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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace bylo vytvofit membranu z nanovldken pomoci
elektrostatického zvldknovani, kterd by méla antimikrobidlni schopnosti.
Nejprve byl zvolen Cisty polymer polyamid 6 pro jeho uniformitu vlaken,
u kterého byla zkoumana morfologie a vliv této morfologie pro priichodnost
batkerii. Piivodnim piedpokladem bylo, Ze bakterie, které maji vétsi rozmeéry
neZ pory v nanovlakenné membrang, touto membranou neprojdou. Vzhledem
k tomu, Ze tato myslenka nebyla potvrzena a bakterie membranou prosly, ikdyz
jejich koncentrace ve filtratu byla o jeden az tfi fady nizsi, byla navrhnuta nova
nanovldkenna membrdna modifikovand dusicnanem stfibrnym pro zlepSeni
antimikrobidlntho UCinku. Pfipravené nanovldkenné membrany byly
analyzovany na priamér vlaken, prodysnost, velikost pora a tloustku. Byly také
provedeny testy na velikost nanoc¢astic, mikrobiologické testy, EDX analyza
pro ovéfeni piitomnosti stiibra a také emisni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem pro zjisténi mnozstvi stfibra v ptipravenych membranach.
Ptipravené membrany s dusi¢nanem sttibrnym neprokazaly velkou ucinnost pii
filtracich, ale prokéazaly antimikrobialni aktivitu Vv tekutém médiu a na

ztuzeném médiu, kdy byly vytvotfeny zony inhibice.

Kli¢ova slova: nanovlakna, nanocastice, antimikrobialni aktivita, stfibro,

dusi¢nan sttibrny.



ABSTRACT

The aim of this thesis was to develop nanofibers membranes possessing
antimicrobial properties. Polyamide 6 was chosen for its uniform fiber
morphology. The effect of this morphology was examined for the penetration
of bacteria. The original assumption was that bacteria that have larger
dimensions than the pores in the nanofiber membrane will not pass through this
membrane. Since this idea was not confirmed, although their concentration
in the filtrate was one to three orders of magnitude lower, a new silver nitrate
modified nanofiber membrane was designed to improve the antimicrobial
effect. The prepared membranes were analyzed for breathability, nanoparticle
size, pore size, microbiological tests, EDX analysis to verify the presence
of silver, and inductively coupled plasma emission spectrometry to determine
the amount of silver in the prepared membranes. The antimicrobial activity
of nanofiber membranes with silver nitrate was demonstrated in the liquid

phase on the agar growth medium, when zones of inhibition were created.

Key words: nanofibers, nanoparticles, antimicrobial activity, silver, silver

nitrate.
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TEORETICKA CAST

1. UVOD

Jednim z velice casto diskutovanych témat soucasnosti jSOu
nanotechnologie a jejich vyuziti pro zlepSeni Zzivotnich podminek,
naptiklad vyuZiti ve zdravotnictvi, potravinaistvi nebo pro zlepSeni
ekologie a dalsi. Mezi technologie ptipravy nanovlaken mizeme zaradit
Nanospider™ pracujici na principu elektrostatického zvlakiiovani. Tato
technologie vyroby nanovldken zaala poutat pozornost hlavné kvili

schopnosti kontrolované produkovat vldkna o urcitych parametrech.

Z pohledu vyuziti nanovldken ve zdravotnictvi je jejich velkou
vyhodou prumér vlaken, ktery je fadov€é mensi nez velikost samotnych
bakterii, kvasinek ¢i plisni. Doposud byly zkoumdany rtizné principy
modifikaci a uCinnych slozek, které zahrnuji Sirokou Skalu jak
anorganickych, tak 1iorganickych bioaktivnich slouc¢enin ucinnych
v nanovldknech. Snahou je rozvijet tento multi-oborovy vyzkum dal$im
vyvojem novych a u¢innych materiali na bazi nanovldken a zkoumat
nebo vylepSovat jejich uinky pfidanim dalSich cinidel vhodnych pro
dané pouziti. Cilem této diplomové prace je prozkoumat morfologie
achovani polymeru polyamidu 6 ve styku s mikroorganismy
a modifikace tohoto polymeru vhodnym antimikrobialnim ¢inidlem pro

inhibici ¢i potlaceni ristu mikroorganismi.

Pfipravené membrany by pak mohly byt pouzity ve zdravotnictvi,
napiiklad jako soucast obvazovych materialt, jelikoz je koloidni stiibro
vhodné pro hojeni ran, lze ho piikladat na popaleniny, omrzliny,
proleZeniny ¢i jinak poSkozenou kizi. Diky antimikrobidlnimu t¢inku
inhibuje bakterie, ¢imz brani rdnu pfed mokvanim a tim tedy urychluje

regeneraci tkané.

