pripravou takovéhoto nosice je pak
mozné piimo do materialu ¢i na jeho povrch nanést aktivni latky. Lyofilizované materialy maji
potencial jako systémy pro dodavani 1é¢iv do ran. [14] [15]

Lyofilizace (vymrazovani) je proces dehydratace obvykle pouzivany pro zachovani
netrvanlivych materiald, nebo aby se material 1épe piepravoval napiiklad: zlepSeni stability
labilnich 1é¢iv. Lyofilizace probiha zmrazenim materialu a pak se snizovanim okolniho tlaku,
dochézi ksublimaci zmrazené vody v materidlu pfimo z pevné faze do plynné faze.
Vymrazovani mize trvat n€kolik dni nebo dokonce tydnl, pokud sublimacni proces neni

optimalizovan. [15]

3.6 Modifikace pomoci Alaptidu

Jednim ze zplsobli podani 1éCiva do organismu je transdermalni aplikace, jejiz vyuZiti
se v soucasnosti nebyvale rozviji. Vngjsi vrstva klize (stratum corneum) chrani t€lo proti
priniku cizorodych latek vcetné léciv. Byly vSak nalezeny rizné zpiisoby prekonani této
bariéry. Jednou z moZnosti je vyuziti chemickych permeaénich enhancerti (CPE) neboli
akcelerantii transdermdalni permeace. CPE mohou byt povazovany za excipienty specificky
ovlivitujici mezibunéény prostor mezi korneocyty (modifikujicimi korneocyty) a hydrataci
nebo denaturaci keratinu. Pfesny mechanismus u¢inku CPE neni doposud znam, ale CPE
ovlivituji penetraci/permeaci 1éCiv, urenych jak pro lokalni pisobeni, tak pro systémovy

ucinek. [16]
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Ve vztahu k uc¢inku alaptidu jako potencialniho CPE, je dllezité poznamenat,
ze melanocyty vyznamné ovliviuji tvorbu a funkci keratinocytti pomoci melanosomd. [16]

Alaptid na zdklad¢ hojného poctu riznych studii vykazuje velky potencial pro 1écbu
Ci regeneraci lokalné poranéné kiize nebo sliznice. Alaptid vSak vykazuje nizkou rozpustnost,

a tedy i bio dostupnost. [16]

3.7 Sorpce ionti kovii

Konvencni zptsoby odstraiiovani tézkych kovl zahrnuji chemické srazeni, iontovou
vyménu, elektrodialyzaci, membranové separace, reverzni osmézu a extrakci rozpoustédlem.
V soucasnosti se hledaji nové, efektivni a ekonomické technologie, které zahrnuji odstranovani
toxickych kovovych iontti z odpadnich vod (biosorpci), zalozené na vazebnych kapacitach
riznych biologickych materiali s malymi nebo zadnymi naklady. [17]

Jak jiz bylo zminéno diive, CMC se srdzi se v pfitomnosti soli s oxida¢nim Cislem 2 a 3.
Néhradou alkalickych ionti vodikovymi vznikd nerozpustna kyseld forma CMC. Je znamo,
ze sodna sul CMC je derivat celuldzy, ktery je bezbarvy, bez zapachu a chuti, je fyziologicky
inertni, chemicky stabilni, neni nebezpecny pro zdravi a zivotni prostiedi a je rozpustny
ve vod¢. Ma také dobrou komplexaéni schopnost pro nékteré kovové ionty a je vyuzivana jako
makromolekularni komplexa¢ni c¢inidlo pro selektivni odstranéni médi z vody

v komplexotvorném mikrofiltraénim procesu. [18]

4 Pouzité metody, popr. studované materialy

V této kapitole je v kratkosti popsan postup feSeni prace, vetn€ metod piipravy,

sitovani a modifikaci vzorkli. Rovnéz je popsdna zakladni charakteristika metod hodnoceni.

4.1 Pouzité vychozi materialy
e Sodna sil CMC v praskové formé (CMC-Na*" - MW 250 000, DS 0,7)
e Od firmy VWR, katalogové ¢islo : 9004-32-4, Cistota 99,5 %
e Sodna sil CMC ve vlakenné formé (CMC-Na*- pH 6,5 - 7,0; DS 0,22 - 0,35)
e Kysela forma CMC ve vlakenné formé (pH 4,0 — 4,3; DS 0,36 — 0,38)
Ob¢ vldkenné formy CMC byly vyrobeny v poloprovoznich podminkéch firmou
Holzbecher s.r.0. metodou, ktera je popsana v kapitole o vyrobé CMC. V obouch ptipadech

se jedna o plognou netkanou textilii typu spunlace o plo§né hmotnosti 60 g-m?.
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4.2 Metody pripravy roztoki

Sodna sil CMC byla pouzita v praskové formé¢ (CMC-Na*, DS 0,7). Sil byla
rozmichéna ve vodé k dosazeni koncentrace 20 & 30 g-1*. Roztok byl rozmichan pomoci
laboratorniho hiidelového michadla Heidolph RZR 2051 po dobu 15 minut, poté se roztok
ponechal 3 dny odlezZet, aby byl roztok homogenni a CMC se tGplné rozpustila.

Dalsi pouzitou variantou byla vyroba filmi z rozpusténé sodné soli CMC ve vldkenné
podobé (pH 6,6; DS 0,35). Netkana textilie byla rozmichana ve vod¢ k dosazeni koncentrace
17 g-I"Y. Do obou zminénych variant bylo mozné p¥idat glycerin, filmy poté byly tvarné

a pruzné.

4.3 Metody pripravy filmi

Z vyse popsanych roztoki byly pripraveny filmy vylitim pfesné definovaného mnozstvi
do plastové petriho misky. Mnozstvi pouzitého gelového roztoku bylo odvozeno od velikosti
misek, tak aby se zachovala stejna tloustka filmd po vyschnuti roztoku. Schnuti probihalo

za bézné laboratorni teploty i vlhkosti.

4.4 Sitovani
Sitovani bylo provadéno za ucelem vytvoreni hydrogelu s optimalnimi vlastnostmi.
Preferovanym poZadavkem vSech experimentii bylo dosahnuti vysoké absorpce s co nejniZsi

rozpustnosti materidlu. Sitovani bylo testovano na roztocich ¢i filmech praskové formy sodné

soli CMC.
4.4.1 Fyzikalnimi metodami

4.4.1.1 Mrazici cykly

Prvnim zvolenym zplisobem sit'ovani vzorkl byla v préaci pouZzita metoda, spoc¢ivajici
na rozdilnych teplotnich skocich mezi chladicim boxem (-16 + 2 °C) a pokojovou teplotou
(20 £ 2 °C). Tato metoda byla zvolena s ohledem na studii, ktera je uvedena v kapitole 2.4.3.1.1
(viz. Disertacni prace), pficemZ podminky experimentu byly modifikovany.

Vzorky filmil o definované hmotnosti byly pfed umisténim do mraziciho boxu smoceny
destilovanou vodou o definovaném objemu. Casovy interval 1 cyklu trval 16 hodin (8 hod.

Vv chladu, 8 hod. pti pokojové teplote). Pocet testovanych cyklii 1 — 10.

