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Anotace

Disertacni prace se zabyva zmapovanim vlastnosti karboxymethylceluldzy
scilem navrhnout upravu karboxymethylcelulozy pro jeji naslednou aplikaci
v medicinském odvétvi presnéji pii hojeni ran.

Cast disertaéni prace se vénuje vybéru vhodnych metod sitovani
karboxymethylcelulozy za téelem vyvinuti hydrogelu s optimalnimi vlastnostmi.
V praci je prezentovana cela fada raznych chemickych sitovacich c¢inidel, rtzné
fyzikalni metody sitovani, ale naptiklad i vyuziti radiace. Krom¢ vyvoje hydrogelu,
ktery by zajiStoval optimalni podminky hojeni v rang, se prace zabyva i aditivaci
karboxymethylceluldézy at’” uz antimikrobialnim stfibrem ¢i vitaminem C a alaptidem,
ktery stimuluje rast granulacni tkané a urychluje epitaliza¢ni proces a pribéh hojeni ran.

Nedilnou soucasti hojeni ran je i proliferace bunék. Za ucelem zvysit proliferaci
bun¢k byl v ramci prace navrhnut a otestovan postup vyroby vysoce porézni struktury,
kterd by novotvoteni a déleni bun¢k podporovala. Vzorky kryti at” uz v textilni form¢e
¢ivpodobé filmi byly testovany sohledem na jejich antibakterialni vlastnosti,
testovana byla rovnéz adheze a proliferace bunék ¢i toxicita testovanych materiali.

V posledni  Casti prace je prezentovana krat§i studie o vyuZiti
karboxymethylcelulozy i mimo medicinské aplikace. Vyuzity byly komplexacni
schopnosti karboxymethylcelulozy vici nékterym kovovym iontim, coZ ji piedurcuje

k pouziti pti odstranovani iontti tézkych kovt 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 Predmét a cil prace

Soucasné dominujici metody hojeni ran a koznich defekti jsou zalozeny
na tradicnich krycich materidlech nebo na vlhkém hojeni. Vlhka kryti (napf.
hydrokoloidy, hydrogely, polyuretany, vlh¢end kryti) vytvareji pro hojeni optimalni
prosttedi (vlhkost, teplo, odstranéni mrtvé tkané, absorpce exsudatu a bakterii,
bariérovy efekt). Riziko vlhkého hojeni je vznik infekce, a proto se tato kryti kombinuji
zejména s baktericidnim stiibrem.

Experimenty vramci disertaéni 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
materiald. Materidlovou slozkou vzorki je celulézovd matrice, a to ve formé filmd,
vldknitych a prostorovych struktur nebo gelovych struktur. Celulézové materidly
nabizeji Sirokou moznost pfipravy riznych matric, které mohou nalézt Siroké uplatnéni
v hojeni ran aregenerativni mediciné. Matricové systémy zalozené na latkach
pfirodniho  plvodu (karboxymethylceluléza) umoznuji  vytvofit  ptipravky
minimalizujici bolest pfi manipulaci (nepfilnavé ptipravky). Kromé vyvinuti materialii
vhodnych pro kryti ran bylo snahou vyvinout material, ktery by byl vhodny pro rtst
a proliferaci bunék. Takovéto matrice by mély mit strukturu vzijemné propojenych
pori a vysokou porozitu, aby zajistila pronikani bun€k a dostaCujici pfisun Zzivin
bunkdm v pribéhu formovani, difizi odpadnich produktli ven z matrice i vylouceni
produkti degradace matrice. Zapracovanim antimikrobialnich latek do matricovych
systémi lze ziskat prostfedky nejen u¢inné proti mikroorganismim, ale téz vytvofit
prostiedi podporujici hojeni v rané.

Za cil si tato disertacni prace klade:

1) nalézt optimalni podminky sitovani karboxymethylcelulézové matrice za ti¢elem
vytvofeni hydrogelu s co nejvyssim pomérem absorpce/rozpustnosti

2) optimalizovat metodu piipravy 3D poréznich struktur vhodnych pro proliferaci
bunck

3) modifikovat polymerni material pomoci alaptidu a vitaminu C za uc¢elem podpory
rané se 1épe hojit

4) modifikovat polymerni materiadl pomoci nanocastic stfibra za ucelem zvySeni
antimikrobidlni aktivity

5) uplatnéni CMC na textilnim nosici Vv jinych nez medicinskych aplikacich
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2 Prehled soucasného stavu problematiky

V této Kkapitole je nejdiive probrana celuldza jako vychozi material pro tvorbu
karboxymethylceluldzy, dale pak karboxymethylcelul6za a nékteré jeji aplikace. V dalsi
Casti je pozornost kladena ptipravé hydrogelll a moznostem jejich sitovani. Dalsi ¢asti
Jsou vénovany nanocasticim stiibra, moznostem jejich redukce, piipravy a inkorporace,
rovnéz je charakterizovan alaptid pro jeho potencial pii regeneraci poranéné kuze.
Posledni ¢ast je vénovana moznosti vyuziti karboxymethylceluldzy jako komplexa¢niho

¢inidla pro selektivni odstranéni iontt kovu.

2.1 Polysacharidy

Jsou pfirodni polymery, které¢ vznikaji spojenim velkého poctu
monosacharidovych jednotek glykosidickou vazbou. Glykosidickéd vazba vznika reakci
dvou hydroxyli — reaguje poloacetalova skupina, uvolnuje se molekula vody, zbytek
molekul se spojuji glykosidickou vazbou. Polysacharidy nemaji redukéni Géinky
(neredukuji ani Fehlingovo ani Tollensovo cinidlo-pouziti pro ditkaz aldehydickych
¢i ketonickych skupin), protoze glykosidové vazby vznikaji mezi poloacetalovymi

hydroxyly (pf. viz Obr. 1).

o-D-glukopyranosyl-B-D-fruktofuranosid
sacharosa

Obr. 1: Ukdzka glykosidické vazby [1]

Podle toho, na kterych atomech uhliku vzniknou glykosidové vazby,
rozdélujeme polysacharidy na linearni a vétvené. U linearnich polysacharidu (celuloza)
jsou sacharidové jednotky spojeny glykosidovymi vazbami na 1 a 4 uhliku. Vétvené
polysacharidy (Skrob, glykogen) maji v hlavnim fetézci glykosidové vazby na 1 a 4
uhliku, postranni fetézce Se piipojuji glykosidovou vazbou na 1 a 6 uhliku.

Polysacharidy nejsou sladké a nepatii mezi cukry. VétSina polysacharidit mé zasobni

20



nebo stavebni funkci. Stavebni polysacharidy jsou malo reaktivni a ve vodé téméf
nerozpustné. Zasobni polysacharidy obsahuji mnohem méné vodikovych miistki, proto
pii styku s vodou bobtnaji a z ¢asti piechazeji do roztoku. Obecny vzorec je Cn(H20)n-1.

Homosacharidy — polysacharidy, jejichz hydrolyzou vznika vylu¢né D-glukosa,

se nazyvaji D-glukany (8krob, celulosa, glykogen).

2.2 Celuléza a celul6zova vlakna
Celulozova vlakna lze rozdélit na vlakna piirodni a chemicka. Chemicka vlakna
na bazi celuldzy lze rozdélit takto:
a) vlakna z regenerované celulozy (viskozova vlakna, méd’nata vlakna)
b) vlakna z esterti (derivatt) celuldozy (acetatova vlakna, semidiacetatova vlakna,
diacetatova vlakna)

Celuldozovym vlaknim jsou blizce piibuzna tzv. alginatova vlakna, kterd se
ziskavaji z motskych fas. Pfirodni celul6zové vldkna zahrnuji mnoho druhi vléken a Ize
je rozdélit dle paivodu:

a) Vlakna ze semen (vyriastajici z pokozky semen), do této skupiny patii piedevsim
bavina, kapok, akon a kokosova vlakna.

b) Vlakna z lodyh a listd, do této skupiny patii Iykova vlakna a vlakna z listt.
Mezi lykova vldkna len, konopi, juta a ramie. Déle do této skupiny patii vldkna
z rostlin slézovitych, napi. kenaf, rosselské konopi, konopi Gambo; vlakna

z rostlin Aloe a Agawe, napf. sisal, kantala, vlakno Aloe perfoliata aj.

Zakladem vSech téchto vldken je celuloza. Néktera vldkna jako je napf. bavina
avlakna zregenerované celulézy tvoii téméf Cista celuloza. VétSina prirodnich
rostlinnych vldken je vSak doprovazena tadou dalSich latek, znichz nékteré patii
do skupiny polysacharidd, jiné maji konstrukci zcela odlisnou (napft. lignin). [2]

Mimo to se vSak celuléoza vyskytuje 1 u nckterych zivocCichii, konkrétné
u plasténct (Tunicata). Syntézu celulézy provadi enzym celuldza syntaza, ktery je
soucasti membrany rostlinné buniky. Je to rozmérny enzym, ktery zaroven syntetizuje
vzdy 36 makromolekul. Ty se okamzité spojuji do kompaktni mikrofibrily a vytvaii
vazby sbunécnou sténou. Pohyb komplexu plazmatickou membranou urCuje smér
ulozeni mikrofibrily ve sténé. [2]

Zivo¢ichové nemaji enzymy, které by dokézaly rozitépit B 1,4 vazby mezi

jednotlivymi glukosovymi jednotkami. Bakterie naproti tomu maji schopnost celulozu
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Stépit a metabolizovat. Pfi hydrolytickém Stépeni celulozy vznikaji rizné S§tépné

produkty (cellopentosa, cellotetrosa, cellotriosa, cellobiosa) az po glukoézu. [2]

2.2.1 Celuldza

Krystalicka povaha celulozy byla odhalena v roce 1913, kdy byl zaznamenan
prvni rentgenovy vzor zvldkennych svazkli riznych rostlin. Jeden z prvnich
molekularnich modela celulozy byl navrhnut v roce 1937, spocival v antiparalelnich
fetézcich zabalenych do monoklinické bunky. Celuldéza jako takova byla objevena
vroce 1938 francouzskym chemikem Anselmem Payenem, ktery izoloval celulézu
z rostlinného materialu a urcil chemicky vzorec celuldézy. Polymerni struktura celulozy
byla ur¢ena vroce 1920 Hermannem Staudingerem. V roce 1994 zacalo studium
pripravy celuléozovych nanovlaken, které byly nakonec pfipraveny ve vodném
prostiedi. [2]

Celuléze ptislusi vzorec (CsH100s)n. Je to polysacharid, jehoz zakladni stavebni
jednotkou je B- glukopyrano6za spojena do polymeru 1,4 — glykosidovymi vazbami. Tyto
vazby udavaji celuldze tyCinkovity charakter. Celulozu tak tvofi Sesticlenné cykly,

zvané pyrandza. Obr. 2 zobrazuje chemickou strukturu celul6zy. [3]

CH,OH

HO
OH

Obr. 2: Vzorec celulézy [4]

Navazanim velkého poctu zakladnich jednotek B-glukézy vznikd makromolekula
celulozy (u piirodni celuldézy - 3 az 15 tisic). B-glukopyrandzova jednotka obsahuje
3 hydroxylové skupiny. Primarni alkoholovd skupina je umisténa na uhliku Cj
a sekundarni alkoholové skupiny jsou na uhlicich C, a C,. Tyto — OH skupiny
vyznamné ovliviji fyzikdlni, chemické a fyzikalné-chemické vlastnosti. Mezi témito
skupinami vznikaji vazby vodikovych mustku, jednak jako intramolekularni vazby mezi
— OH skupinami jedné makromolekuly, ajednak intermolekularni mezi — OH
skupinami vice makromolekul. Intramolekularni vodikové mistky zpisobuji tuhost

makromolekul a intermolekularni jsou pfic¢inou nerozpustnosti celulézy ve vodé
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a béznych rozpoustédlech (rozpoustédlo zrusi vodikové vazby, ptipadné se na uvolnéné
hydroxylové skupiny navaze). [3]

Pisobenim vazeb vodikovych mustki na sebe makromolekuly vzajemné
energeticky pusobi. Velmi pevna vazba dvou molekul muize nastat, jestlize obé
molekuly budou mit fetézce rovné, paralelné umisténé vedle sebe a na vSech mistech,
kde to prostorové divody dovoluji, vzniknou vodikové mustky. [4]

Piedpoklada se, ze jedna makromolekula celulézy zasahuje do nékolika
krystalickych iamorfnich oblasti vlakna. Volné alkoholické skupiny v amorfnich
oblastech vlakna maji schopnost poutat molekuly vody (pomoci vodikovych mustki).
Tato schopnost je omezena, nedochazi k rozpousténi celuldzy, ale pouze k jejimu
bobtnani. V krystalickych oblastech jsou fetézce navzajem propojeny sekundarnimi
vazbami, z nichz nejdulezitéjsi jsou vodikové mustky. Ty zpusobuji vysokou odolnost
krystalickych oblasti proti ptisobeni vody a rozpoustédel. [4]

Celuldoza je skoro vzdy material anizotropni. Proto jsou vlastnosti v rtiznych
smérech rizné. Uspotfadani molekularnich fetézcl, jejich vétsi nebo mensi stésnani se
rovnéz projevuje. Mérna hmotnost se méni s vlhkosti a bobtnanim vlakna. Celuldza je
Vv suchém stavu velmi silné hygroskopicka, ptijima vlhkost ze vzduchu a adsorbuje ji az
do dosahnuti rovnovazného stavu. Hodnota, na které se vlhkost v celuloze ustali, zavisi
predevs§im na relativni vlhkosti vzduchu (viz Obr. 3). Na teploté vzduchu, ale také na
vlastnostech samotné celulézy. Sorpce vody celulozou se vysvétluje jako bobtnani
amorfni ¢asti celulozy, presnéji vazadni molekul vody na bo¢ni hydroxyly, které nejsou

vazané vedlej$imi vazbami na paralelni molekuly. [4]
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2.2.2 Vyutiti celulézy

Vzhledem k dobré dostupnosti se celuléza hojné vyuziva v prumyslu. Po
odstranéni doprovodnych latek ve dievé (lignin, hemicelul6oza, atd.) se ziskd surova
celuloza. Celuldza je hlavni sloZzkou papiru a rostlinnych vlaken z baviny, Inu a konopi.
Diky jejim vlastnostem, jako je pfilnavost, pruznost, specifickd hmotnost, se pouziva na
vyrobu papiru a textilii. Ve spotfebitelském prumyslu pievlada pouziti celulozové
lepenky. Dale se hojné¢ pouziva jako balici material a na pfipravu hygienickych

potieb. [5]

2.2.3 Derivaty celulozy
Celuléza je zékladni surovinou pro vyrobu derivati. Technicky dilezité jsou

estery a ethery celulozy.

Estery celulozy
Estery celulézy maji zajimavé vlastnosti. Piedev§im vynikaji vysokymi
hodnotami pevnostnich vlastnosti a spolu s tim i vysokou odolnosti vii¢i poskrabani.
Jejich zajimavou vlastnosti je schopnost dosdhnout vysokého lesku naslednym lesténim.
Vyrobky z esterii celuldzy maji samolestici schopnost. Estery celulézy maji rovnéz
vysokou schopnost odolavat razovému zatézovani, maji vysokou houzevnatost. Voda
pohlcena estery celulozy piisobi jako zmekEovadlo. Snizuje jejich pevnost a tvrdost,
na druhou stranu zvySuje schopnost odolavat razu ¢ili zvySuje jejich houzevnatost. [6]
e Nitrat celulozy — vznika nitraci celulézy smeési HNO3z a H2SOg4 (viz rovnice 1)
— pro natérové hmoty

Cel — OH — cel - O — NO; (1)

e Acetat celulozy — ziskéava se esterifikaci hydroxylovych skupin celulozy (reakci
Ize provést do prvniho, druhého nebo tietiho stupné vznikne tak monoacetat
(C1A), diacetat (C2A) nebo triacetat (C3A) celuldzy (viz rovnice 2)

— vznika psobenim anhydridu kyseliny octové
— pro vyrobu acetatového hedvabi

Cel — OH + (CH3C0O),0—Cel — O — CO - CH @)
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Ethery celulozy

Latky vyznamné z hlediska vyroby lepidel, zahustovadel. Ethery celulozy
rozpustné ve vod¢ se pouzivaji jako textilni pomocné prostiedky (pro Slichty, apretury
a zahu$tovadla pro textilni tisk), pro praci prostiedky, jako lepidla pro papir, tapety aj.,
jako stabilizatory pfi suspenzni polymeraci. [7]

Z alkalicelulozy se piipravi u¢inkem sirouhliku xantogenat celulozy, ktery je
zékladem tzv. viskozy. Ziskana vlakna jsou zakladem visko6zového hedvabi nebo se
rovnézZ zpracovavaji na umeélou stfiz. Pouzivaji se napf. jako izolacni materidly pro
elektrické vodice, k ptipravé laki, k vyrobé té€snéni, trubek (lisovanim nebo sttikanim).

e Methylceluloza — nékteré — OH skupiny jsou nahrazeny skupinami — OCHs

Oxidace celulozy

Béhem oxida¢ni reakce dochédzi ke zkracovani délky ftetézce -celulozy
a hydroxylové skupiny — OH celulézy se oxiduji nejprve na aldehydické skupiny
— CH=0 pak na karboxylové skupiny — COOH. Pti vyssich teplotach pfima vzdus$na
oxidace celulézy produkuje oxid uhelnaty, oxid uhli¢ity a vodu. Tento druh poskozené
celulozy, ktery je smési obsahujici kromé zplodin oxidaéné odbouranych jesté pivodni
celulozu, nazyvame oxycelulozou. Stejné jako hydroceluldoza, tak i oxyceluloza
vykazuje zvySenou rozpustnost vroztocich (ve vod€, Vvesterech a castecné
v alkoholech). [7] [8]

Celuloza je velice citliva k oxida¢nim ¢inidlim, napf. na roztoky chlornant
a peroxidu vodiku nebo na plsobeni atmosférického kysliku za pfitomnosti roztoku
hydroxidu sodného. Vznik oxyceluldozy je spojovan se zkracovanim celul6zového
fetézce, coz vede ke snizeni pevnosti vlaken (stejné jako u hydrolyzy). [7]

Rozlisuji se dva typy oxyceluldzy: kysely a redukujici. Kysely typ oxyceluldzy
obsahuje ptevazné karboxylové skupiny — COOH. Vznika pii oxidaci v alkalickém
prostiedi (napf. pfi Spatném vyprani alkalie po alkalickém zpracovani, hlavné kdyz
zbozi piichazi do styku se vzdusnym kyslikem). [6]

Redukujici typ oxycelulozy vznikd v kyselém prostfedi a obsahuje hlavné
aldehydické skupiny — CHO. Tyto skupiny snadno ptechazi pti dalsi oxidaci na skupiny
karboxylové. V praxi vétSinou vznikaji oba typy oxycelulozy vedle sebe, nazyvaji se

pak: smiSeny typ oxycelulozy. [2] [6]
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Priprava oxycelulozy:

1) Vzorek bavinéné textilie se vnoii do vodného roztoku NaClO (o koncentraci asi 50
g-1I"t aktivniho chléru). Po 1 minuté pisobeni se vzorek vyjme a vysu$i v susarng.
Potom se vzorek dikladn¢ promyje vodou. Aby byl chlor Gpln€ odstranén, mtiize se
antichlorovat nékolikaminutovym ponofenim do 6 %-niho vodného roztoku NaHSOz.
Pak se vzorek opét dobte promyje vodou a vysusi.

2) Material se nejprve piedupravi: piredpirka, smaceni, béleni. Nasleduje vlastni
oxidacéni proces: oxidace mokrou cestou v oxidac¢ni lazni (54 — 65 % HNO3z) + NaNO:

(4 -6 h, 110 °C). Potom nasleduje stabilizace mo¢ovinou. [6]

2HNO; + CO(NH2); — 2N2 + CO, + 3H 3)

Pouziti oxycelulozy:

o medicina: obvazy na zranéni, hemostatika, ptilnavé materialy pro zastaveni
krvaceni (naplasti), absorbovatelné chirurgické nité¢ — oxidovana celuléza ma
schopnost modifikovat mikroklima v rané

o kosmetika a farmacie: zahustovaci ¢inidla pii vyrobé kosmetickych a
farmaceutickych piipravki

o jiné oblasti primyslu: deodoranty pro absorp¢ni vycpavky (pleny, hygienické
vlozky), lubrikanty pro chirurgické rukavice, nosice 1éku, superabsorbenty

a stale se nalézaji nové moznosti pro pouziti oxidované celulozy [9]

Piisobeni alkdlii na celulozu

Pti piisobeni alkalii dochdzi k fyzikalné-mechanickym zménam. V1dkno nejprve
bobtna a prerusuji se vodikové miustky, bobtnani probiha nejprve v amorfnich oblastech
a s rostouci koncentraci alkalie i v krystalickych oblastech. Pisobeni alkalie na celulozu

je zobrazena v rovnici 4.

Cel — OH + NaOH — Cel — ONa + H,0 (4)

Pti plisobeni alkalii se méni tvar vldken a jejich mechanické vlastnosti. Vlakna
se také v alkaliich ¢astecné rozpoustéji. Rozpustnost zavisi na koncentraci zasady, na
teploté (roste s klesajici teplotou) a na polymera¢nim stupni (klesa s rostoucim

polymeraénim stupném). Pti vySSich koncentracich alkalie dochazi k tvorbé tzv.
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alkalicelulozy. Ve vhodném prostfedi se alkaliceluloza ptevadi na hydratovanou
celulozu. Pii téchto reakcich dochazi k nevratnym zménam v nadmolekularni struktufe,
a tim 1 ke zménam fyzikalnich vlastnosti. Pii oxida¢nim poskozeni celuldzy se snizuje
jeji odolnost viici degradaci v alkalickém prostiedi.

Degradace redukujicich oxyceluléz, obsahujicich aldehydické — CHO nebo
ketonové skupiny — CO —, probiha jiz pfi normalni teploté relativné velmi zfedénymi
alkaliemi. [6]

Vyuziti: mercerace, louhovani

Hydrolyza celulozy

Plsobenim minerdlnich kyselin (H2SO4, HCl) dojde ke zkracovani fetézct.
Hydrolyza stejn¢ jako dal$i chemické reakce muize probihat bud’ v tuhé fazi, pficemz je
reakce typicky povrchova, nebo ve fazi siln€ nabobtnané az tekuté, pticemz hydrolyza
probiha v celé hmot¢ celulozy. [4]

Jsou-li vlakna poskozena pusobenim kyselin, zvySuje se redukéni schopnost
celuldzy, coz lze vysvétlit tim, Ze se na naruSenych mistech fetézce tvoii aldehydické
skupiny, pii oxidacnim $tépeni i skupiny ketonické a karboxylové. Tento druh celulézy,
ktery je smési riznych odbouranych zplodin celulézy s vlastni nepfeménénou
celulézou, nazyvame hydrocelul6zou. Hydrolyza se obvykle provadi kyselinou solnou
nebo chlorovodikem v bezvodém prostiedi. K hydrolytickému S$tépeni dochazi

pusobenim mineralnich kyselin (napf. pti kyseleni po alkalickém zpracovani). [1]

Modifikace celulozy

Samotna celuléza je ve vod€ nerozpustna diky existenci mnoha silnych
vodikovych vazeb, které se tvofi mezi jednotlivymi vldkny celuldzy. Substituci celuldézy
dosdhneme toho, Ze vznikne modifikace celuldzy, ktera je rozpustnd ve vodé.
Rozpustnost téchto celul6zovych polymerii 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 prumyslu. [10] [11]
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o Modifikace baviny kyselinou akrylovou (AA)

Uprava bavlnéné tkaniny pouzitim kyseliny akrylové jako apretatniho
prostiedku v pfitomnosti NaH:POs a K>S:,0g katalyzatorti samostatné nebo
ve vybranych kombinacich technikou klocovéni za sucha. Piislusna AA povrchova
uprava baviny za neutralnich podminek (pH 7) stanovuje bezformaldehydovou cestu
pro zachovéani jadra a povrchovou modifikaci baviny s vylepSenim fyzikalnich
a mechanickych vlastnosti piislusného vldkna, ptize ¢i tkaniny. VylepSeni spociva
v piiristku hmotnosti, zméné vzhledu, textury a flexibility, nemackavosti, zlepSeni
barvitelnosti. Mechanické analyzy, IR spektroskopie a SEM naznacuji, Ze zmény
vlastnosti jsou piimé disledky riznych stupnt esterifikace bavinéné celuldzy,
povrstveni celulozového podkladu filmem z poly(akrylové kyseliny) a sitovani
celulézovych molekulovych fetézcl na bavinéné vlakno skrz segmenty poly(akrylové

kyseliny) se formujici béhem procesu upravy. [12]

. Modifikace baviny pomoci roubovdni polyuretanem

Chemicka modifikace baviny spouzitim vazanych izokyanatd pii reakci
4.4 difenylmetan diisokyanatu (MDI) s poly(propylen glykoly) s naslednym pfidanim
methylethyl ketoxim (MEKO). Chemicka modifikace baviny s vazanym polyuretanem,
ktery byl pfipraven z postupnych pftirastki PPG a MEKO vybranym blokatorem
do MDI. Pfi upravené teploté¢ mize vazany polyuretan generovat volné izokyanaty a
dale reaguje s hydroxylovou skupinou bavinénych tkanin. Polyuretan je také mozno
sitovat béhem procesu roubovani. Timto zpisobem muze upravena bavina dosahovat

vysokou stalost V prani a odolnost vii¢i pomackani. [13]

J Uprava bavinénych textilii pomoci poly(N-vinyl-2-pyrrolidonu)

Tato uprava je provadéna za Ucelem vylepSeni jejich vykonnosti
a antibakterialnich vlastnosti. Vysledky ukazuji, ze uprava bavinénych textilii 4 %
vodnym roztokem PVP o molekularni vdze 10 g-mol™ s naslednym susenim pii 85 °C
po dobu 5 minut s naslednym vytvrzenim pi#i 160 °C po dobu 3 minut vede ke zlepsSeni
zesiténi 1 vykonnostnich vlastnosti textilie jako jsou pruznost, pevnost Vv tahu

a barvitelnost.
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Nasledna tiprava PVP zesitované textilie s 5 % jodem v roztoku etanolu po dobu
5 hodin pii 50 °C propijcuje antibakterialni aktivitu proti bakteriim Staphylococcus
aureus a Escherichia coli. [14]

Navic pouziti polymerni piisady s N,N-dimethylol 4,5 dihydroxyethylen
mocovinou se zlepsuji nékteré vlastnosti upravenych textilii jako je obsah dusiku,
pevnost v tahu, barvitelnost. Soucasné klesa pruznost stejné jako index bélosti. Pricemz
esterové zesiténi pomoci kyseliny citronové v pfitomnosti PVP zlepSuje pruznost,

pevnost v tahu, index bélosti. [14]

2.3 Karboxymethylcelul6za

Je derivat celuléozy ziskany chemickou modifikaci pfirodni celulozy.
Karboxymethylceluloza (CMC) je ve vodé rozpustny polysacharid obsahujici
karboxylové a hydroxylové skupiny.

