TECHNICKA UNIVERZITA V LIBERCI

Studium rozpousténi kfiemicitych nanovlaken
ve vybranych télnich tekutinach v zavislosti

na podminkach jejich zpracovani

Studijni program: N3942 Nanotechnologie

Studijni obor: 39427002 Nanomaterialy
Autor prace: Bc. Markéta Paprckova
Vedouci prace: doc. Mgr. Irena Lovétinska-Slamborova, Ph.D.

Liberec 2017



TECHNICAL UNIVERSITY OF LIBEREC

Study on dissolution of inorganic silicon

dioxide nanofibers in chosen body fluids

in relation to conditions of their treatment

Study programme:

Field of study:
Author:

Supervisor:

Liberec 2017

N3942 Nanotechnology
39427002 Nanomaterials
Bc. Markéta Paprckova

doc. Mgr. Irena Lovétinska-Slamborova, Ph.D.



Technicka univerzita v Liberci
Fakulta mechatroniky, informatiky a mezioborovych studii
Akademicky rok: 2016/2017

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DIiLA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a prijmeni: Bc. Markéta Paprckova
Osobni ¢islo: M15000218
Studijni program: ©N3942 Nanotechnologie

Studijni obor: Nanomaterialy

Nizev tématu: Studium rozpousténi kfemicitych nanovldken ve vybranych
télnich tekutinach v zavislosti na podminkach jejich
zpracovani

Zadavajici katedra: Katedra chemie

Zdsady pro vypracovani:

1. Provedte literdrni reSerSi o chovani a biologickych t¢incich SiO2 v zZivych organismech.

2. Zméfite rychlost rozpousténi tepelné zpracovanych vzorkd kiemicitych nanovlédken ve
vybranych télnich tekutinach.

3. Ziskané vysledky zpracujte do tabulek a grafi, vyhodnotte a porovnejte s vysledky
ziskanymi rozpousténim k¥emicitych nanovldken ve fyziologickém roztoku a destilované
vodé.



Rozsah grafickych praci: dle potieby

Rozsah pracovni zpravy: 40-50 stran

Forma zpracovani diplomové prace: tiSténa

Seznam odborné literatury:

1.

PAPRCKOVA, Markéta. Studium rozpousténi anorganickych nanovliken
na béazi oxidu kfemicitého ve vodném prostfedi v zavislosti na jejich
tepelné stabilizaci. Liberec, 2016. Bakalaiska prace. Technicka univerzita
v Liberci. Vedouci prace Doc. Mgr. Irena Lovétinska-Slamborova, Ph.D.

. SLAMBOROVA 1., ZAJICOVA V., EXNAR P., et al. Nanofiber structure

with immobilized organic agens and the method of its preparation.
WO02014026656 A1, 9.4. 2014.

. STUDNICKOVA, J. et al. Thermal properties of silicon oxide nanofibers.

6th Int. Conference - TEXSCI 2007: Liberec, Czech Republic [online].
Dostupné z: http://www.kch.tul.cz/publications/sb15.pdf

WANG, Lin, Kemin WANG, Swadeshmukul SANTRA, Xiaojun ZHAO,
Lisa R. HILLIARD, Joshua E. SMITH, Yanrong WU a Weihong TAN.

Watching Silica Nanoparticles Glow in the Biological World. Analytical
Chemistry 2006, 78(3), 646-654.

. SCHNEIDER, Mandy, Fabian MEDER, Annette HAI, Laura TRECCANI,

Kurosch REZWAN a Klaus KUMMERER. Physicochemical properties and
biodegradability of organically functionalized colloidal silica particles in
aqueous environment. Chemosphere 2014, Vol. 99, 96-101.

Vedouci diplomové prace: doc. Mgr. Irena Lovétinska-Slamborova, Ph.D.

Katedra chemie

Datum zadani diplomové préce: 10. fijna 2016

Termin odevzdani diplomové prace: 15. kvétna 2017

//
prof. Ingf@:/ Pliva,/Ph.D.

e
A
% )
o £l
| /é,/ Z/K
prof. Ing. Josef Sedlbauer, Ph.D.
vedouci katedry

dé

V Liberci dne 10. fijna 2016



Prohlaseni

Byla jsem seznamena stim, Zze na mou diplomovou praci se pln¢ vztahuje

zakon ¢. 121/2000 Sh. o pravu autorském, zejména § 60 — Skolni dilo.

Beru na védomi, Ze Technicka univerzita v Liberci (TUL) nezasahuje do mych

autorskych prav uzitim mé diplomové prace pro vnitini potiebu TUL.

Uziji-li diplomovou praci nebo poskytnu-li licenci K jejimu vyuziti, jsem si védoma
povinnosti informovat o této skutecnosti TUL; v tomto ptipadé ma TUL pravo ode mne

pozadovat uhradu nékladi, které vynalozila na vytvoteni dila, az do jejich skute¢né vyse.

Diplomovou préci jsem vypracovala samostatné s pouzitim uvedené literatury a na

zakladé¢ konzultaci s vedoucim diplomové prace a konzultantem.

Soucasné cestné€ prohlasuji, ze tiSténa verze prace se shoduje s elektronickou verzi

vlozenou do IS STAG.
Datum: 58501+

Podpis: /0074 (’\:LH@L;



Podékovani

Dékuji doc. Mgr. Irené Lovétinské-Slamborové, Ph.D. za odborné vedeni a cenné rady,
které mi  poskytla pfi  psanitéto prace. Mé podékovani  patii  téz
doc. Ing. Petru Exnarovi, CSc. za vstiicnost pii konzultacich a za spolupraci pfi

ziskavani idajl pro experimentdlni ¢ast prace.



Abstrakt

Diplomova prace je zaméfena na testovani rozpustnosti kiemicitych nanovldken
v simulovanych télnich tekutinach a ptibuznych roztocich v zavislosti na jejich tepelné
stabilizaci. Cilem prace bylo stanovit rychlosti rozpousténi kifemicitych nanovlédken
jakozto ukazatele jejich biodurability. Za timto ucelem byly provedeny statické
a dynamické testy rozpustnosti. Kfemicitd nanovlakna byla pfipravena na Technické
univerzit¢ v Liberci metodou elektrostatického zvlaknovani solu pfipraveného metodou
sol-gel. Termické vlastnosti nanovlaken byly zkoumany pomoci TG analyzy. Dale bylo
provedeno méfeni specifického mérného povrchu metodou BET. Morfologie nanovlaken
byla zkouména pomoci SEM. Mnozstvi kiemiku v jednotlivych vzorcich bylo stanoveno
pomoci ICP/OES. Z vysledki testli rozpustnosti vyplynul velmi vyrazny rozdil
Vv rychlosti rozpousténi kiemicitych nanovlaken v zévislosti na pouzitém médiu a teploté
stabilizace. Bylo zjisténo, ze ¢im je vy$s$i hodnota pH, vyssi obsah organickych latek
a vyssi iontova sila média, tim je rychlost rozpousténi vyssi. Dale bylo zjisténo, ze vyssi
teplota stabilizace nanovlaken vede ke snizeni rychlosti jejich rozpousténi. Na zakladé
dosazenych vysledkii byl vypocten poloCas rozpousténi kiemicitych nanovlidken

pro jednotlivé télni tekutiny a teploty stabilizace.

Klicova slova
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Abstract

The thesis investigates the effects of thermal stabilization and treatment of silica
nanofibers on their solubility in simulated body fluids and similar solutions. The aim
of this study is to determine the dissolution rates of silica nanofibers as the indicator
of their biodurability. For this purpose, static and dynamic solubility tests were
performed. Silica nanofibers were prepared via electrospinning and sol-gel methods at the
Technical University of Liberec. The thermal properties of the nanofibers were analyzed
using TG analysis. Krypton adsorption/desorption measurements were employed
to measure the specific surface area. The morphology of nanofibers was examined
by SEM. In order, to quantify the dissolved silica, the amount of silicon in the samples
was monitored using ICP/AES. The results show a strong dependence of silica nanofiber
dissolution rates on the type of medium and the temperature of stabilization.
It is identified that silica nanofiber dissolution rates are significantly enhanced by higher
ionic strength, higher content of organic matter, and higher pH of medium. Furthermore,
the higher temperature of silica nanofiber stabilization leads to reduction of their
dissolution rates. The correlation between the half-lives of silica nanofibers

and stabilization temperature were calculated for all simulated body fluids.
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Seznam zkratek a symbolu

A
B
BET

CNS
CTVvV

DNA

ECT

I o T

|

ICP/ AES
ICP/ OES
ICT

lgG

In vitro
In vivo
M

Rc

PET

pH

pKa

RNS
ROS
SEM
SNP

tie
TG

Simulovana krevni plazma

Simulovana synovialni tekutina
Brunaer-Emmet-Teller

Simulovana tekutina tlustého stfeva
Centralni nervova soustava

Celkova télesna voda

Extracelularni plicni tekutina (pH = 7,4)
Deoxyribonukleové kyselina
Intracelularni plicni tekutina (pH = 4,5)
Extracelularni tekutina

Simulovany pot pH = 4,5

Simulovany pot pH = 5,4

Simulovana mo¢

Fyziologicky roztok

Atomova emisni spektroskopie s indukéné vazanou plazmou
Optické emisni spektroskopie s indukéné vazanou plazmou
Intracelularni tekutina

Imunoglobulin G

Za laboratornich podminek

V zivém organismu

Destilovana voda

Rychlost rozpousténi [ng/cm?h]
Polyethylentereftalat

Vodikovy exponent

disociacni konstanta kyseliny

Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy kysliku

Skenovaci elektronova mikroskopie
Kfemicité nanocastice

Polocas rozpousténi

Termogravimetrickd analyza
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Statické testy rozpustnosti: tabulky hodnot a SEM snimky
(médium A, teplota stabilizace: 180 °C/2 hod. nebo 550 °C/2 hod.)

Statické testy rozpustnosti: tabulky hodnot a SEM snimky
(médium B, teplota stabilizace: 180 °C/2 hod. nebo 550 °C/2 hod.)

Statické testy rozpustnosti: tabulky hodnot a SEM snimky
(médium C, teplota stabilizace: 180 °C/2 hod. nebo 550 °C/2 hod.)

Statické testy rozpustnosti: tabulky hodnot a SEM snimky
(médium D, teplota stabilizace: 180 °C/2 hod. nebo 550 °C/2 hod.)

Statické testy rozpustnosti: tabulky hodnot a SEM snimky
(médium E, teplota stabilizace: 180 °C/2 hod. nebo 550 °C/2 hod.)

Statické testy rozpustnosti: tabulky hodnot a SEM snimky
(médium F, teplota stabilizace: 180 °C/2 hod. nebo 550 °C/2 hod.)

Statické testy rozpustnosti: tabulky hodnot a SEM snimky
(médium G, teplota stabilizace: 180 °C/2 hod. nebo 550 °C/2 hod.)

Statické testy rozpustnosti: tabulky hodnot a SEM snimky
(médium H, teplota stabilizace: 180 °C/2 hod. nebo 550 °C/2 hod.)

Statické testy rozpustnosti: tabulky hodnot a SEM snimky
(médium I, teplota stabilizace: 180 °C/2 hod. nebo 550 °C/2 hod.)

Statické testy rozpustnosti: tabulky hodnot a SEM snimky
(médium M, teplota stabilizace: 180 °C/2 hod. nebo 550 °C/2 hod.)

Kiemicita nanovlékna (standart, 180 °C/2 hod.), SEM snimky,
vysledky TG analyzy

Dynamickeé testy rozpustnosti: tabulky hodnot
(médium A, nebo D, teplota stabilizace: 180 °C/2 hod.)