4.4.1.2 Vysokou teplotou
Dalsi zptisob sitovani spoc¢ival v expozici vzorki filma zvySenym teplotdm. Testované
teploty byly 150 — 200 °C. Testovan byl i vliv doby puisobeni tepla na stupen zesiténi.
13



CMC je rozpustna ve vodé, a proto je nutno ji stabilizovat. Z davodu piedpokladaného
pouziti v medicing bylo Zadouci se vyhnout pouziti chemickych sitovadel, proto k zesit'eni byla
pouzita tepelnd fixace. Kterd je zalozena na zesileni esterovych skupin v CMC a odstranéni

karboxymethylovych skupin z CMC.
4.4.2 Chemickymi Cinidly

4.4.2.1 1,4-butanediol diglycidyl ether (BDDGE) [19]

V experimentu byl pro piipravu filmi vyuzit roztok gisté CMC (30 g-1'1), 1,4 butanediol
diglycidyl ether a 10 % roztok persiranu draselného (K2S20g). BDDGE byl vu¢i CMC
a persiranu davkovan v riznych koncentracich (do 20 ml roztoku CMC bylo ptidano 0,2 ml

persiranu draselného a 0,02 — 1 ml BDDGE). Reak¢ni teplota 80 °C po dobu 1 hodiny.

4.4.2.2 Karboxylové kyseliny

Karboxylové kyseliny byly pro sitovani zvoleny diky jejich poctu — COOH skupin. Pti
reakci karboxylovych kyselin a CMC dochazi k tzv. esterifikaci. K reakci byly pouzity kyselina
citronova a jantarova o ruznych koncentracich. Reakéni teplota byla 130 °C po dobu 10 minut,
poté se teplota snizila na 80 °C po dobu 1 hodiny. Testovan byl vliv pouzitého mnozstvi kyselin
na stupen zesiténi (0,015 — 1,00 g/0,045 g CMC).

4.4.2.3 Kationaktivni prostiedek

KP neni stejné jako EDMA + AIBN klasické sitovadlo, ale diky jeho pouziti dojde
k deaktivaci — COOH skupin coz omezuje piistup vody k CMC. Pouzité koncentrace KP
10 - 100 g-It. Film CMC byl v roztoku KP, u vsech testovanych koncentracich, ponofen
po dobu 1 hodiny.

4.4.2.4 Etylen-dimetakryldat/2,2'-azobisisobutyronitril (EDMA/AIBN) [20]

Mezi sitovacim ¢inidlem EDMA a aktivatorem AIBN doslo k radikalové polymeraci.
Pti této reakci doslo k aktivaci dvojné vazby molekuly monomeru. AIBN se dusledkem zahtati
V horkovzdusné susarné (70 °C) rozpadlo na radikaly, které zanikly a vytvofily se dvojné vazby
nenasycené¢ho monomeru. Rychlost celé polymerace je zavisla na ¢asu rozpadu aktivaéni latky,

teploté a stabilit¢ jednotlivych radikalti. Sledovan byl vliv reakéni doby na stupen zesiténi
(1-10 hodin).

4.4.2.5 Epichlorhydrin
Pro porovnani byl proveden i experiment s epichlorhydrinem. Bylo smichano 5g

suchého granulatu NaCMC a 50 g 17,5 % hydroxidu sodného (NaOH). Tento roztok bylo
14



zapotiebi zahiat na 50 °C a za stalého michani zahtivat po dobu 20 minut. Poté se do zahiaté
smési pridalo 50 g epichlorhydrinu a 50 g amoniaku (NHz3). Reakéni teplota 40 °C po dobu
4 hodin. Vysledny gel bylo nutné prefiltrovat pomoci ethanolu.

4.4.3 Radiaéni

4.43.1 Sit’ovani gama zairenim

Ozafovani vzorktl probihalo ve spolupréci s firmou UJV Rez, a.s. Pouzit byl intenzivni
zdroj izkého svazku gama zéafeni radioizotopu °°Co v ochranném obalu. Sitovani pomoci gama
zafeni bylo provedeno na vzorcich filmu, roztokd i netkanych textilii. Davky ozareni byly

stanoveny na 5, 10, 15, 20 a 25 kGy.

4.43.2 Sit’ovani plazmatem

Sitovani bylo provedeno v kyslikové atmosféte. Byly pouzity dva druhy plazmatu pro
porovnani, a to piesn&ji atmosféricka (od firmy MSV) a vakuova plazma (RF PA-CVD/MS).
Doba, po kterou byly vzorky plazmovany byla v piipadé vakuové plazmy 1 — 90 s. (tlak 13 Pa,
vykon zdroje 26 W, predpéti 250 V, pritok plynu 15 SCCM (cm?3=2secymin).

4.5 Priprava 3D mikroporézni struktury

V prvni studii byl pouZit laboratorni lyofilizator Krista, typ Epsilon 2 - 6D, nosice
0 celkové plose 0,27 m? (VUOS a.s.). Viechny dal3i experimenty byly jiz zhotovovany pomoci
lyofilizatoru Telstar lyoQuest -85 (TUL). Lyofilizace byla provedena na vzorcich film,
roztokli 1 netkanych textilii. Mimo podminek lyofilizace (tlak, Cas, teplota) na vyslednou

strukturu materialu ma vyrazny vliv stupen substituce, doba ponoteni a forma CMC.

4.6 Modifikace pomoci nanocastic stfibra

Modifikace byla provedena na vzorcich roztok, netkanych textilii a poptipadé dalSich
substrat, na které se nanesl roztok CMC. V ramci této studie bylo pracovano s krystalky
dusi¢nanu stifibrného (AgNO3), ktery byl rozpustén ve vode ¢i v roztoku CMC. Testované
koncentrace 0,1 — 2 g-1'. Redukce nanogastic stiibra z dusiénanu stfibrného byla provedena
riznymi zpusoby:
1) teplem (180 °C a 200 °C)
2) UV svétlem v uzaviené komoie s vyuzitim zarovky Osram Ultra Vitalux 300 W E27 (UVA
(315 - 400 nm) 13,6 W, UVB (280 - 315 nm) 3,0 W) ¢i bézného denniho svétla.

e Osram Ultra Vitalux: | = 204,00 [W-m~]

Pro porovnani:  Denni svétlo (zima): I = 300,00 [W-m™],
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Denni svétlo (zamra¢eno): | = 100,00 [W-m~]

3) kyselinou askorbovou (CsHgOs).
4.7 Metody hodnoceni
4.7.1 Meéreni obsahu ¢i uvoliiovani stiibra

47.1.1 ICP (OES, MS)
K analyzam byly vyuzity dva iontové chromatografy Perkin ElImer Optima 2100 DV
aDIONEX ICS 90. Jedna se o spektrometrii sindukéné véazanou plazmou. Méfeni

anorganickych latek, kontaminantti ve velmi nizkych koncentracich. [21]

4.7.1.2 Energiové disperzni spektroskopie EDS

Vysledkem energiové disperzni spektroskopie je spektrum frekvenci signalt
v rentgenovych energetickych oknech, které obsahuji charakteristické piky, které koresponduji
s jednotlivymi elementy (jejich vyska odpovida koncentraci daného prvku ve vzorku).
Spektroskopie byla provedena na pfistroji 1) X-MAX 50 (silikonovy detektor, SDD) Oxford
Instruments, ktery je kontrolovan systémem INCA. 2) soucast SEM mikroskopu Carl Zeiss
ULTRA Plus, ktery obsahuje systém pro mikroanalyzu od firmy Oxford Instruments X-MAX

25, ktery je kontrolovan systémem Aztec.
4.7.2 Méfeni struktury

4.7.2.1 Skenovaci elektronova mikroskopie SEM

K analyzam skenovaci elektronové mikroskopie byl pouzit mikroskop s vysokym
rozliSenim emisniho pole UHR FEG-SEM Carl Zeiss ULTRA Plus (detektory SE2, InLens SE,
ASB+ESB). Jedna se o mikroskop s katodou Cold FEG.