2.3.1 Vyroba

CMC byla prvné¢ vyrobena v Némecku na konci prvni svétové valky
E. Jansenem, ktery cely proces vyroby popsal v patentu z roku 1918. [15] Tento proces
vyroby CMC byl pozdé&ji vylepSen pany J.K. Chowdhury a F. Hopplerem. [16] [17]
CMC se vyrabi zcelulozy, pfevedené plsobenim hydroxidu sodného na reaktivni
alkalicelulozu, ktera se esterifikuje chloracetatem sodnym (viz rovnice 5 a 6).
Chloracetat sodny se piipravuje reakci kyseliny monochloroctové s uhli¢itanem
sodnym. V druhé fazi ptipravy CMC je mozno pouzit i kyselinu chloroctovou nebo jeji
sodnou sil. [17]

2 CICH,COOH + Na;CO3 — 2 CICH,COONa + CO; + H,0 (5)
CsH702(0OH)3-NaOH + CI-CH,COONa — CgH702(0OH),-O-CH,COONa + NaCl + H,0 (6)

Samoziejmé je potieba rozpoustédlo, volba rozpoustédla ovliviiuje nejen reakce,
ale i strukturalni rysy vyrobku. Pokud tyto dvé reakce nepievedou vSechnu celulozu
na CMC, mohou po reakci CMC zistat n€kterd nezreagovand rezidua. Pfitomnost
nezreagovanych rezidui v CMC je znamo dlouho. Jiz v roce 1959, byly nalezeny
bobtnajici télesa nebo gelové castice v karboxymethylceluloze, které jsou konecnou fazi

bobtnani vlaken, zpisobené pftili§ slabou nebo pfili§ nepravidelnou etherifikaci.
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Nerozpusténé vlakna a gelové Castice jsou velmi nezadouci v roztoku CMC, protoze
dodavaji barevny nadech a zakal. Tato vlakna ¢i ¢astice mohou byt izolovany naptiklad

odstied’ovanim nebo filtraci. [10]

2.3.2 Struktura

Struktura je postavena na B(1,4) glukopyranézovém polymernim fetézci
celulozy. Pripravou je mozné dosdhnout riznych stupnd substituce. Nejcastéji se vSak
pohybuji v rozmezi 0,5 — 1,5 funkénich skupin na jednu monomerni jednotku. Obecné
jsou makromolekuly CMC krat§i nez makromolekuly nativni celulézy. Celuléoza ma
na kazdé glukézové jednotce tii hydroxylové skupiny, které dokazou tvofit silné
vodikové vazby s vedlejsimi makromolekulami a tim tvoii celuléozu nerozpustnou. Za
idealni strukturu CMC povazujeme, kdyZz je jedna z hydroxylovych skupin kazdé
monomerni jednotky substituovana. [12]

Karboxymethylové skupiny vyénivaji ze zdkladniho fetézce, a proto nedovoluji
hydroxylovym skupinam se dostate¢né piibliZit a vytvofit vodikovou vazbu s vedlejs$imi
molekulami. To zapfiCifiuje, ze se voda mize dostat mezi molekuly CMC.
Makromolekuly se pisobenim vody oddéluji a hydratovana CMC piechazi do formy
roztoku. Molekularni struktura CMC je uvedena v Obr. 4. [12]

{|:0; Na’
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‘3'/“(: oH
© o]
OH OH
10 o
OH H,
X H
- T
CO, Na

Obr. 4: Vzorec CMC [10]

2.3.3 Vlastnosti CMC

Ruzné vlastnosti CMC zavisi na tfech faktorech: na molekulové hmotnosti

polymeru, na primérném karboxylovém obsahu na jednotku anhydroglukosy

vvvvvv

vlastnosti CMC je viskozita a flokulace (schopnost vysrazet necistoty). Rozpustnost
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CMC ve vodé avodnych roztocich soli je podminéna ptfitomnosti alkalie. Srazi se
Vv pfitomnosti soli s oxidaénim ¢islem 2 a 3. Nahradou alkalickych iontl vodikovymi

vznika nerozpustna kysela forma CMC. [13] [18] [19]

2.3.3.1 Viskozita CMC

Viskozita charakterizuje vnitini tieni (¢im vice je kapalina viskozni, tim vétsi ma
odpor k teCeni). V zavislosti na pozadované aplikaci mohou byt CMC roztoky
ptripraveny Vv Sirokém rozsahu viskozit. Viskozita je obecné pfimo imérnd primérné
délce fetézce nebo polymerizaénimu stupni. Cim vys§i je stupen polymerace, tim vyssi
je viskozita. Dale je viskozita zavisla na koncentraci roztoku. Viskozita roztoki CMC
se zvySuje s koncentraci. Viskozita roztokit CMC je stabilni v Siroké Skale pH. Obecné
plati, ze roztoky CMC vykazuji maximalni viskozitu a nejlepsi stabilitu pti pH 7 — 9.
Nad pH 10 je patrny mirny pokles viskozity. Pod pH 4 ptevlada volna méné rozpustna
kyselina CMC a viskozita se mize vyrazné zvySit. DalSim faktorem, ktery ovlivituje
viskozitu roztokit CMC, je u¢inek anorganickych soli. Na viskozitu CMC roztoku ma
vliv rozpoustédlo, chemicka povaha pouzit¢ CMC, ale i zpusob, kterym je CMC
rozpousténa. Diky tomu, ze je CMC siln¢ hydroskopickd méa po pfidani do vody
tendenci vytvaret shluky, protoze je ihned hydratovand. Pfi michani je tfeba udrzovat
tekutinu v neustalém pohybu béhem celého rozpousténi. CMC se rozpousti velice dobie
jak ve studené, tak i v teplé vodé. Viskozita rozpoustédla a rozpousténé CMC je nizsi
pii vyssi teploté. Za normalnich podminek je tento ucinek reverzibilni (tj. zvySeni nebo
snizeni teploty roztoku nema Zzadny trvaly vliv na vlastnosti viskozity roztoku).
Nicméné del§im zahfivanim pifi extrémné vysokych teplotach, se mize CMC trvale
degradovat (depolymerace), coz ma za nasledek snizeni viskozity. CMC je rovnéz
pseudoplasticka. To znamena, Ze zdanliva viskozita se snizi pfi zvySeni smykové
rychlosti, ale Uc¢inek je zcela reverzibilni. Jakmile se zastavi, viskozita se vrati na jeji

puvodni hodnotu. [10]

2.3.3.2 Stupen substituce

Stupen substituce (DS-degree of substitution) neovliviiuje jen rozpustnost
molekuly CMC, ale i vlastnosti roztoku. DS je pramérmym poctem
karboxymethylovych skupin najednu anhydroglukosovou jednotku (pro nativni

celulozu DS = 0, a pro zcela substituovanou DS = 3). Vyssi stupen substituce zlepsuje
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rozpustnost CMC a stabilitu viskozity za pfitomnosti soli nebo nizkého pH. [9] Vétsina
vyzkumu byla provadéna s CMC o stupni substituce 0,5 — 2,0. [9] [14] V prumyslu je
nejcastéji vyuzivan stupen substituce nizs$i, a sice 0,4 — 1,4. [20] [21] V rutinni analyze
je provadéno stanoveni primérné miry substituce piedevSim pomoci titracni

a gravimetrické metody.

. Stanoveni stupné substituce titraci

Z mnozstvi karboxylovych skupin Vv jednotkové navazce 1ze spocitat hodnotu DS
(pomér poctu navazanych karboxylovych skupin a po¢tu stavebnich jednotek). Hodnota
hmotnosti ptipadajici na jednu — COOH skupinu je rovna pievracené hodnoté obsahu
karboxylovych skupin (mol-g™t). Karboxymethylovy obsah a stupeii substituce je
vypocéten na zakladé¢ nize uvedenych rovnic 7 a 8.

M; = 58-DS+162 (7)
DS = 162/(Mcoon-58) (8)

kde: M;j — primérna molarni hmotnost jedné stavebni jednotky

McooH — primérna hmotnost vzorku pfipadajici na jednu karboxylovou skupinu

Absolutni hodnoty stupné substituce (DS) mohou byt stanoveny titraci. [22]

Postup titrace: Cast karboxymethylovaného produktu se rozpusti s 60 ml 95 %
ethanolu za stdlého michani. Poté se pfida 10 ml 2 M kyseliny dusi¢né a smé&s se micha
po dobu 2 minut. Nasledné se smés zahtiva aZ do bodu varu po dobu 5 minut, poté je
jesté 15 minut michana a necha se usadit. Poté, co se roztok usadi se supernatant
(srazenina) odfiltruje a odlozi. Srazenina se nejprve promyje 80 ml 95 % ethanolu,
nasleduje promyti pomoci 80 % ethanolu, ktery byl zahiivan na 60 °C, dokud se
neodstrani kyselina a jeji soli. Srazenina se dale promyje methanolem a pfeleje
do kadinky, ktera se zahiiva, dokud se odstrani alkohol. Kadinka se sraZzeninou se susi
v susarné pii 105 °C po dobu 3 hodin. Asi 0,5 g kyseliny karboxylmethyl celulozy se
smicha se 100 ml destilované a 25 ml hydroxidu sodného 0,5 N. Takto pfipravena smé&s
se vafi po dobu asi 15 min. Poté se zahtaty roztok titruje 0,3 N Kkyselinou

chlorovodikovou za pouziti fenolftaleinu jako indikatoru. DS se poté vypocte dle rovnic

nize. [22]
%CM = [(Vo—Vn) - 0.058 - 100])/ M 9)
Ds = 162 - %CM/ [5800-(57 - %CM)] (10)
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kde: %CM — karboxymethylovy obsah, VO — ml HCI pouzita k titraci standardu, Vn — ml HCI pouzita k
titraci vzorku, N — normalita pouzité HCl, M — mnozstvi vzorku (g), a 58 — molekulova hmotnost

karboxylmethylové skupiny

2.3.3.3 Biodegradabilita a kompatibilita

CMC nema zadny negativni vliv na zivotni prostfedi. Rychlost degradace zavisi
na molekulové hmotnosti. CMC je kompatibilni se Sirokou Skédlou neionogennich
derivatd celuldzy. Pii vyrobé smési je vhodné zvolit takovy derivat, ktery ma ptiblizné
stejnou hodnotu viskozity jako ma CMC. [13] Dermatologické a toxikologické studie
podle nezavislych laboratofich ukazuji, Ze sodnd sil CMC neni toxickd pro bilé
potkany, psy, morcata, nebo lidské bytosti. Testy na lidské pokozce ukazaly, ze sodna

stl neni drazdiva ani senzibilizujici. [23]

234 Vyuziti CMC

Nejvice je CMC pouzivana ve formé sodné soli, kterd je zndma pod nékolika
nazvy napt. celul6zova guma, sodny celulézovy glykolat, carboxymethocel ¢i collocel.
Jsou znamy nizko substituované typy, které jsou rozpustné v alkaliich nikoli vsak
ve vodé. [24] [25] RovnéZz jsou znamy vysoce substituované formy, které jsou
nerozpustné v alkaliich ¢ivodé€, ale jsou rozpustné v organickych rozpoustédlech.
Kromé sodné soli CMC existuji dalsi soli s podobnymi vlastnostmi napf. draselna
¢i amonna stl, ob¢ tyto soli jsou rozpustné ve vodé. Mezi nerozpustné soli, které byly
dosud zkoumany, patii soli s obsahem napf. olova, stiibra, rtuti a hliniku (bezbarvé
soli), dale existuji soli s obsahem médi ¢i niklu (modré zbarveni) a soli s obsahem
Zeleza (Cervené zbarveni). [26]

Tento derivat celuléozy nachazi uplatnéni v mnoha aplikacich v riznych
oblastech jako je napf. papirensky, textilni, potravinaisky, kosmeticky, chemicky
a farmaceuticky primysl. CMC se pouziva jako ochranny koloid a zahustovadlo
do disperzi ve vodnych rozpoustédlech. Dale také jako pomocny prostifedek pii vyrobé
lepidel nebo jako stabilizacni a redukéni Cinidlo. Je vyuZivdna pro fizené uvoliovani
1é¢iv, mikrogelové matrice ¢i novy typ naplasti. Diky lepivym vlastnostem je rovnéz
vyuZivana jako bioadhezivni material zejména jako mucoadhezivni polymer pro nosni
dutiny. [25] V textilnim pramyslu se CMC zacala vyuzivat pro svou vysokou viskozitu
a filmotvorné vlastnosti. Vyuziti sodna sil CMC nasla napt. v tiskaiskych pastach [27],

povrchovych tpravach ¢i mazivech.
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CMC je kli¢ovou slozkou v pilulkach pro tfizené uvoliiovani 1éCiv a ve vyrobé
produkti pro osobni hygienu. Nevyhodou je nizka odolnost proti hnilobé, skiidcim
a svetlu. Karboxymethyl celuléza se rovnéz pouziva pii zahustovani potravin napf.

pii vyrobé zmrzliny, sirupii, pudink atd.

2.4 Sitovani CMC

Pod pojmem sitovani rozumime vzajemné spojovani polymernich fetézcii
hlavnimi a vedlejsimi valencemi na ,nekonecné” velké makromolekuly. Struktura
makromolekul CMC s pocetnymi funk¢énimi skupinami podél fetézce je pro sit'ujici
reakce velmi prizniva. Jako reaktivni centra prichdzeji v tvahu predevSim volné
hydroxylové skupiny. Tvorba dostatecné stabilnich sitovych struktur je vysledkem
reakci ¢inidel poskytujicich mistky mezi sousednimi makromolekularnimi fetézci.

ZvySeni stupng zesiténi systému vyustuje v stabilngj$i gel. Nicméné vyssi
stupent sitovani vytvari kieh¢i strukturu. Optimalnim stupném sitovani lze dosdhnout
relativné silného, a pfitom pruzného hydrogelu. [23]

Existuje vice zptsobti sitovani — fyzikalni (termické), chemické a radia¢ni.

2.4.1 Chemické sitovani CMC

Struktura makromolekul CMC s pocetnymi funkénimi skupinami podél fetézce
je pro sit'uyjici reakce velmi piizniva. Jako reaktivni centra pfichazeji v ivahu ptredevsim
volné hydroxylové skupiny, a imérn¢ stupni substituce také karboxylové skupiny.
Tvorba dostatecné stabilnich zesiténych struktur je vysledkem reakci cinidel
poskytujicich mistky mezi sousednimi makromolekularnimi fetézci. [28] Vzhledem
k velké délce polymernich fetézct sta¢i zcela malé mnozstvi sit'ujiciho ¢inidla, aby se
dosahlo nerozpustnosti ve vsech rozpoustédlech. Potfebné mnozstvi situjiciho ¢inidla je
tim menSi, ¢im vE&tsi je relativni molekulovd hmotnost polymeru. Zesiténi
makromolekularnich latek vede ke zhorSeni rozpustnosti a tavitelnosti, zvyseni tvarové
stalosti za tepla i odolnosti vi¢i chemikaliim, sniZeni permeability a zlepSeni
elektroizolaénich vlastnosti, zvla§té za zvysené teploty. Cim hustsi je zesiténi, tim
obtiznéji vnikaji do polymeru nizkomolekularni latky. Klesa bobtnavost, navlhavost
a extrahovatelny podil. [29]

Jiz v roce 1981 byla provedena studie, kterd se zabyvala vyrobou zesitované
CMC o vysoké sorpcni kapacité. Jednalo se o modifikaci praskové nebo granulované

alkalické soli CMC pusobenim kapi¢ek mlhy vodného roztoku hlinité soli
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V podstechiometrickém mnozstvi za stdlého michéani, vyuzivajici rychlé difuze roztoku
vmimé nabobtnané  struktufe  Castic  za souCasné reakce iontd Al
s makromolekularnimi fetézci postupujici od povrchu smérem ke stiedu ¢astic
za ptechodu do nerozpustného zesitovaného stavu o vysokém stupni bobtnani a retenci
vody a vodnych roztoki soli. [28]

CMC muize byt chemicky sitovana vsemi ¢inidly, ktera jsou bifunkéni s ohledem
na celulozu. Stabilni struktura a efektivni bobtnani hydrogeli na bazi celulozy Casto
vyzaduje chemicky zesiténou sit. Ne¢kolik difunkénich molekul je vyuzito jako
sitovadlo pro celulézu nebo jeji derivaty, aby kovalentné vazaly rtzné polymerni
molekuly hydrofilni trojrozmérné sité¢. Bobtnani hydrogeli muize byt modulovano
ménénim rozestupll mezi sitovanim, zménou molekulové hmotnosti (ethylenglykolu)
diglycidyl  éteru  nebo  vkladani  poly(ethylenglykolu)  jako  rozpéry
fetézct makromolekuly pii pouziti divinylsulfonu (DVS) jako sitovadla. Nicméng,
vzhledem ke své toxicit¢ DVS vyzaduje odpovidajici bezpecnostni méfeni béhem
vyrobniho procesu a pfisné kontroly kvality findlniho vyrobku (tj. vSechny
nezreagované DVS musi byt extrahovany z gelu pted tim, nez muze byt pouzit). [30]

Epichlorhydrin, aldehydy, c¢inidla na bazi aldehydi, derivaty mocoviny,
karbodiimidy a multifunkéni karboxylové kyseliny jsou nejcastéji pouzivand sitovaci

¢inidla pro tvorbu celul6zovych hydrogeli. [30]

2.4.1.1 Sitovani CMC pomoci epichlorhydrinu

Sitovani CMC pusobi jako prevence nebo zpomaluje rozpousténi a zlepsuje
nékteré fyzikalni vlastnosti. Epichlorhydrin (E) je béZné pouZivany jako sitovaci
¢inidlo, které uc¢inn¢ stabilizuje zemédélské zbytky pro ptipravu celulozy (jejich
derivatd) a zlepSuje stabilitu funkénich skupin. Po etherifikaci pfi teplotach do 70 °C
nasleduje sitovani pomoci epichlorhydrinu za pfitomnosti hydroxidu sodného
(do70°C) wviz rovnice 11. Celulozové/CMC hydrogely se rovnéz vyrabi
v NaOH/mocovino vodném systému s pouzitim epichlorhydrinu. Bylo zjisténo, ze
rozpustnost CMC ve vod¢€ se postupné snizuje se zvySujici se reakcni teplotou

aZ po nerozpustny polymer. [28]
OH

O NaOH |
R—OH+ CH,— CH— CH—CI%" o RC—0— CHCH— CH,OH (11)
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Epichlorhydrin se pouzivda k vyrobé syntetického glycerolu, epoxidovych
pryskyfic, vodou feditelnych pryskyfic, epoxidovych natérovych hmot a iontomeénicu.
Hlavnimi toxickymi G¢inky jsou lokalni podrazdéni a poskozeni centrdlni nervové
soustavy. Vyvolava rakovinu nosni dutiny inhala¢ni cestou a nadory zaludku potravni

cestou. Pti kontaktu s kuizi zptisobuje senzibilizaci a poleptani. [28]

2.4.1.2 Sitovani CMC pomoci karbodiimidi

Jsou popsany studie s vyuzitim karbodiimidi znamych nekonvencnich
sitovacich ¢inidel. Zvlasté pak pouziti karbodiimidi pro sitovani CMC ve formé sodné
soli. Karbodiimidy zptsobuji tvorbu esterovych vazeb mezi makromolekulami celulozy,
ty se poté preméiuji na derivity mocoviny s nizkou toxicitou (karboimid reaguje
s karboxylovymi skupinami za vzniku aktivovaného esterového meziproduktu, funkéni
skupina — N=C=N -). Ve skute¢nosti ma vyrobek ziskany sitovanim CMC pomoci
na konkrétnim pouzitém karbodiimidu. Takto vyrobeny hydrogel je biodegradabilni
chemicky gel. Gel je definovan jako chemicky, paklize je sit’ stabilizovana pomoci
silnych kovalentnich vazeb nebo prostiednictvim polyfunkénich molekul. Takovéto
gely se vyznacuji dobrou chemickou i mechanickou stabilitou. [31]

Byly pokusy na vytvofeni chemicky sitované CMC s cilem, aby vznikl hydrogel
s pouzitim divinylsulphonu jako sitovaciho cinidla. Nicméné CMC nelze pouzit
samostatné kvuli dosazeni nizké efektivité sitovani. U vysokého stupné substituce je
vétSina  vodikovych a  hydroxylovych skupin v poloze C6 nahrazena
karboxymethylovymi skupinami. Né&kolik hydroxylovych skupin na C6 a méné
reaktivnich hydroxylovych skupin na C2 a C3 zustava k dispozici pro sit'ovaci reakci.
Proto jen smé€s CMC s dal§im polymerem mize byt prakticky pfeménéna v hydrogel

pomoci chemické sitovaci metody. [32] [33]

2.4.1.3 Sitovani CMC pomoci vodikovych vazeb

Hydrogely lze ziskat snizenim pH vodného roztoku polymeru obsahujiciho
karboxylové skupiny. Pfikladem hydrogelu tvofeného vodikovymi vazbami je CMC sit’
tvofena disperzi CMC v 0,1 M kyseliny chlorovodikové. Mechanismus zahrnuje
nahrazeni sodiku vodikem (v CMC) v kyselém roztoku, coz podporuje vodikové vazby
(viz Obr. 5).
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Vodikové vazby vyvolavaji pokles rozpustnosti CMC ve vodé a mohou vést

k vytvofeni pruzného hydrogelu.
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Obr. 5: Tvorba hydrogelové sité diky intermolekuldrnim vodikovym vazbdam V CMC s nizkym pH

2.4.2 Radia¢nim zarenim

Zafenim vyvolané zesiténi a degradace polymernich vodnych roztokid je
zpusobeno reakci s vodou radiolytickymi produkty, zejména — OH skupinami. Prvni
hydrogel pro obvazovani ran, ktery byl pfipraven zarenim, byl vynalezen v Polsku
vroce 1986. Syntetizovany hydrogel muize byt pouzivan jako 1ék proti bolesti
a k urychleni hojeni ran. Vyrobni technika kombinuje sterilizaci a sitovaci proces
soucasné, proto byla tato technika povazovana za prilom. Lugao piezkoumal
uplatiiovani zatfeni pii pfipraveé hydrogelt, a ukazalo se, ze technika radiace je vhodna
pro tvorbu chemicky cistého hydrogelu s vylepSenymi vlastnostmi. Navic je tento
proces snadno kontrolovatelny a flexibilni. [34] [35] [36]

Koncept produkce ¢isttho CMC hydrogelu, aniz by obsahoval piimés jinych
polymert a bez ptidavku zamortujici latky s nizkou molekulovou hmotnosti inicioval
zahdjeni aplikace ionizujiciho zafeni. Ozafovani polysacharidovych materialt vyvolava
nékteré efekty v zavislosti na druhu polymeru, parametrech ozarovani, fazich materialu
pii zpracovani a dalsi. Dvé hlavni reakce, které ovliviiuji vysledné vlastnosti polymer,
jsou: (a) rozsStépeni hlavniho ftetézce, coz vede k snizeni molekulové hmotnosti
makromolekul a (b) zesiténi, opacny proces degradace, ktery vede k vytvoieni

makroskopického, nerozpustného materialu. Vyhodou CMC hydrogeli vyrobenych
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ionizujicim  zafenim je chemickd Cistota materidlu a jeho nachylnost
k biodegradaci. [32]

Literatura uvadi, ze biologicky rozlozitelna CMC s vysokym stupném substituce
(pf. 1,32) mize byt efektivné sitovana pii vysoké koncentraci CMC ve vodném
roztoku, tak aby vznikl hydrogel, a to bez pouziti sitovadla. Od té doby byly zkoumany
ucinky Casu, koncentrace a rychlost davky na sitovani ionizujicim zafenim CMC s DS
2,2 ve vodném roztoku. Bylo zjisténo, Ze az 95 % podil gelové ¢asti byl ziskan z 50 %
a 60 % roztoku CMC, ktery byl ozafovan elektronovym paprskem. Kromé toho muze
byt zesittna CMC naruSena enzymem celulazou a tim se CMC hydrogel stava
pratelskym k zivotnimu prosttedi. Stejn¢ tak v predchozi studii bylo zjisténo, Zze sodna
suil CMC (DS 0.64) mlze byt také sitovana pomoci zéafeni za ucelem vzniku
hydrogelu. [29]

Doposud hydrogely ziskané sitovanim pomoci zafeni nasly vyuziti v mnoha
oblastech, jako jsou biomedicinské prostfedky, obvazy na rany a fizené uvoliiovani
1€kt. V takovych aplikacich jsou biologicky odbouratelné a biokompatibilni polymery

vétsinou zadouci. [29]

2.4.3 Fyzikalni sitovani

V poslednich letech je zvySeny zajem o fyzikalni nebo reverzibilni gely kvili
relativné snadné vyrobé a nenutnosti pouziti sitovacich c&inidel. Peclivy vybér
hydrokoloidnich typt, koncentrace a pH muze vést k vytvoreni Siroké skaly gelovych

textur.

2.4.3.1 Termické sitovani

V oblasti termo-reverzibilnich hydrogelt je jednim z nejvétsich ¢lent
hydrofobn¢ modifikovana celuloza. Kdyz jsou hydroxylové skupiny ¢aste¢né nahrazeny
methylovymi skupinami nebo hydroxylpropylovymi skupinami jsou nékteré vodikové
vazby zamezeny a vysledné derivaty se stavaji rozpustné ve vode. Vodné roztoky MC
maji neobvyklou vlastnost vytvafeni reverzibilnich fyzikalnich gelt, a to diky
hydrofobnim interakcim pii zahtati nad urcitou teplotu. HPMC ma vyssi teplotu
gelovaténi nez MC, vytvaii tak pevnéjsi gely s odpovidajici substituci a molekulovou
hmotnosti. CoZz znamena, ze gelace derivati celuldzy je vysledkem odepieni vstupu

vody z tézce methoxylatovych oblasti polymert. [34]
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Zahtivanim CMC s jistym podilem volnych karboxylovych skupin dochazi
k esterifikaéni reakci s hydroxylovymi funkénimi skupinami téze nebo sousedni
makromolekuly. Intermolekularni esterifikaci tak vznikaji zesiténé vazby znacné

stability.

2.4.3.1.1 Ohiivani/chlazeni polymerniho roztoku

Fyzikalné zesiténé gely jsou tvoteny pii chlazeni horkych roztoki zelatiny nebo
karagenanu (skupina linearn¢ sulfatovych polysacharidi). Gel se formuje diky helix-
formaci, sdruzovani Sroubovic a formovani spojovacich zon.

Transparentni poly(vinylalkoholové) hydrogelové filmy, vyrobené z vodnych
roztok s riznou koncentraci, byly syntetizovany metodou cyklického zmrazovani-
rozmrazovani (0 az 37 ° C). [35] [37]

Fyzikalni zesiténi ve form¢ vodikovych vazeb v oblasti krystalického polymeru
posiluji strukturu gelu. Fyzikalni hydrogel lze ziskat vystavenim roztoku PVA
opakovanym cyklim mrznuti a rozmrazovani, coz vede k tvorbé krystalita viz Obr.