Simulované télni tekutiny — chemikalie a navazky
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1 UvoD

V medicinskych aplikacich jsou stale Siroce pouzivanad kryti ran ve form¢ textilnich
obvazli nebo naplasti. Tyto zdravotnické prosttedky postacuji pro 1€cbu béznych poranéni
pokozky jako jsou odfeniny a malé popaleniny. Problém nastava ve chvili, kdy dojde
k infikaci rany. Akutni a chronické rany jako jsou bércové viedy, prolezeniny (dekubity),
nadory s viedovitym rozpadem, tézké popaleniny a dalsi komplikované se hojici rany
jsou v prabéhu dlouhotrvajici 1é¢by ¢asto opakované napadany infekci. Dalsi nevyhodou
téchto kryti je nutnost prevazi, kterd zptisobuje opakovanou traumatizaci rany, zvyseni

rizika zaneseni infekce a zpomaleni procesu hojeni.

Velmi slibny material pro tyto aplikace pfedstavuji nanovlakenné substraty na bazi oxidu
kfemicitého, které¢ maji kromé velkého mérmého povrchu fadu terapeutickych vyhod,
mezi které patfi schopnost kopirovat povrch rany, moznost imobilizace riznych typl
biomolekul (desinfekéni latky, antibiotika, enzymy), biologicka kompatibilita
a biologicka rozlozitelnost. Dalsi vyhodou je moZnost tizeni rychlosti jejich degradace
teplotou stabilizace. Tyto vlastnosti by v budoucnu mohly odstranit nutnost prevazi

a usnadnit tak 1écbu té€Zce se hojicich ran.

Pfed samotnou aplikaci nového materidlu ve zdravotnictvi je nutné prokéazat jeho
zdravotni nezavadnost, kterd mtze byt posuzovana jako schopnost materialu odolavat
fyziologickym podminkdm organismu. Firma Johns Manville Corporation provedla
rozsahlou studii bioperzistence sklenénych vlaken, kde byla stanovena hodnota polo¢asu
rozpousténi 40 dni, pii které lze material povazovat za bezpecny. Dosud vSak nebyla
provedena ucelena studie, kterd by se zabyvala bioperzistenci nanovlaken na bazi oxidu
kfemicitého. Stanoveni polo€asu rozpousténi kiemicitych nanovlaken v simulovanych
télnich tekutinadch by umoznilo posoudit jejich zdravotni nezadvadnost a ucinilo tak krok

vpied pro jejich aplikaci v medicinské praxi.

Teoretickd ¢ast prace se zabyva metodami testovani rozpustnosti materialii a urCovani
jejich bioperzistence, dale jsou probrany télni tekutiny a jejich vyznam v organismu,
posledni ¢ast je vénovana toxicit¢ nanoCastic na bazi oxidu kiemicitého a jejich
metabolismu v organismu. Cilem experimentalni ¢asti této prace je stanovit polocasy
rozpou$téni kiemicitych nanovldken v simulovanych télnich tekutindch v zavislosti

na jejich tepelné stabilizaci jakozto ukazatele jejich bioperzistence.

12



2 TEORETICKA CAST

2.1 Testy rozpustnosti a biodurabilita

Bioperzistence a biodurabilita ma vliv na toxicitu a patogenitu ¢astic, které se vyskytuji
v organismu. Proto jsou bioperzistence a biodurabilita dilezitymi parametry, které
je nutno zvazit pii odhadovani toxicity ¢astic a vlaken. Rozpustnost, mira biodurability,
je zavisla na fyzikalnich a chemickych vlastnostech nanovlaken (velikost, mérny povrch),
ale také na vlastnostech média, ve kterém se rozpoustéji (iontova sila, pH, teplota apod.)
[1].

In vitro testy rozpustnosti mohou poskytnout uzite¢né informace o tom, jak nanovlakna
reaguji v daném biologickém prostiedi. U nanovlaken, ktera pii invitro testech
v simulovanych tekutinach rychle uvolfiuji slozky, lze obdobné chovani cekat
v podobném biologickém prostiedi pii in vivo testech. Rozpousténi nanovlaken zavisi

predevsim na jejich fyzikalné chemickych vlastnostech a probiha podle reakéni kinetiky

riznych fadua [1], [2].

Rozpousténi vétSiny nanomateridlt probihd podle kinetiky prvniho tadu, diky
tomu je mozné odhadnout poloc¢as rozpousténi nanovlaken jako miru jejich biodurability.

Dale je mozné ur¢it rychlost jejich rozpousténi [1].

Bioperzistence je definovdna jako schopnost materiald, tedy i1 nanovlaken, odolavat
fyzikalnim, chemickym a fyziologickym podminkam Vv organismu. Bioperzistence
je povazovana za jednu z hlavnich pii¢in toxicity a patogenity materialt. Biodurabilita
je definovana jako schopnost materialti odolavat chemickym a fyziologickym zménam,

je velkym ptispévatelem bioperzistence [1], [3].

Rozpustnost, definovana jako uvolnéni molekul a ionti z nanovléken, je vyuzivana pro
méfeni biodurability. Stanoveni rychlosti rozpou$téni nebo polocasu rozpousténi
umoznuje odhadnout, jak bude dany material interagovat s biologickym
prostiedim [1], [2].

13



2.1.1 Metody urcovani biodurability

Rychlost rozpousténi nanomateriali mize byt urcena testy in vivo (kratkodobymi nebo

dlouhodobymi) a in vitro (buné&¢nymi nebo nebunéénymi).

In vivo testy jsou vyuzivany ke stanoveni Cistoty a biodurability nanocastic. Evropska

komise povoluje dva typy testl, endotrachealni intubaci a inhala¢ni testy [2].

Zména Castic je stanovena po tfech mésicich, kdy dojde k usmrceni pokusnych zvifat,
ze kterych jsou vyplachnuty makrofagy pro dalsi analyzu. Biodurabilita je stanovena

Z poklesu pruméru nanovlakna [1], [2].

Bunééné in vitro testy biodurability zahrnuji kultivaci bunék v médiu se zkoumanym
materidlem, po které nasleduje analyza materidlu pomoci mikroskopu a uréeni zmény
primé&ru vlaken. U buné¢nych testil se vyskytuje fada problémi a omezeni. Naptiklad to,
zZe testované buiiky se nevyskytuji ve svém pfirozeném prostiedi a objemy kultivaéniho

média jsou velmi malé v porovnani s redlnymi in vivo systémy.

Nebunééné invitro testy stanovuji stupen rozpusSténi mikro¢astic i nanocastic
a nanovldken v simulovanych télnich tekutinach. Tyto testy jsou zpravidla vyuzivany
pro sledovani rozpousténi a poskytuji informaci o tom, jak by se dané nanocastice nebo

nanovlakna mohly chovat v realnych biologickych systémech.

Dale se budu vénovat pouze nebunéénym in vitro testum.

2.1.2 In vitro testovani v simulovanych télnich tekutinach

Existuje velké mnozstvi simulovanych télnich tekutin pouzivanych pfi in vitro testovani,
napt.: krevni plazma, plicni tekutina, tekutina tlustého stfeva apod. Simulovanym télnim

tekutinam bude vénovana pozornost v praktické ¢asti této prace.

Rychlost rozpousténi testovanych nanovladken je urCovana na zakladé zmény jejich
hmotnosti v Case, koncentraci ionti uvolnénych do simulované tekutiny b&éhem
rozpous$téni nebo na zakladé¢ zmeény fyzikaln€ chemickych vlastnosti (zména priméru

vlaken v ¢ase apod.).

Ve studii provedené firmou Johns Manville Corporation, byly provedeny testy
rozpustnosti nékolika typl vldken. Ze studie vyplyva, Ze vldkna majici polocas

rozpousténi nizsi nez 40 dni, 1ze povazovat za zdravotné nezavadna. Nasledujici tabulka

14



(viz. Tabulka 1) uvadi hodnoty polocasti — t12 a rychlosti rozpousténi — Rc pro vldkna
rozpousténa v simulované plicni tekutiné pii pH 7,4. Pomoci symbolu +/- je oznacena
potencialni patogenita vlaken. Znaménko + znaci patogenni vlakna, znaménko - znaci
nepatogenni vlakna [4]. In vitro testy rozpustnosti lze dale rozdélit na statické

a dynamické.

Tabulka 1 Bioperzistence sklenénych vlaken, In vitro rozpousténi a patogenita [4].

Testovana vlakna Vyzl(gllicfm Rozpustnost| Plicni patogenita
Typ Kategorie [5;’;] [F:] cé /F():lrj'nzhi Fibréza | Tumory
Crocidolite Azbestos 817 <1 + +
Amosite Azbestos 418 <1 + +
E Glass FG Special App. 79 9 + +
RCF1 Refractory Ceramic 55 + +
475 Glass FG Special App. 49 12 + +/-
Rock Wool MW, MMVF12 67 20 + -
JM 901 FG Bldg. Insulation 14,5 300 - -
Certain Teed FG Bldg. Insulation 9 100 - -
Slag Wool MW, MMVF11 9 400 - -
HT Stonewool | MW 6 59 - -

2.1.2.1 Statické testy rozpustnosti

Statické testy rozpustnosti jsou zaloZeny na rozpousténi znamého mnozstvi ¢astic nebo
vlaken v definovaném mnozstvi tekutiny. Cely systém je vétSinou uzavien v kontejneru.
Testovany materidl mize byt od tekutiny oddélen polopropustnou membranou nebo
filtrem, nebo muze byt volné ponechan v simulované tekuting (viz. Obrazek 1). Pokud
jsou vlakna piidana ptimo do tekutiny a jsou rozpousténa po urcitou dobu, pak se po
odebrani vzorkl provadi filtrace za Ucelem oddéleni Castic od rozpuSténych molekul

a iontq.

Problémem statickych test, diky omezenému objemu simulované tekutiny, je moznost
saturace tekutiny. V takovém piipadé mohou probihat zpétné reakce a srazeni
rozpousténého materidlu, dale dochazi ke zpomaleni procesu rozpousténi, coz mize vést

ke zkresleni vysledku testd rozpustnosti [1], [5].

15



Termostat
kontejner s vickem
% )
simulovana
" tekutina
| _— vzorek

Obrazek 1 Mozné usporadani statického testu rozpustnosti. Pfevzato a upraveno z [5].

2.1.2.2 Dynamické testy rozpustnosti

Dynamické testy rozpustnosti jsou zalozeny na rozpousSténi Castic nebo vlaken
v pritokové komote, pies kterou protékd simulovana tekutina stanovenou rychlosti.
Testovany material je od proudici tekutiny v komoie oddélen pomoci membrany nebo
filtru. Tekutina poté protéka skrz komoru s testovanym materialem a strhava s sebou
rozpu$téné molekuly a ionty, které jsou nasledné sbirany na frakénim kolektoru

(viz. Obrazek 2).

Dynamické testy rozpustnosti 1épe reprezentuji realnou situaci v organismu. Jejich
dalsi vyhodou je to, ze diky pritoku vétSiho objemu simulované tekutiny ptredchéaze;ji
vzniku nasyceného roztoku a zpomaleni rychlosti rozpousténi. Nevyhodou dynamickych
testd je potteba pomérné velkého objemu simulovanych tekutin, aby bylo mozné zajistit

konstantni rychlost priitoku skrz testovaci komoru [1], [5].