4,722 E-SEM

Pro enviromentalni SEM analyzu nebyla vyuzita Z4dnd specialni Uprava vzorkl
(lyofilizace, dehydratace alkoholovou fadou) z divodu moznosti tpravy struktury ¢i vlastnosti
testovanych vzorkli. Samotné testovani vzorka probéhlo pomoci skenovaciho elektronového
mikroskopu FEI QUANTA FEG 250, méfeni bylo provozovano v E-SEM mddu s pouZzitim SE
detektoru (LFD, GSED). Vzorky byly ptedchlazeny na teplotu -5 az -7 °C. Tlak v komote byl
nastaven na 100 Pa. Ovladani mikroskopu a zpracovani snimkii bylo uskute¢néno pomoci

softwaru xT microscope control v6.2.4. build 3069-supervisor. Testované vzorky o rozméru
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1-1 cm byly ponofeny do ristového média s buiikami fibroblastli (2 ml), poté byly ponechany
Vv inkubatoru po dobu 48 hodin.

4.7.2.3 Mikroskopie atomdrnich sil AFM

Mikroskopie atomarnich sil, kterd se vyuziva k redlnému nasnimani topografie povrchu
s moznosti 3D zobrazeni. Jak jiz vlastni nazev napovida, je povrch zkoumaného vzorku sniman
pomoci sondy. Tato sonda se pohybuje v tésné blizkosti (fddové 100 nm) nad povrchem,
kde ptisobi meziatomarni sily. Ke snimani povrchu dochazi postupné po fadcich. Vysledny
snimek je slozen praveé z téchto fadka. Diky tomu, Ze se sonda pohybuje v takovéto blizkosti
povrchu, lze dosdhnout velmi velkého rozliseni a to tzv. subatomdarniho rozliSeni. Analyzy

provedeny na pfistroji JPK NanoWizard I11. [22]

4.7.2.4 Transmisni elektronova mikroskopie TEM

Transmisni elektronova mikroskopie byla provedena na ptistroji JEOL 1011 vybaveném
CCD kamerou Veleta (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH). Tato metoda umoziuje
pozorovéni vzorkd tloustky v fadu 100 nm pii vysokém zvétieni (az asi 10°) a rozliseni (v fadu

nekolika desetin nm).
4.7.3 Testovani stupné zesiténi

4.7.3.1 Meéieni absorpce a rozpustnosti
Testovani probihalo namacéenim vzorkll v Petriho miskach s destilovanou vodou.
Zaznamenavany byly vdhové zmény vzorkll. Z naméfenych hodnot byly vypocteny Absorpce

a rozpustnost. Experiment byl realizovan za béznych teplotnich i vlhkostnich laboratornich

podminek.
% Rozpustnost = (M2>—-M1)/M2-100 (3)
% Absorpce = (M3—M2)/M2-100 4)

kde:  Mi- hmotnost po namoceni a suseni, M>- hmotnost vzduchosuchého vzorku

M3z — hmotnost po namoceni

Pfi navrhu kinetickych modelti aproximujicich bobtnani a rozpustnost CMC byly
pouzity jednoduché exponencialni vztahy pouzivané napft. v popisu kinetiky barviciho procesu.
1) My(t)/Mp= (My o/Myp) - (1-e™) (5)
2) My(t)/Mp = (My oo/Mp) - ( V1-eK) (6)

kde: M, - hmotnost vody, M, - hmotnost polymeru, K - rychlostni konstanta, t — cas
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Druhy model vychazi dle hodnoceni pomoci metody nejmensich ¢tverci 1épe. Z toho

divodu jsou data absorpce a rozpustnosti aproximovana prave timto modelem.

4.7.3.2 Testovini stupné zesiténi dle normy CSN EN ISO 10147

Jedna se o normu — Trubky a tvarovky ze sitovaného polyethylenu (PE-X). Posouzeni
stupné zesit'ovani stanovenim obsahu gelu. Tato norma byla v ramci prace pouzita z divodu
nedostatku norem ¢i navoda pro stanoveni obsahu gelu (rozpustnosti) polymernich materiala.
Parametry dané normy byly upraveny pro potfeby hodnoceni vzorki z CMC. Testovani
probihalo ve fyziologickém roztoku. K testovani vzorkl byl pouzit pfistroj s termostatickou

lazni, ktera byla nastavena na teplotu 37 = 2 °C.
4.7.4 Testovani antibakterialnich vlastnosti

4.74.1 AATCC Test Method: 100-2004

Touto metodou (Antibacterial activity Assessment of Textile materials) je hodnocen
faktor redukce, ktery udava, o kolik procent doslo ke snizeni inokulované koncentrace bakterii.
Pocita se pocet obnovenych bakterialnich kolonii — vzdy vzhledem k neupravenému standardu.

Kvalitativni hodnoceni.

4,742 AATCC Method 147-2004

Jedna se o metodu orientaé¢ni (An American Standard 1993), u které se hodnoti velikost
tzv. halo zony, tedy oblasti okolo testovaného vzorku. Bakteridlni inokulum je ockovéano
na krevni agar. Kvantitativni hodnoceni.

— Testované kmeny (pro obé AATCC metody): E. coli (CCM 2024) a Staphylococcus
aureus (CCM 299) — dle ALE-G18, CSNI.

4.7.4.3 Test viability na zdkladé neporuSenosti plazmatické membrany

Tyto testy jsou zaloZeny na schopnosti neporusené plazmatické membrany nepropoustét
urcitd barviva do nitra buiiky. V pifipad¢é poSkozeni plazmatické membrany se tato barviva
navazou na vnitini strukturu bunky a dojde k zesileni fluorescence. Tvorba bakterialniho
biofilmu probihala v médiu pro rust bakterii (Lysogeny Broth medium - 1 % Peptone G, 1 %
Yeast extract, 0,5 % NaCl). Pouzita barviva: Live/dead BacLight™ Bacterial Viability Kit.

4.7.4.4 Test biocidity/biodegradability
Respiracni aktivita bakterii byla méfena na pfistroji Micro-Oxymax Respirometer-

Columbus Instruments International. K testovani metabolické aktivity bakterialni populace
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bylo vyuzito respirometrické metody (hodnoceni Oz, CO2, CH4). Vzorky byly pfipraveny
v souladu s normou CSN EN ISO 9408.

— Testovany kmen E. coli. Po¢ate¢ni absorbance 0,076 (600 nm) ~ cca. 0,5 McFarland
(1,5-108 CFU-mlY). Ptidano 0,243 g-1 glukézy, provedeno v BSM (mineralni médium).

4.7.5 Testovani toxicity

4.7.5.1 Priprava bunék
Buriky byly zvoleny s ohledem na piedpokladanou aplikaci materiald p#i hojeni ran.
Pro testovani byly pouzity 1) primarni kozni fibroblasty dospélého cloveka
(ATCC® PCS-201-012™), které jsou bipoldrni a refraktilni a 2) mysi fibroblasty 3T3
fibroblasty (ATCC, pasaz 7).