6. [38] [39]
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Obr. 6: Ochlazovadni horkého roztoku karagenanu

2.5 Hydrogely

Hydrogely jsou trojrozmérné, hydrofilni polymerni sité, které mohou pojmout
velké mnoZstvi vody nebo biologickych kapalin. Sit¢ jsou tvofeny z homopolymera

nebo kopolymert a jsou nerozpustné v disledku chemického sitovani nebo fyzikalniho
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sitovani, jako jsou spletence ¢i krystaly. Ty dévaji siti strukturu a fyzikalni integritu.
Tyto hydrogely vykazuji termodynamickou kompatibilitu s vodou, ktera jim umoznuje
se zvétsit ve vodném prostiedi. Zakladni vlastnosti pro toto neobvyklé chovani
hydrogeli je jejich pifechod odskelného na pruzny stav kdy pii kontaktu
s termodynamicky kompatibilnim rozpoustédlem. Hydrogely pfipominaji pfirodni zivé
tkan¢ vice nez jiné syntetické biomaterialy. To je diky jejich vysokému obsahu vody
a me¢kké konzistenci, ktera je podobna piirodni tkani. Kromé toho vysoky obsah vody
V materialu pfispiva k jejich biokompatibilité. A proto lze hydrogely pouzit jako
kontaktni ¢ocky, membrany pro biosenzory, vyzdivky pro uméla srdce, materialy pro
umélou kuzi a zatizeni pro dorucovani 1éku. [30]

Nejcastéj$im hydrogelem k dispozici natrhu jsou polymery akrylamidu
a draslik/akrylatu, které bohuzel nejsou biologicky odbouratelné. Nicméné, vzhledem
K rostoucimu zajmu instituci a vefejného minéni v oblasti problémua ochrany Zivotniho
prostiedi, byl vyzkum v neddvné dobé zaméien na vyvoj biologicky rozlozitelného
superabsorbentu, které by mély byt ptfednostné ziskané z neSkodnych prekurzort

bezpetnym zpisobem vyroby s ohledem k zivotnimu prostiedi. [32]

2.5.1 Hydrogely na bazi celulozy

Celuléza a CMC jsou biokompatibilni a biologicky odbouratelné, takze jsou
Casto pouZivany v oblasti biomediciny. Celul6za je bohatd na hydroxylové skupiny,
které mohou byt vyuzity k ptipravé hydrogelt s fascinujicimi strukturami a vlastnostmi.
Selektivni derivaty celulézy vcetné methyl celulozy (MC), hydroxypropyl celuldzy
(HPC), hydroxypropylmethyl celulozy (HPMC) a karboxymethylcelulézy (CMC) byly
pouzity k vyrobé hydrogeli na bazi celulozy pomoci fyzikalniho zesiténi nebo
chemického sit'ovani. Sodna siil CMC (NaCMC) jako amylosa s mnoha hydroxylovymi
a karboxylovymi skupinami miize absorbovat vodu a vlhkost, takze vysledny hydrogel
ma mnoho vynikajicich vlastnosti, jako je napfiklad vysoky obsah vody, dobra
biodegradace, siroka nabidka na trhu a nizka cena. V piipad¢ fyzikalné zesiténych gelt
nejsou kovalentni vazby nebo poskozeni a zesiténa sit’ je tvofena pomoci iontové vazby,
vodikovych mustkdi ¢i asociativni interakce polymer/polymer. Obecné plati,
ze chemicky sitovani hydrogely jsou pfipraveny pomoci sitovani dvou ¢i vice
polymernich fetézcii s funkénimi sitovadly nebo s UV svétlem. Pro tvorbu CMC
hydrogelu byly v minulosti kromé& kyseliny jantarové pouzity i kyseliny jable¢na

a citronova. [40]
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Vysoce sitované hydrogely maji pevnéjsi strukturu a méné bobtnaji ve srovnani
se stejnym hydrogely sniz§im sitovacim pomérem. Sitovani brani mobilité
polymerniho fetézce, a proto snizuje bobtnani. Optimalnim stupném sitovani lze

dosahnout relativné silného, a ptitom pruzného hydrogelu. [40]

2.5.1.1 Bobtnani

Bobtnani je proces, u kterého je do objemu télesa absorbovana kapalina.
Difundovand kapalina vytvafi sekundarni vazby s fetézci makromolekul a timto tyto
fetézce oddaluje. [27]
hydrogelt. Je definovan jako pomér moli sitovaciho ¢inidla k molim polymernich
opakujicich se jednotek. Cim vy3si je pomér zesiténi, tim vice je zaélenéno sitovaciho
¢inidla do struktury hydrogelu. [27]

Vysoce sitované hydrogely maji pevnéjsi strukturu a méné bobtnaji ve srovnani
se stejnym hydrogely sniz§im sitovacim pomérem. Sitovani brani mobilité
polymerniho fetézce, a proto snizuje bobtnani. [27]

Také chemickd struktura polymeru muze ovlivnit bobtndni hydrogeld.
Hydrogely obsahujici hydrofilni skupiny bobtnaji vice ve srovnani s polymery
obsahujici hydrofobni skupiny. Hydrofobni skupiny kolabuji v pfitomnosti vody, ¢imz
se minimalizuje jejich pusobeni na molekuly vody. Bobtnani hydrogelti Setrnych
k Zivotnimu prostiedi je ovlivnéno specifickymi podnéty. Bobtnani hydrogelu citlivych
na teplotu mize byt ovlivnéno zménami teploty bobtnajiciho media. Iontové sily a pH
maji vliv na bobtnani hydrogelt citlivych na iontové sily a pH. Existuje mnoho dalSich
specifickych podnéti, které mohou mit vliv na bobtnani ostatnich ekologicky citlivych
hydrogelu. [27]

Kinetiku bobtnani hydrogelli je moZzné klasifikovat jako fizené rozSifovani
relaxace bobtnani. KdyZz se voda do hydrogelu rozsifuje rychleji, nez se polymerni

fetézce zrelaxuji, jedna se o kinetiku difuzné tizenou. [27]

2.5.1.2 Aplikace

V ptipadech, kdy je nutna nebo doporucena biologicka rozlozitelnost hydrogelu,
jsou celulozové hydrogely zajimavé materialy, vzhledem k jejich nizké cené, Siroké

dostupnosti, biokompatibilité¢ a reakci n€kterych celuldzovych materialt vici vnéjSim
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podnétim. Tradicné se celulézové hydrogely pouzivaji jako absorbenty vody ¢i na vice

inovativni biomedicinské aplikace.

Superabsorbenty pro osobni hygienu

Hydrogely na béazi sodné soli karboxymethylcelulozy (NaCMC)
a hydroxyethylcelulézy (HEC), které jsou zesitény pomoci DVS, maji absorp¢ni
schopnosti srovnatelné s jinymi superabsorpénimi polymery (SAP) a vysokou retencni

kapacitu vody.

Zarizeni pro Fizené uvoliiovani léciv

Ethery celulézy se jiz dlouho pouZivaji ve farmaceutickém prumyslu jako
pomocné latky v mnoha formulacich 1é¢iv. Jejich pouziti v pevnych tabletaich umoznuje
uvolnéni léku béhem nabobtnani pfi styku tablety s fyziologickou kapalinou. Byly
vyvinuty i sofistikovanéjsi zatizeni pro fizené uvoliovani 1é¢iv na bazi hydrogelt (jiné
nez tablety). Rovnéz byly provedeny studie se zaméfenim na prodlouZzené uvoliiovani
bioaktivnich molekul v priib&hu dlouhého &asového obdobi (od hodin aZ tydni). Rizené
uvoliiovani oralné¢ podévanych 1€kt je obvykle zalozeno na silném kolisani pH pii
piechodu ze Zaludku do stfeva. Polyelektrolytové hydrogely na bazi celuldozy jsou
zvlast¢ vhodné pro tuto aplikaci (napf. aniontové hydrogely na bazi
karboxymethylcelulozy, které byly v posledni dobé zkoumdény pro cilené uvoliiovani

1€¢iv do tlustého stieva). [41]

Kryti ran

Zanét, autolytické Cisténi, granulace tvorba tkané a re-epitelizace jsou procesy,
které se bézn¢ vyskytuji pfi hojeni ran. Vhodné obvazy jsou uréeny pro podporu hojeni
a zaroven chrani ranu pied infekci. To je dilezité zejména v ptipadech chronickych ran
(napt. viedy), které se hife 1é¢i. Amorfni hydrogely jsou obvykle fyzikalné zesitovany,
jejich viskozita klesa pii absorpci fyziologické tekutiny. Tyto gely mohou byt baleny
Vv trubkach nebo foliich, v dalsim piipadé mohou byt gely vyztuzeny gazou nebo
polymerni sitovinou, aby umoznila snadné odstranéni a zabranéni zkapalnéni gelu.
Vzhledem ke své vysoké Cistote a retencni kapacité vody je Siroce zkouméana bakterialni
celuléza (BC) pro hojeni ran. Rada obvazii na bazi BC jsou v sou¢asné dobé na trhu.
Rovnéz se na trhu vyskytuji hydrogely na bazi derivatl celulozy (napt. NaCMC), které
jsou zahrnuty v nékterych komeréné dostupnych hydrogelovych obvazech, obvykle
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v kombinaci s propylenglykolem, ktery pracuje jako zvlhéovadlo a konzervacni latka.
Predbézné, nepublikované vysledky podle soucasnych autorti ukazuji, ze hydrogely
nabazi celulozy zesiténé s kyselinou hyaluronovou vyvolavaji dobrou proliferaci
keratinocytt (hlavni butika pokozKy), V rané€ po $krabnuti (in vitro). [41]

V oSetfovani ran a chirurgii se prosadily zejména dva anionaktivni derivaty
celulézy obsahujici funkéni karboxylovou skupinu. Je to oxidovand celuléza
(6-karboxyceluléza, oxyceluloza) obsahujici karboxylovou skupinu (- COOH)
a karboxymethylceluldza obsahujici karboxymethylovou skupinu (— CH2COOH). [41]

Vodni nadrie v zemédélstvi

Je rostouci zajem o vyuziti superabsorpcnich hydrogelti v zeméd¢lstvi. To je
zpusobeno piedevS§im potiebou snizit spotieby vody a optimalizovat vodni zdroje
v zeméd¢€lstvi a zahradnictvi. Nabobtnaly hydrogel muze pomalu uvolhovat vodu
(difazné fizeny mechanismus), v ptipad¢, Ze existuje gradient vlhkosti mezi vnitikem
a vn&jSkem materialu. Cilem je uéinit kultivace mozné v suchych a poustnich oblastech
svéta, kde je nedostatek vodnich zdroji. Jedna se o tvorbu ,xerogelu® (tj. suchy
hydrogel), ve formé prasku nebo granuli (pfidat do pidy v oblasti v blizkosti kotfeny
rostlin). [36]

Hydrogely na bazi celuldzy se perfektné hodi do soucasného trendu se rozvijet
alternativy superabsorpénich hydrogeld na bazi akrylatd, které by byly Setrné

k Zivotnimu prostiedi. [36]

Potravinové plnidla

Podobné jako superporézni hydrogely na bazi akrylatd, které velmi rychle
bobtnaji ve vodnych roztocich, nové hydrogely na bazi celulozy, ziskané zesiténim
vodnych smési NaCMC a HEC, se ukazuji jako velmi atraktivni pro vyrobu
potravinovych plnidel. Ve skutecnosti tyto hydrogely maji vysokou biokompatibilitu,
s ohledem na stfevni tkané, jsou pH citlivé a zadrzuji vodu. I kdyZz polyaniontovy
charakter sit¢ NaCMC poskytuje vyssi schopnost bobtnani pfi neutralnim pH (spise nez
V kyselém pH) podil bobtnani ziskany v kyselém pH, muze byt stile vyznamny
pro pouziti hydrogelu jako plnivo zaludku. [36]
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2.6 Modifikace CMC pomoci nanoc¢astic

Vyznam nanomaterialti a nanotechnologii prudce vzrista vzhledem k sirokému
aplika¢nimu potencialu a pouziti v raznych pramyslovych odvétvich, konzumnich
produktech a zdravotni péci. V biomediciné pfinasi nanotechnologie doslova revoluci,
nebot’ jejich produkty maji schopnost pronikat k organtiim a tkanim s jejich naslednym
ovlivnénim. Né&které nanomaterialy jsou natolik malé, ze mohou snadno pronikat
do jednotlivych bun¢k. Takze mohou fungovat jako nosice 1é¢iv, nosi¢e kontrastnich
latek pro zobrazovani tkani nebo diagnostiku nékterych onemocnéni. Nanomaterialy se,
podle poctu rozmérd, v nichz nabyvaji hodnot pod 100 nm, mohou vyskytovat ve formé
nanocastic, nanovlédken a nanovrstev. Nejsirsi aplikacni vyuziti a s tim i plynouci vyssi
pravdépodobnost expozice zivych organismii maji pravé nanocéstice. Zdkladni
odlisnosti nanomaterialt od konvenénich chemickych latek je velikost ¢astic a jejich

povrchu. S klesajici velikosti ¢astic nepiimo umeérné roste plocha jejich povrchu a volna

Gibbsova energie, ktera odrazi reaktivitu danych ¢astic. [42]

2.6.1 Priprava nanocastic stfibra

Cilena priprava nanocastic stiibra neni zdaleka vyfesenym ukolem soucasného
vyzkumu, ¢emuz odpovida i rostouci pocet publikaci na toto téma. Existuji dva obecné
principy vyroby nanocastic kovu a tj. dispergacni a kondenzacni. [42] [43]

V soucasné dobé¢ se nanocastice stiibra pripravuji spise druhou metodou, ktera je
zaloZzena na chemické redukci rozpustné slouCeniny stfibra za vzniku stabilnich
nanocastic stéibra. V minulosti se stiibro pfipravovalo borohydridovou redukci (NaBHa)
dusi¢nanu stiibrného (AgNOs3), priakopniky Vv této oblasti se stali Creighton, Blatchford
a Albrecht. [44] V soucasnosti se spiSe pouziva mirngjsi reduk¢ni Cinidlo a tj. citratovy
anion. [45] Touto redukci vznikaji vétsi nanoclastice stfibra, nez tomu bylo
u borohydridové redukce. Redispergaci citratového solu ozafenim laserem lze sniZzit
pramérnou velikost nanocastic na 5 — 10 nm a soucasn¢ zvysit jejich stabilitu. [46] Jako
dalsi redukéni Cinidla Ize rovnéz vyuzit napt. peroxid vodiku, kyselinu askorbovou,
formaldehyd a jeho derivaty, jednoduché cukry atd. [47] [48] [49] Nanocastice stiibra
lze rovnéz piipravovat fotochemickou redukei ¢i radiolyzou. Z hlediska fizené syntézy
nanocastic stiibra je zajimavé zjisténi, ze svétlo mize vyvolavat velikostni a tvarovou
transformaci jiz vyredukovanych nanocastic. [50] Pfi radiolyze vzhledem k vysoké
energii pouzitého zafeni lze pfimo ozafovat vodny roztok stiibrné soli bez nutnosti

piidavku dalSich latek, protoZe pii 0zafovani vysoce energetickym zafenim dochazi
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k tvorbé hydratovanych elektronti a atomarniho vodiku schopnych redukovat ionty
stiibra. Soucasna tvorba — OH radikalt, které Castice stiibra reoxiduji, cely redukéni déj
zpomaluje, pficemz vysledny pozvolny rust nanocastic poskytuje téméf monodisperzni

soustavy s velmi malymi ¢asticemi. [51]

2.6.2 Antibakterialni aktivita nanocéastic stiibra

Iontové stiibro vykazuje antimikrobidlni aktivitu proti Sirokému spektru
mikroorganismt. V disledku toho je stfibro obsazeno v mnoha komeré¢né dostupnych
zdravotnickych vyrobcich. Pouziti stiibra se rychle vyviji zejména v oblasti hojeni ran
(obvazy s obsahem stiibra). Rany totiz ¢asto poskytuji piiznivé prostiedi pro kolonizaci
mikroorganismd, které prodluzuji dobu hojeni ¢i zpusobuji vznik infekce. Nicméné
existuji obavy spojené s naduzivanim stiibra a naslednym vznikem bakterialni
rezistence. Dosud nebyl pozorovan vyskyt rezistence bakterii vici koloidnimu stiibru,
resp. nanocasticim stiibra. To mulze souviset s odliSnym mechanismem pusobeni
riznych forem stiibra na bakterie, kdy se nemohou uplatnit bunétné detoxikacéni
mechanismy, které si zivé organismy vyvinuly proti iontim tézkych kovt. Publikované
vysledky studia antibakteridlni aktivity nanocastic stfibra ukazuji mimo jiné na fakt,
7e antibakterialni aktivita je siln¢ zavisla na velikosti nanoc¢astic a vzrasta s poklesem

jejich rozmeéru. [52] [53] [54]

2.7 3D struktury vhodné pro proliferaci bunék

Konvenc¢ni kultivace bun€k in vitro poskytuji pouze dvourozmérny prostor pro
bunécnou proliferaci, migraci a diferenciaci. Takovy model vSak neodpovida
fyziologickému stavu. Proto se v oblasti tkanového inZenyrstvi v soucasné dobé
rozsifuje pfiprava a pouzivani trojrozmérnych nosic¢i. Soucasné s pripravou takovéhoto
nosice je pak mozné pifimo do materidlu ¢i na jeho povrch nanést aktivni latky.
Lyofilizované materialy maji potencial jako systémy pro dodavani IéCiv
do ran. [55] [56]

Lyofilizace (vymrazovani) je proces dehydratace obvykle pouzivany pro
zachovani netrvanlivych materidl,, nebo aby se material lépe prepravoval naptiklad:
zlepSeni stability labilnich 1é¢iv. Lyofilizace probiha zmrazenim materialu a pak se
snizovanim Okolniho tlaku, dochazi k sublimaci zmrazené vody v materidlu pfimo
z pevné taze do plynné faze. Vymrazovani muze trvat nékolik dni nebo dokonce tydnt,

pokud sublimaéni proces neni optimalizovan. [56]
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2.8 Modifikace pomoci Alaptidu

Jednim ze zpuisobll podani 1é¢iva do organismu je transdermalni aplikace, jejiz
vyuziti se v soucasnosti nebyvale rozviji. Vngéjsi vrstva kiize (stratum corneum) chrani
télo proti pruniku cizorodych latek vcetné 1éCiv. Byly vSak nalezeny rtizné zpisoby
prekonani této bariéry. Jednou z moznosti je vyuziti chemickych permeacnich
enhanceri (CPE) neboli akcelerantd transdermdlni permeace. CPE mohou byt
povazovany za excipienty specificky ovliviiujici mezibunéény prostor mezi korneocyty
(modifikujicimi korneocyty) a hydrataci nebo denaturaci keratinu. Heterogenita
molekularnich struktur CPE muze slouzit jako jednoduché vysvétleni jejich plsobeni.
Presny mechanismus u¢inku CPE neni doposud znadm, ale CPE ovliviji
penetraci/permeaci 1é¢iv, uréenych jak pro lokalni ptisobenti, tak pro systémovy tcinek.

Ve vztahu k ucinku alaptidu jako potencidlniho CPE, je dilezité poznamenat,
ze melanocyty vyznamné ovliviiuji tvorbu a funkci keratinocytd pomoci melanosomii.

[57]

2.8.1 Alaptid

Alaptid — spirocyklicky dipeptid, (5>8-methyl-6,9-diazaspiro[4,5]decan-7,10-
dione je sloucenina objevena v 80. letech v Praze.

Priprava latky, vyroba postupy a terapeutické aplikace byly chranény fadou
patentt v Ceské republice i v zahraniéi (Kasafirek E. et al. Belg. Pat. 897843, 1984; CS
Pat. 231227, 1986; Toxicol. Lett. 1986, 31, 189; CS Pat. 277132, 1992; CS Pat. 276270,
1992; Drugs Fut. 1990, 15, 445; Collect. Czech. Chem. Cormmun. 1992, 57, 179;
Collect. Czech. Chem. Commun. 1993, 58, 2987; US Pat. 5,318,973, 1994; Collect.
Czech. Chem. Commun. 1994, 59, 195).

H * N
3C i (@)

Obr. 7: Struktura s-alaptidu (zdroj: http://tlcstandards.com/ProdDetail.aspx?ID=A-
174001&name=ALAPTIDE)

Alaptid je bila krystalickd sloucenina, Obecné S$patné rozpustna, stabilni

na slune¢nim svétle a skladovatelna pii bézné teplote.
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Alaptid muze byt klasifikovan jako analog inhibi¢nimu faktoru migrace
makrofagh  (MIF), také znamému jako Pro-Leu-GlyNHz, tj. L-prolyl-L-
leucylglycinamid. Pouziti samotné MIF jako terapeutického ¢inidla je nemozné kvili
jeho rychlé¢ enzymatické hydrolyze. Alaptid byl vybran ztady pfipravenych
spiroderivatl jako nejvyhodnéjsiho analogu MIF z hlediska enzymatické stability a jeho
farmakodynamického profilu. Alaptid vykazuje vyznamné lé¢ebné ucinky v riznych
terapeutickych oblastech na experimentalnich zvifecich modelech. VIiv alaptidu
na epidermalni regeneraci byl zkouman v fadé test. In vivo pokusy byly provedeny
S pouzitim prasat, U kterych byl alaptid aplikovan pii experimentalnim poskozeni, a byla
pozorovana rychlej$i regenerace pokozky po aplikaci alaptidu. Podobné alaptid
zrychluje obnovu experimentalniho poskozeni kiize u potkant. Alaptid pravdépodobné
negativné ovliviiuje inhibici uvolniovani melanocyt-stimulujiciho hormonu, a tim
zvySuje koncentraci melanocytli v epidermis. Melanocyty vyznamné ovliviiuji tvorbu
a funkci keratinocytii prostfednictvim melanosomi. Keratinocyty migruji ze stratum
basale do stratum spinosum a ze stratum granulosum do stratum corneum, kde
podporuji regeneraci epidermis (viz Obr. 8). [57]

Alaptid na zdklad¢ hojného poctu riznych studii vykazuje velky potencial
pro 1é¢bu ¢i regeneraci lokaln¢ poranéné kiize nebo sliznice. Alaptid vSak vykazuje
nizkou rozpustnost, a tedy i bio dostupnost. Rozpustnost alaptidu ve vodé je 0,1104 g
ve 100 ml, vethanolu 0,1011 g ve 100 ml a ve smési voda/ethanol je rozpustnost
0,3601 g ve 100 ml. [57]
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Obr. 8: Schéma lidské kiize [58]

2.9 Sorpce ionti kovii

Konven¢ni zplsoby odstrafiovani tézkych kovl zahrnuji chemické sraZeni,
iontovou vyménu, elektrodialyzaci, membranové separace, reverzni osmozu a extrakci
rozpoustédlem. V soucasnosti se hledaji nové, efektivni a ekonomické technologie,
které zahrnuji odstrafiovani toxickych kovovych ionti z odpadnich vod (biosorpci),
zalozené na vazebnych kapacitich riznych biologickych materidld s malymi nebo
Zzadnymi naklady. [58]

Jak jiz bylo zminéno diive, CMC se srazi se v pritomnosti soli s oxidacnim
C¢islem 2 a 3. Nahradou alkalickych iontt vodikovymi vznika nerozpustna kysela forma
CMC. Je znamo, Ze sodna stil CMC je derivat celulozy, ktery je bezbarvy, bez zapachu
a chuti, je fyziologicky inertni, chemicky stabilni, neni nebezpecny pro zdravi a Zivotni
prostiedi a je rozpustny ve vodeé. Ma také dobrou komplexacni schopnost pro nékteré
kovové ionty a je vyuzivana jako makromolekularni komplexacéni ¢inidlo pro selektivni
odstranéni médi z vody v komplexotvorném mikrofiltraénim procesu. [59]

Je znamo, ze ionty tézkych kovl jsou piili§ malé, aby byly membranou

zadrZzeny. V procesu komplexa¢ni-mikrofiltrace jsou nejprve ionty tézkych kovu
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komplexovany makro ligandem, aby se zvysila jejich molekulova hmotnost tak, Ze maji
velikost vEtsi nez pory vybrané membrany, ktera je nasledné mtze zadrzet. [59]

Vicemocné kovy mohou byt vazany na rizné typy funkcnich skupin. Kovové
ionty jsou na karboxymethylcelulézu vazany piedevsim diky — COOH a — OH vazbam.
Dle studie Martyniukové a Wigckovské [58], ktera se zabyvala adsorpci kovovych iontil
na huminové kyseliny, které byly extrahovany z hnédého uhli, vychézi, ze se zvySujicim
se pH roste pravdépodobnost uskute¢néni vazby piechodného kovu s karboxylovou
skupinou a zvysuje se také rychlost jejich interakei. Pii pH < 5 jen cast celkového poctu
— COOH skupin reaguje s kovovymi ionty a pii pH 6 — 7 jsou vSechny karboxylové
skupiny navazany na kovové ionty. [60]

Komplexy s kovy jsou vétSinou zéporné nabité. Rozpustnost komplexii
s vicemocnymi ionty zavisi na hmotnostnim poméru obou slozek. Cim je pomémé
zastoupeni kationtu vyssi, tim je rozpustnost komplexu nizsi. V souladu s teorii HSAB
(tvrdych a mékkych kyselin a zasad), Cu?* a Pb?* ionty interaguji s CMC pfes atomy
O a N a tvoii tak stabilni komplexy. [61] [62] [63] [64] [65] [66]
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3 Experimentalni ¢ast
V této kapitole je v kratkosti popsan postup feSeni prace, véetné metod piipravy,
sitovani a modifikaci vzorkii. RovnéZz je popsana zakladni charakteristika metod

hodnoceni.

3.1 Pouzité vychozi materialy
o Sodna sl CMC v praskové formé (CMC-Na* - MW 250 000, DS 0,7)
- 0d firmy VWR, katalogové &islo : 9004-32-4, Cistota 99,5 %

. Sodna stil CMC ve vlakenné form& (CMC-Na*- pH 6,5 -7,0; DS 0,22 - 0,35)
o Kysela forma CMC ve vlakenné formé (pH 4,0 — 4,3; DS 0,36 — 0,38)
- Obe¢ vlakenné formy CMC byly vyrobeny v poloprovoznich podminkach firmou
Holzbecher s.r.0. metodou, ktera je popsana V kapitole o vyrobé CMC. V obou

ptipadech se jedna o plosnou netkanou textilii typu spunlace o plosné hmotnosti

60 g-m.
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Obr. 9: Ukdzka pouzité praskové sodné soli Obr. 10: Ukdzka pouzité vidkenné formy CMC
CMC

3.1.1 Dalsi pomocné chemikalie

1,4-butanediol diglycidyl ether > 95 % (BDDGE) — Sigma Aldrich
Kyselina jantarova p.a. — Verkon

Kyselina citronova > 95 % — Sigma Aldrich

Etylen-dimetakrylat > 98 % (EDMA) — Sigma Aldrich
2,2"-azobisisobutyronitril > 98 % (AIBN) — Sigma Aldrich
Kationaktivni prostiedek (Syntefix R) — Enaspol a.s
Epichlorhydrin p.a. — Sigma Aldrich

Dusicnan stitbrny — Lachema n.p. Brno — CSN 684421

Kyselina askorbovd p.a. — Sigma Aldrich
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Siran meéd'naty pentahydrat p.a. — Lachner

Octan olovnaty p.a. — Lachner

Chlorid cinaty p.a. — Lachner

Sodium 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[ (phenylamino)-carbonyl]-2H-
tetrazolium (XTT) — Thermo Fischer Scientific

N-methyl dibenzopyrazine methyl sulfate >98 % (PMS) — Sigma Aldrich

Yeast extract — Sigma Aldrich

Peptone G — Sigma Aldrich

SYTO 9 — Thermo Fischer Scientific

BSM (minerdlni médium) — Sigma Aldrich

Fibroblast Growth Kit-Low — ATCC

Fibroblast Basal Medium — ATCC

3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- difenyltetrazolium bromid (MTT) — Thermo Fischer
Scientific

chlorid sodny p.a.— Verkon

chlorid draselny p.a.— Verkon

chlorid vapenaty bezvody p.a.— Verkon

chlorid horecnaty p.a— Verkon

hydrogenfosforecnan sodny p.a.— \Verkon

dihydrogenfosforecnan draselny p.a. — Verkon

3.2 Metody pripravy roztoki

Sodna sl CMC byla pouzita v praskové formé (CMC-Na*, DS 0,7). Sul byla
rozmichéana ve vodé k dosazeni koncentrace 20 ¢i 30 g-I"h. Roztok byl rozmichan
pomoci laboratorniho hiidelového michadla Heidolph RZR 2051 po dobu 15 minut,
poté se roztok ponechal 3 dny odlezet, aby byl roztok homogenni a CMC se tpln¢
rozpustila.