13



2. POLYAMIDOVE MEMBRANY

Polyamidy obecné patii mezi tzv. konstrukéni plasty, pouzivané
velice Casto k vyrobé namdhanych technickych soucasti. Vynikaji
vysokou mechanickou pevnosti pfi statickém a dynamickém namdahani,
nizkym te¢enim i pii dlouhodobém zatizeni a pouzitelnosti v Sirokém
rozsahu teplot. V souCasnosti se vyuziva fada zakladnich druhd
polyamidi. Zakladnimi vlastnostmi se podobaji, 1i$i se svym chemickym
slozenim a zptisobem vyroby. Oznacuji se Cisly charakterizujici pocet

atomu uhliku vychozich sloucenin [1].

v

Nejvyznamné€j$i a nejrozSitenéjsi jsou polyamidy s alifatickymi
fetézci. Polyamidy jsou linearni polymery obsahujici amidové
skupiny [2]. Monomerni jednotky polyamidt jsou mezi sebou spojeny
peptidickymi vazbami. Polyamid 6 (jinak také nylon 6), jenZ je zobrazen
na Obrazek 1, se pouziva napiiklad pro vyrobu chirurgickych niti,
obalovych materidlti v I€kafstvi, nebo z ného také mohou byt vyrobeny
umglé $lachy [3]. V této praci je polyamid 6 vyuzit jako nanovlakenna
membrana, u které byla zkoumana morfologie a jeji vliv na prachod
bakterii a nasledné jako nanovldkennd membrana, do které byly

zakorporovany nanocastice stiibra.

ZT

Obrazek 1: Strukturni vzorec polyamidu 6

Pii elektrostatickém zvlaknovani tohoto polymeru hraje velkou roli
relativni vlhkost. Pfi vyssi vlhkosti jsou generovdna vldkna s menSimi
priméry a frakce mén¢ stabilnich krystalii ve smési se zmensuje. Toto

zmenSovani je zpisobeno absorbci vody, ktera plisobi jako zmékcovadlo.

14



Tim dochazi ke snizeni teploty skelného ptrechodu (Tg) polyamidu [4].
Priméry vlaken jsou také samoziejmé ovlivnény pouzitou koncentraci

roztoku nebo vzdalenosti pti zvldknovani.

Tento polymer byl zvolen, protoze mizeme fidit jeho morfologii

zménou ruzny parametrd a hlavné kvili uniformité jeho vlaken.
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3. NANOVLAKENNE VRSTVY S OBSAHEM
STRIBRA

Na trhu se objevuje nesCetné mnozstvi obvazll na rany, ale zadny
Z nich neni schopen napodobit vSechny nativni rysy ktize. Az v posledni
dobé prichazeji na trh obvazy ve formé hydrokoloidt, hydrogelii, mikro
nebo nano vlaken, které jsou schopny poskytnout ochranu pted vnéj$imi
chemickymi a fyzikalnimi vlivy a hlavné pfed mikroorganismy. Také
jsou schopny podporovat proces hojeni, bunécnou adhezi, diferenciace
a proliferace. Tato prace je zaméfena na nanovlakenné membrany
piipravené pomoci elektrospiningu, které diky svym vlastnostem jako je
vysoky pomér plochy povrchu k objemu, porozita a strukturni podobnost
s extracelularni matrici kiize byly povazovany za vysoce slibné pro
aplikace obvazii na rany. Mimo jiné mohou byt do vldken
zakomponovany dal$i latky, jako jsou rastové faktory, vitaminy, I1éCiva,
¢imz dochazi rovnou 1 k lé¢eni rany nebo pouze antimikrobialni latky,

které chrani ranu proti mikroorganismiam [5].

Antimikrobidlni vlastnosti nanovlaken lze zajistit ptfidavkem
ruznych antimikrobidlnich ¢inidel do vhodného polymeru a vytvofeni
riznych systémut. Velmi populdrni je chitosan s nanocasticemi stiibra
v polyvinylalkoholu [6], polyvinylidenfluoridu s obsahem stifibra pro
bakterialni filtraci [7], také Ag/PA6 napiiklad pii ¢isténi vody [8] ¢i jako
jako filtrani membrany [9]. Takovychto systémid uz byla vyzkousena
nescetnd mnozstvi pro riizné aplikace. Pro tkanové inzenyrstvi je vhodné
volit systémy s biodegradabilnimi polymery, aby se vldkna ¢asem sama
rozlozila a naptiklad u obvazl nepotrhala pfi sundavani vytvoteny strup.
Polyamid v této praci byl zvolen pouze jako modelovy polymer pro
ptipadné dal$i vyzkumy a zejména proto, Ze vytvaii uniformni vladkna

S malymi praméry.

Tato prace se zabyva nanovladkny polyamidu 6 S nanocasticemi
stiibra, které¢ vznikly jako prekurzor z dusicnanu stiibrného diky

probihajici redukci.
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3.1. Redukce dusi¢nanu stfibrného Vv kyseliné
mravenci

Rovnice 1: Redukce dusi¢nanu stfibrného v kyseliné mraven¢i [10]

Po pfidani dusi¢nanu stiibrného (AgNOs) do roztoku kyseliny
mravenéi dochazi vlivem piitomné karboxylové skupiny k redukci
sttibrného iontu na kovové stfibro. Sou€asné probihd oxidace kyseliny
mravenci na kyselinu uhli¢itou, ktera se diky své nestabilité rozklada na
oxid uhli¢ity a vodu. Pfitomné molekuly polyamidu 6 snizuji povrchové
napéti vznikajictho kovového stiibra a zabranuji tak dal$i agregaci

a tvorbé klastru. Polyamid 6 (PA6) tedy slouZi jako stabilizator [3; 10].