4.7.5.2  Stanoveni viability bunék - XTT

XTT metoda se pouziva pro stanoveni viability bun¢k. Solubilni slouc¢enina XTT (2,3-
bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulpfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid) je v Zzivych bufikach
redukovana na ve vodé¢ rozpustny oranzovy formazan. Stupen zabarveni roztoku ziskaného

redukci XTT je pfimo umémy poctu zivych bunék ve vzorku. Absorbance

vvvvv

4.75.2.1 Test

Médium s buiikami o koncentraci 10° se po poéitani rozdéli do malych 15 ml falkon.
Falkony se daji nasledné centrifugovat (3000, 5 min.). Poté se z falkon odsalo médium a ptidaly
se extrakty vzorkl (1,2 ml). Z kazdé falkony bylo nasledné¢ pomoci mikropipety odebrano
12:100 pl (do 12-ti jamek). Experimenty byly provedeny s pouzitim 96-ti jamkovych
E- desticek. Do fady B az G byly pfidany extrakty s bunkami. Takto pfipravené desticky se
nechaly inkubovat po dobu 48 hodin. Po uplynuti doby inkubace se z jamek odsal extrakt
a jednotlivé jamky se 2krat promyly pufrem. Poté se do kazdé jamky aplikovalo 50 pl reakéniho
XTT kitu a desticky se opét vratily do inkubatoru na dobu 2 — 4 hodiny.

Specificka absorbance se poté vypocitala = As7s(test)-Aszs(blank)-Aeso(test).

4.7.5.3 Live/dead (Testy viability vyuZivajici aktivity esterdz)
Live/Dead test zkouma zivotnost bun¢k. Ta se dd méfit pomoci vitdlnich barviv.
Pouzitymi vitalnimi barvivy v tomto experimentu byly Calcein AM (CasHaeN2023) pro zivé

buriky (zelena fluorescence indikuje intracelularni esterazovou aktivitu) a Ethidium bromide
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(C21H20BrN3s) pro bunky mrtvé (Cervena fluorescence indikuje ztratu integrity plasmatické

membrany).
4.7.5.4 Testovani adheze a proliferace bunék

47541 MTT

Je kolorimetricky test, ktery méfi metabolickou aktivitu bunék a je vhodny
pro analyzovani jejich proliferace, viability a cytotoxicity materialu. Je zalozen na redukci zluté
solubilni tetrazoliové soli MTT (3-(4, -dimethylthiazol-2-yl)-2,5 difenyltetrazolium bromid)
nanerozpustny formazan, ktery je ve formé fialovych krystalkli. Reakce probiha
na mitochondridlni membrané vlivem mitochondridlnich dehydrogenaz zivych bunék. Pocet
zivych bunék je tedy indikovan mnozstvim redukovaného MTT. Formazanové krystalky se
nasledné rozpusti ptidanim okyseleného izopropanolu a spektrofotometricky se stanovi hodnota

absorbance roztoku.
4.7.6 Termoizolaéni vlastnosti

4.7.6.1 Meéreni tepelné vodivosti (3), tepelné jimavosti (b) a tepelného odporu (r)

Meéfeni bylo provedeno na pfistroji ALAMBETA s tlakem 200 Pa. Mé&feni tepelnych
vlastnosti na pfistroji ALAMBETA spociva v prichodu tepelnych toki qi(t) a gz2(t) povrchy
vzorku od neustaleného stavu k ustalenému (t1 je teplota méfici hlavice, t2 je teplota vzorku,

zakladny pfistroje).

4.7.6.2 Inovativni zaiizeni pro méieni termoizolacnich vlastnosti

Zatizeni vyuZziva klimatizacni komoru, ve které¢ byl umistén duty valec, ktery byl
zahiivan na teplotu 35 °C (simulace teploty lidské pokozky). Teplota materialu, ktery byl
umistén na valci, byla méfena pomoci digitalniho infracerveného teploméru. Teplota v komote

byla nastavena na —20 + 0,1 °C s 80 % vlhkosti.
4.7.7 DalSi analyzy

4.7.7.1 FTIR

Infracervend spektroskopie je analyticka technika urcena predevSim pro identifikaci
a strukturni charakterizaci organickych sloucenin a stanoveni anorganickych latek. Pii této
metod¢ se mefi pohlceni infracerveného zareni o riizné vlnové délce zkoumanym materialem.

Analyzy byly provedeny na pfistroji iN10 MX s vedlej§im vzorkovacim prostorem iZ10 FTIR.
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4.7.7.2 Testovani prodySnosti

Meéfteni prodysnosti byla provedena pomoci piistroje FX 3300 Air Permeability Tester
I11 od spolecnosti TexTest. Celd metodika méteni probihala v souladu s normou EN/ISO 9237
(pouzity tlak 100 Pa).

4.7.7.3 Vypocetni tomografie (CT)
K analyze byl pouzit stolni mikro-tomograf SkyScan 1272, ktery je schopen
nedestruktivni analyzy a zobrazuje strukturu materialti (Image Pixel Size = 1,28 um; Exposure

=530 ms; Source Voltage = 40 kV).

4.7.7.4 Zména jasu
Barevnost byla hodnocena méfenim reflektance za pouziti spektrometru Datacolor

spectraflash 600.

4.7.7.5 Stanoveni molekulové hmotnosti vliaikennych forem CMC

Byl pouzit HPLC systém Ultimate 3000 firmy dionex s pfipojenym ELSD detektorem
385-LC firmy Varian a RALS/LALS detektorem 1260 Infinity Il firmy agilent. Separace
probihala na kolon¢ Shodex Asahipak GF 7M s délkou 300 mm a vnitinim primérem 7,8 mm.
Ptistroj byl ovladan softwarem Chromeleon verze 6.80 SR12.

Byla pouzita mobilni faze obsahujici 200 mM mravencan amonny 25 mM TFA
a5 % MeOH ve vod¢ okyselena kyselinou mravenéi na pH 4. Rychlost priitoku mobilni faze
byla 0,6 ml-min™. Kolona byla udrzovéana pii teploté 35 °C. Bylo nastfikovano 30 ul vzorku.
Teplota nebulizéru ELSD detektoru byla nastavena na 90 °C, teplota evaporatoru na 80 °C.

Priitok dusiku byl nastaven na 1,6 ml-min.

5 Prehled dosazenych vysledki

5.1 Sitovani CMC za ucelem vytvoreni hydrogelu s optimalnimi vlastnostmi

Testovani sitovani pomoci mrazicich cykl ukazalo, ze po€et mrazicich cykld, po které
je vzorek stiidavé vystaven chladu a teplu nema na stupen zesiténi vyrazny vliv. Bez ohledu na
pocet cykla byl stupeni zesiténi spise ovlivnén mnozstvim vody, ktera je pfidana pfed samotnym
sitovanim. Pro nasledné porovnani byl vybran vzorek, ktery obsahoval 1:1 (voda/CMC)

a absolvoval 3 mrazici cykly.
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Vysledky sitovani pomoci tepla (vzduchosuchd susarna) poskytly optimalni teplotu
a ¢as pusobeni tepla s ohledem na co nejvyssi pomér absorpce/rozpustnosti. Optimalni teplota
byla experimentalné stanovena na 180 °C po dobu 15 minut.