AAS

Simulovana
tekutina

Peristalticka pumpa

Obrazek 2 Schématické uspofadani dynamického testu. Pfevzato a upraveno z [5].
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2.1.3 Kinetika rozpousténi nanovlaken

Stanoveni biodurability nanovlaken pfi in vitro testech rozpustnosti je zalozeno na
urceni rychlosti jejich rozpousténi. VSeobecné plati, Ze rozdilné chemické procesy maji
rozdilnou reakéni kinetiku, ktera mize byt nultého, prvniho nebo druhého fadu. Rychlost
reakce je dana rovnici (2.1), ktera tika, ze ubytek hmotnosti nebo latkového mnozstvi
latky dM v Case t je roven rychlostni konstanté k a fadu reakce n = 0, 1, 2. Rad kinetické

reakce Ize stanovit pouze na zakladé experimentalnich dat.
dM
rychlost = T k - [reaktant]™ (2.1)

Na rychlost rozpousténi nanovlaken mé vliv fada parametrii, mezi které patfi
vlastnosti samotnych nanovldken (mérny povrch, struktura, morfologie apod.)

a vlastnosti rozpoustédla (pH, iontova sila, koncentrace, teplota) [1], [3].

Brézda a kol. provedl statické 1 dynamické in vitro testy rozpousténi kiemicitych
nanovlaken v simulované plicni tekutiné [6]. Rychlost rozpousténi kiemicitych
nanovlaken pro statické in vitro testy byla vypoctena dle vzorce (2.2) a pro dynamické

in vitro testy dle vzorce (2.3).

Csio2
R.=—292 .y
¢ Xsigz At (22)
m Csioo (t
RC=_t,kde mt=mt_At+&()'F't (23)
A-t Xsi02

Kde Rc je rychlost rozpousténi kiemigitych nanovlaken [ng-cm2h], Csioz je koncentrace
oxidu kfemigitého v roztoku [ng-cm3], A je mérny povrch nanovlaken [cm?], V je objem
roztoku [cm®], F je rychlost pritoku simulované plicni tekutiny skrz testovaci
komoru [cm3h™], t je as expozice [h]. Hodnota Xsioz reprezentuje hmotnostni podil

oxidu kfemicitého v nanovlaknech, pro ¢istd kiemicita nanovladkna je Xsio2 roven jedné.
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2.2 Télni tekutiny

Voda je hlavni slozkou vnitiniho prostiedi a u dospélého ¢lovéka tvori celkova télesna

voda (CTV) piiblizné 60 % celkové hmotnosti [7], [8], [9].

Voda je v organismu kompartmentalizovana do n€kolika oddilt. Zakladni oddily zahrnuji
extracelularni a intracelularni tekutiny [9], [7]. Intracelularni tekutina (ICT), zahrnuje
vodu a V ni rozpusténé ionty a soluty nachazejici se uvnitt bunék, tvoii 2/3 CTV, tedy
40 % télesné hmotnosti. Extracelularni tekutina (ECT) zahrnuje vodu mimo bunky, tvoti

1/3 CTV, tedy 20 % télesné hmotnosti.

ECT se dale déli na pododdily: intravaskularni tekutinu neboli krevni plazmu,
intersticidlni tekutinu neboli tkdnovy mok a transcelularni tekutinu neboli tekutinu
ve tietim prostoru [7], [10]. Graf 1 znazoriiuje procentualni podil kompartmentd

na celkové télesné hmotnosti.

Graf 1 Celkova télesna voda a jeji kompartmenty, procentualni podil na celkové télesné
hmotnosti. Data prevzata z [10].

CELKOVA TELESNA VODA EXTRACELULARNI TEKUTINA

® Intraceluldrni

® Extracelul&rni tekutina
tekutina ® Intersticialni
5 v tekutina
m Intracelularni
tekutina w Transcelularni

tekutina

Intracelularni tekutina je od extracelularni tekutiny oddélena plazmatickou membranou.
Tato membrana tvofi obal buné€k, je semipermeabilni a obsahuje fadu membranovych
proteind, které slouzi jako pfenasecCe latek ven nebo dovniti intracelularniho oddilu.
Obsah iontti i makromolekul je v obou oddilech rozdilny. Graf 2 znazoriuje slozeni

intersticialni tekutiny, ICT a plazmy.

Hlavnimi intracelularnimi ionty jsou K*, Mg?*, fosfatové anionty a sulfatové anionty [7],
[8], [10]. Intracelularni tekutina obsahuje oproti extracelularni tekuting vyssi koncentrace

nabitych makromolekul napf.: bilkoviny a nukleové kyseliny [11].
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Hlavnimi slozkami extracelularni tekutiny jsou krevni plazma a tkdnovy mok. Krevni
plazma je od tkanového moku oddélena vysoce propustnou kapildrni membranou, proto
maji obé tekutiny podobné slozeni liSici se pfedevSim koncentraci bilkovin. Krevni
plazma ma vysoky podil bilkovin, kdezto tkaiiovy mok ma nizky podil bilkovin. Hlavnimi
extracelularnimi ionty jsou Na*, CI, HCO3 [8], [10]. Dalsi slozkou extracelularni
tekutiny je transcelularni tekutina, ktera vznikla diky transportni a sekrecni aktivité
bun¢k. Transcelularni tekutina zahrnuje: moc¢, Zaludecni a stfevni $tévu, zluc, sliny,
komorovou vodu, synovialni tekutinu v kloubech, mozkomi$ni mok, endolymfu
a perilymfu ve vnitinim uchu [11].

Graf 2 Koncentrace rtiznych elementt vyskytujicich se v télnich tekutinach (intracelularni
tekuting, intersticialni tekutiné, krevni plazmé) [712].
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D Intracelularni tekutina
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20 — |
0 T T T I T = 1
Na* (0]

- HCO;~ K' HPO,” Ca’* Mg* Protein
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2.2.1 Simulované télni tekutiny

Pouziti simulovanych télnich tekutin pfi in vitro testech rozpustnosti umoziuje 1épe
porozumét mechanismu rozpousténi daného materidlu a tim usnadiiuje predpovidat
chovani materialu v zivém organismu. Bylo provedeno nékolik studii, jejichz cilem bylo
navrhnout spravné slozeni simulovanych tekutin [13], [14], [15]. Konkrétnimu slozeni

simulovanych télnich tekutin bude vénovana prakticka cast této prace.
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2.3 Toxicita nanocastic

V soucasné dob¢ vzristd produkce a vyuziti nanocastic témét ve vSech odvétvich lidské
¢innosti. Nanocastice piirodniho 1 antropogenniho piivodu se stdvaji béznou soucasti
naseho zivotniho prostiedi, a proto je velmi dileZité vénovat zvlastni pozornost jejich

chovani pfi interakcich s zivymi organismy [16], [17], [18].

Pii pfevodu latky z makro nebo mikro rozmérii do rozméri v nano métitku dochazi
k vyznamné zméné fyzikalné — chemickych vlastnosti (optickych, magnetickych,

mechanickych a elektrickych) [16], [17].

Dale dochéazi k vyznamnym zménam reaktivity povrchu, kterda ma velky vyznam pfi
interakcich nanocCastic s zivymi organismy [19]. Pokles velikosti Castic je spojen
s naristem jejich celkového povrchu a vyznamnym zvySenim jeho reaktivity [16]. Dalsi
vlastnosti, které ovliviiuji chovani ¢astic a jejich toxicitu, jsou povrchovy naboj, chemické
sloZeni povrchu, tvar povrchu, schopnost agregace a aglomerace [16], [19], [20], [21].
Nanocastice Casto obsahuji  zbytky rezidui (stabilizatory, dispersni ¢inidla,
enkapsulovany material apod.), které také ovliviiuji jejich toxicitu. Dllezitou vlastnosti

nanocastic je také jejich tvar a fyzikalni forma, ktera mize byt amorfni nebo krystalicka.

2.3.1 Vstup nanocastic do organismu

Velmi dtlezity faktor, ktery ovliviiuje toxicitu nanocéstic, je misto kudy dana nanocastice
pronikne do organismu neboli druh expozice. Nanocastice do organismu nejcastéji

pronikaji kizi, dychacimi cestami, travicim traktem nebo piimo do krevniho feciste [22].

Ukézalo se, Ze nanocastice maji schopnost translokace do jinych organti. V zavislosti na

druhu expozice mohou pronikat naptiklad do jater, sleziny, srdce, CNS apod. [16], [22].

2.3.1.1 Vznik korony

Nanocastice se v biologickych systémech nikdy nevyskytuji holé. Po vstupu nanocastic
do organismu dochazi, diky vysoké reaktivité jejich povrchu, K interakcim s vnitinim
prostiedim organismu (télnimi tekutinami). Dusledkem téchto interakci je vznik
tzv. proteinové korony. Korona je obal proteinti, obsazenych v télnich tekutinach, ktery

se vytvari na povrchu nanocastic. To, jaka korona vznikne, z&visi na velikosti a tvaru
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nanocastice, dale také na jejim chemickém slozeni a povrchovém naboji [19], [20].
Na nanocastici se zpocCatku vazi proteiny s mens$i afinitou, které jsou postupné
vyménovany za proteiny s vySsi afinitou tak, aby bylo dosazeno rovnovéahy s vnitfnim
prostfedim. Po €ase se na povrchu nanocastice vytvoii pevné vazany obal proteini — tvrda
korona, ktery je pro kazdou nanocastici specificky. Na povrchu tvrdé korony jsou slabé
vazané proteiny, které jsou Casto vyménovany s volnymi proteiny vyskytujicimi se
v okolnim prostfedi. Tyto proteiny jsou oznacovany jako mekka korona [20], [23].

Obrazek 3 znazornuje vznik proteinové korony na povrchu nanocastic.

@ Formace

Biologicka
Nanocastice identita

proteinové korony

Fyziologicka
odpovéd organismu

Obrazek 3 Interakce nanocastic s Zivym organismem — vznik korony. Pfrevzato a upraveno z [24].

2.3.2 Imunitni odpovéd organismu na vstup nanocastic

Osud nanocastice v organismu zavisi predev§im na jeji velikosti a chemické povaze
povrchu. Malé nanocastice snadno migruji do tkdni a mohou vyvolévat toxicky uc¢inek
mnohem dal od mista vstupu nez vétsi nanocastice. Malé nanocastice jsou zaroven

snadnéji vyluCovany.
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Nanocastice je, v idealnim pfipad¢€, po vstupu do organismu rozpoznana jako cizoroda
latka a dochazi K jeji opsonizaci. Jedna se o proces navazani urcitych latek — opsonint
(imunoglobuliny, napi.: IgG) na povrch antigenu — nanocastice, ktery zvysuje ucinnost
fagocytdzy imunitnimi buiikami [16], [17], [25]. Dalsi moznosti je obaleni nanocastic
specifickymi proteiny, které jsou rozeznavany dal§imi bunkami. Druh interagujiciho
proteinu obvykle zavisi na velikosti a tvaru nanocéstice. U nerozpustnych nanocastic
muze dojit pfi vhodném pH k jejich rozpusténi [17]. Tyto interakce maji vyznam pied

zacatkem zanétlivé reakce organismu.

Pti vzniku zanétu jsou vyluCovany cytokiny. Tyto latky patii mezi zékladni regulatory
imunitniho systému, jedna se o proteiny vylucované leukocyty a jinymi bunkami, které

pusobi pomoci specifickych receptorti na butiky imunitniho systému nebo mimo néj [26].