Dalsi pouzitou variantou byla vyroba filmu zrozpusténé sodné soli CMC
ve vlakenné podobé (pH 6,6; DS 0,35). Netkana textilie byla rozmichana ve vodé
k dosazeni koncentrace 17 g-I™.

Do obou zminénych variant bylo mozné pfidat glycerin, filmy poté byly tvarné

a pruzné.

51



3.2.1 Metody pripravy filmi

Z vyse popsanych roztokt byly ptipraveny filmy vylitim piesné¢ definovaného
mnozstvi do plastové petriho misky. Mnozstvi pouzitého gelového roztoku bylo
odvozeno od velikosti misek, tak aby se zachovala stejna tloustka filmt po vyschnuti

roztoku. Schnuti probihalo za bézné laboratorni teploty i vihkosti.

3.3 Sitovani
Sitovani bylo provadéno za tucelem vytvofeni hydrogelu s optimdlnimi
vlastnostmi. Preferovanym pozadavkem vSech experimenti bylo dosahnuti vysoké

v v

¢i filmech praskové formy sodné soli CMC.
3.3.1 Fyzikalnimi metodami

3.3.1.1 Mrazici cykly

Prvnim zvolenym zpisobem sitovani vzorkd byla v praci pouzita metoda,
spocivajici 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 o fyzikalnim sitovani, pficemz podminky experimentu byly
modifikovany.

Vzorky filmi o definované hmotnosti byly pfed umisténim do mraziciho boxu
smoceny destilovanou vodou o definovaném objemu. Casovy interval 1 cyklu trval

16 hodin (8 hod. v chladu, 8 hod. pfi pokojové teploté). Pocet testovanych cykli 1 — 10.

3.3.1.2 Vysokou teplotou

Dalsi zplsob sitovani spocival v expozici vzorkll filmi zvySenym teplotam.
Testované teploty byly 150 — 200 °C. Testovan byl i vliv doby ptisobeni tepla na stupen
zesiteéni.

CMC je rozpustna ve vodé, a proto je nutno ji stabilizovat. Z divodu
pfedpokladaného pouziti v mediciné bylo nutné se vyhnout pouziti chemickych
snovadel, proto k zesiteni byla pouzita tepelna fixace. Ktera je zaloZena na zesileni

esterovych skupin v CMC a odstranéni karboxymethylovych skupin z CMC.
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3.3.2 Chemickymi ¢inidly

3.3.2.11,4-butanediol diglycidyl ether (BDDGE) [67]

V experimentu byl pro pfipravu filmd vyuzit roztok &ist¢ CMC (30 g-1?),
1,4 butanediol diglycidyl ether a 10 % roztok persiranu draselného (K2S20g). BDDGE
byl vic¢i CMC a persiranu davkovan v riznych koncentracich (do 20 ml roztoku CMC
bylo piidano 0,2 ml persiranu draselného a 0,02 — 1 ml BDDGE). Reakéni teplota 80 °C
po dobu 1 hodiny.

3.3.2.2 Karboxylové kyseliny

Karboxylové kyseliny byly pro sitovani zvoleny diky jejich po¢tu — COOH
skupin. Pro sitovani je zapottebi, aby kyseliny, kterymi chceme dosédhnout zesiténi,
mély 2 a vice — COOH skupin. Pfi reakci karboxylovych kyselin a CMC dochazi k tzv.
esterifikaci. Kreakci byly pouzity kyselina citronova a jantarova o rdznych
koncentracich. Reakéni teploty 130 °C na dobu 10 minut, poté se teplota snizila
na 80 °C po dobu 1 hodiny. Testovan byl vliv pouzitétho mnozstvi kyselin na stupen
zesiténi (0,015 — 1,00 g/0,045 g CMC).

3.3.2.3 Kationaktivni prostfedek

KP neni stejné jako EDMA + AIBN Kklasické sitovadlo, ale diky jeho pouZiti
dojde k deaktivaci — COOH skupin coz omezuje ptistup vody k CMC. Pouzité
koncentrace KP 10 — 100 g-It. Film CMC byl v roztoku KP, u v$ech testovanych

koncentracich, ponofen po dobu 1 hodiny.

3.3.2.4 Etylen-dimetakrylat/2,2'-azobisisobutyronitril (EDMA/AIBN) [68]

Mezi  sitovacim  ¢inidlem EDMA a  aktivatorem  AIBN  doslo
k radikalové polymeraci. Pfi této reakci doslo k aktivaci dvojné vazby molekuly
monomeru. AIBN se disledkem zahtati v horkovzdusné susarné (70 °C) rozpadlo
na radikaly, které zanikly a vytvofily se dvojné vazby nenasyceného monomeru.
Rychlost celé polymerace je zavisla na ¢asu rozpadu aktivacni latky, teploté a stabilité

jednotlivych radikald. Sledovan byl vliv reakéni doby na stupen zesiténi (1 — 10 hodin).
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3.3.2.5 Epichlorhydrin

Pro porovnani byl proveden i experiment s epichlorhydrinem. Bylo smichéno
5 g suchého granulatu NaCMC a 50 g 17,5 % hydroxidu sodného (NaOH). Tento roztok
bylo zapotiebi zahtat na 50 °C a za stalého michani zahtivat po dobu 20 minut. Poté se
do zahiaté smési ptidalo 50 g epichlorhydrinu a 50 g amoniaku (NH3). Reak¢ni teplota
40 °C po dobu 4 hodin. Vysledny gel bylo nutné piefiltrovat pomoci ethanolu.

3.3.3 Radia¢ni

3.3.3.1.1 Sifovani gama zdaienim

Ozatfovani vzorkli neprobihalo na akademické padé TUL, ale ve spolupraci
s firmou UJV Rez, as. Pouzit byl intenzivni zdroj uzkého svazku gama zéfeni
radioizotopu ®°Co v ochranném obalu. Sitovani pomoci gama zéafeni bylo provedeno
na vzorcich filmu, roztokl i netkanych textilii. Davky ozafeni byly stanoveny na 5, 10,
15, 20 a 25 kGy.

3.3.3.1.2 Sitovdni plazmatem

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

3.4 Ptiprava 3D mikroporézni struktury

V prvni studii byl pouzit laboratorni lyofilizator Krista, typ Epsilon 2 - 6D,
nosi¢e 0 celkové plose 0,27 m? (VUOS a.s.). Vsechny dalsi experimenty byly jiz
zhotovovany pomoci lyofilizatoru Telstar lyoQuest -85 (TUL). Lyofilizace byla
provedena na vzorcich filmu, roztokt i netkanych textilii. Mimo podminek lyofilizace
(tlak, cas, teplota) na vyslednou strukturu materidlu ma vyrazny vliv stupen substituce,

doba ponoteni a forma CMC.

3.5 Modifikace pomoci nanoc¢astic stribra
Modifikace byla provedena na vzorcich roztokil, netkanych textilii a poptipadé
dalsich substratli, na které¢ se nanesl roztok CMC. V rdmci této studie bylo pracovano

s krystalky dusi¢nanu stiibrného (AgNQO3), ktery byl rozpustén ve vodé ¢i v roztoku
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CMC. Testované koncentrace 0,1 — 2 g-I"t. Redukce nanocastic stiibra z dusi¢nanu
sttibrného byla provedena riiznymi zptsoby:
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.
- Osram Ultra Vitalux: | = 204,00 [W-m?]
Pro porovnani:
- Denni svétlo (zima): I = 300,00 [W-m~]
- Denni svétlo (zamra¢eno): | = 100,00 [W-m?]

3) kyselinou askorbovou (CsHgOs).

3.6 Priprava vzorki pro sorpci ionti kovii

Normovana doprovodna tkanina z polyesterové stiize (CSN 80 01 08) byla
povrstvena vodnym roztokem CMC, vzorek se nasledné nechal pfiblizné¢ 5 minut stat.
Poté byl proveden odmack pomoci fularu Werner Mathis AG CH - 8156 pii rychlosti
1m-s? a tlaku 4 bary. Nasledn& byl vzorek opét umistén do su$arny, kde zlstal pfi
teploté 105 °C do dosazeni konstantni hmotnosti.

Pro ucely téchto experimentl byla pouzita sodné stil CMC s molarni hmotnosti
250 000, stfedni viskozitou a stupném substituce 0,7 a 0,9. Byly pouzity roztoky sodné

soli CMC s koncentraci 30 g-I"%. K p¥ipravé roztokd byla pouzita destilovana voda.
3.6.1 Vlastnosti pouzitych slouc¢enin

3.6.1.1 Vlastnosti siranu méd’natého

Vv

Siran méd’naty (CuSO4) je nejbéznéjsi sloucenina meédi. Pentahydrat siranu
meéd’natého je znam pod nazvem modra skalice. V bezvodém stavu tvoti bily prasek,
ktery pfijimanim vody modra. Proto se jej uziva k dikazu vody v organickych
kapalinach nebo jako suSidla. Siran médnaty je pfirozené se vyskytujici sloucenina,
nerozklada se pfi normalnich podminkach prostfedi. Je siln¢ reaktivni s jinymi kovy,

jako je ocel, zelezo a hot¢ik. Smrtelna davka pro ¢lovéka je 50 g.

3.6.1.2 Vlastnosti octanu olovnatého

Octan olovnaty trihydrat ((CH3COO)2Pb-3H20) se vyskytuje ve formé

bezbarvého ¢i bilého prasku, granuli nebo krystald. Ma slabé zapachajici po kyseliné
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octové a nasladlou chut. Je dobfe rozpustny ve vodé¢ aglycerolu, hiufe pak
v ethanolu a acetonu. Je velmi nebezpecny: 2 — 3 g vyvolaji tézkou otravu. Smrtelna
davka pro Clovéka je 20 — 25 g.

3.6.1.3 Vlastnosti chloridu cinatého

Chlorid cinaty (SnCl2) je bila krystalicka latka rozpustna ve vodé. Bézné se
pouziva ochucovadlo, antioxidant a reduk¢ni ¢inidlo pouzivané pedevsim v napojich obsahujicich
oxid uhli¢ity. Byly u n¢j prokazany nezadouci G¢inky: pfi pokusech na zvifatech vykézal chlorid
cinaty celou fadu negativnich vedlejsich G¢inkti — odvapnéni kosti, poruchy krevniho obrazu,
hromadéni cinu ve slezing, zanéty a poSkozeni vnitinich organd a podobné. Smrtelna davka

pro ¢loveka je 50 g. [60]

3.7  Metody hodnoceni

3.7.1 Méreni obsahu ¢i uvolnovani stribra

3.7.1.11CP (OES, MS)

K analyzam byly vyuzity dva iontové chromatografy Perkin Elmer Optima 2100
DV a DIONEX ICS 90. Jedna se 0 spektrometrii s induk¢éné vazanou plazmou. Méfeni
anorganickych latek, kontaminanti ve velmi nizkych koncentracich. [69]
o ICP OES: Zikladem ICP analyzatoru je radiofrekvencni generator pracujici
na frekvenci 27 MHz nebo 40 MHz. Vykon tohoto generatoru se pohybuje kolem 1500
W a je vyzafen civkou, v jejiz ose je umistén kiemenny ,,plazmovy hotdk“. Timto
hotakem protéka argon vysoké Cistoty (zpravidla 99,999 %). Pro ,,zapaleni® plazmy je
do prostoru hofaku generovan vysokonapétovy jiskrovy vyboj. Tim vznikne primarni
ionizacni stopa. Uvolnéné elektrony jsou urychleny elektromagnetickym polem uvnitt
civky a pii srdzce s atomy argonu zpisobuji naslednou ionizaci. Vzniklad plazma je
prostorové vazéna a energeticky dotovana polem uvnitf civky. Plazma se vyznacuje
velmi vysokou teplotou (v nejteplejsi ¢asti i vice nez 10 000 K, vétSinou vsak 7 000 K
az 8 000 K). Do této plazmy je pomoci injektoru piivadén vzorek, ktery je predtim
pomoci zmlzovade (nebulizéru) pfeveden na aerosol. Aerosol se dostdva do mlzné
komory, kde se oddé¢li vétsi kapicky od mensich, a do hofaku se dostava pouze jeho
jemna frakce. V ,plamenu‘ plazmy dochéazi k ptfedavani energie do vzorku, coz ma

za nasledek fadu procesi — vysouSeni kapicek aerosolu, rozbiti chemickych vazeb,
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excitaci atomil, ionizaci (i vicendsobnou), excitaci iontli. Nasledné (v chladnéjsi Casti
plazmy) dochazi k deexcitaci excitovanych atomu a iontll a také k rekombinaci iontt.
V pribéhu deexcitace excitovanych atomi a iontl je pfebyteCnd energie vyzaiena
ve form¢ elektromagnetického zatfeni. Zareni je vedeno na monochromator. Zde je
rozlozeno na optickych c¢lenech (hranol a miizka) a nésledné¢ po prichodu ptes
fotonasobi¢ detekovano na detektoru, zpravidla na bazi CCD prvku. [69]

o ICP MS: Zpusob vnaseni vzorku do plazmy a uspotfadani plazmového hoiaku je
v tomto pifipadé¢ obdobné jako u ICP-OES. Technika hmotnostni spektrometrie vSak
nevyuziva elektromagnetické zaieni emitované vzorkem v plazmé, ale plazma je piimo
nasdvana pomoci specidlnich konusit do prostoru s vysokym stupném vakua
(pod 10 Pa). Zde pomoci iontové optiky dojde k odd€leni fotond a nenabitych Castic
od iontd. Tyto ionty jsou dale vedeny do kvadrupoélu, kde je vybran iont analyzovaného
prvku nazakladé poméru hmotnosti a naboje. Vybrané ionty jsou detekovany
po dopadu na fotonasobi¢. Technika ICP-MS umoziuje stanoveni i nékterych prvku,
které pomoci ICP-OES nejdou stanovit viibec nebo jen velmi obtizné, napt. sira nebo

fosfor (z divodu ¢ar v piilis vzdalené UV oblasti). [69]

3.7.1.2 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 syst¢tmem 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.

3.7.2 Méreni struktury

3.7.2.1 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,
tyto mikroskopy disponuji nejlepsi rozliSovaci schopnosti, kviili nizsi stabilité
elektronového svazku vsak nejsou piili§ vhodné pro analytické ucely (EBSD, WDX).
U tohoto typu katody dochazi ke studené emisi elektronu. [70]
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o Princip: Elektronové mikroskopy jsou také ,,optické™ zobrazovaci zafizeni,
ale namisto svételného zatfeni pouzivaji elektrickym polem urychleny svazek elektront.
Tyto elektrony prochazeji pies soustavu elektromagnetickych ¢oc¢ek. Aby nedochazelo
k ovliviiovani elektronti atmosférou, je cely systém, véetné vzorku, umistén ve vakuu.

Srdcem skenovaciho elektronového mikroskopu je elektronové délo, respektive
elektronova tryska. V tomto zafizeni vznikaji primérni elektrony. Elektronové dé€lo je
v zékladu tvofeno katodou. Ze zaporné nabité katody jsou elektrony emitovany smérem
ke kladné nabyté anod¢ (diky kladnému rozdilu potencidlu dodava katoda elektroniim
kinetickou energii). Elektrony, které maji spravny smér, jsou urychleny na dostate¢nou
rychlost, aby proletéli dale do tubusu. [70]

V tubusu elektrony prolétaji skrz elektromagnetické civky (solenoidy), jejichz
ucelem je fokusovat elektronovy svazek do roviny preparatu. Elektromagnetické pole,
vzniklé prichodem proudu vynutim civky, ovliviiuje drahu elektront. [70]

Aby svazek nedopadal pouze do jednoho bodu preparatu, je nutné s nim
pohybovat (rastrovat) a 0 to zajist'uji skenovaci civky. Cely systém jsou evakuovany
na nizky tlak (10— 107 Pa), aby nedochazelo k neziddoucim interakcim mezi elektrony
a molekulami plynu.

Primarni svazek elektronti dopada na zkoumany vzorek a postupné bod po bodu
pro skenuje celou plochu. [70]

Interakce primarniho elektronového svazku se vzorkem vyvold nékolik
fyzikélnich signalt. Vybrany signdl miiZzeme zachytit pfisluSnym detektorem. Kazdy
detektor ndm o vzorku tikd jinou informaci, napiiklad SE (Sesundary Electron) ukazuje
topograficky kontrast naproti tomu BSE (Back Scatere Electron) ukazuje chemicky
kontrast. [70]

3.7.2.2 E-SEM

Pro enviromentalni SEM analyzu nebyla vyuzita zadna specialni Giprava vzorkt
(Iyofilizace, dehydratace alkoholovou fadou) z divodu moZznosti Upravy struktury
¢i vlastnosti testovanych vzorki.

Samotné testovani vzorkid probéhlo pomoci skenovaciho elektronového
mikroskopu FEI QUANTA FEG 250, méfeni bylo provozovano v E-SEM mddu
s pouzitim SE detektoru (LFD, GSED). Vzorky byly ptfedchlazeny na teplotu

-5 az -7 °C. Tlak v komofte byl nastaven na 100 Pa. Ovladani mikroskopu a zpracovani
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snimkd bylo uskute¢néno pomoci softwaru xT microscope control v6.2.4. build
3069-supervisor.
Testované vzorky o rozméru 1-1 cm byly ponofeny do rustového média

s bunikami fibroblastti (2 ml), poté byly ponechdny v inkubatoru po dobu 48 hodin.

3.7.2.3 Mikroskopie atomarnich sil AFM

Mikroskopie atomarnich sil, ktera se vyuziva k redlnému nasnimani topografie

povrchu s moznosti 3D zobrazeni. Mikroskop rastrujici sondy pracuje na uplné
odlisném principu nez svételné mikroskopy a skenovaci elektronové mikroskopy. Jak
jiz vlastni ndzev napovidd, je povrch zkoumaného vzorku sniman pomoci sondy. Tato
sonda se pohybuje v tésné blizkosti (fadové 100 nm) nad povrchem, kde pusobi
meziatomarni sily. Ke sniméani povrchu dochdzi postupné po fadcich. Vysledny snimek
je slozen pravé z téchto fadka. Diky tomu, ze se sonda pohybuje v takovéto blizkosti
povrchu, Ize dosdhnout velmi velkého rozliSeni a to tzv. subatomarniho rozliSeni.
Analyzy provedeny na piistroji JPK NanoWizard Il1. [71]
o Princip: Velmi ostry hrot se pohybuje nad vzorkem a je odpuzovan
¢i ptitahovan vzorkem. Specidlni hroty, tzv. cantilevery jsou nejcastéji vyrobeny
z ktemiku, respektive diamantu. Zaobleni hrotu se pohybuje kolem 10 nm, pfi pouziti
tzv. supersharp cantileveru se zaobleni téchto hrotd pohybuje v fadu nékolika atomu
(nejcastéji 4 atomy). Mikroskopie atomdarnich sil skenuje ve dvou zékladnich rezimech,
a to v kontaktnim a bezkontaktnim modu. Néekteti vyrobci podporuji navic tzv.
interminent contact. Tento rezim je dan jednak typem, respektive tuhosti a délkou
raménka na cantileveru, a jednak vzdalenosti hrotu od zkoumaného vzorku. [71]

Pii skenovani v kontaktnim rezimu se cantilever pohybuje blize k povrchu
vzorku, nez je tomu u bezkontaktniho rezimu, a ptsobi na ného odpudivé Van der
Waalsovy sily (v bezkontaktnim rezimu na hrot pusobi pfitazlivé Van der Waalsovy
sily). [71]

3.7.2.4 Transmisni elektronova mikroskopie TEM

Transmisni elektronova mikroskopie byla provedena na pfistroji JEOL 1011
vybaveném CCD kamerou Veleta (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH). Tato
metoda umoziuje pozorovani vzorku tloustky v fadu 100 nm pii vysokém zvétSeni
(azasi 10° arozliseni (v fadu nékolika desetin nm). TEM je obdobou svételného

mikroskopu. Svételny zdroj optického mikroskopu je zde nahrazen zdrojem elektronli
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(elektronovym délem: stovky KkV), sklenéné cocky jsou nahrazeny cockami
elektromagnetickymi a misto okularu je zde fluorescencni stinitko. Cela draha elektronti
od elektronového dé€la az po stinitko musi byt ve vakuu. Vakuum je zde nutné hned
z n€kolika divodu. Prvnim z nich je, ze ve vzduchu by elektron byl absorbovan.
Druhym, neméné dilezitym divodem, jsou molekuly obsazené ve vzduchu. Ty by
zpusobily kontaminaci tubusu a vzorku. Vysledny obraz je pak pozorovan pies okno

Vv projekéni komoie (na fluorescenénim stinitku). [72]
3.7.3 Testovani stupné zesiténi

3.7.3.1 Méfeni absorpce a rozpustnosti

Testovani probihalo namacenim vzorku v Petriho miskach s destilovanou vodou.
Zaznamenavany byly vahové zmény vzorkll. Z naméfenych hodnot byly vypocteny
Absorpce a rozpustnost. Experiment byl realizovan za béznych teplotnich i vlhkostnich

laboratornich podminek.

% Rozpustnost = (M2—M31)/M2-100 (12)
% Absorpce = (M3—M2)/M2-100 (13)
kde: M- hmotnost po namoceni a suseni, M>- hmotnost vzduchosuchého vzorku

Ms — hmotnost po namoceni

Pti navrhu kinetickych modelid aproximujicich bobtnani a rozpustnost CMC byly

pouzity jednoduché exponencialni vztahy pouZivané napi. v popisu kinetiky barviciho

procesu.
1) My(t)/Mp= (My o/Mp) - (1-e™) (14)
2) My(t)/Mp = (My oo/Mp) - (V1-e*9) (15)

kde: M, - hmotnost vody, M, - hmotnost polymeru

k - rychlostni konstanta, t — Cas

Druhy model vychazi dle hodnoceni pomoci metody nejmensich ctvercu 1épe.

Z toho divodu jsou data absorpce a rozpustnosti aproximovana prave timto modelem.

3.7.3.2 Testovani 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 navodt pro stanoveni obsahu gelu (rozpustnosti)
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polymernich materiali. Parametry dané normy byly upraveny pro potteby hodnoceni
vzorkli z CMC. Testovani probihalo ve fyziologickém roztoku. K testovani vzorki byl

pouzit piistroj s termostatickou lazni, ktera byla nastavena na teplotu 37 + 2 °C.
3.7.4 Testovani antibakterialnich vlastnosti

3.7.4.1 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.

3.7.4.2 AATCC Method 147-2004

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

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

3.7.4.3 Test viability na zakladé neporusenosti plazmatické membrany

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

. Live/dead BacLight™ Bacterial Viability Kit je vhodnd a snadno pouZitelna
souprava pro monitorovani zivotaschopnosti bakteridlni populace v zavislosti
na integrit¢ membrany buiiky. Builky s naruSenou membréanou, které jsou povazovany
za mrtvé nebo umirajici se zbarvi Cervené€, zatimco buiiky s neporuSenou membranou
se zbarvi zelen¢. Obsahuje barviva Syto 9 a propidium iodide.
Kit obsahuje: SYTO 9: 1,67 mM / Propidium iodide 1,67 mM (komponenta A), 300 pl
roztoku v DMSO
SYTO 9 dye: 1,67 mM / Propidium iodide, 18,3 mM (komponenta B),
300 pl roztoku v DMSO
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Syto 9 - volné pronikd do vSech bunék a po vazbé na NK emituje fluorescenci
Vv zelené oblasti spektra. Barviva se davkuji v poméru 1:1 (komponenta A/komponenta
B). 3 ul barviv/1ml bakterii.

o Médium pro rast bakterii
Lysogeny Broth medium (LB):
1 % Peptone G, 1 % Yeast extract, 0,5 % NaCl

o Peptone G - Pancreatic Digest of Gelatin, je enzymaticky St€pena Zelatiny pro
pouziti pii pfipravé mikrobiologickych kultivatnich médii. Je zdroj dusiku,
aminokyselin, vitamini a uhliku k zajisténi konzistentniho rustu v mikrobiologickych
kultiva¢nich médiich.
Chemickeé slozend: Celkovy dusik: min. 15,5 %
Amino dusik: min. 2,5 %
popel: <6,5 %
vlhkost: < 6,0 %
pH (2 % roztok): 6,8 £ 0,5
o Yeast extract — extrakt z kvasnic, ve formé suseného drozd’ového autolyzatu.
Vznika zpracovanim kvasnicovych vyrobkl extrakci obsahu bunck (odstranéni bunécné
stény). Je zdrojem dusiku a vitamind.
Chemické slozeni: Celkovy dusik: min. 11,5 %
Amino Nitrogen: min. 6,1 %
pH (2 % roztok): 7,0 £ 0,2
o NaCl — chlorid sodny min. 99,5 %

Jednotlivé komponenty se navazily a zalily ¢asti vody, pomoci magnetického
michadla se roztok dobie promisil. Dobfe rozmichany roztok se poté zalil zbytkem
vody. 200 ml roztoku se prelilo do Erlenmeyerovy banky. Baika s roztokem se poté
zaSpuntovala pomoci bavinéné vaty a piekryla alobalem. Takto pfipravené banky
s médii se poté umistily do laboratorniho autoklavu, kde se ponechaly pfi teploté 126 °C
sterilizovat cca 35 minut. Média se nechaly nasledné vychladnout a ulozily se do temné,

chlazené mistnosti. Pfed pouzitim byly banky umistény do inkubatoru na cca 30 minut.
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3.7.4.4 Test biocidity/biodegradability

Respiracni aktivita bakterii byla méfena na pfistroji  Micro-Oxymax
Respirometer-Columbus Instruments International. K testovani metabolické aktivity
bakterialni populace bylo vyuzito respirometrické metody (hodnoceni Oz, CO2, CHa).
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-mlIY). Priddano 0,243 g-I? glukdzy, provedeno v BSM (minerdlni

médium).