Béhem sitovani pomoci BDDGE bylo testovano 10 riznych koncentraci pouzitého
sitovaciho ¢inidla (0,02 - 1,00 g/0,06 g CMC). I pti této metodé se podafilo stanovit optimalni
hodnotu pouzité koncentrace sit'ujiciho ¢inidla a to sice 0,06 g/ 20 ml roztoku CMC s ohledem
na nizkou rozpustnost takto pfipravené¢ho filmu. Toto sitovaci Cinidlo bylo déle testovano
pro jeho velky potencial ve zdravotnickych aplikacich. [23]

Vysledky sitovani pomoci karboxylovych kyselin byly pro obé pouzité kyseliny témét
shodné. Z toho divodu bude v nasledném porovnani pouzita pouze kyselina citronova.
Za optimalni hodnotu hmotnosti pouzitého sitovaciho C¢inidla s ohledem na pomér
absorpce/rozpustnosti byla stanovena hmotnost 0,015 g/ 15 ml roztoku CMC.

Pii pouziti kationaktivniho prostfedku jako sitovaciho c¢inidla byly testovany
4 koncentrace roztokii KP, do kterych byl nasledné ponoien film z CMC. Jako optimalni
koncentrace pouzitého KP byla experimentalné stanovena hodnota 10 g-1°.

Z vysledkl experimentii pouziti EDMY jako sitovaciho ¢inidla a AIBN jako reak¢niho
¢inidla byla stanovena optimalni doba reakce na 2 hodiny s ohledem na pomér
absorpce/rozpustnosti.

Sitovani pomoci gama zafeni neposkytlo vysledky dle ocekavani (dle literatury).
Maximalni vySe davek ozafovani byla stanovena s ohledem na davky, které se bézné pouZzivaji
ke sterilizaci. B€hem ozatovani filmt a roztoki CMC doslo k degradaci a materialy se po
vloZzeni do vody témét ihned rozpustily. U vzorkil netkanych textilii po ozatovani nedoslo
k Zadnym zmé&nam v absorpci ¢i rozpustnosti. Vzorky sitované s vyuzitim radia¢niho zareni
nebudou podrobeny dal$imu testovani.

Béhem experimentli s plazmatickym sitovanim vyplynulo, Ze vakuové plazma
poskytuje ucingjsi sitovaci efekt nez plazma atmosférické. To je pravdépodobné zplisobeno
vykonem plazmatu a Cistotou prostiedi. Nejlepsi hodnoty absorpce/rozpustnosti byly stanoveny
pfi plazmovani po dobu 90 sekund.

Jako velice u¢inna metoda sitovani se ukazala metoda s vyuzitim plazmatu (viz Tab. 1).
Z Tab. 2 je ziejmé, ze fyzikalni metody sitovani jsou z hlediska poméru absorpce/rozpustnosti

nejucinngjsi sitovaci metody.
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Graf 1: Absorpce CMC po sitovani vybranymi metodami
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Graf 2: Rozpustnost CMC po sitovani vybranymi metodami
Tab. 1: Vysledky vybranych sitovadel na stupeii zesiténi dle normy CSN EN 1SO 10147
Vzorek Obsah gelu (podil nerozpusténé slozky) [%6]
Cista CMC 46
EDMA + AIBN (2 hod.) 51
1,4-butanediol diglycidyl ether (0,06 g) 42
Kationaktivni prostfedek (10 g- 1) 49
Kyselina citronova (0,015 g) 42
Plazma (90 s) 78

Tab. 2: Pomér absorpce/rozpustnost = smérodatnd odchylka

Absorpce/Rozpustnost [%6] (24 hodin)

Cista CMC 19,7+ 1,7

Mrazici cykly (3 cykly) 206,8 + 16,9
Teplo (180 °C, 15 min.) 129,8 £ 8,2
BDDGE (0,06() 16,0 £ 0,7
Kys. Citrénova (0,015g) 39,1 +£2,8
KP (10 g-I) 38,7+0,3
EDMAV/AIBN (2 hod.) 13,6 2,0
Epichlorhydrin 11,5+0,8
Plazma (90 s.) 81,4+3,3
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Graf 3: Souhrnné spektrum chemicky a radiacné upravenych filmii

Vyraznéjsi rozdil ve spektrech je patrny u vzorku s BDDGE a to tim, Ze doslo ke zméné
skeletu. Zaroven byla v tomto rozmezi namé&fena nejnizsi hodnota, ktera vykazuje vyssi stupen

zesiténi (viz Graf 3).

5.2 Testovani absorpce v tlumivych roztocich

V experimentu byla testovana nasdkavost vzorkli karboxymethylcelulézy ve tiech
riznych roztocich, které¢ jsou slozenim a pomérem elektrolytii podobné krevni plasmé.
Testovana byla nasdkavost vzorkli v ¢asovém intervalu od 5 minut do 3 dnil. Kazdy vzorek byl
pied ponofenim do roztoku zvazen, poté byl umistén do petriho misky s 20 ml roztoku
a po uplynuti doby ponofeni byl opétovné zvaZzen. RovnéZ byla ovéfovana rozpustnost vzorku
vysuSenim vzorku po namoceni pii 105 °C do dosaZeni konstantni hmotnosti. Vysledky jsou

zobrazeny v Grafech 4 azZ 6.

Tlumivy roztok 7,2
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Graf 4: Absorpce vzorkit CMC v tlumivém roztoku s pH 7,2 (hmotnostni privazek [g])
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Graf 5: Absorpce vzorkit CMC v tlumivém roztoku s pH 7,4 (hmotnostni privazek [g])
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Graf 6: Absorpce vzorkit CMC v tlumivém roztoku A (hmotnostni privazek [9])

5.3 Priprava 3D mikroporézni struktury vhodné pro proliferaci bunék
Z vysledkt experimentl vyplyva, Ze vzorky s niz§im stupném substituce absorbuji nizsi
mnozstvi vody pied lyofilizaci. Z toho dlivodu je 1 nartst tloustky vysledné struktury niZsi.
Rovnéz experimenty piinesly poznatek o tom, Ze vysledna 3D mikroporézni struktura je
u lyofilizath s niz§im stupném substituce vice prodySna a ma horsi termoizolacni vlastnosti.
Lyofilizace méa rovnéZ vliv na sorp¢ni vlastnosti materialli, pfesnéji navlhavost a rozpustnost
ve vodé ¢i fyziologickém roztoku klesa piiblizné o 10 %.
Piiklad
Z praskové formy sodné soli byl piipraven roztok o koncentraci 30 g-1*, z kterého byl
suSenim pfipraven film. Vldkenné podoba sodné soli CMC (DS 0,345, pH 6,6) byla pouzita jak
Vv podobe textilie, tak byla rovnéz rozpusténa ve vodé pro dosazeni roztoku 0 koncentraci CMC
25 g1, z kterého byl posléze rovnéz piipraven film. Upravena struktura vlivem lyofilizace je
zobrazena na snimcich z elektronové mikroskopie viz Obr.3 az Obr.8.
Podminky lyofilizace: 1. mrazeni — 4 hodiny
2. vakuum — 18 hodin (1,000 mbar (100 Pa))
3. ohfev polic — 1 hodina (0,500 mbar (50 Pa))
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Obr. 3: Struktura CMC filmu pred Ilyofilizact

Obr. 5: Struktura CMC filmu tvoreného
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Obr. 7: Struktura CMC netkané textilie
pred Iyofilizaci

Obr. 4: Struktura CMC filmu po
lyofilizaci

ol ! 4

Obr. 6: Struktura CMC filmu tvoreného
rozpusténim netkané textilie po lyofilizaci

Obr. 8: Struktura CMC netkané textilie
po lyofilizaci

Z Obr.4 a Obr.6 je zfejmé, ze v piipadé CMC filmu po lyofilizaci nastaly vyrazné

zmény ve struktufe. VSechny tfi testované materidly maji gelovy charakter. Gelujici oblasti

V materidlech vytvoftily ,,nanostrukturu® za nizkého tlaku.