2.3.3 Mechanismy toxického ucinku nanocastic

Jiz bylo zminéno, Ze nanocastice maji schopnost pronikat do organismu a transportovat
se do ruznych tkani a organd. V piipadé, Ze se tak stane, mohou nanocastice pronikat
Vv zavislosti na velikosti skrz bunéénou membranu do bunck a plsobit fadou riznych
mechanismit vedoucich k jejich poskozeni. Tyto mechanismy zahrnuji produkci
reaktivnich forem kysliku (ROS), reaktivnich forem dusiku (RNS) a zanétlivé odpoveédi
bunék vedouci k poSkozeni bun&nych membran, poskozeni DNA, dysfunkci
mitochondrii, naruSeni bunééného cyklu nebo bunétné smrti — apoptoze. Nekteré
nanocastice mohou ovliviovat signaliza¢ni drahy buiiky a zpusobovat tak specifickou
bunécnou odpovéd’. Jiné nanocastice zvySuji produkci ROS tak, Ze aktivuji bunky

zajistujici zanétlivé odpovedi — neutrofily a makrofagy [17], [27], [28].

2.3.3.1 Oxidativni stres

Pokud se organismus nachdzi v homeostazi, pak existuje rovnovédha mezi antioxidanty
a oxidanty (ROS, RNS). Pii poruseni této rovnovahy vznika oxidativni stres, ktery
je zpasoben nadmérnou produkci oxidantti nebo snizenim antioxidativnich schopnosti

organismu [27], [28].
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Dostupné studie poukazuji na uzkou souvislost mezi expozici nanomateriali a stimulaci
produkce reaktivnich forem kysliku a dusiku, které vedou ke vzniku oxidativniho stresu
ve tkanich. ROS a RNS zahrnuji latky, které maji ve své valencni sféfe alesponl jeden
nesparovany elektron, napi.. superoxidovy radikal O, peroxid H2O2, hydroxidovy
radikal OH', oxid dusnaty NO", nitroxid NO, peroxynitrit ONOO™ a dalsi. Diky své
vysoké reaktivité nespecificky atakuji bio makromolekuly (nukleové kyseliny, proteiny,
sacharidy a lipidy) a zpusobuji poSkozeni na molekularni arovni [27], [28]. Toto
poskozeni stimuluje dalsi produkci oxidantti. Podle miry oxidativniho stresu jsou
aktivovany signalizac¢ni drahy (napf. signaliza¢ni draha vedouci k apoptdze buiiky) nebo

dochazi k transkripci gent (napf. anti-oxida¢ni enzymy, cytokiny).

Oxidativni stres vyvoldn nanocasticemi muiZe zplsobovat poSkozeni organismu

na nékolika Grovnich v zavislosti na jeho mife (viz. Obrazek 4).

Urovné oxidativniho stresu zpGsobeného nanoéasticemi

Molekularni l::> Biochemickd [ »| Bun&éna | .:} Onemocnéni

l Proliferace VN
, ROS/ ENS Neurodegenerace

Starnuu Adaptace }

l Fla leowvina

i J Dia k==
Protein Altivace specifickych Rl
W signalnich cest
, " + Starnutl
Lipid f'l 1

A t
Regulace nékterych ARPOP oza Zastavem Zanét
molekul

rustu
DMNA Auto-fagocytoza Cevni choroby

Obrazek 4 Urovné oxidativniho stresu vyvolaného nanocasticemi. Pfevzato a upraveno z [27].
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2.4 Kremicité nanomaterialy

Materidly na bazi oxidu kfemicitého jsou jiz desetileti vyuzivany ve zdravotnictvi pfi
vyrob¢ doplnkt stravy, bandazi, katétri a implantatii, zubnich vyplni a kontaktnich cocek.
Vsechny tyto aplikace jsou vSeobecné povazovany za bezpecné a biokompatibilni

[29], [30].

Kfemicité nanomaterialy jsou biokompatibilni, netoxické a snadno funkcionalizovatelné,
dale jsou hydrolyticky nestabilni a v ¢ase se rozpousti na slabou vodorozpustnou kyselinu
tetrahydrogenkiemicitou (H.SiO,, pKa 9,6) [31]. Diky témto vlastnostem piedstavuji
velmi slibny material pro farmaceutické a biomedicinské aplikace. V poslednich letech
jsou provadény intenzivni vyzkumy pro aplikace kemicitych nanomaterialti v systémech
dopravovani 1é¢iv [32], v genové terapii [33], Vv molekularnim zobrazovani [34]
a v tkanovém inzenyrstvi pro regeneraci kostni tkané [35]. VVzhledem Kk rostoucimu poctu
biomedicinskych aplikaci kfemicitych nanomateriald je nezbytné€ nutné zabyvat se jejich

potencialnimi riziky a chovanim v biologickych systémech.

2.4.1 Toxicita kremicitych nanocastic

Potencial toxického ucinku kiemicitych nanocastic, dale jen SNP, je zavisly predevSim
na: krystalinité, velikosti, tvaru, chemickeé Cistoté a rozpustnosti, toto potvrzuje nékolik
studii [29], [36], [37], [38].

Jesté¢ do nedavna byl vyzkum toxicity SNP vénovan piedevs§im jejich krystalickym
formam. Ty jsou v odborné literatufe shodné spojovany se vznikem chronickych
onemocnéni plic, jako je silikoza, pneumokonidza, fibroza a rakovina [36], [37],
[39], [40].

Amorfni kfemicité nanoc¢éstice jsou povaZzovany za netoxické a v soucasné dobé jsou
vyuzivany napf. V kosmetice, potravinaiskych aditivech i v systémech pro dopravovani
1é¢iv. Stale vSak neexistuji jasna ustanoveni tykajici se jejich cytotoxicity, genotoxicity
a karcinogenity. Provedené in vitro studie se shoduji, Ze jejich cytotoxicky nebo
genotoxicky ucinek je zavisly na velikosti, davce, ¢ase pisobeni a typu bunécéné linie
[41], [42], [43], [44], [45].
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Liakol. [45] provedl studii cytotoxického uc¢inku amorfnich SPN o velikostech v rozmezi
19 nm — 498 nm na lidské hepatické buiiky. Vysledek jejich studie je shodny s ostatnimi
in vitro studiemi cytotoxicity. Graf 3 znazornuje zavislost viability lidskych hepatickych
bun¢k (HepG2) na velikosti a koncentraci amorfnich SPN po 24 hodinach expozice.
Viabilita bun¢k byla méfend pomoci WST-8 testu. Vysledkem studie byl dikaz, ze
viabilita buné¢k HepG2 klesa s rostouci koncentraci nanocastic. Dale se ukazalo, ze pii

koncentraci 200 pg/ml jsou toxické vSechny typy testovanych SPN [45].

Graf 3Viabilita lidskych hepatickych bunék HepG2 po 24 hodinach v zavislosti na velikosti a
koncentraci SNP [45].
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Uboldi a kol. [46] provedl studii cytotoxického u¢inku amorfnich SPN o velikostech
vrozmezi 17nm — 80nm na bunéénych kulturdch mySich fibroblasti Balb/3T3.
Vysledek jejich studie je, Ze amorfni SPN nevyvolaly cytotoxicky ani genotoxicky
ucinek. Graf 4 znazoriuje zavislost viability mysich fibroblastd Balb/3T3 na velikosti
a koncentraci amorfnich SPN po 72 hodinach expozice. Viabilita bun¢k byla méfena

pomoci MTT testu.
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Graf 4 Viabilita mysich fibroblastt Balb/3T3 po 72 hodinach v zavislosti na velikosti a
koncentraci amorfnich SNP [46].
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Z téchto dvou studii je patrné, ze velmi zalezi na designu provadéného experimentu.
Uboldi a kol. nepracoval s koncentraci 200 pg/ml, ktera se ukazala byt toxicka pro
vSechny velikosti SNP ve studii tymu Li a Kkol. [45]. Nejednotnost testi toxicity

nanomaterialll je vSeobecnym problémem.

SNP mohou proniknout do buiky riznymi cestami a rozptylit se v cytoplazmé nebo
v buné¢ném jadie. Bylo zjisténo, ze mechanismus jejich toxického ucinku je zaloZzeny

na produkci ROS [45], [47], [48].

2.4.2 Biodegradabilita kiemicitych nanocastic

Kfemicité nanocastice hydrolyticky degraduji ve vodé nebo ve fyziologickém prostredi
za vzniku primarn€ vodorozpustné kyseliny tetrahydrogenkiemicité H.SiO., ktera se
ptirozené vyskytuje v organismu. Tato kyselina je vSak nestabilni (mimo extrémné
alkalického prostfedi) a rychle polykondenzuje na vys$i kyseliny polykiemicité
az koloidni hydratovany oxid kiemicity. Kyselina tetranydrogenkiemicita se v organismu
podili na mineralizaci kostni tkdné, syntéze kolagenu, déle se jeji stopové mnozstvi

nachazi v kuzi, vlasech a nehtech [31].

Rychlost degradace SNP je obvykle stanovena pomoci pfimé kvantifikace obsahu
kfemiku v degradacnim médiu pomoci atomové emisni spektroskopie s indukéné
vazanou plazmou (ICP/ AES) nebo pomoci optické emisni spektroskopie s indukéné

vazanou plazmou (ICP/ OES) [31], [49], [50].
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2.4.3 Prijem a distribuce kremicitych nanocastic v organismu

Kiemicité nanocéstice do organismu nejcastéji pronikaji kiizi, dychacimi cestami,
travicim traktem nebo nitrozilné. V zavislosti na zptsobu vstupu do organismu se SNP
mohou dale distribuovat do ostatnich tkani a organi. Mechanismus distribuce
a vzdalenost, kterou SNP urazi vorganismu od mista vstupu, zavisi na jejich

fyzikaln¢ — chemickych vlastnostech a velikosti.

Nékolik in vivo studii provadénych na potkanech ukazuje, ze SNP aplikované nitrozilné
maji tendenci se akumulovat v jatrech, sleziné, ledvinach a plicich [51], [52], [53].
Majoritni mnozstvi SNP je akumulovano v jatrech a slezin€. Tato skutecnost je za prvé
dana vinitou strukturou endotelu jater a sleziny, ktery umoznuje pasivni zachyceni cizich
Castic, a za druhé hojnou piitomnosti makrofagi v téchto organech. Ukazalo se,
ze akumulace nanocastic je zavisla na typu bunék s tim, Ze makrofagy vykazuji mnohem
vyssi afinitu k nanoc¢asticim nez buiiky epitelu, coz je hlavnim diivodem vyssi akumulace

SNP v jatrech a sleziné [52], [54].

Podobné vysledky distribuce SNP piinaseji in vivo studie, kde doslo k oradlnimu podavani
nanocastic. Oralné podavané SNP jako prvni vstupuji do traviciho traktu, kde jsou
v zavislosti na velikosti a povrchovém ndboji absorbovany nebo vylucovany.
Absorbovan¢ SNP poté vstupuji do krevniho tecisté, kde dochazi k jejich nasledné

distribuci do ostatnich organt (jatra, slezina, ledviny a plice) [50], [55].

Kuze je nejveétsi organ lidského téla a odd€luje vnitini prostredi organismu od vnéjsiho.
Nekolik in vivo studii provadénych na potkanech ukazuje, ze SNP mohou pronikat kizi.
Napiiklad u SNP o velikosti 70 nm aplikovanych na kzi po dobu 3 dnt doslo k jejich
priniku a usazeni v lymfatickych uzlinach [56]. Aplikace SNP po dobu 28 dnid vedla
k jejich distribuci do mozku a jater [57]. Aplikace SNP o velikosti 20 nm po dobu 90 dnt

se ukazala byt bezpecna, bez vedlejsich ucinkti a bez znamek akumulace v organech [58].
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2.4.4 Eliminace kfemicitych nanocastic z organismu

Kiemicité nanocastice, stejné jako ostatni cizorodé latky, mohou podléhat a podléhaji
V organismu biotransformacim, pfi¢emz produktem biotransformacnich procest je
biokompatibilni kyselina tetrahydrogenkiemicitd a produkty jeji polykondenzace.
Kiemicité nanocastice a jejich produkty rozkladu mohou byt z téla vylu¢ovany moci
a stolici [54]. Mechanismus eliminace SNP z organismu je zavisly na jejich velikosti,

tvaru a zpusobu vstupu do organismu.