3.7.4.4.1 Fluorescenéni mikroskopie

Fluorescencni mikroskopie je velmi cennym nastrojem pro studium bunck
a bunéénych casti mikroorgasnismil. Fluorescenéni mikroskopy vyuzivaji schopnost
nékterych latek absorbovat svétlo o urcité vinové délce a toto svétlo nasledné emitovat
jako viditelné svétlo o delsi vinové délce. VétSinou se vyuziva dlouhovinného
ultrafialového zafeni a ptilehlé oblasti viditelného spektra emitovaného halogenovymi
lampami. Ultrafialovému svétlu musi byt pfizptisobena optika kondenzoru, zbytek
optického systému je stejny jako u bézného optického mikroskopu. Jeho odliSnosti je
pouze doplnéni o velice silny zdroj svétla a dva typy filtri. Prvni sada filtrd je umisténa
mezi zdroj svétla a vzorek (umoznuje excitovat jednotlivé fluorofory svétlem
0 vybranych vlnovych délkach), druha pak vpousti do objektivu svétlo, které bylo
emitovano pfislusnym fluoroforem (bariérovy chréanici lidsky zrak pfed zbytkovym UV
zatenim). [74]

Pouzitim vhodnych fluoroforti je mozné rozlisit jednotlivé bunééné prvky a také
rozlisit zivé a mrtvé bunky. Fluorofory jsou latky, jejichZ podstatou je absorpce svétla
urcité vinové délky a nasledna schopnost emitovat svétlo o del$i vinové délce. Mizeme
je rozdélit do dvou zakladnich tfid, na vnitini fluorofory schopné vlastni fluorescence,
které se v piirodé vyskytuji pfirozené a na vnéjsi fluorofory, které jsou piidavany
ke vzorkim. [74]

Fluorescence je typickou vlastnosti pro fluorescencni barviva nebo fluorofory
(ethidium bromide, propidium iodide), které obsahuji aromatické uhlovodiky nebo
heterocykly. Excitace a emise hraji dilezitou roli u fluorescen¢nich barviv, pro kazdé

barvivo je charakteristické urcité excitacni a emisni spektrum. [74]
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Obecnou komplikaci fluorescen¢ni mikroskopie je to, ze fluorofory jsou
intenzivnim zafenim rozklddany a ztradceji schopnost absorpce a emise
— tzv. fotobleaching. Pii absorpcich a naslednych emisich navic dochazi k uvoliovani
volnych radikald, které mohou poskozovat fluorofory, zptisobovat tak fotobleaching
a Vv neposledni fadé negativné ovliviiuji zivotaschopnost bunék. Pfi praci se Zivymi
bunikami je proto zasadni (zvlasté pro dlouhodoba pozorovani) omezit jejich expozici
svételnym zafenim z vysokoenergetickych zdrojii. Toho je mozné dosahnout vyuzitim
clon vpoustéjicich do objektu excitacni svétlo pouze pii expozici a co nejcitlivéjSich
kamer nebo fotonasobicl. Standardni soucésti fluorescencni mikroskopie je vyuziti
softwaru pro obrazovou analyzu, ktery umoziluje zpracovavat obrazovy vystup

kvantitativnim i kvalitativnim zptasobem. [74] [75] [76]
3.7.5 Testovani toxicity

3.7.5.1 Piiprava bunék

Bunky pouzivané pro testovani byly buniky lidskych koznich fibroblast. Tyto

buiky byly zvoleny s ohledem na piedpokladanou aplikaci materialti pii hojeni ran.

3.7.5.1.1 Fibroblasty

Fibroblasty, S§tihl¢ vietenovit¢ buiky s uniformnimi jadry a jemnym
chromatinem jsou jednou z hlavnich slozek bunécéného tkanového mikroprostiedi,
pfi¢emz jejich zékladni funkci je udrZeni tkanové homeostazy a celistvosti zdravych
tkani. Fibroblasty se vyznamn¢ uplatiiuji v procesech tkanové reparace. Fibroblasty se
vyznamné podileji na procesech hojeni, kdy jsou hlavnim mediatorem vzniku fibrézy
ajizveni tkdn€. Do okoli produkuje extracelularni matrix, tedy mezibunéénou hmotu
aruzna vlakna jako napiiklad kolagen. Délka bunék roste sdobou Kkultivace
(3 hod. —50 um, 48 hod. — 150 um). [77] [78]

Pro testovani byly pouzity 1) primarni kozni fibroblasty dospélého c¢lovéka
(ATCC® PCS-201-012™), které jsou bipolarni a refraktilni a 2) mysi fibroblasty 3T3
fibroblasty (ATCC, pasaz 7).
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3.7.5.1.2 Riustové médium

Pro tvorbu riastového média byl

pouzit Fibroblast

Growth Kit-Low

(ATCC®PCS-201-041). Do lahve s Fibroblast Basal Medium (ATCC® PCS-201-030:

480 ml) bylo ptidano:

Tab. 1: Komponenty pro riistové médium

Komponenta Objem [ml] Vysledna koncentrace
rh FGF b 0,50 5 ug'ml?t
L-glutamine 18,75 7,5 mM

Kyselina askorbova 0,50 50 ug-mil?
Hemisukcinat hydrokortizonu 0,50 1 pg'mil?

rh Insulin 0,50 5 pg'ml?

Fetal Bovine Serum 10,00 2%

3.7.5.1.3 Kultivace a pasdZovdni bunék

Kultivace bunék fibroblastii probihalo v kultiva¢nich nadobach s rastovym
médiem v inkubatoru (5 % COg, 37 °C, relativni vlhkost 90 %).

Z kultivaéni nadoby s médiem a bunkami bylo pomoci odsdvacky vysato
médium. Kultiva¢ni nadoba byla 2x proplachnuta 5 ml PBS (Phosphate Buffred Saline).
Do kultivaéni nadoby se ptidal trypsin a nadoba se umistila na 5 minut do inkubétoru.
Po vyjmuti nadoby z inkubatoru bylo nutné¢ nadobou kyvat, aby se buiiky fibroblasti
dobte odlepily ode dna nadoby. Do kultivaéni nadoby s trypsinem se ptidalo 6 ml
ristového média. 2 ml takto pfipravené bunétné suspenze se pieneslo do nové
kultivacni nadoby, ve které jiz bylo pfedem doplnéno ristové médium (13 ml). Nadoba
S piepasazovanymi bunikami byla umisténa do inkubatoru.

PasaZovani bun¢k bylo vhodné provadét 1 — 2x tydné. Fibroblasty se mohou
pasazovat az 16X. PasaZovanim bunék se zajisti zadsobovani bun¢k proteiny, rlstovymi

faktory a adheznimi bilkoviny. Buiiky se daji dale testovat po 3 — 4 pasazich.

3.7.5.1.4 Pocitani bunéek pro ucely urceni koncentrace bunék

Pfesné stanoveni poctu bunék ve vzorku je v biologickych a medicinskych
oborech pro fadu postupti nezbytné. Pro urCeni koncentrace bun¢k v suspenzi se
vyuzivaji dva zdkladni pfistupy. Prvni vyuzivd specidlnich pocitacich komirek
ve spojeni se svételnou mikroskopii, druhy pfistup vyuzivd automatizovaného pocitani

za pomoci specialnich pfistroji. V ramci téchto experimentii byla vyuzivana metoda

65



prvni. Biirkerova pocitaci komurka je tvofena silnym podloznim sklem se dvéma
vyrytymi pocitacimi sit€émi s piesné danou plochou a hloubkou. Pocitaci sit” Biirkerovy
komiirky je tvofena 9 velkymi ¢tverci (kazdy o plose 1 mm?), které jsou dale rozdéleny
do 16 mensich &tverci (jejich plocha je 0,04 mm?).

Pfi pocitani bun¢k pomoci pocitaci komirky byl nejprve nanesen maly objem
(10 pl) testované bunééné suspenze mezi kryci a podlozni sklo. Takto pfipravena
pocitaci komitirka se vlozila do zorného pole svételného mikroskopu a po zaostfeni se
pristoupilo k samotnému pocitani ¢astic. Pi pocitani bun¢k pomoci pocitacich komurek
se zapocitavaji pouze ty, které se nachazeji uvniti ¢tverce (Ctverce jsou oddéleny
trojitou Carou) a buniky, které se z vnitini nebo vnéjsi strany dotykaji dvou stanovenych
stran (horni a levd). Tim se zabrani dvojimu pocitani castic.
o Pf. pramér napocitanych bunék je 37, coz znamena, ze v 1 ml bunétné
suspenze je 370 000 bunék. Pozadovana koncentrace bungk je 30 000-ml?. Mame
5 vzorki, na které chceme vysévat buniky — potiecbujeme 10 ml ristového média

s bunikami (vypocet viz rovnice 16 a 17).

Cl1-V1=C2-Vv2 (16)
370 000-V1=30000-10 @an
. V1= 1,7 ml buné¢né suspenze + 8,3 ml média

Obr. 11: Ukdzka pocitani bunék pomoci fluorescencniho mikroskopu

3.7.5.2 Stanoveni viability bunék - XTT

XTT metoda se pouziva pro stanoveni viability bunék. Solubilni slou¢enina XTT
(2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulpfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid) je v zivych
bunkach redukovana na ve vodé rozpustny oranzovy formazan. Stupen zabarveni
roztoku ziskaného redukci XTT je piimo Umérny poctu zivych bunck ve vzorku.

Absorbance pfi spektrofotometrickém stanoveni se méti pfi vinové délce 475 nm.
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3.7.5.2.1 Priprava extraktit

Extrakty byly pfipraveny dle normy PN-EN ISO 10993-12. Sterilni vzorky
0 definované velikosti byly ponofeny do 3 ml média. Takto pfipravené roztoky se
vzorky byly umistény do inkubatoru, kde byly ponechany po dobu 24 hodin.

Po uplynuti ¢asového intervalu byly vzorky z roztoku vyjmuty.

Tab. 2: Vhodné extrakéni poméry testovanych materidlii s riiznou tloustkou dle 1SO 10993-12

Tloust’ka Extrakéni pomér Material
(mm) +10 %
<05 6 cm?-ml?t Kov, synteticky polymer, keramika, kompozitni filmy
>0,5 3cm?-mlt Kov, synteticky polymer, keramika, kompozitni filmy, desky,
lisované vzorky

3.75.2.2 Test

Médium s buiikami 0 koncentraci 10° se po po¢itani rozdéli do malych 15 ml
falkon. Falkony se daji nasledné centrifugovat (3000, 5 min.). Poté se z falkon odsalo
médium a piidaly se extrakty vzorkd (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 pripravené desticky se nechaly inkubovat po dobu 48 hodin.
Po uplynuti doby inkubace se z jamek odsal extrakt a jednotlivé jamky se 2X promyly
pufrem. Poté se do kazdé jamky aplikovalo 50 pl reakéniho XTT kitu a desti¢ky se opét
vratily do inkubatoru na dobu 2 — 4 hodiny.

Specificka absorbance se poté vypocitala = Aszs(test)-Aszs(blank)-Asso(test)

3.7.5.2.2.1 Reakeéni kit

Do 5 ml XTT reaktantu se pridalo 0,1 ml aktivatoru.
-XTT = (sodium 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)-
carbonyl]-2H-tetrazolium) — inertni stl
- Aktivator (PMS) = (N-methyl dibenzopyrazine methyl sulfate) — funguje jako
pfechodovy prenase¢ elektroni. PMS pomahd fidit redukci XTT a formuje derivat

formazanu.
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3.7.5.3 Live/dead (Testy viability vyuZivajici aktivity esteraz)

Live/Dead test zkouma Zivotnost bunék. Ta se da mé&fit pomoci vitalnich barviv.
Pouzitymi vitalnimi barvivy v tomto experimentu byly Calcein AM (CssH6N2023) pro
zivé bunky (zelena fluorescence indikuje intracelularni esterazovou aktivitu) a Ethidium
bromide (C21H20BrN3) pro bunky mrtvé (Cervena fluorescence indikuje ztratu integrity

plasmatické membrany).
3.7.5.4 Testovani adheze a proliferace bunék

3.75.41 MTT

Je kolorimetricky test, ktery mefi metabolickou aktivitu bunék a je vhodny pro
analyzovani jejich proliferace, viability a cytotoxicity materidlu. Je zaloZen na redukci
Zluté solubilni tetrazoliové soli MTT (3-(4, -dimethylthiazol-2-yl)-
2,5 difenyltetrazolium bromid) na nerozpustny formazan, ktery je ve form¢ fialovych
krystalkli. Reakce probihd na mitochondridlni membrané vlivem mitochondrialnich
dehydrogenaz zivych bunék. Pocet zivych bunék je tedy indikovan mnozstvim
redukovaného MTT. Formazanové krystalky se nasledné rozpusti ptidanim okyselen¢ho

izopropanolu a spektrofotometricky se stanovi hodnota absorbance roztoku.
3.7.6 Termoizolacni vlastnosti

3.7.6.1 Méreni tepelné vodivosti ()), tepelné jimavosti (b) a tepelného odporu (r)

M¢feni bylo provedeno na piistroji ALAMBETA s tlakem 200 Pa. Méfeni
tepelnych vlastnosti na piistroji ALAMBETA spociva v prichodu tepelnych toku qi(t)
a g2(t) povrchy vzorku od neustaleného stavu k ustalenému (t1 je teplota métici hlavice,
t> je teplota vzorku, zakladny pfistroje). Piistroj ALAMBETA je pocitaem fizeny
poloautomat, ktery vypocita vSechny statistické parametry méfeni a obsahuje
autodiagnosticky program, ktery zabranuje chybnym operacim pfistroje.

o Tepelna vodivost: Soucinitel mérné tepelné vodivosti A predstavuje mnozstvi
tepla, které proteCe jednotkou délky za jednotku Casu a vytvoii rozdil teplot 1 K.
S rostouci teplotou, teplotni vodivost kles4, vysledna hodnota se déli 103, Materialy,
které maji vysokou hodnotu A se oznacuji jako vodice, materialy s nizkou hodnotou A
jako izolatory.

. Tepelna jimavost b je jediny parametr, ktery charakterizuje tepelny omak

a predstavuje mnozstvi tepla, které proteCe pii rozdilu teplot 1 K jednotkou plochy
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za jednotku c¢asu v dusledku akumulace tepla v jednotkovém objem u. Jako chladngjsi
pocitujeme hmatem ten material, ktery ma vétsi tepelnou jimavost (vEétsi b).

. Plosny odpor vedeni tepla r je dan pomérem tloustky materidlu a mérné
tepelné vodivosti. Udava, jaky odpor klade material proti prichodu tepla textilii.
ze nizka tepelna vodivost a vysoky tepelny odpor charakterizuji kvalitni tepelnou

izolaci.

3.7.6.2 Inovativni zafizeni pro méfeni termoizolacnich vlastnosti

Zatizeni vyuziva klimatiza¢ni komoru, ve které byl umistén duty valec, ktery byl
zahtfivan na teplotu 35 °C (simulace teploty lidské pokozky). Teplota materialu, ktery
byl umistén na valci, byla méfena pomoci digitalniho infraerveného teploméru.

Teplota v komote byla nastavena na —20 + 0,1 °C s 80 % vlhkosti.
3.7.7 Dalsi analyzy

3.7.7.1FTIR

Infracervend spektroskopie je analytickd technika uréenda predevsim
pro identifikaci a strukturni charakterizaci organickych sloucenin a stanoveni
anorganickych latek. Pti této metodé se méfi pohlceni infraderveného zafeni o rtizné
vlnové délce zkoumanym materialem. Analyzy byly provedeny na piistroji iN10 MX

s vedlejsim vzorkovacim prostorem 1210 FTIR.

3.7.7.2 Testovani prodySnosti

Mg¢teni prodysnosti byla provedena pomoci piistroje FX 3300 Air Permeability
Tester 111 od spolecnosti TexTest. Cela metodika méteni probihala v souladu s normou
EN/ISO 9237 (pouzity tlak 100 Pa).

3.7.7.3 Vypocetni tomografie (CT)

K analyze byl pouzit stolni mikro-tomograf SkyScan 1272, ktery je schopen
nedestruktivni analyzy a zobrazuje strukturu material (Image Pixel Size = 1,28 um;
Exposure = 530 ms; Source Voltage = 40 kV).

o Princip: M¢feni je zaloZzeno na absorpci rentgenového zafeni vzorkem
S pouzitim mnoha projekci a nasledného pocitacového zpracovani obrazu. Rentgenka

emituje Uzce kolimovany svazek zateni ve tvaru véjife, ktery prochazi vySetfovanym
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objektem a je registrovan sadou detektord pfeménujicich prosla kvanta rentgenového
zateni na elektricky signal, ktery je digitalizovan a dale zpracovavan. Komplet
.rentgenka — detektory” vykondva bé&hem expozice synchronni pohyb okolo
vysetiovaného objektu tak, ze rentgenka je vzdy na protilehlé stran¢ vySetfovaného

objektu nez detektory.

3.7.7.4 Zména jasu

Barevnost byla hodnocena métenim reflektance za pouziti spektrometru
Datacolor spectraflash 600.
o Princip: Reflektance je pomér intenzity svétla odrazeného od objektu k intenzité
svétla dopadajiciho na objekt. Reflektance tedy vyjadiuje, jak moc objekt svétlo o dané
vlnové délce odrazi. KdyZ tento parametr zjistime pro vSechny vlnové délky v intervalu

ptiblizn¢ 380 — 750 nm, tak tim ziskdme reflexni spektrum charakterizujici objekt.

3.7.7.5 Stanoveni molekulové hmotnosti viakennych forem CMC

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

Byla pouzita mobilni faze obsahujici 200 mM mravenéan amonny 25 mM TFA
a 5 % MeOH ve vodé okyselena kyselinou mravenci na pH 4. Rychlost pritoku mobilni
faze byla 0,6 ml-min™. Kolona byla udrzovéna pii teploté¢ 35 °C. Bylo nastiikovéano
30 pl vzorku. Teplota nebulizéru ELSD detektoru byla nastavena na 90 °C, teplota

evaporatoru na 80 °C. Pritok dusiku byl nastaven na 1,6 ml-min.
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4 Vysledky a vyhodnoceni

Cast s vysledky experimentt byla rozdélena do 7 kapitol z diivodu piehlednosti

dosazenych vysledki.

4.1 Sitovani CMC za ucelem vytvoreni hydrogelu s optimalnimi vlastnostmi

Testovani sitovani pomoci mrazicich cykli ukézalo, ze pocet mrazicich cykla,
po které je vzorek stiidavé vystaven chladu a teplu nema na stupen zesiténi vyrazny
vliv. Bez ohledu na pocet cykli byl stupen zesiténi spiSe ovlivnén mnozstvim vody,
ktera je ptidana pfed samotnym sitovanim. Pro nasledné porovnani byl vybran vzorek,
ktery obsahoval 1:1 (voda/CMC) a absolvoval 3 mrazici cykly.

Vysledky sitovani pomoci tepla (vzduchosuchéd susarna) poskytly optimalni
teplotu a cas 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 pii této metodé se podatilo
stanovit optimalni hodnotu pouzité koncentrace sit'ujiciho ¢inidla a to sice 0,06 g/ 20 ml
roztoku CMC s ohledem na nizkou rozpustnost takto ptipravené¢ho filmu. Toto sitovaci
¢inidlo bylo dale testovano pro jeho velky potencial ve zdravotnickych aplikacich. [79]

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

Pfi pouziti kationaktivniho prostiedku jako sitovaciho ¢inidla byly testovany
4 koncentrace roztoki KP, do kterych byl nasledné ponoten film z CMC. Jako
optimalni koncentrace pouzitého KP byla experimentalné stanovena hodnota 10 g-1-.

Z vysledkli experimentti pouziti EDMY jako sitovaciho ¢inidla a AIBN jako
reakéniho cinidla byla stanovena optimalni doba reakce na 2 hodiny s ohledem
na pomér absorpce/rozpustnosti.

Sitovani pomoci gama zafeni neposkytlo vysledky dle o¢ekavani (dle literatury).
Maximalni vySe davek ozafovani byla stanovena s ohledem na davky, které¢ se bézné
pouzivaji ke sterilizaci. Béhem ozafovani filmu a roztoki CMC doslo k degradaci

a materialy se po vloZeni do vody témé&f ihned rozpustily. U vzorkl netkanych textilii
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po ozatovani nedoslo k zadnym zménam v absorpci €i rozpustnosti. Vzorky sitované
s vyuzitim radia¢niho zafeni nebudou podrobeny dalSimu testovani.

Béhem experimentu s plazmatickym sitovanim vyplynulo, Zze vakuové plazma
poskytuje ucin€jsi sitovaci efekt nez plazma atmosférické. To je pravdépodobné
zpusobeno  vykonem plazmatu a Cistotou prostfedi. Nejlepsi  hodnoty

absorpce/rozpustnosti byly stanoveny pfi plazmovani po dobu 90 sekund.
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Graf 1: Absorpce CMC po sitovini vybranymi metodami

Neupraveny vzorek CMC filmu dosédhl hodnot absorpce cca 1500 %,
ale po 2 hodinach namaceni ve vod¢ se zacal rozpoustét. K tplnému rozpusténi doslo
po cca. 6 hodinach namaceni. Nejvyssich naméfenych hodnot absorpce po namoceni
ve vodé dosahl vzorek sitovany plazmou (pfiblizné 2 nasobek oproti neupravené CMC).
Druhé nejvyssi absorpce dosahl vzorek sitovany teplem (piiblizné 1,7 nasobek oproti
neupravené CMC). Z grafu 1 je rovnéz patrné, ze napf. vzorek upraveny kationaktivnim
prostfedkem dokéze absorbovat ptiblizné€ 5ti nasobek své ptivodni vahy, zatimco napf.

vzorek upraveny teplem dokaze absorbovat vice nez 20ti nasobek své piivodni vahy.
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Graf 2: Rozpustnost CMC po sitovani vybranymi metodami
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V Graf 2 lze vidét, ze nejnizsi rozpustnosti bylo dosazeno pomoci sitovani
mrazicimi cykly, kdy byla naméfena rozpustnost po 24 hodindch namoceni ve vodé
ptiblizné 5 %. Dalsi metody sitovani, Které vyrazné omezily rozpustnost CMC filmii,
byly metody vyuZzivajici kationaktivni prostiedek ateplo (15 % po 24 hodinach

namacent).

Tab. 3: Pomér absorpce/rozpustnost + smérodatna 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 (0,06g) 16,0+ 0,7
Kys. Citrénova (0,015g) 39,1+28
KP (10 g-I?) 38,7+0,3
EDMAV/AIBN (2 hod.) 13,6+2,0
Epichlorhydrin 115+0,8
Plazma (90 s.) 81,4+3,3

Z Tab. 3 je zfejmé, ze fyzikalni metody sitovani jsou z hlediska poméru

absorpce/rozpustnosti neju¢innéjsi sitovaci metody.

Tab. 4: Vysledky vybranych sitovadel na stuperi 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-I%) 49
Kyselina citronova (0,015 g) 42
Plazma (90 s) 78

Jako velice ucinna metoda sitovani se ukazala metoda s vyuzitim plazmatu
(viz Tab. 4). Z divodu nelehké interpretace chemické reakce, ktera pii plazmovani
vzorku nastala, byla pro jeji hydrofobni Gi¢inek provéfena i moznost, Ze Se na této reakci

muze podilet zména morfologie povrchu (viz Obr. 12 a Obr. 13).

73



1n84MV 6.746 deg

slow [um]

0deg

10
fast [um)

Obr. 12: Povrchova struktura plazmovaného vzorku (a) vlevo a (b) vpravo
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Obr. 13: Povrchova struktura neplazmovaného vzorku (a) vlevo a (b) vpravo

Z vyse uvedenych obrazkli je ziejmé, Ze po plazmovani doslo ke zméné
morfologie povrchu.

Tab. 5: Srovnani priismérnych hodnot obou zpiisobii méreni rozpustnosti
Cista | EDMA + Kys.
CMC AIBN citrénova

BDDGE | KP | Plazma

Rozpustnost 1 — voda [%6] 49 25 26 26 10 23

Rozpustnost 2 — fyziologicky roztok

) 54 49 58 58 51 22
(CSN EN ISO 10147) [%]
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Z Tab. 6 je patrny znac¢ny rozdil v naméfenych hodnotach, coz vyplyva
z rozdilnosti obou pouzitych metod méfeni rozpustnosti. A také tim, Zze rozpustnost

1 byla testovana ve vodném médiu, zatimco rozpustnost 2 ve fyziologickém roztoku.

Tab. 6. Hodnoceni stupné zesiténi méienim Kontakiniho vihlu (kapicka — 3 ul vody)

Kyselina
CMC c¢ista | BDDGE . EDMA+AIBN KP Plazma
citrébnova
Kontaktni thel [0] 67+2,1 | 41+24 66 + 3,2 67+25 52+25 |44+1,8

Obr. 14: Méreni kontaktniho uhlu za pouZiti barviva

Z duvodu naméfeni velkého kontaktniho thlu (viz Tab. 6) v piipadé neupravené
CMC, byl proveden experiment s vyuzitim modrého barviva ke zvyraznéni déje uvnitf
kapky (pifimé saturnové barvivo — modi LB). Z Obr. 14 je patrné, Ze na dné kapky
po képnuti na polymer (CMC) vznikd gel, takze plocha kapky lépe drzi, tudiz je
kontaktni uhel vétsi. Z této skutecnosti vyplyva, Ze menSi kontaktni thel v podstaté
znadi vys$$i stupen zesiténi, protoze se omezuje tvorba gelu v kapce.

Stupen zesiténi byl hodnocen i infra¢ervenou spektroskopii. Pro porovnani bylo

pomoci IC zméfeno spektrum celulézy a CMC viz Graf 3.

10 [Cakiosa tancaiD T Lberes
Foarox ety icelicse saTLrsat

os:
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‘e enuner sicm 1)

Graf 3: 1C spektrum CMC a celulézy
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Graf 4: Souhrnné spektrum chemicky a radiacné upravenych filmii

Z Graf 4 je patrné, ze v rozmezi vinovych délek 1000 — 1200 doslo k absorpci
cukri u testovanych vzorkd. V rozmezi 1200 — 1300 doslo k CH2 a CH absorpci.
Rozmezi vinovych délek 1550 — 1650 je nejdilezitéjSim intervalem daného spektra,
avSak tento interval je tézce interpretovatelny, nebot’ je tato oblast zaroven otiskem
palce. Vyraznéjsi rozdil ve spektrech je patrny u vzorku s BDDGE a to tim, ze doslo
vykazuje vyssi stupen zesiténi. V intervalu 1500 — 1900 doslo k absorpci dvojnych
vazeb u méfenych vzorkt a v rozmezi 3900 — 2500 doslo k tzv. valen¢ni vibraci vazeb
vodiku (— OH skupiny zde velmi ochotné vytvaii vodikové mustky poskytujici
tak velmi $iroky pas). Ve spektrech jsou patrné zmény V typu a celkovém mnozstvi
karboxylovych skupin. S ohledem na fakt, Zze IC analyza poskytuje informace zejména

0 koncovych skupinach, neni vysledek zcela jednoznacny.
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4.2 Testovani absorpce v tlumivych roztocich

V experimentu byla testovana nasakavost vzorkd karboxymethylcelulozy
ve tiech riznych roztocich, které jsou slozenim a pomérem elektrolytd podobné krevni
plasmé. Testovana byla nasakavost vzorkd v ¢asovém intervalu od 5 minut do 3 dnd.
Kazdy vzorek byl pfed ponofenim do roztoku zvazen, poté byl umistén do petriho
misky s 20 ml roztoku a po uplynuti doby ponoteni byl opétovné zvazen. Rovnéz byla
oveéfovana rozpustnost vzorku vysusenim vzorku po namoceni pii 105 °C do dosazeni

konstantni hmotnosti.

Lékopis pouZitych tlumivych roztoki

o Tlumivy roztok fyziologicky o pH 7, 2

8,0 g chloridu sodného R, 0,20 g chloridu draselného R, 0,10 g chloridu vipenatého
bezvodého R, 0,1 gchloridu horecnatého R, 3,18 g hydrogenfosforecnanu sodného
R a 0,2 g dihydrogenfosforecnanu draselného R se rozpusti ve vodé R a ziedi se na 1000
ml.

o Tlumivy roztok fosforeénanovy s chloridem sodnym o pH 7, 4 (1)

0,6  gdihydrogenfosforecnanu  draselného R, 6,4 ¢ hydrogenfosforecnanu
sodného R a 5,85 g chloridu sodného R se rozpusti ve vodé R a ziedi se na 1000 ml.

o Roztok A

8,3 g chloridu sodného R, 0,28 g chloridu vapenatého R se rozpusti ve vodé R a ziedi se
na 1000 ml.