Tab. 3: Termoizolacéni viastnosti (£ smérodatnd odchylka)

Tepelna
Tepelna vodivost jimavost Tepelny odpor Tloust'’ka CTS (-20 °Q)
A (1109 b r (-10%) h
Vzorek [W-m K1 [W-s2m?K?Y | [WHK-m? [mm] [°C]
1 32,40+ 0,8 9453+14 40,43+0,5 1,15+0,1 2250+1,1
2 48,03+1,1 40,16 +0,4 192,00+1,3 9,20+ 0,3 -2,40+£0,3
3 102,57 £1,4 305,33 +1,7 29,87 +£0,2 1,45+0,2 15,90+ 0,8
4 83,2714 86,00+1,2 102,30+ 0,9 14,19+ 0,6 -6,90 £ 0,4
5 34,06 0,9 78,23+0,9 36,00+0,2 1,21+0,1 18,90+ 0,6
6 41,6604 56,63 = 0,7 112,00+ 0,6 3,37+0,2 -0,40+0,1

V pripadé vysoké hodnoty tepelné jimavosti mé materidl na dotyk studeny omak

a naopak, je-li hodnota nizka je material na dotyk hiejivy. Vyssi hodnota tepelného odporu
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znamena, ze je materidl méné¢ schopny odvadét teplo. To ukazuje na dobrou schopnost
materialu teplo udrzet (viz. Tab. 3). Vyssi teplota méfena digitalnim infracervenym teplomérem
(CTS) znamena horsi tepeln¢ izolaéni vlastnosti. Prodysnost vzorkl filma se po lyofilizaci
mirné zvysila viz Tab.4.

Tab. 4: Prodysnost
Vzorek 1 2 3 4 5 6
[I/m?/s] |00+00|624+13|00+00]| 1376+1,6 | 1660,0+3,5| 296+1,2

5.3.1 Test cytotoxicity

Pfed samotnym in vitro testovanim byly vzorky nastiihany na Ctverce o velikosti
ptiblizné 1-1 cm a vysterilizovany ethylen oxidem. Po dvou tydnech odvétravani byl proveden
test cytotoxicity dle metodiky ISO 10993-5 s mirnymi modifikacemi a test bunééné adheze
a proliferace po 48 hodinach inkubace. Oba testy byly provedeny s mys$imi 3T3 fibroblasty
(ATCC, pasaz 7). Vysledky testu jsou zobrazeny v Graf7. Zadny z materiald nevykazoval

cytotoxické puisobeni na bunéénou linii mysich fibroblast.
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Graf 7: Viabilita fibroblastii po inkubaci bunék s kontrolami a s testovanymi extrakty materialit (n=6)

Vysledky bunééné viability vyjadiené jako hodnota rozdilti absorbanci jsou zobrazeny
v Graf8.
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Graf 8: Metabolicka aktivita bunék méiend pomoci MTT testu na dné kultivacni jamky a v jamkdch s
testovanymi materialy (n>6)
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5.4 Modifikace CMC substrati nanocasticemi stfibra — antibakterialni kryti

V této kapitole je prezentovana piiprava materialii, které obsahuji nanocastice stibra

Vv polymerni matrici, kterd je schopna absorbovat extrémni mnozstvi vody.

5.4.1 Redukce nanoéastic stribra teplem

Pouzitd metoda pfipravy nanocastic stiibra je zalozena na redukci stiibrné soli. Z této
studie vyplynulo, Ze béhem reakce stiibrnych iontti s CMC se vytvaii malo rozpustna stiibrna
stil CMC. Nasledné zahtivani vedlo k redukci nanocastic stiibra ve hmoté CMC.

Piiklad

Sodna sil CMC byla pouzita Vv praSkové formé, kterd byla rozmichina ve vodé
k dosazeni koncentrace roztoku 20 g-I. Krystalky AgNO; byly rozpustény ve vodé k ziskani
koncentrace 2 g-I. Stejné mnoZstvi obou zmin&nych roztokl bylo smichano dohromady tak,
aby vysledny roztok obsahoval 10 g-I* CMC a 1 g-I" dusi¢nanu stfibrného.

Takto ptipraveny roztok byl nanesen klocovaci technikou na textilni material (PES wet-
laid (textilie vyrobena za mokra) — ms 32 g-m™, tloustka 1 mm), vzorky byly poté umistény
do susarny, kde byly suSeny pii 105 °C a fixovany pii 180 °C a 200 °C po dobu 5 — 30 minut.

Z vysledkt experimentl je patrné, ze pii nizsich teplotach vznikd stfibrna sl CMC,
a naopak pii vyssich teplotach jsou redukovany stfibrné nanoc¢astice. EDS analyza (viz Graf 9)
ukazuje, ze nanocastice stiibra jsou v CMC rozmistény ve form¢ velmi malych ¢astic nebo

iont v celuldzové matrici. Snimky z elektronové mikroskopie jsou vyobrazeny na Obr.9 a 10.
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Graf 9: EDS spektrum vzorku PES vet laid, suSeného a Graf 10: Zména jasu PES vatelinu
fixovaného p7i 200 °C po dobu 15 minut

Existuje korelace mezi teplotou a viditelnym tmavnutim testovanych vzorkl. Tmavnuti

vzorki je znazornéno na Graf 0. Vysledny produkt obsahuje malo rozpustné stfibro ve forme

nanocastic a malo rozpustné stiibrné soli CMC.
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Obr. 9: SEM (BSE) vzorku PES wet laid, ktery je Obr. 10: SEM (BSE) vzorku PES wet laid, ktery je
upraven, suSen a fixovan pri 180 °C po dobu 15 minut upraven, suSen a fixovan pri 200 °C po dobu 15
minut

Kvantitativni hodnoceni antibakteridlni aktivity vzorkd prokazalo u vSech testovanych
vzorkli vyborny antibakterialni efekt, rozdily jsou zanedbatelné a pohybuji se v jednotkach

bakterialnich kolonii, coz l1ze vidét v Tab. 5.

Tab. 5. Vysledky metody AATCC 147 pro vzorek PES wet laid

Vzorek Escherichia coli Staphylococccus aureus
PES wet laid - standard 2 6
PES wet laid 105 °C - 15 min 0 2
PES wet laid 180 °C - 15 min 0 0
PES wet laid 200 °C - 15 min 0 0

5.4.2 Redukce nanocastic stribra pomoci UV

CMC se vlivem UV zafeni rozklada na volné radikaly. Ty poté zptsobuji redukci
sttibrnych iontd na nanocastice kovového stiibra. Z vysledkl experimentl vyplyva, Ze smésové
UVA/UVB zéfeni je s ohledem na redukci nanocastic stfibra a€innéjsi nez Cisté UVA zafteni.
Priklad

Krystalky AgNO3 byly rozpustény ve vodé k ziskani koncentrace 0,33 g-1". Oba vzorky
CMC (Vzorek 1 — kysely typ (pH 4,1, DS 0,385) — netkana textilie, ms 60 g-m?2, Vzorek
2 —neutralni typ (pH 6,5, DS 0,251) — netkan4 textilie, ms g-m?) byly ponofeny do roztoku
dusi¢nanu stiibrného po dobu 30 minut. Déle byly vzorky zasuSeny pfi teploté 105 °C.