Oralné ptijaté SNP vstupuji do zazivaciho traktu, tudiz je vétSina vyloucena stolici. Mensi
¢ast, ktera byla vstiebana pfes sliznici stfeva do krve, se dostava do ledvin a mocovych

cest a je nasledné vylouc¢ena moci [50].

Kiemicité nanocastice, které rovnou vstupuji do krevniho fecisté, jsou vyluCovany
prevazné moc¢i. Rychlost eliminace pak zavisi na velikosti. Bylo ukazano, ze mensi SNP
(<50 nm) se v moci i ve stolici vyskytuji ve vyssSich koncentracich a jsou eliminovany z
organismu rychleji nez vétsi SNP (>100 nm). Vétsi SNP jsou totiz zachycovany
makrofagy, a tudiz dochazi ke zpomaleni jejich eliminace z organismu. Ke kompletni

eliminaci SNP z organismu doslo po 4 tydnech [54].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Vychozi produkty

3.1.1 Kremicita nanovlakna

Pfi testech jsem pouzivala kiemiCitd nanovldkna s oznacenim SO1/ 6-1 vyrobend na
Technické univerzité v Liberci. Nanovlakna byla pfipravena metodou elektrostatického
zvlaknovani solu ptipraveného metodou sol — gel a nasledné byla tepelné stabilizovana
pfi teplotach 180 °C v elektrické susarné nebo 550 °C po dobu 2 hodin v muflové peci
s teplotnim rozptylem + 3 °C. Po dvou hodinach byla tepelné stabilizovana nanovlakna

vloZena do pouzdra z pevného alobalu, aby nedoslo k jejich kontaminaci.

3.1.2 Simulované télni tekutiny

Simulované télni tekutiny umoznuji 1épe porozumét mechanismim rozpousténi
a potencidlnimu chovéani kiemicitych nanovldken in vivo, a tedy umoziuji lépe
odhadnout jejich biodurabilitu. Simulované télni tekutiny byly zvoleny z hlediska
aplikaci kfemicitych nanovlaken v medicing, a to predevs§im jako obvazovy material pro

lé¢bu ran a jako material ureny k eliminaci sristt (napt. v bfiSni duting).

Pro testovani byly vybrany nasledujici simulované t&lni tekutiny: krevni plazma,
synovialni tekutina, tekutina tlustého stfeva, extracelularni plicni tekutina (pH 7,4),
intracelularni plicni tekutina (pH 5,4), simulovany pot (pH 4,5; pH 5,4), fyziologicky
roztok. Jako standardizacni testy jsem provedla testy rozpustnosti kiemicitych

nanovlaken v destilované vodé.

Vsechny uvedené simulované télni tekutiny jsem pfipravovala podle souhrnné studie, kde
je uveden podrobny navod na jejich pfipravu [13]. Pouzité chemikalie jsou uvedeny
v tabulce (viz. Tabulka 2). Konkrétni slozeni a navazky pro piipravu simulovanych

télnich tekutin jsou k dispozici v ptiloze (viz. Ptiloha ¢. 13).

Vsechny potiebné navazky jsem vazila na laboratornich vahach s piesnosti na Ctyfi az pét
desetinnych mist. Simulované télni tekutiny jsem pfipravila smichdnim navazek v Cerstvé

destilované vode.
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Tabulka 2 Seznam pouzitych chemikalii.

Nazev Chemicky vzorec Dodavatel
Citronan sodny dihydrat CeHsNazO7 - 2 H,O | Chemapol
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a. KH2PO4 Penta
Glycin >99 % C2HsNO2 Sigma-Aldrich
Hovézi sérovy albumin (BSA) My=66 kDa Sigma-Aldrich
;Izlfdrogenfosforeénan disodny dodekahydrat NasHPO4 - 12 H,O | Penta
Hydrogenfosfore¢nan disodny p.a. Na2HPO4 Penta
Hydrogenuhlicitan sodny p.a. NaHCOs Penta
Hydroxid sodny p.a. NaOH Penta
Chlorid amonny NH4CI Lachema
Chlorid draselny p.a. KCI Penta
Chlorid hotecnaty hexahydrat p.a. MgCl; - 6 H.O Penta
Chlorid sodny 99,5 % p.a. NaCl Roth
Chlorid vapenaty bezvody p.a. CaCl; Lachner
Chlorid véapenaty dihydrat p.a. CaClz - 2 H20 Penta
Kyselina citronové bezvoda p.a. CeHgO7 Lachner
Kyselina hyaluronova (C14H21NO11)n Hugo Capek
Kyselina chlorovodikova 1 M HCI Lachema
L-laktat sodny =~ 98 % C3HsNaOs Sigma-Aldrich
Mocovina CO(NH2)2 Chemapol
Octan sodny p.a. C2H3NaO: Lachema
Pyruvat sodny > 99 % CsH3NaOs Sigma-Aldrich
Siran hofecnaty MgSOs - 7H20 Lachner
Siran sodny p.a. Na2SO4 Penta
Stavelan vapenaty CaC204 Chemapol
Tris(hydroxymetyl)aminometan 99,8 % (HOCH2)3sCNH:2 Sigma-Aldrich
Vinan sodny dihydrat C4HaNaz0s - 2H,O | Sigma-Aldrich
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3.2 Popis experimentl

3.2.1 Statické testy rozpustnosti

Statické testy rozpustnosti kiemicitych nanovldken jsem provedla s nanovlakny tepelné
stabilizovanymi pii 180 °C nebo pii 550 °C v simulovanych télnich tekutinéch,
fyziologickém roztoku a v Cerstvé destilované vod€. Seznam vSech pouzitych télnich

tekutin s jejich kddovym oznacenim je uveden dale (viz. Tabulka 3).

7 tepelné stabilizovanych nanovldken jsem pfipravila navazky o hmotnostech
m = (20,0 = 0,5) mg. Jednotlivé navazky jsem nasledné umistila do uzaviratelnych PET

lahvi¢ek o objemu V = 250 ml.

Do PET lahvicek se vzorky tepelné stabilizovanych nanovlaken jsem piidala 200 ml
vybrané tekutiny predehiaté na 37 °C. Takto pfipravené lahvicky jsem nasledné vlozila
do pfedem vytemperované vodni ldzné s tfepackou, ptfi¢emz teplota vodni lazné byla

37 °C.

Podle casového planu jsem z PET lahvicek pomoci injekéni stiikacky odebirala vzdy
10 ml média. Odebrany roztok jsem poté piefiltrovala pies nylonovy filtr nasazeny
na injek¢ni stiikacku (dodavatel Fisher Scientific, spol. s.r.0.) s pory o priméru 0,45 pm
do uzaviratelného plastového kontejneru o objemu V =15ml. Tim byla odstranéna
pfipadnéd strzend nerozpusténd kiemicitd nanovldkna. Takto odebrané vzorky jsem
posilala na chemickou analyzu pomoci OES/ ICP, kde byl stanoven obsah kiemiku

ve vzorcich.

Po poslednim odbéru jsem zkontrolovala, zda v PET lahvi¢ce zustal nerozpustény zbytek
vzorku nanovlaken, pokud ano, vyjmula jsem nerozpustény vzorek z PET lahvicky,
dvakrat ho proplachla v destilované vodé, jednou v izopropylalkoholu a nechala
vyschnout. Suché vzorky jsem uloZila do uzaviratelnych plastovych kontejneri pro

nasledné vyhodnoceni pomoci SEM.
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Tabulka 3 Seznam a oznaceni simulovanych tekutin pro statické testy rozpustnosti.

Oznaceni Tekutina
A Krevni plazma
B Synovidlni tekutina
C Tekutina tlustého streva
D Extracelularni plicni tekutina (Gambleho roztok) pH 7,4
E Intracelularni plicni tekutina pH 4,5
F Pot pH 4,5
G Pot pH 5,4
H Mo¢
| Fyziologicky roztok NaCl 8,5 g/l (Cerstvy)
J Fyziologicky roztok NaCl 8,5 g/l (s obsahem CO>)
K Fyziologicky roztok NaCl 5,0 g/l (Cerstvy)
L Tris — HCI pufr pH 7,2
M Cerstva destilovana voda

3.2.2 Dynamické testy rozpustnosti

Dynamické testy rozpustnosti kiemicitych nanovldken jsem provedla s nanovldkny
tepelné stabilizovanymi pii 180 °C v simulované krevni plazmé (A) a v simulované

extracelularni plicni tekutiné (Gambleho roztok) pH 7,4 (D).

Z tepelné stabilizovanych nanovléken pti 180 °C jsem pfipravila navazky o hmotnostech
m = (5,0 £ 0,5) mg. Takto pfipravené navazky jsem umistila do specialn¢ pfipravené
prutokové komory opatiené nylonovym filtrem (dodavatel Fisher Scientific, spol. s.r.0.)
spory o velikosti 450 nm. (viz. Obrazek 5), ktery zajiStoval odstranéni piipadnych

strzenych nerozpusténych kiemicitych nanovlaken.

filtr: 450 nm

nanovldkna /

Obrazek 5 Pratokova komora
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Ptipravené pritokové komory s nanovlakny jsem poté napojila do okruhu sestavajiciho
se z nadrzky s piislusnou simulovanou tekutinou, peristaltické pumpy, michané vodni
lazné s ponotfenou del§i plastovou hadickou pro ptedehiati simulované tekutiny

napojenou na pritokovou komoru a jimaciho zafizeni na filtrat. Celd sestava je na

Obrazek 6. Rychlost pratoku simulovanych télnich tekutin se pohybovala v rozmezi
hodnot 1,6 — 26,4 ml/hod.

Obrazek 6 Aparatura dynamického testu

Jednotlivé odbéry vzorkt jsem provadéla v piedem urcenych ¢asovych intervalech, doba
odbéru filtratu do jimajiciho zafizeni (uzaviratelny plastovy kontejner o objemu
V =15 ml) byla vzdy 30 minut. Takto odebrané vzorky jsem posilala na chemickou

analyzu pomoci OES/ICP, kde byl stanoven obsah kiemiku ve vzorcich.

Mezi jednotlivymi odbéry vzorkil jsem jimala filtrat do velké zasobni plastové lahve,
abych byla schopnd wurcit celkovou objemovou bilanci a celkové mnozstvi
rozpusténého SiO2. Po ukonceni experimentu jsem takto ziskany filtrat dikladné
promichala a odebrala vzorek o objemu V =10 ml, ktery jsem poslala na chemickou

analyzu pomoci OES/ICP spolu s ostatnimi vzorky.
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3.3 Metody charakterizace

3.3.1 Termogravimetricka analyza

Termogravimetrickd analyza tepelné¢ nezpracovanych kiemicitych nanovlaken byla
provedena na piistroji Netzsch STA 449F1 na Trencianskej univerzit¢ Alexandra
Dubceka v Trencing, Slovensko (operator doc. Ing. Alfonz Plsko, CSc.). Méfeni bylo
provedeno v rozsahu 20 az 810 °C rychlosti 1 °C/min.