Celkem byly otestovany 3 typy material s oznacenim:

. CMCNa (MW 250 000, DS 0,7 - film ptipraveny z roztoku
karboxymethylcelulozy 30 g-17, zesitény pii 180 °C po dobu 15 minut)

. NaT (sodné sal CMC v textilni form¢, DS 0,251, pH 6,5)

. HT (kysela sl CMC v textilni formé, DS 0,385, pH 4,1)

Vysledky nasakavosti (absorpce) vzorkd v pribéhu experimentu v jednotlivych

pouzitych roztocich jsou znazornény v Graf 5, Graf 6 a Graf 7.
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Graf 6: Absorpce vzorkii CMC v tlumivém roztoku s pH 7,4 (hmotnostni privazek - pritbéh experimentu v
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Graf 7: Absorpce vzorkit CMC v roztoku A (hmotnostni privazek - pritbéh experimentu v case)
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Graf 8: Absorpce vzorkit CMC v tlumivém roztoku s pH 7,2 (hmotnostni privazek [d])
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Graf 9: Absorpce vzorkiit CMC v tlumivém roztoku s pH 7,4 (hmotnostni privazek [g])
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Graf 10: Absorpce vzorkii CMC v tlumivém roztoku A (hmotnostni piivazek [g])
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Shodné pii pouziti tlumivych roztokll s riznym pH nejlépe roztoky nasdka vzorek
zesitovaného CMC filmu, a to o dvojnasobn¢ oproti vzorku NaT (viz Graf 8,

Graf 9 a Graf 10). Nejhafe tlumivé roztoky absorbuje vzorek HT. Rozpustnost
vSech pouzitych forem CMC byla nulova. Ve vsech ptipadech byla hmotnost vzorku

po namoceni a vysuseni vyssi nez hmotnost pivodni, tj. na pocatku experimentu.

Dil¢im cilem tohoto experimentu bylo rovnéz provést charakterizaci vzorki
CMC ve vlakenné podobé (HT, NaT) viz kap. 3.1.

Pro stanoveni molekulové hmotnosti karboxymethylcelulézy v poskytnutych
textilnich materidlech bylo odvézeno 16 mg vzorkli ozna¢enych NaT a HT do 10 ml
vialky. Ke vzorkim bylo pfidano 2 ml 6 % roztoku cpavku a byly dukladné
zvortexovany. Poté bylo pfidano 4 ml mobilni faze a roztoky byly ponechany
na magnetickém michadle nastaveném na 50 °C pfes noc za stalého michani. Poté byly
vzorky okyseleny pfidavkem 2 ml 1 M kyseliny mravenci, prefiltrovany pfes nylonovy
stiikackovy filtr o velikosti porti 0,45 um a nastiiknuty. Vzorky byly poté pfipraveny
jesté znovu s vy$§imi navazkami — 160 mg pro NaT a 32 mg pro HT. Po rozpusténi byly
tyto vyssi navazky prefiltrovany na pfedvazeném nylonovém membranovém filtru
a zfiltrovany pomoci vakuové filtracni aparatury. Filtrat byl pouzit pro novou GPC
analyzu a nerozpustné zbytky byly dikladné promyty destilovanou vodou vysuseny

pti 50 °C do konstantni hmotnosti. Navazky vzorkd jsou uvedeny v Tab. 7.

Tab. 7: Navdzky vzorkii karboxymethylcelulézy a podil rozpustny za zvolenych podminek

rozpustny podil ro tny podil

vzorek | Navézka (2)| po vysuseni (g) 2> S;y podt Zpus;y podt
0
NaTl | 0,0166 - - -
HT1 0,0165 - - -
NaT2 | 01581 0,1444 0,0137 8,7
HT2 0,0317 0,0263 0,0054 17

Pomoci ELSD detektoru se podatilo zjistit, ze ve vzorku HT se pifevazna Cast
karboxymethylceluldzy ¢aste¢né rozlozila a ma jesté mensi molekulovou hmotnost, nez
komeréni CMC MW 90 000 (Graf 11). Zaznam z RALS/LALS detektoru bohuzel neni
pro ucely urceni molekulové hmotnosti pfili§ pouZitelny, protoze vSechny vzorky
(s vyjimkou CMC MW 700 000) obsahuji drobny podil vysokomolekularnich ptimeési,
které v koncentracich nedetekovatelnych pro ELSD detektor poskytuji vysoky signal
na RALS a LALS detektoru.
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Graf 11: Chromatogramy vzorkii CMC zaznamenané ELSD detektorem. Komercni vzorek 90 000
(modre), komercni vzorek 250 000 (Cervené), komercni vzorek 700 000 (zelené), NaT (fialové) a HT
(svétle modre).

Rozpustny podil vzorku HT ma MW piiblizn¢ 70 000, u vzorku NaT nelze

posoudit. U obou vzorku se pfevazna ¢ast materialu zesit'ovala do nerozpustné formy.
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4.3 Priprava 3D mikroporézni struktury vhodné pro proliferaci bunék

Z vysledki experimentl vyplyva, ze vzorky sniz§im stupném substituce
absorbuji niz§i mnozstvi vody pied lyofilizaci. Z toho divodu je i narist tloustky
vysledné struktury niz$i. Rovnéz experimenty piinesly poznatek o tom, ze vysledna 3D
mikroporézni struktura je u lyofilizath s niz§im stupném substituce vice prodySna a ma
horSi termoizola¢ni vlastnosti. Lyofilizace ma rovnéz vliv na sorpéni vlastnosti
materialt, presnéji navlhavost a rozpustnost ve vodé ¢i fyziologickém roztoku klesa

ptiblizné o 10 %.

Priklad

Zména vlastnosti je patrna na ukazce jednoho z experimentd, pfi kterém byla
pouzita sodna sul CMC v praskové a vlakenné podobé. Z praskové formy sodné soli byl
piipraven roztok o koncentraci 30 g-I?, z kterého byl susenim pfipraven film. Vldkenna
podoba sodné soli CMC (DS 0,345, pH 6,6) byla pouzita jak v podob¢ textilie, tak byla
rovnéz rozpusténa ve vodé pro dosazeni roztoku o koncentraci CMC 25 g-I, z kterého

byl posléze rovnéz pripraven film.

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))
Upravena struktura vlivem lyofilizace je zobrazena na snimcich z elektronové

mikroskopie viz Obr. 15 az Obr. 20.

\ ] )
EHT = 349kV Signal A = SE2 Date :12 Dec 2012
WD=97mm  Mag= 500X  ©Lukas Volesky

Obr. 15: Struktura CMC filmu pred lyofilizaci Obr. 16: Struktura CMC filmu po lyofilizaci

82



Obr. 17: Struktura CMC filmu tvorfeného Obr. 18: Struktura CMC filmu tvoreného
rozpusténim netkané textilie pied lyofilizaci rozpusténim netkané textilie po lyofilizaci

Obr. 19: Struktura CMC netkané textilie pred Obr. 20: Struktura CMC netkané textilie po
lyofilizaci lyofilizaci

Z Obr. 18 a Obr. 20 je ziejmé, ze v ptipadé CMC filmu po lyofilizaci nastaly
vyrazné zmény ve struktufe. VSechny tfi testované materidly maji gelovy charakter.

Gelujici oblasti v materialech vytvorily ,,nanostrukturu® za nizkého tlaku.

Vysledna struktura byla fixovana susenim pii nizké teploté. Na Obr. 21 Ize vidét,

ze vsechny vzorky po lyofilizaci vytvotily pénovou strukturu.

Obr. 21: Fotografie testovanych vzorkii: CMC film (vievo), CMC film z netkané textilie (uprostied) a
CMC netkand textilie (vpravo)

Snimky fezti pofizenych pomoci pocitatového tomografu ukazuji (Obr. 22),
ze vzorek filmu z netkané textilie i vzorek netkané textilie si po lyofilizaci zachovaly

vlakennou strukturu.
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Obr. 22: Snimky z CT testovanych vzorkii: CMC film (vievo), CMC film z netkané textilie (Uprostred)
a CMC netkana textilie (vpravo)

Tab. 8: Termoizolacni viastnosti (£ smérodatnd odchylka)

Tepelna vodivost | Tepelna jimavost | Tepelny odpor | Tloust’ka CTS (-20 °C)
A (-10%) b r (-10°%) h
Vzorek [W-m?t-K?] [W-s¥2-m2- K] [WtK-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 10257+1,4 305,33 +1,7 29,87 +0,2 1,45+0,2 15,90+ 0,8
4 8327+14 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 41,66+0,4 56,63 £ 0,7 112,00+ 0,6 3,37+0,2 -0,40+0,1

V ptipadé vysoké hodnoty tepelné jimavosti ma material

na dotyk studeny

omak anaopak, je-li hodnota nizka je material na dotyk hiejivy. Vyssi hodnota
tepelného odporu znamend, Ze je materidl méné schopny odvadét teplo. To ukazuje
na dobrou schopnost materialu teplo udrzet. Vyssi teplota méfena digitalnim
infraervenym teplomérem (CTS) znamena horsi tepelné izolac¢ni vlastnosti. Prodysnost

vzorkd filmi se po lyofilizaci mirné zvysila viz Tab. 9.

Tab. 9: Prodysnost

Vzorek 1 2 3 4 5 6

[I/m?/s] |0,0+0,0|624+1,3|00+0,0| 137,6+1,6 | 1660,0+3,5 | 29,6 +1,2

A4

Vzorek CMC filmu po lyofilizaci dosahl nizsi hodnoty absorpce vody, nez tomu
bylo u vzorku pted lyofilizaci. Vzorek filmu vyrobeného rozpusSténim netkané textilie

po lyofilizaci dosahl témét 5x vyssi hodnoty ve srovnani s absorpci vzorku
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pted lyofilizaci. Lyofilizace nema vyznamny vliv na absorpci v pfipad¢ netkané textilie

(viz Graf 12).
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X T — pil CMC film
— ? +  CMC film lyofilizat
DEO0 frsress vwmesiis veimemiRs v Wi s v hs e e AR RS RS v S N R R SRS S S SR SR SR o SV VO R SRt x  Rozm. net. textilie
» sl ¢ Rozm. net. t. lyofilizat
X +  Netkana textilie
I i s S S S A R Netk. 1. Iyofiizat

absorpce [%]

¢as [min]

Graf 12: Absorpce testovanych vzorkii
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Graf 13: Rozpustnost testovanych vzorkii

Z Graf 13 je patrné, ze v ptipadé CMC filmu po lyofilizaci se rozpustnost snizila

piiblizné o 5 % v porovnani se vzorkem, ktery nebyl lyofilizovan. Lyofilizace

vyznamné neoVliviiuje rozpustnost vzorku filmu vytvoreného rozpusténim netkané

textilie ve vod¢ a vzorku netkané textilie jako takové.
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4.3.1 Vhodnost lyofilizati pro proliferaci bunék

Testovani cytotoxicity bylo provedeno dvéma riznymi metodami. Piesnéji se
jednalo o metody XTT a Live/Dead. Pfiprava bungk i jednotlivych testi probihala
ve sterilnich podminkach v laminarni komofte. Testy byly provadény dle normy PN-EN
ISO 10993-5. Kazdému experimentu vzdy piedchéazelo sklizeni a spocitani bunck, které
pak byly pouzity. Pro testovani byly pouzity primarni kozni fibroblasty dospélého
¢loveéka (ATCC® PCS-201-012™), které jsou bipolarni a refraktilni. Testovan byl
vzorek textilni formy sodné soli CMC (DS 0,345, pH 6,6).

Live/Dead (Testy viability vyuZivajici aktivity esterdz)

Plat s jamkami se vzorky a vysetymi bunikami se umistil do inkubatoru po dobu
48 hodin. Vzorky se poté 2x oplachly pomoci PBS, poté se na vzorky aplikoval barvici
roztok. Poté se vzorky opét proplachly 2x pufrem. Poté se jiz vzorky zkoumaly pomoci
fluorescenéniho mikroskopu za pouziti filtru 4 a 5.

Testovani touto metodou opét nebylo zcela jednoduché diky silné fluorescenci
samotnych vzorki. Z divodu silné fluorescence nebylo mozné poftidit dostatek snimku

mrtvych buné¢k k pocitani.

Obr. 23: Kontrolni vzorek — zivé buiiky Obr. 24: Kontrolni vzorek — mrtvé buriky

Z Obr. 23 a Obr. 24 je ziejmé, ze fibroblasty dobfe udrzuji zeleny Calcein
Vv cytoplazmé a vykazuji normalni morfologii. Z divodu zajmu o to, zda jsou bunky

zivota schopny i v okoli vzorki byly snimany i jamky pod vzorky.
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500 ym Y ' 500 ym
Obr. 25: Lyofilizat netk. textilie — Zivé buiiky Obr. 26: Lyofilizdt netk. textilie — mrtvé busiky

j—500pm
Obr. 27: Lyofilizat — zivé buriky, jamka pod vzorkem

Ze snimku (Obr. 25, Obr. 26 a Obr. 27) je patrny vyssi vyskyt zivych bunék jak

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

XTT (stanoveni cytotoxicity)

Extrakty byly ptipraveny dle normy PN-EN ISO 10993-12. Test byl veden dle
manualu [80]. Pro vSechny provedené testy byl reakéni Cas Vv inkubatoru 3 hodiny
a40 minut. Nasledné¢ byla méfena absorbance jednotlivych jamek. Test byl 5x

zopakovan. Ukazka XTT testu je zobrazena na Obr. 28.
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Obr. 28: Ukdzka reakce XTT

Vys§i naméfend hodnota absorbance znamena vys$s$i mnozstvi zivych bunék.
Mg¢feni cytotoxicity jasné poukazuje na fakt, ze vzorek lyofilizatu je vhodny pro rust

a proliferaci bun¢k viz. Graf 14.

® kontrola

| Lyofilizat

Testované vzorky

0,0000 0,1000 0,2000 0,3000 0,4000 0,5000 0,6000 0,7000 0,8000
Absorbance (Aszsnm-Assonm)

Graf 14: Vysledky XTT testu

4.4 In vitro testovani modifikovanych vzorku s alaptidem

Roztok alaptidu pro naslednou inkorporaci do vzorka karboxymethylcelulozy
byl ptipraven rozpusténim 0,4 g alalptidu (LGM Pharma) v 200 ml smé&si voda/ethylen
(1:1). Vzorky raznych forem karboxymethylcelulézy o hmotnosti 2 g byly ponofeny
do 50 ml roztoku s alaptidem po dobu 3 minut a poté zlyofilizovany obvyklym
zpusobem, ktery jiz byl uveden. Celkem byly otestovany 3 typy materiald s oznacenim:
. CMCNa (film ptipraveny z roztoku karboxymethylcelulézy 30 g-I%, zesitény pii

180 °C po dobu 15 minut)

. NaT (sodna sil CMC v textilni form¢, DS 0,251, pH 6,5)
. HT (kysela sl CMC v textilni formé, DS 0,385, pH 4,1)
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4.4.1 Stanoveni obsahu Alaptidu

Pro méfeni koncentrace alaptidu byly piipraveny vyluhy vzorka lyofilizata
raznych forem CMC ve fyziologickém roztoku, pti¢emz vzorky byly louhovany
po dobu 7 dni. Nasledné byly vzorky CMC z vyluhii vyjmuty a déle bylo pracovano
pouze s vyluhy. K potifebam kalibrace byl dodan i vzorek praskového alaptidu. VSechny
vzorky byly dale ziedény v poméru 1:5 Cistym acetonitrilem HPLC cistoty. Vzorek
,»O Alaptid” byl dale zfedén 80 % acetonitrilem v poméru 1:10 na kone¢né fedéni 1:50.
Pted nastiiknutim byly v§echny vzorky piefiltrovany pies 13 mm nylonovy stiikackovy
filtr s velikosti port 0,22 um. Seznam méfenych vzorkli a naméfené koncentrace
alaptidu v métenych fedénych vzorcich a koncentrace piepoctené na pivodni vzorky

jsou zobrazeny v Tab. 10.

Tab. 10: Seznam mérenych vzorkit a namérené koncentrace alaptidu v mérenych redénych vzorcich a
koncentrace prepoctené na pitvodni vzorky.

Koncentrace
virek | i O
vzorek vzorek
O (roztok) Alaptidu 50x 35,7 1790
NaT + NaCl 0,9 % 5X 6,9 34,4
HT + NaCl 0,9 % 5x 7,3 36,7
CMC + NaCl 0,9 % 5x 12,8 64,1

Vys8i naméfené mnozstvi alaptidu ve vzorku vyluhu z CMC filmu je zptisobeno

celkové vyssi schopnosti absorpce samotného vzorku CMC filmu.

4.4.1.1 HPLC stanoveni alaptidu

Byl pouzit HPLC systém Ultimate 3000 firmy Dionex s pfipojenym UV-VIS
diode array detektorem. Separace probihala na kolon¢ Kinetex Hilic od firmy
Phenomenex. Velikost ¢astic byla 2,6 um, délka kolony 150 mm a vnitini prameér
kolony 4,6 mm. Byl pouzit gradient mobilni faze. Slozka A mobilni faze byla tvofena
5 % acetonitrilem a Slozka B byla tvofena Cistym acetonitrilem. Byl pouzit linearni
gradient mobilni faze. SloZeni gradientu v pribéhu analyzy je uvedeno v Tab. 11.
Rychlost priitoku mobilni faze byla po celou dobu 1,5 ml-min™. Kolona byla udrzovana
pii teploté 20 °C. Bylo nasttikovano 20 pl vzorku. Detekovan byl signal pfi vinovych
délkach 200, 205, 210 a 220 nm. K vyhodnoceni obsahu alaptidu byla pouzita vinova

délka 210 nm. Signal byl zaznamenavan az do doby 6,6 min po nastfiku.
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Pted nastiiknutim byly rovnéz prefiltrovany pfes 13 mm nylonovy stiikackovy
filtr s velikosti pora 0,22 pm. Kalibra¢ni zavislost byla sestrojena na zakladé¢ dodaného
alaptidu rozpusténého v 80 % acetonitrilu. Byly pouzity kalibra¢ni urovné

10, 20 a 50 mg-1"! a slepy vzorek. Pouzity gradient mobilni faze je zobrazen v Tab. 11.

Tab. 11: Pouzity gradient mobilni fize

SloZeni mobilni faze
tr (min) (%0)

A B

0 10 90
1,5 10 90
2,5 60 40

3 60 40
3,5 10 90
6,6 10 90

4.4.2 Test cytotoxicity

Pied samotnym in vitro testovanim byly vzorky nastiihany na ctverce o velikosti
ptiblizn¢ 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
bunécné adheze a proliferace po 48 hodinach inkubace. Oba testy byly provedeny
s mySimi 3T3 fibroblasty (ATCC, pasaz 7).

Materialy o ptesné hmotnosti (okolo 12 mg) byly umistény do zkumavky a poté
byly smoceny v pfislusném objemu kompletniho média tak, aby vznikla koncentrace
10 mg materialu na 1 ml kompletniho média. Takto pfipravené zkumavky se umistily
na tfepacku (84 rpm, 37 °C) po dobu 24 hodin. Fibroblasty byly nasazeny do 96-ti
jamkové desti¢ky o hustoté 10* bunék/jamku. Po 24 hodinach kultivace byly buiiky
zkontrolovany pod mikroskopem a poté k nim bylo pfipipetovano médium / médium
s cytotoxickym  Tritonem X-100 (0,1 %) / extrakty testovanych materialt
0 koncentracich 10 mg/ml a 5 mg/ml (n=6). Takto pfipravena desticka byla ponechéna
Vv inkubatoru po dobu 24 hodin, pot¢ byla méfena viabilita bunék pomoci testu
cck-8 (Dojindo).

Buiikky inkubované v médiu slouzily jako kontrola viability, ktera byla
povazovana za 100 %. Bunky v pfitomnosti Tritonu X-100 mély naopak viabilitu blizici

se nule. Viabilita bun¢k inkubovanych s extrakty byla vztazena ke kontrolnim buinkam
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kultivovanym v médiu. Vysledky testu jsou zobrazeny v Graf 15. Zadny z materiald
nevykazoval cytotoxické pisobeni na bunéénou linii mysich fibroblastii. Dle metodiky
ISO 10993-5 se za hranici cytotoxicity povazuje hranice 70 % viability pfi pouziti
metabolického MTT testu. V tomto pfipadé byl pouzit metabolicky test cck-8. Nedoslo
k vyraznému snizeni zivotaschopnosti bun¢k po inkubaci s extrakty materiala pfi obou
koncentracich 5 a 10 mg-ml™?. Tento fakt byl potvrzen i mikroskopickym pozorovanim
bunék na dné kultivaéni destiCky (viz Obr. 29). Zakulacené mrtvé bunky byly
pozorovany pouze po inkubaci bun¢k s Tritonem X-100. V kontrolnich jamkach
aVvjamkach s testovanymi extrakty se nachazela konfluentni vrstva neposkozenych
bunck.

120

100
8
6
4
2

0

Graf 15: Viabilita fibroblastii po inkubaci bunék s kontrolami a s testovanymi extrakty materialii (n=6)
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DMEM + Triton X -100

CMCNa 5mg/ml

| CMCNa 10 mg/ml

>
&)

NaT - 10 mg/ml r NaT - 5 mg/ml

HIT - 5 mg/

<

Obr. 29: Snimky z opti. mikroskopie bunék po 24hodinové inkubaci v médiu 0,1 % Tritonem X-100
s extrakty materidalit CMCNa, NaT a HT o koncentracich 10 mg/ml a 5 mg/ml.
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Sterilni materidly o rozmérech pfiblizné 1-1 c¢cm byly umistény na dno 24jamkové
desticky (n=8). Na jejich povrch byla napipetovana buné¢na suspenze 0 koncentraci
10* bunék/jamku. Pro kontrolu byly buiiky napipetovany i na dno kultiva¢ni jamky
(tissue culture plastic=TCP, n=6). Po 48 hodinach kultivace méla byt hodnocena
bunééna adheze a proliferace pomoci metabolického MTT testu a mikroskopickych
technik. U materidlu CMCNa vSak doslo k jeho rozpus$téni, proto nebylo mozné
vSechny analyzy provést. Byla proto zvolena pouze jedina metoda — méfeni viability
bunék v jamce pomoci MTT testu. Z jamek obsahujicich testovany material i z kontrol
bylo odsato médium a byl pfidan roztok MTT s médiem, ktery se ponechal inkubovat
po dobu 3 hodin pti 37 °C. Poté byl roztok MTT odsat a vzniklé fialové krystaly
formazanu byly rozpustény okyselenym isopropanolem. Poté byla zmétena absorbance
roztoku pii 570 nm a 650 nm (referen¢ni vinova délka).

Vysledky bunééné viability vyjadiené jako hodnota rozdili absorbanci jsou
zobrazeny v Graf 16. Nejvétsi metabolicka aktivita byla naméfena na kontrolnim
plastiku. Nizsi viabilita bunék pak byla naméfena v jamkach s testovanymi materialy.
Z hodnot neni mozné odlisit, zda bunky rostly na povrchu daného materialu nebo jen
Vv jeho okoli. Plocha testovaného vzorku (1 cm?) se lisila od plochy dna kultiva¢ni

jamky (2 cm?), proto miize byt porovnani viability bunék zavadgjici.
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Graf 16: Metabolicka aktivita bunék mérena pomoci MTT testu na dné kultivacni jamky a v jamkach s
testovanymi materidaly (n>6)

Morfologie bun¢k na dné jamek, piipadné v okoli testovanych materiald NaT

a HT byly sledovany pomoci optické mikroskopie (viz Obr. 30). Bunky nevykazovaly
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zadné abnormality. Niz$i viabilita naméfena v jamkach s testovanymi materidly mohla
byt zpisobend pouze nizsi adherenci bunék na samotné povrchy materiald, které nebyly

zkoumany z ditvodu rozpusténi jednoho z testovanych materialit (CMCNa).

Obr. 30: Snimky z optické mikroskopie bunék po 48hodinové kultivaci na dné kultivacni jamky (TCP), s
obsahem materidlu CMCNa, na rozhrani s materidalem NaT a HT

Testované materidly nevyvolavaji  cytotoxickou odezvu u mysSich
3T3 fibroblasti v koncentraci 10 mg-ml? a niz§i. Mira adheze a proliferace na
materialech se nepovedla kvantifikovat, jelikoz doslo k rozpusténi materialu CMCNa

béhem 48hodinové inkubace v médiu.
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4.5 Modifikace CMC substrati nanoc¢asticemi stfibra — antibakterialni kryti

V této kapitole je prezentovana piiprava materidll, které obsahuji nanocastice

stiibra v polymerni matrici, ktera je schopna absorbovat extrémni mnozstvi vody.

451 Redukce nanocastic stiibra teplem

Pouzitd metoda piipravy nanocastic stfibra je zaloZzena na redukci stfibrné soli.
Z této studie vyplynulo, ze béhem reakce stiibrnych iontd s CMC se vytvati malo
rozpustna stiibrna sil CMC. Nasledné zahfivani vedlo Kk redukci nanocastic stiibra

ve hmoté CMC.

Priklad

Sodna sil CMC byla pouzita v praSkové formé, ktera byla rozmichana ve vodé
k dosazeni koncentrace roztoku 20 g-I"t. Krystalky AgNOs byly rozpustény ve vodg
k ziskani koncentrace 2 g-I". Stejné mnoZstvi obou zminénych roztokti bylo smichdno
dohromady tak, aby vysledny roztok obsahoval 10 g-I? CMC a 1 g-I! dusi¢nanu
stiibrného.

Takto piipraveny roztok byl nanesen klocovaci technikou na dva textilni
materialy (PES wet-laid (textilie vyrobena za mokra) — ms 32 g-m?2, tloustka 1 mm,
PES vatelin — ms 94 g-m?, tloustka 4 mm). Viechny 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 vysledkli experimentll je patrné, ze pii nizSich teplotach vzniké stiibrna sul
CMC, anaopak pii vyssSich teplotach jsou redukovany stfibrné nanocéstice. EDS
analyza (viz Graf 17 a Graf 18) ukazuje, Ze nanocastice stiibra jsou v CMC rozmistény
ve form¢ velmi malych €astic nebo iontl v celulozové matrici.