Po suSeni byly vzorky vystaveny UV zafeni. Polovina vzorkd byla vloZena do UV
skiing, kde byly vystaveny smési paprskli podobnych jako u ptirodniho slunce. Druha polovina
byla ponechdna na dennim svétle (bez jakéhokoli osvétleni v laboratofi).

Specifikace pouZité Zarovky v UV skiini: Ultra Vitalux 300 W E27, Osram — ,,umé&lé Slunce*
= UVA vykon zéfeni 315...400 nm 13,6 W
= UVB vykon zarfeni 280...315 nm 3,0 W
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Obr. 13: vzorek 2 - Vitalux Obr. 14: vzorek 2 - denni svétlo

Snimky z elektronové mikroskopie jsou vyobrazeny v Obr. 11 az Obr.14. Rozdil mezi
metodami je v ¢ase vystaveni obou typim zafeni. Vzorky, které byly umistény do UV skfing,
byly vystaveny zatfeni po dobu 2 hodin. Pficemz vzorky, které byly ponechany na dennim
svétle, byly zafeni vystaveny po dobu 24 hodin. Doba ozafovani byla stanovena podle zmény
barevnosti vzorku.

Z vysledkt ICP analyzy (Grafll) vyplyva, ze z CMC netkané textilie obsahujici
nanocastice a ionty stiibra se uvoliiuje mnoZzstvi stfibra nezavisle na dobé louhovani ¢i mnozstvi
pouzitého dusi¢nanu sttibrného (mnozstvi uvolnéného stiibra 0,3 mg-1"!). Komeréné proddvana

kryti s obsahem stiibra uvoliuji 0,03 — 4,1 mg-I" stiibra.
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Graf 11: ICP — mnoZstvi vylouhovaného stribra ze vzorkii
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5.5 Porovnani vzorku CMC s obsahem stifibra, CMC lyofilizatu, CMC filmu

upraveného plazmatem a CMC filmu zesitovaného pomoci BDDGE

Vsechny testované polymerni vzorky jsou na bazi karboxmethylcelul6zy. Testovany

byly 4 vzorky, které byly v podobé netkané textilie ¢i filmu.

Vzorek ¢. 1

Prvni vzorek (plo$na hmotnost 60 g-m, DS 0,385, pH 4,1), ktery je funkcionalizovany
nano&asticemi stiibra (AgNOs o koncentraci 1 a 0,1 g-I!). Redukce nanocastic st¥ibra byla
provedena pomoci UV zéfeni. Ozafovani se provedlo v uzaviené komoie s pouzitim vysoce
vykonné halogenové lampy vytvarejici silné zafeni v UVB oblasti (280 az 315 nm) a v oblasti
UVA (315 - 380 nm). Vzorek byl ozafovan po dobu 3 hodin.
Vzorek ¢. 2

Druhy vzorek je opét z netkané textilie neutralniho charakteru (plosna hmotnost
60 g-m2, DS 0,345, pH 6,6), ktera byla zlyofilizovana za ti¢elem dosahnuti mikroporézni
hiejivé struktury dle parametri uvedenych v kapitole 5.3.
Vzorek ¢. 3

Tieti vzorek je film vyrobeny z roztoku sodné soli karboxymethylcelulozy (Na*CMC,
DS 0,7) o koncentraci 30 g-I"t. Roztok byl susen v silikonové formé pii pokojové teplots
po dobu 7 dni. Takto pfipraveny film byl nasledn¢ plazmaticky upraven dle parametrii
uvedenych v kap. 4.4.3.2. VVzorek byl plazmatu vystaven po dobu 90 s.
Vzorek ¢. 4

Pro piipravu vzorku byl vyuzit roztok ¢isté CMC o koncentraci 30 g-I"%; 1,4-butanediol
diglycidyl ether (BDDGE) a dale 10% roztok persiranu draselné¢ho (K2S20g). Do 20 ml roztoku
CMC bylo ptidano 0,06 g BDDGE a 2 ml 10 % K2S20s. Takto ptipraveny vzorek byl umistén

do horkovzdu$né susarny nastavené na reakéni teplotu 80 °C po dobu 8 hodin.

5.5.1 Test biocidity/biodegradability

respirace u daného vzorku nastala az v ¢ase cca. 170, do této doby lze vzorek povaZzovat za zcela
»antibakterialni“, degradace nosice nenastava. Po Case 170 hodin dochézi k pozvolnému
nartstu poctu bakterii, tj. respirace se mirn¢ zvySuje. Pfitomnost nanocastic v ptipadé vzorku
¢. 1 snizuje respiracni aktivitu bakterii oproti kontrole (Graf12). Tento vysledek koresponduje

s vysledky pfedchoziho méteni tvorby bakterialniho biofilmu.
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Graf 12: Kumulativni spotreba kysliku

5.5.2 Testovani cytotoxicity

5.5.2.1 Live/Dead

Pouzitymi vitalnimi barvivy v tomto experimentu byly Calcein AM pro zivé buiky
(zelend fluorescence — indikuje intraceluldrni esterazovou aktivitu) a Ethidium bromide
pro mrtvé bunky (€ervena fluorescence — indikuje ztratu integrity plasmatické membrany).

Kontrolni vzorek

500 pm

Obr. 15: Kontrolni vzorek — zivé buiiky Obr. 16: Kontrolni vzorek — mrtvé bunky

Z vyse uvedenych obrazku (Obr.5, Obr.16) je ziejmé, ze fibroblasty dobte udrzuji
zeleny Calcein v cytoplazmé a vykazuji normalni morfologii.

Vzorek ¢. 1

500 ym 500 ym
Obr. 17: Vzorek ¢. 1 — Zivé buriky Obr. 18: Vzorek ¢. 1 — mrtvé Obr. 19: Vzorek ¢. 1 — Zivé buiiky,
buriky jamka pod vzorkem
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Na vzorku €. 1 (Obr.17 az Obr.19) je malé¢ mnoZstvi zivych bunck. Mrtvé buniky jsou
Spatné zobrazitelné diky fluorescenci samotného vzorku. V okoli vzorku jsou ptfitomny zivé
bunky, ackoli je vzorek ovliviiuje.

Vzorek C.

2
500 pm — | -

Obr. 20: Vzorek ¢. 2 — zivé burnky Obr. 21: Vzorek ¢. 2 — mrtvé Obr. 22: Vzorek ¢. 2 — zivé buiiky,
buriky jamka pod vzorkem

Ze snimkl vzorkli ¢. 2 (Obr.20 az Obr.22) je patrny vySs$i vyskyt Zivych bunék

jak na samotném vzorku, tak i v jeho okoli. Nebyla nalezena zadna mrtva burika.

Vzorek ¢ 3
-

Obr. 23: Vzorek ¢. 3 — Zivé buriky Obr. 24: Vzorek ¢ 3 — mrtvé Obr. 25: Vzorek ¢. 3 — Zivé buiiky,
buriky jamka pod vzorkem

Na vzorku &. 3 (Obr.3 az Obr.5) se vyskytuji zivé i mrtvé buiiky. Zivé buiiky fibroblasti
Maji zna¢nou pievahu nad mrtvymi. Vzorek vyraznym zptisobem neovliviiuje zivotaschopnost
bunék v okoli vzorku.