3.3.2 Opticka emisni spektroskopie s induk¢né vazanou plazmou

Stanoveni obsahu oxidu kfemicitého ve vzorku bylo provedeno metodou optické emisni
spektrometrie s indukéné véazanou plazmou. K analyze byl pouzit piistroj ICP/OES
Optima 2100DV Perkin Elmer v laboratoti chemickych sana¢nich procestt CXI (operatofi
Ing. P. Parma a H. Pohlreichovd). M¢feni bylo provedeno v axidlnim usporadani,
s vykonem generatoru 1500 W (pracovni frekvence generatoru je 40 MHz). Navaznost
byla zajisténa prostiednictvim referen¢nich materialii firmy Analytika Praha. Ke vSem
operacim byla pro fedéni pouzita ultra &istd voda o rezistivité 18,2 MQ-cm™ pfipravena

na zafizeni ELGA.

Na zéklad¢ opakovanych pokust s rozpousténim kiemicitych nanovladken a opakovanych
analyz bylo stanoveno, ze kombinovana nejistota stanoveni Si uvedenym postupem (pro
ku = 2) odpovida hodnotam 0,1 mg Si/dm? ve vyluhu pro koncentrace do 0,5 mg Si/dm?
a 20 rel. % pii hodnotach vyssich nez 0,5 mg Si/dm?. Po piepoétu na jina vyjadieni to pro
koncentrace do 0,5mg Si/dm® odpovida 0,2 mg SiOx/dm® resp. 2000 ng/mg

resp. 0,2 hmot. % rozpusténého SiOa.

3.3.3 Skenovaci elektronova mikroskopie

Snimkovani kfemicitych nanovlaken ptred a po testech rozpustnosti bylo provedeno
na pristroji SEM Zeiss Ultra Plus (operator Ing. P.Kejzlar, PhD.). Na povrch vzorkl byla

pfed snimkovanim napraSena velmi tenkd vrstva zlata pro odvod néaboje.
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3.3.4 Méreni mérného povrchu adsorpci kryptonu

Meéteni bylo provedeno na pfistroji Autosorb iQ-KR/MP, ktery je ur€en pro meéteni
dusikové a kryptonové adsorpce. V piipad¢ kiemicitych nanovlédken byl pouzit krypton
(operator doc. Ing. Petr Exnar, CSc.). M¢éfeno bylo nékolik vzorka kiemiditych
nanovldken tepelné zpracovanych vrozmezi 180 az 800 °C bez patrné zavislosti
naméefeného mérného povrchu na teploté tepelného zpracovani. Za nejpravdépodobné;jsi

hodnotu 1ze povazovat A = (8,83 = 0,30) m?/g.
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3.4 Vysledky a diskuze

3.4.1 Charakterizace kfemicitych nanovlaken

Tato diplomova prace navazuje na mou bakalaiskou praci [59], ve které jsem se zabyvala
rychlostmi rozpousténi kiemicitych nanovldken ve vodé a fyziologickém roztoku
Vv zéavislosti na jejich tepelné stabilizaci. Na zakladé vysledkti mé bakalaiské prace byly

vybrany teploty stabilizace kiemicitych nanovlaken 180 °C a 550 °C.

Graf 5 zobrazuje rozpustény podil kiemicitych nanovlaken v zavislosti na jejich tepelné
stabilizaci. Z Grafu 5 je patrné, Ze v rozmezi hodnot tepelné stabilizace 20 az 300 °C se,
Z hlediska rychlosti rozpousténi, nic vyznamného nedéje. Proto byla vybrdna teplota
stabilizace 180 °C. Dale rozpustnost nanovlaken mirn¢ klesa az do 500 °C. Zlom nastava
mezi 500 °C a 600 °C, pticemz doslo k vyznamnému poklesu rychlosti rozpousténi
nanovlaken. Proto byla vybradna teplota stabilizace 550 °C. Pfi teplotdch vySSich nez
600 °C nebyla vybrana dalsi teplota stabilizace kfemicitych nanovlaken, protoze pfi
téchto teplotach je rychlost jejich rozpousténi piilis nizka a neni zde ani piedpoklad jejich

praktického vyuziti pro kryty ran (a také je material potencialn¢ karcinogenni).

Graf 5 Zavislost rozpusténého podilu SiO, nanovldken na teploté stabilizace (fyziologicky roztok,
tj. médium |, 36 °C) [59].
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Kiemicita nanovlakna byla ptfed testy rozpustnosti charakterizovana pomoci TG analyzy
a dale byl vypocitan obsah SiO> (pfi teploté 800 °C zbyva pouze Cisty oxid kiemicity).
U nanovlaken tepelné stabilizovanych pii 180 °C byl stanoven obsah SiO, 89,95 hm %.
Nanovlakna tepelné stabilizovana pti 550 °C obsahovala 98,47 hm % SiO2. Vysledky
TG analyzy zobrazuje Graf 6.

Graf 6 Vysledky termogravimetrické analyzy kifemicitych nanovléken.
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Déle bylo provedeno meéieni specifického mérného povrchu metodou BET s pouzitim
kryptonu, stanoveny mérny povrch je (8,83 + 0,30) m?/ g. Pro vizualni kontrolu byly
pofizeny SEM snimky kfemicitych nanovlaken, které nebyly vystaveny pisobeni médii

(viz. Obrazek 7).
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zvétSeni: 500krat zvétSeni: 50.000krat

Obrazek 7 Kfemicita nanovlakna, tepelné zpracovani 180 °C/2 hod, srovnavaci, bez plisobeni
medii, SEM, rGzné zvétseni.

Ze SEM snimki je patrné, ze nanovldkenna vrstva je tvofena nahodile usporadanymi
nanovlakny jejichz priméry nejsou uniformni. V nanovldkenné vrstvé se vyskytuji

I silngjsi vlakna, ktera zlepSuji jeji mechanické vlastnosti.

3.4.2 Statické testy rozpustnosti

Mnozstvi kifemiku v jednotlivych ¢asovych odbérech bylo stanoveno pomoci ICP/OES
apfepoCteno na obsah SiO2. Rychlosti rozpousSténi kifemicitych nanovlaken
Vv jednotlivych simulovanych télnich tekutindch a polo€asy rozpousténi byly vypocteny
ze smérnice linearni casti grafu, ktery zndzoriiuje zavislost rozpusténého podilu oxidu
kfemicitého na case. U fady simulovanych télnich tekutin doSlo v pocatecni fazi
rozpousténi kfemicitych nanovldken ke zpozdéni rozpousténi, které je velmi
pravdépodobné disledkem nutnosti primarniho naruseni povrchu nanovlaken tekutinou.
Naopak pii vyssich koncentracich SiO2 Vv roztoku jiz dochazi k omezeni rychlosti
vlastniho rozpousténi nasycenim roztoku az ke zpétnému srazeni koloidniho SiO2 zpét

na nanovlakna.

Statické testy rozpustnosti poskytly dobie reprodukovatelné vysledky, jejichz ptesnost je
uvedena v kapitole 3.3.2. Jako piiklad reprodukovatelnosti vysledkt uvadim Graf 7
a Graf 8, kde se ziskana data z jednotlivych experimentt velmi dobfe shoduji. Malé
odchylky vysledku jsou zpusobeny nahodnymi chybami. Pouze pro synovialni tekutinu

nebyly ziskany reprodukovatelné vysledky, a proto nebyly dale zpracovavany.
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Graf 7 Zavislost rozpusténého podilu SiO, nanovlaken (180 °C/2 hodiny) na ¢ase, médium E.
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Graf 8 Zavislost rozpusténého podilu SiO, nanovlaken (180 °C/2 hodiny) na ¢ase, médium I.
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Tabulka 4 obsahuje piehled ziskanych rychlosti rozpousténi a polocasii rozpousténi
kfemicitych nanovlaken, tepelné stabilizovanych pii 180 °C nebo 550 °C, pro jednotliva
média. Dalsi text bude vénovan vysledkiim a diskuzi 0 chovani kifemicitych nanovlaken

V jednotlivych médiich.

Tabulka 4 Prehled vypoctenych rychlosti rozpousténi a polocast rozpousténi kiemicitych
nanovlaken (teplota stabilizace 180 °C nebo 550 °C) pro jednotliva média.

Médium | Teplota stabilizace | Rychlost rozpousténi | Poloc¢as rozpousténi
[°C] [ng/ (cm?hod)] [den]
A 180 1054 0,24
550 182 1,3
C 180 862 0,30
550 134 1,8
D 180 918 0,26
550 269 0,88
E 180 3,0 78
550 0,77 313
F 180 29,2 8,8
550 1,2 207
G 180 35,4 7.4
550 0,68 351
H 180 52,5 5,0
550 21,5 12
I 180 175 1,7
550 58 42
M 180 0,80 295
550 0,30 778

3.4.2.1 Simulovana krevni plazma

Graf 9 zobrazuje zavislost rozpusténého podilu kiemicitych nanovlaken na Case, ktera
byla rozpousténa v simulované krevni plazmé. Z Graf 9 je patrné, ze polocas rozpousténi
kfemicitych nanovlaken je zavisly na teploté tepelného zpracovani. Stanoveny polocas
rozpousténi pro nanovlékna stabilizovana pfi 180 °C je t;/, = 0,24 dne. Nanovldkna
stabilizovana pii 550 °C se rozpoustéji pomaleji a maji pfiblizné 5,3krat vyssi hodnotu
poloCasu rozpousténi, ktera ¢ini t;,, = 1,3 dne. Velmi nizké polocasy rozpousténi
nanovlaken v simulované krevni plazmé jsou zfejmé dany mirné zasaditym pH tohoto

média, protoze je znamo, Ze zasadité pH urychluje degradaci kfemicitych materiald.
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Obrazek 8 zobrazuje SEM snimky kiemicitych nanovlaken tepelné stabilizovanych pfi
180 °C po 6 hodinach louzeni v simulované krevni plazmé. Pfi rozpousténi kiemicitych
nanovlaken v krevni plazmé dochézi ke ztraté integrity nanovlakenné vrstvy a dochazi
také k vyraznému naruSeni morfologie nanovlaken. Nasledn& nanovldkna vlivem média
degraduji v celém objemu, bobtnaji a rozpadaji se.

Graf 9 Zavislost rozpusténého podilu SiO, nanovlaken na case v krevni plazmé pfi 180 °C a

550 °C.
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Obrazek 8 SiO, nanovlakna — tepelné zpracovani 180 °C/2 hod, medium A (krevni plazma), 37 °C,
statické pusobeni 6 hodin.
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3.4.2.2 Simulovana tekutina tlustého streva

Graf 10 zobrazuje zavislost rozpusténého podilu kiemicitych nanovlaken na Case, ktera
byla rozpousténa v simulované tekuting tlustého stieva. Podle ocekavani maji nanovlakna
stabilizovana pii nizsi teploté i krat$i polocas rozpousténi, ktery je t;,,=0,30 dne.
Nanovlakna stabilizovand pii vyssi teploté maji opét delsi polocas rozpousténi a to
ti2 = 1,8 dne. Lze tedy oCekdvat, Ze nanovlékna stabilizovand pii 550 °C se budou
v tekuting tlustého stfeva rozpoustét asi 5,9krat pomaleji nez nanovlakna stabilizovana
pii 180 °C. PolocCasy rozpousténi v simulované tekutiné tlustého stfeva jsou opét nizke,
avSak nepatrné vyssi, nez tomu bylo v simulované krevni plazmé, to je zfejmé dano
neutralnim pH tohoto média.

Obrazek 9 zobrazuje SEM snimky kfemicitych nanovlaken tepelné stabilizovanych pfi
180 °C po 6 hodinach louzeni v simulované tekuting tlustého stieva. Nanovlakenna vrstva
zlstala celistvd, ale vyskytuji se zde malé prasklinky. Doslo k poruseni morfologie

jednotlivych vlaken, ktera vlivem média degraduji v celém objemu, lamou se a bobtnaji.