SnimKy z elektronové mikroskopie jsou vyobrazeny na Obr. 31 az Obr. 34.
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SEMHV: 15.00kY  WD: 20.98 mm L] VEGAU TESCAN
View fiekd: 577.8m  Det: BSE 100 pm
SEMMAGI 500%  Date{nary) 08113112

SEM HV. 1500%y  WD: 32.92 mm T WEGAN TESCAN
View field: 577.8 ym  Det: BSE 100 pm
SEM MAG: 500 % Date{midiy): 081312

Obr. 31: SEM (BSE) vzorku PES wet laid, ktery je Obr. 32: SEM (BSE) vzorku PES wet laid, ktery
upraven, susen a fixovan pri 180 °C po dobu 15 minut  je upraven, suSen a fixovan pri 200 °C po dobu
15 minut

eararmance n nanospace Il

parormance n nanospace I

SEM HYV: 15008V WD: 27.02 mm
View fiekd: 577 8 i Det BSE 100 pm

SEM HW- 500KV WD: 25,22 mm
View field 577 8ym  Det: BSE 100 i

Performance in nannspsczu

Performance in nanospace | u

Obr. 33: SEM (BSE) vzorku PES vatelin, ktery je Obr. 34: SEM (BSE) vzorku PES vatelin, ktery
upraven, susen a fixovan pri 180 °C po dobu 15 minut  je upraven, suSen a fixovan pii 200 °C po dobu
15 minut

Graf 17: EDS spektrum vzorku PES vatelinu, suSeného a fixovaného pri 200 °C po dobu 15
minut
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Graf 18: EDS spektrum vzorku PES vet laid, suSeného a fixovaného pii 200 °C po dobu 15 minut

Existuje korelace mezi teplotou a viditelnym tmavnutim testovanych vzorkd.
Tmavnuti vzorkl je znazornéno na Graf 19 a Graf 20. Vysledny produkt obsahuje malo

rozpustné stiibro ve formé nanoc¢éstic a malo rozpustné stiibrné soli CMC.

0,45 - 0,7
—PES wet laid ’ —PES vatelin
0.4 103°C 0.6 L05°C
0,35 1 —PES wet laid ! ——PES vatelin
03 180°C 0,5 180°C
¢« PES wetlid | & PES vatelin
£025 200°C g 0.4 1 2000C
Z 02 £ 0.3
T J
5015 % 02
0,1 1
0.05 s=—— 0.1 1 — D
L oL B i ST L R R
OO DO O DRV OV L0000 O
PP SIS S PSS S SR ELS LR ELSEREDS

VInova délka [nm] VInova délka [nm]

Graf 19: Zména jasu PES vatelinu Graf 20: Zmena jasu vzorku PES wet laid

Z jiz zminénych obrazkl je patrné, Ze vzorky jsou tim tmavsi, ¢im vyssi je
teplota fixace. Nizsi hodnota reflektance znamena tmavsi vzorek.

Analyza s vyuzitim TEM demonstruje, ze vzorky opravdu obsahuji nanoc¢astice
stiibra (viz Obr. 35). Bylo zméfeno 100 Castic a nasledné byla stanovena prumeérna

velikost ¢astic 4,55 nm. Tyto ¢astice jsou neagregované a maji kulovity tvar.
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Obr. 35: Vzorek CMC filmu, ktery byl upraven, susSen a fixovdan pii 200 °C po dobu 15 minut

Kvantitativni hodnoceni antibakterialni aktivity vzorkd prokazalo u vsech

testovanych vzorkd vyborny antibakterialni efekt, rozdily jsou zanedbatelné a pohybuji

se v jednotkach bakterialnich kolonii, coz 1ze vidét v Tab. 12 a Tab. 13.

Tab. 12: 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

Tab. 13: Vysledky metody AATCC 147 pro vzorek PES vatelin

Vzorek Escherichia coli Staphylococccus aureus
PES vatelin - standard 12 cca 150
PES vatelin 105 °C - 15 min 0 0
PES vatelin 180 °C - 15 min 0 0
PES vatelin 200 °C - 15 min 0 1

4.5.2 Redukce nanoéastic stfibra pomoci UV

CMC se vlivem UV zafeni rozklada na volné radikaly. Ty poté zptisobuji

redukci stiibrnych ionti na nanocastice kovového stiibra. Z vysledkli experimenti

vyplyva, ze smésové UVA/UVB zifeni je s ohledem na redukci nanocéstic stiibra

ucinnéjsi nez ¢isté UVA zafeni.
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Piiklad
Krystalky AgNQO; byly rozpustény ve vodé k ziskani koncentrace 0,33 g-It. Oba

vzorky CMC (Vzorek 1 — kysely typ (pH 4,1, DS 0,385) — netkana textilie, ms 60 g-m,

Vzorek 2 — neutralni typ (pH 6,5, DS 0,251) — netkana textilie, ms g-m2) byly ponofeny

do roztoku dusi¢nanu stfibrného po dobu 30 minut. Dale byly vzorky zasuSeny

pii teploté 105 °C. Do roztoku dusi¢nanu stfibrného byl pfidan 1 ml glycerinu, aby se

pii nasledném suseni zabranilo ztvrdnuti vzorku. Po suSeni byly vzorky vystaveny UV

zateni. Polovina vzorka byla vlozena do UV skiin€, kde byly vystaveny smési paprski

podobnych jako u ptirodniho slunce. Druha polovina byla ponechéna 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 zafeni 315...400 nm 13,6 W

» UVB vykon zafeni 280...315nm 3,0 W

Obr. 38: vzorek 2 - Vitalux Obr. 39: vzorek 2 - denni svétlo

SnimKy z elektronové mikroskopie jsou vyobrazeny v Obr. 36 az Obr. 39.
Rozdil mezi metodami je v Case VyStaveni obéma typim zareni. Vzorky, které byly
umistény do UV skiing, byly vystaveny zafeni po dobu 2 hodin. Pfi¢emz vzorky, které
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byly ponechany na dennim svétle, byly zafeni vystaveny po dobu 24 hodin. Doba

ozafovani byla stanovena podle zmény barevnosti vzorku.

Graf 23: EDS spektrum vzorku 2 - Vitalux
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Graf 24: EDS spektrum vzorku 2 - denni svétlo

Z uvedenych spekter (Graf 21 az Graf 24) vyplyva, Ze oba typy svétla, kterému
byly vzorky vystaveny, vyredukovaly ptiblizné stejné mnozstvi stiibra. Pro porovnani
byla provedena redukce nanocastic stiibra na stejnych materialech nesmésovym svétlem

(365 nm), pii¢emz mnozstvi vyredukovaného stiibra bylo 4x nizsi.

4.5.2.1 Test antibakterialni aktivity

Testovan byl vzorek CMC netkané textilie kyselého typu (pH 4,1, DS 0,385, ms
60 g-m?), ktery byl nasledné ponofen do roztoku dusi¢nanu stiibrného. Krystalky
AgNO;s byly rozpustény ve vodé k ziskani koncentrace 1 a 0,1 g-I*. UV ozafovani se
provedlo v uzaviené komote s pouzitim vysoce vykonné halogenové lampy vytvaiejici
silné zafeni v UVB oblasti (280 — 315 nm) a v oblasti UVA (315 — 380 nm). VVzorek byl
ozafovan po dobu 3 hodin.

Ktestovani metabolické aktivity bakteridlni populace bylo vyuZito
respirometrické metody (hodnoceni O2, CO2, CHs). Do reagencni lahve (o objemu
250 ml) bylo davkovano 100 ml roztoku (vaha vzorku cca. 0,33 g/100 ml). V danych
intervalech byly méfeny koncentrace plynt. Experimentalné je ovéfeno, ze v pribéhu

14 dnit méteni nedochazi k vyznamnému odparu vzorku.
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Graf 25: Kumulativni spotieba kysliku

Kontrolni vzorek (tj. Cista suspenze bez nosice) je oznacen: bez vzorku — z Graf
25 je patrné, ze konec respirace nastal v ¢ase cca. 170 hodin, bakterie spotiebovali
vSechen dodany substrat (tj. glukosu) a zadny dalsi substrat se jiz ve vzorku nevyskytuje
(tj. ujinych vzorki pusobi jako substrat dany nosi¢/latka). Hodnoty kumulativni
respirace jsou od ¢asu 170 hodin konstantni, vzorek je zcela ,,mrtvy*.

Pfitomnost nanocastic v piipadé¢ “CMC - Ag” snizuje respiracni aktivitu bakterii
oproti kontrole. Zvysena respirace u dané¢ho vzorku nastala az v ¢ase cca. 170 hodin,
do této doby lze vzorek povazovat za zcela ,antibakterialni“. Degradace nosice
nenastava, po ¢ase 170 hodin dochazi k pozvolnému nartstu poctu bakterii, tj. respirace

se mirné zvysuje.

4.5.2.2 Test cytotoxicity

Hodnoceni cytotoxicity vzorkt obsahujicich nanocastice stiibra bylo provedeno
pomoci XTT testu (test proveden za stejnych podminek a stejnym zplisobem jako je
popsano v kapitole 4.3.1.). Z vysledku testu vyplyva, ze vzorky obsahujici nanocastice
stiibra jsou pro lidské kozni bunky toxické (Graf 26). Vzorky byly rovnéz testovany
na ptitomnost bunék v okoli vzorkti a z vysledkii snimkt z fluorescen¢niho mikroskopu

byly zivé bunky Vv okoli vzorku skutecné nalezeny.
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Graf 26: Vysledky XTT testu

U vzorkit CMC s obsahem stfibra byla rovnéz EDS a ICP analyza, ktera byla
provedena za ucelem zjisténi, zdali a jaké mnozstvi stiibra se ze vzorkll uvolnuje.
V ptipadé ICP analyzy byly vzorky o definované hmotnosti namoceny v definovaném
objemu fyziologického roztoku po dobu 1 — 72 hodin. Vysledky obou analyz byly
porovnany s vysledky komeréné¢ prodavanych produktd, které obsahuji stiibro
apouzivaji se jako kryti ran. V Tab. 14 jsou zobrazeny vysledky obsahu stiibra

ve vzorcich méfenych pomoci EDS analyzy.

Tab. 14: Obsah stribra pomoci EDS

Ag [Wt %]
HT (AgNO30,1 g-1%) 17,1+ 0,2
HT (AgNOs 1 g-I) 218+0,2
HT (AgNOs2 g-I) 20,5+ 0,2
Melgisorb 0,7+0,1
Silvercel 415+0,3
Suprasorb 1,7+0,1
Acticoat 35,7+£0,2
Actisorb 0,4+0,1

Z vysledku ICP analyzy (Graf 27) vyplyva, Zze z CMC netkané textilie obsahujici
nanocastice a ionty stfibra se uvoliiuje mnozstvi stiibra nezavisle na dob& louhovani
&¢i mnozstvi pouzitého dusiénanu st¥ibrného (mnozstvi uvolnéného stfibra 0,3 mg-I?).

Komeréné prodavana kryti s obsahem stiibra uvoliiuji 0,03 — 4,1 mg-I* stfibra.
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Graf 27: ICP — mnoZstvi vylouhovaného Stribra ze vzorkii

4.5.3 Redukce nanocastic stfibra pomoci vitaminu C

V této studii je prezentovana piiprava CMC filmi s obsahem nanocastic stiibra,

redukénim ¢inidlem byla v tomto ptipad¢ kyselina askorbova.

Priklad

Byla pouzita sodna sl CMC v praskové a vlakenné podobé&. Z praskové formy

sodné soli byl ptipraven roztok o koncentraci 20 g-I?, z kterého byl suenim piipraven
film. Vlakennd podoba sodné soli CMC (DS 0,345, pH 6,6) byla rozpusténa ve vode

pro dosazeni roztoku o koncentraci CMC 17 g-I%, z kterého byl rovné&z ptipraven film.

Tab. 15: SloZeni jednotlivych roztokii o objemu 50 ml

Mnozstvi Dusi¢nan Kyselina Glycerin
Vzorek CMC CMC [W%] | stFibrny [W%] | askorbova [W%] [W%0]
1 pras. forma 2 0 3 2
2 rozp. textilie 1,7 0 3 2
3 pras. forma 2 0,03 0,75 2
4 rozp. textilie 1,7 0,03 0,75 2
5 pras. forma 2 0,06 1 2
6 rozp. textilie 1,7 0,06 1 2
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4.5.3.1 Antibakterialni aktivita

Tergitol 7 A

gar Base (HiMedia) — test na E. coli

Vysledky hodnoceni inhibi¢ni zony pfi pouziti agaru Tergitol 7 jsou zobrazeny

v Tab. 16.

Tab. 16: Vysledky antibakteridlni aktivity vzorkii pii pouziti agaru

Tergitol 7 (hodnocena velikost inhibicni zony)

Escherichia coli
Vzorek | (10° CFU-ml?)
1 bez halo zény
2 halo zéna 4 mm
3 bez halo zony
4 bez halo zony
5 halo zéna 5 mm
6 halo zéna 5 mm
Krevni agar

Vysledky hodnoceni inhibi¢ni zony pii pouziti krevniho agaru jsou zobrazeny

v Tab. 17.
Tab. 17: Vysledky antibakteridlni aktivity vzorkii pri pouziti AATCC 147 (hodnocena velikost inhibic¢ni
zony)

Vzorek Staphylococcus aureus Escherichia coli

(10° CFU-ml")

(10° CFU-ml*)

Vzorek ¢. 1

Bez inhibi¢niho efektu, pozorovana

hemolyza, pramér 1,8 cm

Bez inhibi¢niho efektu, pozorovana
hemolyza,

pramér 1,5 cm

Vzorek ¢. 2

Bez inhibi¢niho efektu, pozorovana

hemolyza, primér 2,2 cm

Bez inhibi¢niho efektu, pozorovana
hemolyza,

primér 2,1 cm

Bez inhibi¢niho efektu, pozorovana

Bez inhibi¢niho efektu, pozorovana

Vzorek ¢. 3 hemolyza,
hemolyza, primér 0,7 cm
pramér 0,6 cm
Bez inhibi¢niho efektu, pozorovana Bez inhibi¢niho efektu, pozorovana
Vzorek ¢. 4

hemolyza, pramér 0,2 cm

hemolyza, pramér 0,7 cm

Vzorek ¢. 5

Bez inhibi¢niho efektu, pozorovana

hemolyza, primér 0,7 cm

Naznak inhibice, pozorovana

hemolyza, primér 0,6 cm

Vzorek ¢. 6

Inhibi¢ni z6na 0,4 cm, pozorovana

hemolyza, pramér 0,9 cm

Inhibi¢ni zéna 0,1 cm, pozorovana

hemolyza, prtimér 0,8 cm
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Tab. 18: Vysledky antibakteridlni aktivity vzorki pri pouZiti AATCC 100

Vzorek Staphylococcus aureus Escherichia coli
(105 CFU-mlY) (10° CFU-mlY)

Vzorek €. 1 4 plisné, 150 bakterii 15 plisni, kompaktni vysev bakterie
Vzorek ¢. 2 50 bakterii 60 bakterii
Vzorek €. 3 120 bakterii 45 bakterii
Vzorek ¢. 4 85 bakterii 35 bakterii
Vzorek €. 5 5 plisni, 120 bakterii 2 plisné, 150 bakterii
Vzorek ¢. 6 150 bakterii 22 bakterii

Kontaktni kvalitativni metodou AATCC147 vykazuje ,,nejlepsi antibakterialni
efekt™ vzorek ¢. 6 a to na oba testované patogenni bakterialni kmeny. Ostatni vzorky
vykazuji zejména hemolyzu (poruseni cytoplazmatické membrany Cervenych krvinek,
tj. pfedCasny zanik erytrocytii — v krevnim agaru).

U kvantitativni metody AATCC100 (viz Tab. 18) se objevily plisn¢ i bakterie.
V piipad¢ E. coli byl nejlepsi vysledek pozorovan u vzorku ¢. 6 (bakterialni inhibice
99,95 %), v piipadé St. aureus se jednalo o vzorek ¢. 2 (bakterialni inhibice 99,97 %).

4.5.3.2 Antioxidaéni vlastnosti

Vzorky ¢. 1 a 2 byly pfili§ silné, proto musely byt rozpustény v 500 ml
destilované vodé misto 50 ml. Ve skutecnosti jsou tyto dva vzorky 10x silnéjsi nez
ostatni testované vzorky. Vyssi pokles absorbance znamena vyssi antioxidacni aktivitu.

Vysledky antioxidacni aktivity jsou uvedeny v Tab. 19.

Tab. 19: Vysledky antioxidacni aktivity
Pokles absorbance o:

0,3 g vzorku ¢ 1 0,470
0,126
0,875
0,590
0,090
0,062

0,3 g vzorku ¢.

O«
o g | W N

4.5.3.3 Analyza struktury povrchu

Analyza struktura povrchu byla provedena s vyuzitim skenovaci elektronové
mikroskopie. Struktura povrchu jednotlivych vzorkl je vyobrazena na Obr. 41 az Obr.
46.

106



Obr. 45: Snimek ze SEM - vzorek ¢. 5

Z Obr. 41 a Obr. 42 je ziejmé, ze filmy bez obsahu stfibra maji ve své strukture
vetsi Castice. Jedna se o vitamin C, ktery se vykrystalizoval na povrchu filmt. Na Obr.

43 a Obr. 44 je patrna pfitomnost nanocastic stiibra.
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Obr. 47: Vzorek ¢ 3 — nanodastice stiibra

V této studii se podafilo pfipravit material, ktery integruje antimikrobidlni

a antioxidac¢ni vlastnosti a zaroven je vysoce absorp¢ni.
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4.6 Porovnani vzorku CMC s obsahem stifibra, CMC lyofilizatu, CMC filmu
upraveného plazmatem a CMC filmu zesit'ovaného pomoci BDDGE

VS8echny testované polymerni vzorky jsou na bazi karboxmethylceluldzy.

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

Vzorek ¢. 1
Prvni vzorek je funkcionalizovany nanocasticemi stiibra. Jedna se o vzorek

netkané textilie kyselého charakteru (plosna hmotnost 60 g-m?, DS 0,385, pH 4,1),
ktera byla ponofena do roztoku dusi¢nanu stéibrného. Krystalky AgNO3 byly rozpustény
ve vodé k ziskani koncentrace 1 a 0,1 g-It. Roztok byl rozmichan pomoci laboratorniho
michadla RZR 2051 po dobu 15 minut, aby byl roztok homogenni. Vzorek byl poté
zasuSen v horkovzdusné susarné pii teploté¢ 80°C. Redukce nanocastic stfibra byla
provedena pomoci UV zafeni. Ozafovani se provedlo v uzaviené komote s pouzitim
vysoce vykonné halogenové lampy vytvaiejici silné zafeni v UVB oblasti

(280 - 315 nm) a v oblasti UVA (315 - 380 nm). Vzorek byl ozatfovan po dobu 3 hodin.

Obr. 48: CMC netkana textilie s nanocdsticemi Stribra

Vzorek ¢. 2
Druhy vzorek je opét z netkané textilie neutralniho charakteru (plo§na hmotnost

60 g-m'z, DS 0,345, pH 6,6), kterd byla zlyofilizovana za ucelem dosihnuti
mikroporézni hiejivé struktury.
Optimalni podminky lyofilizace: mrazeni — 4 hodiny

vakuum — 18 hodin (1,000 mbar)

ohtev polic — 1 hodina (0,500 mbar)
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Obr. 49: CMC netkand textilie po lyofilizaci

Vzorek & 3
Tieti vzorek je film vyrobeny zroztoku sodné soli karboxymethylcelulézy

(Na*CMC, DS 0,7) o koncentraci 30 g-I. Roztok byl susen v silikonové formé
pti pokojové teploté po dobu 7 dni. Takto pfipraveny film byl nasledné plazmaticky
upraven. Vzorek byl plazmatu vystaven po dobu 90 s.

Nastaveni komory:

. Tlak 13 [Pa]

o Vykon zdroje/vykon zpé&tného odrazu 26 [W/0]

. Napéti 250 [V]

. Priitok plynu (kysliku) 15 [cm3-m?]

Obr. 50: Oplazmovany CMC film

Vzorek ¢. 4
Pro piipravu vzorku byl vyuzit roztok ¢ist¢é CMC o koncentraci 30 g-I%; 1,4-

butanediol diglycidyl ether (BDDGE) a dale 10% roztok persiranu draselného (K2S20s).
Do 20 ml roztoku CMC bylo ptidano 0,06 g BDDGE a 2 ml 10 % K>S,0g. Roztok se
vS§emi komponenty byl dobfe rozmichan a vlit do silikonové formy. Takto ptipraveny
vzorek byl umistén do horkovzdusné suSarny nastavené na reakcni teplotu 80 °C

po dobu 8 hodin.
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Obr. 51: CMC roztok zesitovany pomoci BDDGE s ndslednym susenim

4.6.1 Struktura povrchu testovanych materiala

Pomoci optického mikroskopu a E-SEM byly snimany povrchy testovanych
vzorkll. VSechny testované vzorky byly pfedem namoceny v rustovém médium
s bakteriemi ¢i burikami (opticka mikroskopie — E. coli, E-SEM — fibroblasty). Sledovan

byl vliv médii na testované vzorky, popt. vyskyt bakterii ¢i bun¢k.

4.6.1.1 Opticky mikroskop

Testované vzorky (2-1 cm) byly ponofeny do ristového bakterialniho média
s 1 ml (620 nm) bakterii E. coli, poté byly ponechany v inkubatoru po dobu 24 hodin.
Pouzitym optickym mikroskopem byl Olympus IX 70, software pro zpracovani Stream
Essentials.

Obr. 52: Vzorek ¢. 1 Obr. 53: Vzorek ¢. 2
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Obr. 54: Vzorek ¢ 3 Obr. 55: Vzorek ¢. 4

Testované vldkenné vzorky (€. 1 a 2) v ristovém médiu mirn€ nabobtnaly.
Testované vzorky v podobé filmu (¢. 3 a 4) v médiu mirn¢ zgelovatély. K vyraznym

zménam ve struktuie ovSem nedoslo.

4.6.1.2 E-SEM

Na snimku (Obr. 56, Obr. 57) vzorku ¢. 1 je patrna piitomnost agregati
nanocastic stiibra. Rustové médium jak pro bunky, tak i pro bakterie podporuje tvorbu
agregatti nanocastic. U vzorku ¢. 2 (Obr. 58, Obr. 59) doslo po ponoieni do rtstového
média k nabobtnani vldken. Ani u jednoho ztéchto dvou vzorkli se nepodaftilo
na vzorcich najit bunky. Na vzorcich ¢. 3 a 4 (Obr. 60 az Obr. 63) se bunky pomoci

envirometalni SEM analyzy podatilo nasnimat.

Obr. 56: Vzorek ¢. 1 - 1300x Obr. 57: Vzorek ¢. 1 - 5000x
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" 0br. 58: Vzorek ¢. 2 - 1300x
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" Obr. 60: Vzorek ¢. 3 - 1300x ©0br. 61: Vzorek ¢. 3 - 5000x

det —_C L
LFC

" Obr. 62: Vzorek ¢. 4 - 1300x Obr. 63: Vzorek ¢. 4 - 5000x

Velikost fibroblastii v natazeném stavuje je cca 150 um, po zmrazeni se burika

“smrskne” a velikost se zmens§i na ptiblizné 1/3.

4.6.2 Tvorba bakterialniho biofilmu

Tvorba bakterialnich biofilmli probihala na pfedem pfipravenych polymernich
vzorcich s naslednym testovanim pomoci fluorescencniho mikroskopu. Prvnim krokem

byla ptiprava média a roziedéni bakterii E. coli v pfedem stanovené koncentraci.
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4.6.2.1 Koncentrace bakterii E. Coli v bakterialnim roztoku

Koncentrace bakterii se meéfila pomoci meéfeni absorbance s vyuzitim
spektrofotometru Pharmacia Biotech Ultrospec 2000. Do 200 ml rdstového média se
piidava 1 ml bakterii pfi vinové délce 620 nm (absorbance 1 pii 620 nm). Do
spektrofotometru se vlozila 1 kyveta s destilovanou vodou a 1 kyveta s roztokem
bakterii. Pomoci destilované vody se provedla kalibrace piistroje. Béhem experimentu
byly provedeny 3 opakovani tvorby a testovani bakterialniho biofilmu. Vypocet

mnozstvi bakterii je zobrazen v Tab. 20.

Tab. 20: Vypocet mnozstvi bakterii

Pokus Naméi'ena absorbance Pouzité mnozstvi bakterii
[ml]
1. 1,738 0,57
2. 1,290 0,78
3. 2,700 0,37

4.6.2.2 Kontrolni vzorek

Kontrolnimi vzorky pro testovani tvorby bakteridlniho biofilmu byly plisky
z austenitické oceli CSN 17349 viz Obr. 64 a Obr. 65.

Obr. 64: Kontrolni vzorky Obr. 65: Povrch kontrolniho vzorku

4.6.2.3 Tvorba bakterialniho biofilmu

Pfipravené polymerni vzorky byly sterilizovany pomoci ethanolu. Testované
vzorky byly poté ve sterilnich podminkéch (zajiSténo plamenem) umistény do banky
s médiem (Obr. 67), do kterého bylo pfidan roztok s bakteriemi (Obr. 66). Médium bylo
posléze vlozeno do termického inkubatoru nastavené¢ho na 37 °C, kde se roztok se

vzorky ponechal po dobu 24 hodin. Po uplynuti doby inkubace byly vzorky vyjmuty.
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Obr. 66: Roztok s bakteriemi E. coli Obr. 67: Riistovd média pro bakterie

4.6.2.4 Testovani

Vzorky byly pfed nanesenim barviva smoceny ve fyziologickém roztoku (mozno
pouzit pufr). Na vzorky se pfidala specialni barviva. Béhem experimentu byla pouzita
dvoje ruzna barviva z divodu silné fluorescence vzorkl. Barviva se 1isi schopnosti
pronikat do neporusenych bunck. Po vazbé na nukleové kyseliny (NK) u nich dochdzi
K posunu a zesileni intenzity emitované fluorescence.

1) (bis-benzimide) pentahydrate + propidium iodide
2) Live/dead BacLight™ Bacterial Viability Kit

Barviva bylo nutné ponechat na vzorcich po dobu 2 minut, poté byly odstranény
ofouknutim. Poté bylo provedeno snimani povrchu vzorkd pomoci fluorescenc¢niho

mikroskopu, viz Obr. 68.

Obr. 68: Priklad fluorescencniho znaceni mrtvych a Zivpch bunék, zvétseni 500X

4.6.2.5 Vysledky

Snimky nebylo mozZné dale zpracovat pocitdnim bakterii. U vétSiny vzorki
nebylo mozné zobrazeni bakterii v dostatecném zvétSeni nutném pro pocitani. Pro
pocitani je nutné zvétseni 500x. Od pouziti (bis-benizimide) pentahydrate + Propidium

lodide se po prvnim testu upustilo. Fluorescence samotnych vzorki neumoznila témito
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»znackovadly* nic vidét. Z tohoto diavodu byly testované vzorky dale znackovany
pouze pomoci Live/dead BacLight™ Bacterial Viability Kit.

Kontrolni vzorek

Obr. 69: (bis-benizimide) pentahydrate + Obr. 70: Live/dead BacLightTM Bacterial Viability
Propidium lodide Kit

Oba dva zplsoby barveni $lo vyuzit jen v piipadé kontrolnich vzorkt. Na Obr.
69 a Obr. 70 lze vidét jak zivé, tak i mrtvé bakterie. Austenitickd ocel nema
antibakterialni vlastnosti, proto je zfejmy vyssi vyskyt zivych bakterii. Oba dva snimky
jsou potizeny ve zvétSeni S00X. V pripadé testovanych vzorkd bylo mozné ve vétsSing

ptipadt pouzit pouze zvétSeni 100x.