Vzorek ¢ 4

-~
500 ym 500 ym 500 pm

Obr. 27: Vzorek ¢. 4 — Zivé buriky Obr. 28: Vzorek ¢. 4 — mrtvé Obr. 29: Vzorek ¢. 4 — Zivé buiiky,

buiiky jamka pod vzorkem
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Na vzorku €. 4 (Obr.27 az Obr. 29) se op€t vyskytuji zivé 1 mrtvé buniky. Mrtvé bunky
fibroblasti maji v tomto pfipadé znacnou pievahu nad zivymi. Vzorek ovliviiuje Zivotnost

buné¢k v okoli vzorku, ale i pfesto jsou buniky schopny pfeziti.

5522 XTT

Tento experimentl byl 5x zopakovan. Pro vSechny provedené testy byl reakéni Cas
V inkubatoru 3 hodiny a 40 minut. Nésledné byla méfena absorbance jednotlivych jamek
za pouziti filtru pro specifickou absorbanci 475 nm a filtru pro nespecifickou absorbanci
660 nm. Vysledky nemétené specifické absorbance jsou uvedeny v Tab.6. Vyssi namétena

hodnota absorbance znamena vyssi mnozstvi zivych bunék.

Tab.6: Specifickd absorbance

Absorbance (A47snm-Assonm)
vzorek ¢.
kontrola | vzoreké&. 1 (1g-1?) | vzorek & 1(0,1g-17) | vzorek & 2 3 vzorek &. 4
0,2754 -0,0144 -0,0077 0,2911 0,0277 0,0275
0,3500
" 0,3000
& 02500
£ 0,2000
< 10,1500
8
c 0,1000
©
o
50,0500
n ,_l
g 0,0000 T T | — T T T
-0.0500 control vzorek €. 1 vzorek €. 1 vzorek €. 2 vzorek €. 3 vzorek €. 4
' (2g/l) (0,2g/1)
testované vzorky

Graf 13: Wysledky XTT

Z vysledkt XTT testu (Grafl3) vyplyva, ze vzorek ¢. 1 (obé koncentrace pouzitého
dusi¢nanu stfibrného) je pro buiiky fibroblastl silné toxicky. Vysledky vzorky €. 2 jsou lepsi
nez naméfené vysledky u kontrolniho vzorku. Namétena absorbance je u vzorku €. 3 a 4 témét
shodna. Oba tyto vzorky jsou pro bunky fibroblastl toxickeé, ale 1 ptesto zhruba desetina bun¢k

ptezila v porovnani s kontrolnim vzorkem.
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6 Zhodnoceni vysledka a novych poznatkii

Cilem diserta¢ni prace bylo vytvotit CMC hydrogel v riznych formach, nékteré pro rist
bunék jiné naopak pro antimikrobidlni kryti.

V ramci prace byly navrzeny a zavedeny metody pro sitovani CMC a testovani CMC
hydrogeli. Za nejlep$i metodu sitovani CMC povazuji sitovani fyzikalnimi metodami
(mrazicimi cykly, vysokou teplotou). Kritériem vybéru byl co mozna nejvyssi pomér
absorpce/rozpustnost, coz odpovida zamyslené aplikaci jako kryti ran. Dal$i zajimava metoda
sitovani se dle vysledku jevi sitovani s vyuzitim vakuového plazmatu. Testovani absorpce bylo
provedeno i v riznych tlumivych roztocich podobnych krevni plazmé.

Ptipravené hydrogely byly testovany pro jejich vhodnost pro rist bunck a jako nosice
nanocastic. Nanocastice byly redukovany z dusi¢nanu stfibrného, a to zvysenou teplotou, UV
zafenim ¢i kyselinou askorbovou. Dle piredpokladu vzorky ve svém objemu obsahuji sttibrné
ionty 1 nanocastice kovového stiibra. Pficemz byla prokazéana i antibakterialni aktivita kyselé
formy CMC (i bez nanocastic) nebo neutralni formy, kterd byla okyselena Kkyselinou
askorbovou. Vysledky uvoliiovani stiibra ze vzorku textilii do fyziologického roztoku poskytly
informaci o tom, Ze mnozstvi uvolnéného sttibra ze vzorku netkané textilie kyselé¢ho typu CMC
(s koncentraci pouzitého dusi¢nanu st¥ibrného 0,1 - 2 g-I'!) je obdobné mnozstvi uvolnéného
stfibra z komeréné prodavanych vzorkl antibakteridlnich kryti s obsahem stiibra. Z divodu
podpory rany se lépe hojit byl do CMC rovnéz ptidan alaptid. Byla provedena celd fada
biologickych experimentii na stanoveni toxicity pfipravenych vzorka ¢i na vhodnost vzorka
k proliferaci bunék.

Diky schopnosti CMC absorbovat extrémni mnozstvi vody byla navrZena metoda
tvorby mikroporézni struktury pomoci lyofilizace (mrazova sublimace), kdy se voda odpatuje
ze zmrazenych vzorkd. V principu se jedna o sublimaci krystalkii ze zmrzlého produktu
za snizeného tlaku. Vzniklé pary prochazi suSenou ¢asti produktu na povrch a déale pokracuji
komorou pfistroje do kondenzatoru. Pravé pii tomto prichodu par skrz vzorek dochézi
k otevirani struktury vzorku a tvorb&é mikroporézni ,,pénové™ struktury. Tato vysoce porézni
struktura odpovida vSem poZadavklim na materidly vhodnych pro proliferaci bunék.

Celkové lze shrnout, Ze CMC je velmi perspektivni material, ktery je netoxicky
a biodegradabilni. Pravé pro tyto vlastnosti je pfedurcen pro pouziti ve zdravotnickych
aplikacich. Z ¢asovych divodl nebylo mozné v préaci obsahnout vice moznych aditiv, které by
podpoftily hojeni tkani a rist bunc€k. S ohledem na tuto skutecnost bych v budoucnu doporucila

vyzkouset vice aditivnich latek namisto nanocastic.
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TONAK a.s. — Hlavni fesitel projektu (FR-T14/296)

»Matricové systémy pro hojeni koznich defekti pro huménni a
veterinarni pouziti“— TACR, Program ALFA (TA04010065)
— Laboratorni technik

»Optimalizace uzitnych vlastnosti procesnich kapalin s vyuzitim
nanostruktur® — IA 05 (reg. ¢. — CZ.1.05/3.1.00.0306) — Technik
specialista

»Most vzdélavani, védy a praxe* — (reg. ¢. CZ.1.07/2.3.00/45.0030)
— Lektor

»Pokrocilé hybridni pasky pro vyrobu kompozit pfesnym vinutim*
TACR, program ZETA (TJ01000292) — Technicky pracovnik

,,Hybridni materialy pro hierarchické struktury* - Operacni program

Vyzkum, Vyvoj a vzdélavani
(reg. ¢. CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000843) - Technicky
pracovnik

SGS projekty:

2012 - Mikroporézni struktury na bazi celulozovych derivatt (4871)
2013 - Vlastnosti polyfenolti sorbovanych do celulézovych

materialu

2014 - Ptiprava mikroporéznich struktur na bazi CMC pomoci

lyofilizace (21026)
2015 - Recyklace vlakennych materialti na bazi PAN
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Zapis o vykonani statni doktorské zkousky

43



Vyjadreni Skolitele doktoranda
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Oponentské posudky diserta¢ni prace
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