Graf 10 Zavislost rozpusténého podilu SiO, nanovlaken na case v tekutiné tlustého streva pri
180 °C a 550 °C.
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2.00 kV

zvétseni: 500krat Zvétieni: 50.000krat

Obrazek 9 SiO, nanovlakna - tepelné zpracovani 180 °C/2 hod, medium C (tekutina tlustého
stfeva), 37 °C, statické plsobeni 6 hodin.

3.4.2.3 Extracelularni plicni tekutina (Gambleho roztok)

Graf 11 zobrazuje zavislost rozpusténého podilu kiemicitych nanovlaken na Case, ktera
byla rozpousténa v Gambleho roztoku. Nanovlakna, ktera byla tepelné stabilizovana pii
180 °C maji polocas rozpousténi t;,, = 0,26 dne. Nanovlakna s vyssi teplotou stabilizace
se rozpou$t&ji pfiblizn€¢ 3,4krdt pomaleji a stanoveny polocas rozpousténi Cini
t1/2 = 0,88 dne. Diky nizkym hodnotdm t;,, dochdzi k rychlému nardstu koncentrace
hydratovanych forem oxidu kifemicitého v médiu. Pii vysokych koncentracich oxidu
kfemicitétho v médiu dochazi k jeho polykondenzaci a vzniku koloidniho roztoku,
pricemz muze dochazet ke zpétnému srazeni SiO2 na nanovldkna. Zpétné vysrazeny
koloidni SiO2 lze pozorovat na mnoha SEM snimcich, které jsou uvedeny v ptiloze
(viz. Ptiloha ¢. 4). Podobné jako tomu bylo v pfipadé rozpousténi nanovlaken v médiu A,
respektive C, jsou nizké polocasy rozpousténi zpisobeny mirné zasaditym pH Gambleho

roztoku.

Obrazek 10 zobrazuje SEM snimky kiemicitych nanovlaken tepelné stabilizovanych pfi
180 °C po 6 hodinéach louzZeni v Gambleho roztoku. Pfi rozpousténi se uplatiiuji podobné
mechanismy degradace jako v pfipadé médii A a C. Dochazi ke ztraté integrity
nanovldkenné vrstvy, pfiCemz zaroven dochdzi k uplnému rozpadu jednotlivych
nanovlaken. Nanovldkna vlivem média degraduji v celém objemu, bobtnaji
a rozpadaji se. Na nanovldknech se vyskytuje koloidni SiOz, ktery je zplisoben zp&tnym

srazenim pii vysokych koncentracich SiO2 v médiu.
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Graf 11 Zavislost rozpusténého podilu SiO, nanovlaken na ¢ase v Gambleho roztoku pri
180 °C a 550 °C.
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Obrazek 10 SiO, nanovlakna - tepelné zpracovani 180 °C/2 hod, medium D (Gambleho roztok),
37 °C, statické plsobeni 6 hodin.

3.4.2.4 Simulovana intracelularni plicni tekutina

Graf 12 zobrazuje zavislost rozpusténého podilu kiemicitych nanovlaken na Case, ktera
byla rozpousténd v intraceluldrni plicni tekuting€. Na rozdil od extracelularni plicni
tekutiny ma toto médium kyselé pH, diky kterému doslo k vyraznému poklesu rychlosti

rozpousténi nanovldken. Tepelné stabilizovanid nanovldkna pii 180 °C maji hodnotu
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polocasu rozpousténi t;,, = 78 dnii. Nanovlakna s vyssi teplotou stabilizace maji 4krat
vy$$i hodnotu poloCasu rozpousténi a to t;,, = 313 dnd. Dale u nich v pocateCni fazi
rozpousténi dochazi ke zpozdéni rozpousténi, které je pravdépodobné zplisobeno nutnosti

primarniho naruSeni povrchu nanovlaken.

Obrazek 11 zobrazuje SEM snimky kiemicitych nanovlaken tepelné stabilizovanych pii
180 °C po 48 hodindch rozpousténi v médiu E. Pfi rozpousténi nanovldken
Vv intracelularni plicni tekutiné se uplatituje jiny mechanismus rozpousténi, ktery je
pravdépodobné zplisoben kyselym pH tohoto média. Dochazi k povrchové degradaci
jednotlivych nanovlaken, pticemz morfologie ziistava zachovana. Lze pozorovat tlomky
velmi tenkych nanovléken s ostrymi hranami, které ziejme vznikly v disledku povrchové
degradace nanovldkna. Vzhledem k vysokym hodnotam polocasii rozpousténi a vzniku
téchto ulomku je zde vysoké riziko, ze by kiemicitd nanovldkna mohla zpisobovat
negativni biologickou odezvu pii priniku do intracelularniho prostiedi plic. Toto
potencialni riziko by bylo potieba provéfit pomoci in vivo test a vysledky konzultovat

s lékati zabyvajicimi se danou problematikou.

Graf 12 Zavislost rozpusténého podilu SiO2 nanovlaken na case v intracelularni plicni
tekutiné (pH = 4,5) pfi 180 °C a 550 °C.
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zvétSeni: 500krat

Obrazek 11 SiO, nanovlakna - tepelné zpracovani 180 °C/2 hod, medium E (simulovana
intracelularni plicni tekutina pH 4,5), 37 °C, statické ptsobeni 48 hodin.

3.4.2.5 Simulovany pot

Graf 13 zobrazuje zavislost rozpusténého podilu kiemicitych nanovlaken na Case, ktera
byla rozpousténa v simulovaném potu o pH 4,5 (médium F) a pH 5,4 (médium G).
Z grafu 11 je patrné, Ze snizeni pH média vedlo pfi teploté tepelného zpracovani 180 °C
K uré¢ittmu zpomaleni rozpousténi kiemicitych nanovldken. U nanovlaken tepelné
zpracovanych pti 550 °C je vSak trend opacny. Rozdily v obou piipadech se vSak blizi
experimentalni chybé, a proto je moZné je povaZovat za velmi blizké Pfi rozpousténi
nanovlaken v simulovaném potu dochédzi v pocatecni fazi rozpousténi ke zpozdéni
rozpousténi, které je zfejmé zplsobeno nutnosti primarniho naruseni povrchu
nanovldken. PoloCas rozpousténi nanovldken tepelné stabilizovanych pii 180 °C
vmédiu Fjet;,, = 8,8 dnllav médiuGjet,/, = 7,4 dnil. Nanovlakna, kterd byla tepelné
stabilizovana pii 550 °C maji hodnoty polocasii rozpousténi v médiu F ¢ ,, =207 dnii a
v médiu G ¢/, =351 dnll. Hodnoty poloCasii rozpousténi se vyrazné lisi podle teplot
stabilizace. V médiu F se nanovlakna s vyssi teplotou stabilizace rozpoustéji asi 23krat

pomaleji, v médiu G dokonce 47krat pomaleji.

Obrazek 12 zobrazuje SEM snimky kiemicitych nanovléken tepelné stabilizovanych pfi
180 °C po 48 hodinach rozpousténi v simulovaném potu (pH 4,5 a pH 5.,4). Pii
rozpousténi kiemicitych nanovladken v simulovaném potu nedoSlo k naruseni integrity
nanovlakenné vrstvy a dochazi pouze k povrchové degradaci jednotlivych nanovlaken.
Uplatnuje se zde jiny mechanismus degradace, nez tomu bylo v médiich A, C a D, ktery

je ztejmé zpusoben kyselym pH médii simulovaného potu. Podobné jako tomu bylo
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v médiu E, lze pozorovat ulomky velmi tenkych nanovlaken s ostrymi hranami. Ukazuje
se zde, ze pH média neméa vliv pouze na rychlost rozpousténi, ale mé zfejmé vliv i na

mechanismus degradace kiemicitych nanovldken.

Graf 13 Zavislost rozpusténého podilu SiO, nanovlaken na ¢ase v simulovaném potu pfi 180 °C
a 550 °C.
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G, zveétSeni: 500krat G, zvétSeni: 50.000krat
Obrazek 12 SiO, nanovlakna - tepelné zpracovani 180 °C/2 hod, medium F (simulovany pot pH
4,5) a medium G (simulovany pot pH 5,4), 37 °C, statické plisobeni 48 hodin.

3.4.2.6 Simulovana moc

Graf 14 zobrazuje zavislost rozpusténého podilu kiemicitych nanovlaken na Case, ktera
byla rozpousténa v simulované moci. Fyziologicka mo¢ je roztok vody a odpadnich latek
organismu — metabolita (pfedev§im mocoviny), soli a dalsich organickych latek. U
zdravého jedince ma mo¢ mirné kyselé pH, které se obvykle pohybuje v rozmezi 5 — 6,5
a osmolalitu v rozmezi hodnot 300-900 mOsmol/ kg. Vzhledem k mirn¢ kyselému pH
a pomérné vysokému obsahu rozpusténych latek tohoto média byly ocekdvany mirné
nizsi hodnoty polocast rozpousténi, nez tomu bylo v médiich E, F a G. Ziskané vysledky
tuto domnénku potvrdily. Nanovlakna, kterd byla tepelné stabilizovana pii nizsi teploté
maji stanoveny polocas rozpousténi t;,, = 5,0 dnl. V piipad¢ nanovlaken, ktera byla
stabilizovana pfi vyssi teploté, byla ziskdna hodnota polo¢asu rozpousténi t; , = 12 dni.
Znamena to, Ze nanovlakna s vyssi teplotou stabilizace se v simulované moci rozpousti

pouze 2,4krat pomaleji.

Obrazek 13 zobrazuje SEM snimky kiemicitych nanovlaken tepelné stabilizovanych pfi
180 °C po 48 hodinidch rozpousténi v simulované moci. V tomto médiu se
pravdépodobné uplatiuji oba jiz zminéné mechanismy degradace. V pocateéni fazi
rozpousténi ziejme pievazuje povrchova degradace nanovlaken a v pozd¢jSich fazich
rozpousténi se zaCind stale vice uplatnovat degradace v celém objemu. Tyto zavéry
vyplyvaji z dalsich SEM snimkd, které jsou uvedeny v Ptiloze ¢. 9, kde Ize v pozdéjsich

fazich rozpousténi pozorovat zmény morfologie nanovlaken, které odpovidaji degradaci
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V celém objemu. Pfi rozpousténi nanovlaken v simulované moci doslo k poruseni jejich

celistvosti a vytvoreni prasklin.

Graf 14 Zavislost rozpusténého podilu SiO, nanovlaken na c¢ase v simulované moci
pfi 180 °Ca 550 °C.
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Obrazek 13 SiO, nanovlakna - tepelné zpracovani 180 °C/2 hod, medium H (simulovana moc), 37
°C, statické plsobeni 48 hodin.
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3.4.2.7 Fyziologicky roztok

Graf 15 zobrazuje zavislost rozpusténého podilu kiemiéitych nanovlaken na Case, ktera
byla rozpousténa v Cerstvém fyziologickém roztoku. Jedna se o isotonicky 0,9% roztok
chloridu sodného, ktery ma osmolalitu shodnou s krevni plazmou (308 mOsmol) a jehoz
pH je neutralni (Cerstvy roztok bez obsahu oxidu uhli¢itého). Dalo by se ocekavat, ze
rychlosti rozpousténi a mechanismus degradace budou Vv téchto médiich velmi podobné,
ale ziskand data tuto domnénku nepotvrzuji. Nanovlakna s niz§i teplotou stabilizace maji
stanoveny poloCas rozpousténi t;,, = 1,7 dne, coz je 7krat vyssi hodnota, nez byla
ziskdna v médiu A. Nanovldkna, ktera byla tepelné stabilizovana pii vyssi teploté maji
stanoveny polocas rozpousténi t;,, =42 dni, degraduji tedy piiblizn€ 32krat pomaleji
nez vmédiu A. Déle u obou teplot stabilizace doslo ke zpozdéni pocateéni faze
rozpousténi, které pravdépodobné vznikd v disledku nutnosti primarniho naruseni
povrchu nanovlaken. Tento jev nebyl v simulované krevni plazmé pozorovan Vedle
urCittho rozdilu vpH medii, kde krevni plazma je mirné zasaditéjsi
(krevni plazma pH 7,4, fyziologicky roztok pH 7,0) hraje pravdépodobné roli pfitomnost
organickych latek v médiu A, které¢ evidentné maji velmi vyznamny vliv na rychlost

degradace kifemicitych nanovlaken.