Vzorek ¢. 1

Obr. 71: Vzorek ¢. 1, koncentrace AgNO3 1 g-I Obr. 72: Vzorek ¢. 1, koncentrace AgNO3 1 g-I*

Na Obr. 71 jsou viditelné dvé malé kolonie bakterii. I na Obr. 72 je patrna jedna
kolonie bakterii.
Na Obr. 73 jsou nafoceny bakterie mimo vlakna vzorku ¢. 1. Ze snimku lze

vidét, Ze bakterie jsou mimo vzorek a na samotném vzorku se vyskytuji ojedinéle.
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Obr. 73: Vzorek é. 1, koncentrace AgNO3 1 g+l Obr. 74: Vzorek ¢. 1, koncentrace AgNO3 0,1 g-I'

Na Obr. 74 je snimek vzorku ¢. 1, ktery byl smocen v roztoku dusi¢nanu
stifbrného o koncentraci 0,1 g-Il. Ze snimku je patrna pfitomnost bakterii v okoli

vlaken, ale nikoli na vlaknech. Stejné tomu bylo i u vzorku, ktery byl smocen v roztoku

dusi¢nanu stiibrného o koncentraci 1 g-I™.

Vzorek ¢, 2

.

Obr. 75: Vzorek &. 2 Obr. 76: Vzorek & 2
- -
Obr. 77: Vzorek ¢ 2 Obr. 78: Vzorek ¢. 2
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Na Obr. 75, Obr. 76 a Obr. 77 je zfejma piitomnost vétsiho pocétu bakterii,
piredevsim zivych. Bakterie se vtomto piipadé nevyskytuji pouze v okoli vléken,
ale i na vlaknech. Na Obr. 78 je vyobrazena ptfitomnost bakterii na povrchu vlaken bez

pouziti fluorescence.

Vzorek é. 3

> 500 um
Obr. 79: Vzorek & 3 Obr. 80: Vzorek ¢. 3

Na Obr. 79 a Obr. 80 je ziejmy vysoky vyskyt bakterii, a to nejen v okoli
vzorku, ale i na povrchu vzorku. I u tohoto vzorku se vyskytuji pfevazné zivé bakterie.

10 ym
Obr. 81: Vzorek ¢. 3, zvétseni 500 X

Na tomto piipad¢ bylo mozné bakterie zobrazit i pii zvétSeni 500x, ovSem pfi
zhorSeném zaostieni. Proto se pocitdni nedalo provést. Na snimku jsou pouze zivé
bakterie.
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Vzorek ¢. 4

500 ym

Obr. 82: Vzorek ¢. 4 Obr. 83: Vzorek ¢. 4

Na Obr. 82 a Obr. 83 je patrny vyskyt bakterii, jak Zivych, tak i mrtvych. Vyskyt
bakterii je niz$i nez u pfedchoziho vzorku.

Mrtvé bakterie se podafilo vyobrazit pouze na vzorku ¢. 1 a 4. Na ostatnich
vzorcich se vyskytuji pouze bakterie zivé. Z tohoto diivodu se da usuzovat, ze vzorky
¢. 1 a 4 maji antibakterialni G¢inek, ktery nebylo ovSem mozno kvantifikovat.

Ztohoto duvodu byl proveden experiment, ktery umoznil porovnat

antibakterialni uc¢inek jednotlivych vzorki s vyuzitim méteni respirace bakterii.

4.6.3 Test biocidity/biodegradability

Existuje mnoho obecnych pravidel pro uréeni biodegradace organickych latek
z jejich struktury napf. ¢im vyssi molekulova hmotnost, tim hif je latka degradovana,
latky ve vod¢ dobie rozpustné se snadnéji degraduji nez latky ve vodé nerozpustné,
latky s vys$§im poctem benzenovych jader snizuji biodegradaci, heterocyklické
slouceniny se sirou jsou hute degradovatelné nez jejich analogy bez pfitomnosti siry,
&im vice substituenttl molekula obsahuje, tim hiife podléha biodegradaci. Udaje komor

jsou uvedeny v Tab. 21.
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Tab. 21: Udaje komor (Ch)

Viaha
Ch | Restriction | Leakage | Volume | Normalization | Ch_Temp | Comment | vzorki Pozn.
[mmhg] |[mlI'min?]| [ml] N.A. [°C] [g] | rozpustnost
1-Bez
1 0 -0,11 279 1 Auto* vzorku | 0,0000 ANO
2_
vzorek 2
2 1 -0,096 282 1 Auto* kontrola | 0,3331 ANO
3_
3 0 -0,064 285 1 Auto* vzorek 2 | 0.3310 ANO
4 -
vzorek 3
4 0 -0,042 285 1 Auto* kontrola | 0,3327 ANO
5-
5 0 -0,058 282 1 Auto* vzorek 3 | 0,3334 ANO
6-
6 0 -0,087 279 1 Auto* vzorek 4 | 0,3212 ANO
7 -
vzorek 1
7 0 -0,066 280 1 Auto* kontrola | 0,3335 NE
8_
8 0 -0,053 281 1 Auto* vzorek 1 | 0,3317 NE

*Teplota komor byla v rozmezi 19 - 23 °C

Respirogram udava rychlost (resp. zménu rychlosti) bakteridlniho metabolismu

v disledku daného prostiedi, kde se vzorek vyskytuje.

0,20
—— 8 - vzorek 1
0,15 | o
_ —— 1 - bez vzorku
£
o
£ —— 2 - vzorek 2 kontrola
o 010
E —— 3 - vzorek 2
o~
© 005 —— 4 - vzorek 3 a 4 kontrola
~——5 - vzorek 3
0,00 ——— 6 - vzorek 4
5 5 0 50
——— 7 - vzorek 1 kontrola
-0,05
Time (h)

Graf 28: OkamZita spotieba kysliku
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Kiivky v Graf 28 jsou standardné mnohem hladsi, ,,roztfeseni* kiivek je patrné

zpusobeno niz$i pouzitou koncentraci bakterii (obvykle je i 10x vyssi).

22
20 — — 8 - vzorek 1

18
—— 1 - bez vzorku

16 7
14 ~ —— 2 - vzorek 2 kontrola

12 //.// —— 3 - vzorek 2
10 // LI: - vzolrek 3a4
et S

6 - vzorek 4

02 Accum (mg)

\
|

7 - vzorek 1 kontrola

0 50 100 150 200 250
Time (h)

Graf 29: Kumulativni spotreba kysliku

cvwr

Zvysena respirace u daného vzorku nastala az v ¢ase cca. 170, do této doby lze vzorek
povazovat za zcela ,,antibakterialni“, degradace nosice nenastava. Po ¢ase 170 hodin
dochazi k pozvolnému nartstu poctu bakterii, tj. respirace se mirné zvysuje. Pfitomnost
nanocastic v pripadé vzorku ¢. 1 sniZuje respiracni aktivitu bakterii oproti kontrole
(Graf 29). Tento vysledek koresponduje s vysledky pifedchoziho méfeni tvorby
bakterialniho biofilmu.

Z grafii (Graf 30, Graf 31) je vidét, ze nejvyssi respiracni aktivitu mél vzorek
¢.4 — tj. bakterie pfitomné v suspenzi, kde byl i1 tento vzorek maji ,,nejrychlejsi
metabolismus®, tj. nejvyssi spotfebu kysliku a produkci oxidu uhli¢itého, tj. dané
prostiedi nemd zadné toxické UCinky, a naopak mnozeni a bakterialni metabolismus
podporuje.

Vzorek ¢. 4 se vroztoku BSM rozpustil jiz po jedné hodiné (v predchozich
experimentech se v médiich rozpoustél az po 24 hodinach), coz patrné zapficinilo, Ze
vzorek neptisobil zcela spravné. Vysledky tohoto vzorku jsou ptekvapivé, vzorek je
totiz toxicky pro lidské kozni bunky, rovnéz u tohoto vzorku byla patrna pfitomnost
mrtvych bakterii. Experiment s timto vzorkem byl zopakovan, ale testovan byl pouze

po dobu 70 hodin. Vysledky experimentu byly shodné s pfedchozimi.
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Graf 30: Kumulativni spotieba kysliku (vzorek ¢ 4)  Graf 31: OkamZzitd spotieba kysliku (vzorek ¢. 4)

4.6.4 Testovani cytotoxicity

Live/Dead
Pouzitymi vitalnimi barvivy v tomto experimentu byly Calcein AM pro zivé
buiiky (zelend fluorescence — indikuje intracelularni esterazovou aktivitu) a Ethidium
bromide pro mrtvé butiky (Cervena fluorescence — indikuje ztratu integrity plasmatické
membrany).
e Do 10 ml PBS se ptidalo 5 pl Ethidinu a 0,94 pl Calceinu.

Plat s jamkami se vzorky a vysetymi bufikami se umistil do inkubatoru po dobu
48 hodin. Vzorky se poté 2x oplachly pomoci PBS, poté se na vzorky aplikoval barvici
roztok (2 ml do kazdé jamky) a vzorek se umistil na 45 minut do tmy. Poté se vzorky
opét proplachly 2x pufrem. Poté se jiz vzorky zkoumali pomoci fluorescen¢niho
mikroskopu za pouziti filtru 4 a 5.

Test Live/Dead byl béhem experimentu na testovanych vzorcich proveden 3x.
Testovani touto metodou opét nebylo zcela jednoduché diky silné fluorescenci
samotnych vzorkl. Z diivodu silné fluorescence nebylo mozné poftidit dostatek snimkt
mrtvych bunék k pocitani. Proto ani v tomto experimentu nebylo pocitani provedeno

a zivotnost bunék se posuzovala pouze vizualné.
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Kontrolni vzorek

Obr. 84: Kontrolni vzorek — Zivé buiiky Obr. 85: Kontrolni vzorek — mrtvé buiiky

Z vy$e uvedenych obrazku (Obr. 84, Obr. 85) je ziejmé, Ze fibroblasty dobie
udrzuji zeleny Calcein v cytoplazmé a vykazuji normalni morfologii. Z diivodu zajmu

0 to, zda jsou buiky zivota schopny i v okoli vzorktl byly snimany i jamky pod vzorky.

Vzorek é 1

500 pm
Obr. 86: Vzorek ¢. 1 — Zivé buiiky Obr. 87: Vzorek ¢. 1 — mrtvé burky

Obr. 88: Vzorek ¢. 1 — Zivé buiiky, jamka pod vzorkem
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Na vzorku ¢. 1 (Obr. 86, Obr. 87 a Obr. 88) je malé mnozstvi zivych bunék.
Mrtvé bunky jsou Spatné zobrazitelné diky fluorescenci samotného vzorku. V okoli

vzorku jsou pfitomny Zivé buiiky, ackoli je vzorek ovliviuje.

Vzorek & 2

Obr. 89: Vzorek ¢. 2 — Zivé buiiky Obr. 90: Vzorek ¢. 2 — mrtvé buriky

 S00um
Obr. 91: Vzorek ¢. 2 — Zivé buiiky, jamka pod vzorkem

Ze snimku vzorku ¢. 2 (Obr. 89, Obr. 90 a Obr. 91) je patrny vyssi vyskyt zivych

bunék jak na samotném vzorku, tak i v jeho okoli. Nebyla nalezena zadna mrtva bunka.
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Vzorek ¢ 3

500 ym Y
Obr. 92: Vzorek ¢. 3 — zivé buriky Obr. 93: Vzorek ¢. 3 — mrtvé buiiky

Obr. 94: Vzorek ¢. 3 — Zivé buiiky, jamka pod vzorkem

Na vzorku ¢. 3 (Obr. 92, Obr. 93 a Obr. 94) se vyskytuji zivé i mrtvé bunky.
Zivé bunky fibroblasti maji znatnou pfevahu nad mrtvymi. Vzorek vyraznym

zpusobem neovliviiuje zivotaschopnost bunék v okoli vzorku.
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Vzorek ¢ 4

Obr. 95: Vzorek ¢. 4 — Zivé buriky Obr. 96: Vzorek ¢. 4 — mrtvé buriky

j 500pm
Obr. 97: Vzorek ¢. 4 — Zivé busiky, jamka pod vzorkem

Na vzorku ¢. 4 (Obr. 95, Obr. 96 a Obr. 97) se opé&t vyskytuji zivé i mrtvé bunky.
Mrtvé bunky fibroblasti maji v tomto ptipadé¢ znac¢nou pievahu nad zivymi. Vzorek

ovliviiyje Zivotnost bunék v okoli vzorku, ale 1 pfesto jsou buiiky schopny preziti.

XTT

Tento experimentt byl 5x zopakovan. Pro vSechny provedené testy byl reakéni
¢as v inkubatoru 3 hodiny a 40 minut. Nasledn¢ byla métena 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. 22.

Vyssi naméfena hodnota absorbance znamena vys§i mnozstvi zivych bun¢k.

Tab. 22: Specifickd absorbance

Absorbance (A47snm-Assonm)
kontrola | vzorek & 1(1g-?%) | vzorek& 1(0,1g-1") | vzorek&. 2 |vzorek&. 3| vzorek & 4
0,2754 -0,0144 -0,0077 0,2911 0,0277 0,0275
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Graf 32: Vysledky XTT

Z vysledku XTT testu (Graf 32) vyplyva, ze vzorek ¢. 1 (ob& koncentrace
pouzitého dusi¢nanu stfibrného) je pro bunky fibroblastii silné¢ toxicky. Vysledky
vzorky €. 2 jsou lepSi nez naméfené vysledky u Kontrolniho vzorku. Namétena
absorbance je u vzorku ¢. 3 a 4 téméf shodna. Oba tyto vzorky jsou pro bunky
fibroblastu toxické, ale i pfesto zhruba desetina bun¢k ptezila v porovnani s kontrolnim
vzorkem.

Méfeni cytotoxicity jasné poukazuje na fakt, ze vzorek ¢. 2 je vhodny pro rist

a proliferaci bunék.

b= . v X i S l'—soom%—l
Obr. 98: Kontrolni vzorek po reakci XTT kitu Obr. 99: Vzorek ¢. 3 po reakci XTT kitu

Na Obr. 98 lze vidét buiky fibroblastd po reakci s XTT kitem, kde skvrny
v okoli bungk reprezentuji pravé tento kit. Na Obr. 99 lze vidét i ¢asti materialu

Z extraktu.
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4.7  Sorpce ionti kovii

Tyto experimenty byly do prace zahrnuty s ohledem na diléi cil prace: navrnout

mimomedicinskou aplikaci CMC.

4.7.1 Zakladni experiment

Bylo piipraveno 12 roztokd sriznymi ionty kovii o koncentraci 0,1 g-I*.
Do kazdé z12-ti testovacich trubicek bylo vlozeno 0,1 g sodné soli
karboxymethylcelulozy v praskové forme (DS 0,9) a 10 ml z jednotlivych roztokt iontl
kovi. Takto pfipravené vzorky se nechaly odlezet 24 hodin a poté byly zkoumany
viditelné zmény po ptidani CMC. Popis zmén je uveden v Tab. 23, ¢ervené oznacené

vzorky byly podrobeny dal§im experimentim.

Tab. 23: Zmény vzhledu po 24 hodindch

Vzorec smési Nazev iontu Vzhled roztoku po 24 hodinach
kovu
H.0 zadny zadna zména, roztok je transparentni, gel je na dné
K2Cr,07 Cr* zadna zména, roztok s gelem zezloutl
Sr(NO3)2 Sr2* zadna zména, roztok je s gelem transparentni
AgNO3 Ag* zadna zména, roztok je s gelem transparentni
PbC4HgO4-3H20 Pb? zajimavé chovani, roztok je stale transparentni, ale gel na dné

ziskal spiSe mlé¢né zbarveni, emulze je rozptylena po trubici

NiSO4 Ni2 zadna zména, roztok je s gelem transparentni
CuSQO4-5H,0 Cu? zajimavé chovani, roztok je namodraly, gel na dn¢ ziskal také
namodraly odstin a emulze je rozptylena po trubici
(NHa4)2Fe(S04)2-6H,0 Fe?* zadna zména, roztok s gelem velmi zezloutl
Fex(S0.)3 Fes* Pravdépodobné reakce na dné trubice, hnédé zbarveny gel na

dné a zluté zbarveny nad dnem trubice

SnCl; Sn?* zajimavé chovani, velké mnozstvi mlééné zbarvené gelové
emulze, ktera je rozptylena po trubici
Ba(NOs)2 Ba?* zadna zména, roztok je transparentni, gel je na dné
Cdl; Cad?* 7adna zména, roztok je transparentni, gel je na dné
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4.7.2 Reakce povrstvené polyesterové tkaniny a iontd kovi

Vzorky byly ptipraveny rozmichanim roztoku CMC (DS 0,7) dle kapitoly 3.2,
roztok byl poté aplikovan na polyesterovou doprovodnou tkaninu. Takto piipravené
vzorky byly vysusSeny a termicky sitovany.

Suché zesiténé vzorky byly umistény do banky o0 objemu 1 litr, které bylo mozné
uzavtit. Do kazdé banky byl nalit 1 litr destilované vody a vypocitané mnozstvi soli
kovovych ionti. Mnozstvi soli kovovych ionti bylo vypocteno z molarni hmotnosti
kazdé soli. Bylo provedeno méteni pH kazdého roztoku pH metrem a rovnéz byla

provedena opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanou plazmou (ICP OES).

Tab. 24: obsah kovu v I gramu slouceniny

Siil s obsahem kovovych Molarni hmotnost Obsah kovu v 1 Pouzita koncentrace
iontd [g-mol?] gramu slouceniny [g] | soli s obsahem kov.
iontd [g-17]
Sn (SnCl) - 2H.0 226 0,52526 0,16724
Cu (CuS0Oy) - 5H0 250 0,25418 0,18500
Pb (PbC4HsO4) - 3H20 379 0,54621 0,28046

Pouzité koncentrace soli kovovvych iontt [g-17] - N kovu-molarni hmotnost soli

kovovych iontt.

- N COOH je vypocteno z [celkové molekulové hmotnosti jedné COOH
skupiny-pocet COOH skupin (stanoveno z DS CMC)] / MW CMC

- N kovu pak bylo stanoveno jako dvojnasobek N COOH, zamysleno bylo
pracovat s pfebytkem viz Tab. 25.

Tab. 25: Stanoveni N kovu
m CMC [g] N COOH

1 0,00037

N kovu
0,00074

Na zakladé provedeni prvniho experimetu bylo 10X poniZzeno mnozstvi
pouzittho CMC z dlvodu, Ze po Uvodnim experimentu nebyly méfitelné vysledky
zbytkového mnozstvi soli kovovych iontl, z ¢ehoz vyplynulo, Ze je CMC lepsi sorbent

kovovych iontl nez byl predpoklad.
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Tab. 26: Pritbéh experimentu sorpce iontii kovii pomoci CMC sitované pri riiznych teplotdch

Ionty kovti - Zbvlé mnosstvi Zbylé
teplota | Vaha CMC [g] | VéhaCMC | Dévka | pH Y 28V nozstvi kovu
o N . soli v roztoku po

sitovani pted [g] po soli [g] | roztoku reakci [g] Vv roztoku po
CcMC ’ reakei [g]

Pb - 160 °C 0,1524 0,1411 0,4274 5,55 0,3124 0,1706

Pb - 170 °C 0,1411 0,1401 0,3957 5,49 0,2651 0,1448

Pb - 180 °C 0,1433 0,1411 0,4019 5,52 0,2775 0,1516

Pb - 190 °C 0,2121 0,1832 0,5949 5,51 0,3526 0,1926

Pb - 200 °C 0,1631 0,1528 0,4574 5,25 0,3058 0,1670

Pb-210°C 0,1908 0,1725 0,5351 5,53 0,3564 0,1947

CMC nanesena na textilnim nosi¢i v priméru absorbovala 33,5 % olova. Davka

soli octanu olovnatého trihydratu v priméru obsahovala 0,25600 g olova.

Tab. 27: Pribéh experimentu sorpce iontit kovii pomoci CMC sitované pii riiznych teplotach

. Zbylé
lonty kovti - Zbyle mnozstvi
., . | VahaCMC | Vaha CMC Davka pH mnozstvi soli
teplota sitovani N . kovu v
[9] pied [9] po soli [g] roztoku | v roztoku po
CMC . roztoku po
reakci [g] .
reakci [g]
Cu - 160 °C 0,1432 0,1321 0,2649 5,01 0,1051 0,0267
Cu-170°C 0,1602 0,1238 0,2964 5,01 0,1488 0,0378
Cu-180°C 0,1429 0,1405 0,2644 5,41 0,0979 0,0249
Cu-190°C 0,2105 0,1628 0,3894 5,52 0,1421 0,0361
Cu - 200 °C 0,1025 0,0919 0,1896 5,53 0,0806 0,0205
Cu-210°C 0,1312 0,1218 0,2427 5,21 0,0964 0,0245

CMC nanesena na textilnim nosi¢i v praméru absorbovala 59,3 % médi. Davka
soli siranu médnatého pentahydratu v priméru obsahovala 1,08 g médi. Ukazka

absorpce ionti médi z roztoku je zobrazena na Obr. 100.

Obr. 100: Ukdzka reakce CMC netkané textilie a roztoku pentahydrdzu siranu médnatého
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Tab. 28: Prithéh experimentu sorpce iontit kovii pomoci CMC sitované pri riiznych teplotdch

] Zbylé
Tonty kovu - Zbyle mnozstvi
YXOVU" | V4ha CMC | Vaha CMC | Davka pH | mnozstvi soli
teplota sit'ovani N . kovu v
[g] pted [9] po soli [g] roztoku | v roztoku po
CMC . roztoku po
reakci [g] .
reakci [9]
Sn-160 °C 0,1518 0,1503 0,2539 2,72 0,0616 0,0324
Sn-170°C 0,1341 0,1304 0,2243 2,78 0,0575 0,0302
Sn-180°C 0,1508 0,1412 0,2522 2,71 0,0720 0,0378
Sn-190 °C 0,1121 0,1018 0,1875 2,87 0,0599 0,0315
Sn-200 °C 0,1031 0,0927 0,1724 2,89 0,0573 0,0301
Sn-210°C 0,1902 0,1625 0,3181 2,83 0,0606 0,0318

CMC nanesena na textilnim nosi¢i v priméru absorbovala 73,8 % cinu. Davka

soli chloridu cinatého dihydratu v priméru obsahovala 0,45 g cinu.

Jak muzete vidét dle vysledk uvedenych v Tab. 26, Tab. 27 a Tab. 28, vzorky
s obsahem CMC opravdu funguji jako odstranovace iont kovi.

Bylo zjisténo, ze povrstvené textilie pomoci CMC prokazaly vyraznou G¢innost
pii odstranovani tézkych kovi. Vysoké teploty pouzité pii polymerizaci a sitovani

nemaji vyrazny vliv na absorpci iontll kovi.
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5 Diskuze a zavér
Cilem disertacni prace bylo vytvotit CMC hydrogel v riznych formach, nekteré

pro rust bun¢k jiné naopak pro antimikrobialni kryti.

CMC je velmi rychle rozpustna jak ve studené, tak i teplé vodé. Z toho divodu
bylo v pribéhu vyzkumu nutné najit optimalni zplsob sitovani CMC. V ramci prace
byly navrzeny a zavedeny metody pro sitovani CMC a testovani CMC hydrogelt.
Za nejlepsi metodu sitovani CMC povazuji sitovani fyzikalnimi metodami (mrazicimi
cykly, vysokou teplotou). Kritériem vybéru byl co moznd nejvyssi pomér
absorpce/rozpustnost, coz odpovida zamyslené aplikaci jako Kryti ran. Dalsi zajimava
metoda sitovani se dle vysledkt jevi sitovani s vyuzitim vakuového plazmatu,
kdy hydrofobni chovani povrchu upraveného vzorku je pravdépodobné zpuisobeno
zménou morfologie struktury povrchu. Testovani absorpce bylo provedeno i v riznych
tlumivych roztocich podobnych krevni plazmé.

Piipravené hydrogely byly testovany pro jejich vhodnost pro rist bunék a jako
nosi¢e nanocastic. Nanocastice byly redukovany z dusi¢nanu stiibrného, a to zvysenou
teplotou, UV zatenim ¢i kyselinou askorbovou. Dle ptedpokladu vzorky ve svém
objemu obsahuji stéibrné ionty i nano¢astice kovového stiibra. Pficemz byla prokazana
I antibakterialni aktivita kyselé formy CMC (i bez nanocastic) nebo neutralni formy,
ktera byla okyselena kyselinou askorbovou. Vysledky uvoliovani stiibra ze vzorka
textilii do fyziologického roztoku poskytly informaci o tom, ze mnozstvi uvolnéného
stfibra ze vzorku netkané textilie kyselého typu CMC (s koncentraci pouzitého
dusi¢nanu stifbrného 0,1 - 2 g-I"!) je obdobné mnozstvi uvolnéného stiibra z komeréné
prodavanych vzorkl antibakterialnich kryti s obsahem stiibra. Z divodu podpory rany
se 1épe hojit byl do CMC rovnéz ptidéan alaptid. Byla provedena cela fada biologickych
experimenti na stanoveni toxicity pfipravenych vzorki ¢i na vhodnost vzorkl
k proliferaci bun¢k.

Diky schopnosti CMC absorbovat extrémni mnozstvi vody byla navrzena
metoda tvorby mikroporézni struktury pomoci lyofilizace (mrazova sublimace), kdy se
voda odpatfuje ze zmrazenych vzorkd. V principu se jedna o sublimaci krystalkt
ze zmrzlého produktu za snizeného tlaku. Tlak musi byt natolik nizky,
aby pfi zvySovani teploty ve vzorku nedochazelo k tani, ale k pfechodu z pevné faze
ptimo do plynné. Vzniklé pary prochazi susenou casti produktu na povrch a dale

pokracuji komorou pfistroje do kondenzatoru. Pravé pii tomto priuchodu par skrz vzorek
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dochazi k otevirani struktury vzorku a tvorbé mikroporézni ,,pénové* struktury. Tato
vysoce porézni struktura odpovidd vSem pozadavkim 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 preduréen pro pouziti ve zdravotnickych
aplikacich.

Z ¢asovych davodid nebylo mozné v praci obsahnout vice moznych aditiv,
které by podporily hojeni tkani a rast bunék. S ohledem na tuto skute¢nost bych

v budoucnu doporucéila vyzkouset vice aditivnich latek namisto nanocastic.
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TACR, program ZETA (TJ01000292) — Technicky pracovnik

01/2018 — dosud ,,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 derivati (4871)
2013 - Vlastnosti polyfenolt sorbovanych do celulézovych materialt
2014 - Priprava mikroporéznich struktur na bazi CMC pomoci lyofilizace
(21026)
2015 - Recyklace vlakennych materialti na bazi PAN



Pracovni staz:
e  Holzbecher, spol. s r.0. barevna a bélidlo ZIli¢ — 3 mésice
o Lodz University of technology, Institute of Materials science and
Engineering,
vyzkumna staz v biofyzikalni divizi — 3 mésice

Pedagogicka ¢innost:
Asistence u cviceni pifedmétii:  Barveni a tisk textilii
Textilni chemie
Udrzba textilii
Vedeni diplomovych praci na téma:
Shezi, N.A.: Carboxymethylcellulose in fiber form, DP 2012
Jakubickova, M.: Uvolnovani prachovych castic z bavinéné textilie po poskozeni, DP
2013
Cermékova, P.: Analyza vlastnosti viaken z kralici srsti, DP 2014

Dohnalova, M.: Struktury zalozené na sitované karboxymethylceluloze, DP 2015

Konference: TEXCHEM 2012
Nanosmat 2012
Nanocon 2012, 2013, 2014, 2015
XX IFATCC International Congress 2013
13th Autex World Textile Conference 2013
The Fiber Society Spring 2014 — Fibers for Progress

Certifikaty:
Trinity Entry Level Certificate in ESOL Skills for Life — anglicky
jazyk
Statni zakladni jazykova zkouska z anglického jazyka (B2)