Obrazek 14 zobrazuje SEM snimky kiemicitych nanovlaken tepelné stabilizovanych pti
180 °C po 48 hodinach rozpousténi v Cerstvém fyziologickém roztoku. Pfi rozpousténi
nanovldken ve fyziologickém roztoku se uplatiiuje mechanismus degradace, ktery je
typicky pro média s niz§imi hodnotami pH. V tomto ptipadé doslo k poruseni celistvosti
nanovldkenné vrstvy a vyskytu trhlin v nanovldkenné vrstvé. Zachovalad morfologie
jednotlivych nanovliken a vyskyt tlomk velmi tenkych nanovlaken je ziejmée dasledek

povrchové degradace.
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Graf 15 Zavislost rozpusténého podilu SiO, nanovldken na ¢ase v cerstvém fyziologickém
roztoku pfi 180 °C a 550 °C.
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Obrazek 14 SiO, nanovladkna — tepelné zpracovani 180 °C/2 hod, medium | (Cerstvy fyziologicky
roztok NaCl 8,5 g/ dm3), 37 °C, statické plsobeni 48 hodin.
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3.4.2.8 Destilovana voda

Graf 16 zobrazuje zavislost rozpusténého podilu kiemicitych nanovlaken na Case, ktera
byla rozpousténa v destilované vodé. Testy rozpustnosti v destilované vodé byly
provedeny jako srovnavaci testy. Ziskané rychlosti rozpousténi nanovlaken v destilované
vod¢ jsou tadové niz§i nez v ostatnich testovanych médiich. Polo¢as rozpousténi
kfemicitych nanovléken, kterd byla tepeln€ stabilizovana pii 180 °C, je t;,, =295 dnli
a pii 550 °C je hodnota poloc¢asu rozpousténi t;,, = 778 dndl. Tyto hodnoty jsou vysoko
nad hranici podminky zdravotni nezavadnosti, ale v biologickych systémech se

destilovana voda nevyskytuje, a proto jsou dalsi zaveéry irelevantni.

Obrazek 15 zobrazuje SEM snimky kiemicitych nanovlaken tepelné stabilizovanych pfi
180 °C po 48 hodinach rozpousténi v destilované vodé. Vzhledem k velmi nizkym
rychlostem rozpousténi kfemicitych nanovlédken v destilované vodé nejsou pozorovatelné
jakékoliv zmény morfologie. Nanovldkenna vrstva zlstala celistvA bez znamek
poskozeni. V destilované vod¢ se ziejmé uplatituje mechanismus povrchové degradace

nanovlaken, ktery ale neni po tak kratkém ¢ase rozpousténi nanovldken pozorovatelny.

Graf 16 Zavislost rozpusténého podilu SiO, nanovldken na case v destilované vodé pfi 180 °C
a 550 °C.
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Ma Signal A = InLens  Date 115 Nov 2016 gprg

zvétSeni: 500krat zvétSeni: 50.000krat

Obrazek 15 SiO, nanovlakna - tepelné zpracovani 180 °C/2 hod, medium M (destilovana voda),
37 °C, staciondrni ptisobeni 48 hodin.

3.4.2.9 Shrnuti statickych testl rozpustnosti

Z vysledkt statickych testl rozpustnosti kiemicitych nanovlaken vyplynul velmi vyrazny
rozdil v rychlosti jejich rozpousténi v zavislosti na pouzitém médiu. Mezi jednotlivymi
médii se vyskytuji az fadové rozdily. Obecné lze tvrdit, Zze ¢im je vyssi hodnota pH, vyssi
obsah organickych latek a vyS$i iontova sila, tim je rychlost rozpousténi vyssi.
Nejpomaleji probiha rozpousténi v destilované vodé. Dal§im dilezitym faktorem, ktery
ovlivituje rychlost rozpousténi, se ukazala byt teplota stabilizace nanovlaken. V tomto
ptipadé€ plati, Ze vyssi teplota stabilizace vede k vyraznému sniZeni rychlosti rozpousténi

nanovlaken.

3.4.3 Dynamické testy rozpustnosti

Dynamické testy rozpustnosti byly provedeny pouze s kiemicitymi nanovlédkny, kterd
byla tepelné stabilizovéana pti 180 °C/ 2 hod. Mnozstvi kiemiku v jednotlivych ¢asovych
odbérech bylo stanoveno pomoci ICP/ OES a pfepocteno na obsah SiO2. Vzhledem
k dodani peristaltické pumpy az v zavéreéné fazi experimentll diplomové prace nebylo
mozné experiment zopakovat. Proto je nutné tyto vysledky povazovat za piredbézné a

jejich ucelem bylo ovéfit prvni verzi metodiky méfeni.

Graf 17 zobrazuje casovou zavislost objemu odebirané¢ho vzorku. V ptipadé simulované
krevni plazmy zlstdval objem vzorki béhem celého experimentu témét konstantni.

Rychlost vytoku filtratu se pohybovala v rozmezi hodnot 19,2- 20,0 ml/ hod. V ptipadé
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Gambleho roztoku se objem odebranych vzorkl v zavislosti na ¢ase odbéru postupné
snizoval. Rychlost pratoku v ¢ase klesala z hodnoty 26,4 ml/ hod. az na minimalni
hodnotu 1,6 ml/ hod. Tento pokles mohl byt zpuisoben postupnym zana$enim nylonového
filtru prutokové komory, na kterém se postupné usazovaly Ulomky nanovlaken.
Vzhledem k mechanismu a agresivité degradace nanovlaken v Gambleho roztoku toto

povazuji za velmi pravdépodobnou pficinu.
Graf 17 Zavislost odebraného mnozstvi vzorku v zavislosti na ¢ase odbéru.
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Pro ziskani orientacni kiivky zavislosti rozpusténého podilu SiO2 na ¢ase byly pro
neanalyzované odbéry (tj. odbéry sbirané do zasobni lahve mezi analyzovanymi
Casovymi odbéry) interpolaci stanoveny pravdépodobnéobjemy a koncentrace
Si v pfislusném odbéru. Tyto hodnoty byly nasledné pouzity pro sestaveni pfisluSnych
kumulativnich grafi (viz. Graf 18 a Graf 19). Ziskany polocas rozpousténi pro kiemicita
nanovlakna rozpousténa v meédiu A Cini t1,, = 0,19 dne. KiemiCitad nanovlakna, ktera
byla rozpousténa v médiu D, maji stanoveny polocas rozpousténi t;,, = 0,10 dne. Tyto
hodnoty jsou oproti vysledklim ziskanych pfi statickych testech nizsi, a tudiz byl potvrzen
oc¢ekavany narlst rychlosti rozpousténi pii dynamickych testech. Jedna se vSak o pouhé

odhady a je tieba provést dalsi experimenty pro ovéfeni této hypotézy.
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Graf 18 Zavislost rozpusténého podilu SiO, nanovlaken na ¢ase, médium A.
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3.4.3.1 Shrnuti dynamickych testi rozpustnosti

Pti dynamickych testech rozpustnosti kiemiCitych nanovldken se podafilo vyzkouset
metodiku. Prvni provedené testy poskytly uspokojivé vysledky (viz. Ptiloha 12), na
jejichz zékladé je mozné upravit metodiku a uskutecnit dal$i experimenty. V dalSich
experimentech bude potfeba zajistit stalost rychlosti pritoku média D skrz prutokovou
komoru. Navrhuji systém dynamického testu rozsiftit i o dalsi média, ktera byla testovana
pfi statickych testech rozpustnosti. Jedna se pfedevsim o médium E, které pfi statickych
testech poskytlo znepokojivé vysledky z hlediska zdravotni nezavadnosti. Dale navrhuji
prodlouzit ¢asy experimentli a. hlavné odebirat vzorky v kratSich intervalech a provadét
chemické stanoveni Si ve vSech odbérech (i ptes velké mnozstvi analyz). Také navrhuji

potidit SEM snimky takto rozpousténych nanovlaken pro dalsi kontrolu.
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3.5 Zavér

Rychlosti rozpousténi kiemicitych nanovldken, vyrobenych na Technické univerzité
Vv Liberci metodou elektrostatického zvlaknovani a tepelné zpracovanych pii 180 °C
nebo 550 °C, byly studovany pomoci statickych a dynamickych testli rozpustnosti
ve vybranych simulovanych télnich tekutindch a ptibuznych roztocich. Cilem bylo
stanovit polocasy rozpousténi kiemicitych nanovldken, jakozto ukazatele jejich
biodurability. Zdravotni nezavadnost kiemicitych nanovlaken byla posuzovana podle
studie firmy Johns Manville Corporation [4], kde je stanovena hodnota polocasu

rozpousténi t, , = 40 dni, pfi kter€ jeSt¢ 1ze povazovat materidl za zdravotn€ nezavadny.

Z vysledkl statickych testl rozpustnosti vyplynul velmi vyrazny rozdil v rychlosti
rozpousténi kiemicitych nanovlaken v zévislosti na pouzitém médiu a teplot¢ stabilizace.
V piipad¢ tepelné stabilizovanych nanovldken pti 180 °C byla podminka zdravotni
nezéavadnosti splnéna témét ve vSech médiich kromé simulované intracelularni plicni
tekutiny (pH = 4,5) a destilované vody. Nanovlakna, ktera byla tepelné stabilizovana pii
550 °C podminku zdravotni nezdvadnosti nesplnila pfi rozpousténi v médiich, jejichz
charakteristikou je kyselé pH a relativné nizka osmolalita. Jedna se o intracelularni plicni
tekutinu (pH = 4,5), simulované poty a destilovanou vodu.

Vedle statického zpisobu testovani rychlosti rozpousténi kiemicitych nanovlaken byl
optimalni provedeni byla nezbytna vstupni data ze statickych testd. Dynamické testovani
ma za sebou Uivodni pokusy a po Gpravé metodiky je pfipraveno pro zahajeni testovani
chovani kfemicitych nanovlaken ve vybranych médiich v zavislosti na jejich tepelném

zpracovani.

Nésledujici vyzkum se miize ubirat nékolika sméry. Jednim znich je zahajeni
dynamického testovani rozpustnosti kiemicitych nanovldken v ostatnich télnich
tekutinach v zavislosti na jejich tepelné stabilizaci. Tyto testy by mély poskytnout data,
ktera 1épe reprezentuji redlnou situaci v organismu a mohly by tak potvrdit bezpecnost
manipulace s kiemicitymi nanovlakny. Déle by se vyzkum mohl vénovat chovani
kfemicitych nanovlaken s vy$simi teplotami stabilizace, protoZe jsou zamyslené aplikace
nanovlaken do organismu (napi. do abdominalni dutiny), kde by rychlé rozpousténi bylo

nevyhodou.
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