Molekuly polyamidu jsou navazany na stiibrné nanocastice, a tim
vytvaieji vrstvu, kterd zvysuje povrchovou aktivitu Castic, jak je mozné

vidét na Obrazek 2.

Generovani a stabilizace
nanocastic stfibra

/
A¢ ‘f-i’f g 'zi
&'1'3 t.f:"’g ; é 'é‘r’ Redukce Eﬁ .‘fr%
B wnaes .,.f,if l': H‘%‘ ", }:éi;

Obrazek 2: Generovani a stabilizace nanodastic stfibra z dusi¢nanu st¥ibrného [10]
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3.2. Dusi¢nan stiibrny v systému s polyamidem 6

Polyamid 6 tvofi spolu se stiibrem antibakterialni systém, ktery je
schopen postupné uvoliovat stiibrné ionty. Antibakteridlni nanovlana
PA6/AgNO3;  mohou vzniknout elektrospiningem a to tak, ze do
klasického polymerniho roztoku polyamidu 6, ktery se rozpousti
v kyselin¢ mravenéi o koncentraci 25 hm%. se pfida dusi¢nan stiibrny
anasledn¢ se zvlakni [3]. I po té co nanovlakna obsahovala navic
AgNOs3 byly zachovany jejich priméry vlaken 247 nm [3]. Studie Parka
a kol. ukazala, ze vldkna jsou rovna a Ze nanocastice stfibra jsou
distribuovany ve vlaknech [11]. Elektrospining je zde vyhodny z divodu
nizkych nakladt a mozné pramyslové vyroby [3].

Dle mikrobialni studie pfevzaté od Jabur a kol. [3], bylo zjisténo,
ze v systému s PAG6/AgNO; vznikla inhibi¢ni zéna 10 mm na
Obrazek 3a, ktera poukazuje na inhibici bakterie E. Coli, a jak je vidét na
Obrazek 3b — usamotného polyamidu tato zona chybéla [10; 3]. To
vychazi i ze studie Parka a kol. [11], kde byly testy provedeny u bakterii

Staphylococcus aureus a Klebsiella pneumoniae.

Obrazek 3a: Polyamid 6/ AgNO3, kde se vytvorila viditelna inhibi¢ni zéna diky p¥idanému
antimikrobialnimu ¢inidlu AgNQO;3; 3b: Cisty polyamid 6 bez antimikrobialniho ¢inidla, kde
nevznikla Zadna zéna inhibice [3]
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Z testli, které byly sepsany Jaburem a kol. [3] vyplyva, ze
povrchové napéti, elektricka vodivost a viskozita rostou S vyssi
koncentraci AgNOs, se kterou se také zvétSuji i praméry vlaken a to
Z 139 nm, kdy byl pouzit pouze Cisty polyamid az na 247 nm pii pridani
1,2%hm. AgNOs. Ve studii Sancak a kol. [12] méla vlakna od 174 nm do
238 nm, ale to vSe zavisi na zvolenych okolnich podminkach, coz

relativné potvrzuji i vysledky této prace.

Byly také provedeny mechanické zkousky, aby se prozkoumaly
vlastnosti tahu a prodlouzeni membran a bylo zjiSténo, Ze zvySené
mnozstvi nanocastic stiibra (AgNPS) ve smésich snizilo mechanické

vlastnosti membran [12].
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4. DISPERZNI SYSTEMY

Disperzni systém tvofi také dusi¢nan stfibrny v polymernim
roztoku polyamidu, ktery je obsahem této diplomové prace, proto jsou
zde zminény disperzni soustavy, které Ize tfidit podle riznych kritérii,
jako je velikost ¢i tvar castic, nebo podle skupenstvi disperzniho
prostiedi a disperzni faze. Velikost ¢astic disperzni soustavy je vyjadiena
tzv. stupném disperzity, coz je prevracena hodnota linearniho rozméru
Castice. Je-li tedy disperzni faze rozptylena jemngéji, fikame, ze ma vyssi

stupen disperzity.

Monodisperzni soustavy obsahuji Castice se stejnou velikosti, na

rozdil od polydisperznich, kde se velikost castic lisi.

Podle velikosti dispergovanych castic lze soustavy délit na

disperze analytické, koloidni a hrubé [13].

4.1. Analytické disperze

Tyto &astice o velikosti d < 10° m, nejsou viditelné ani
v elektronovém  mikroskopu,  prochazeji  filtracnim  papirem
I membranami, vykonavaji velmi intenzivni tepelny pohyb, rychle
difunduji, nesedimentuji ani v ultracentrifuze a vyvolavaji velky
osmoticky tlak. Analytické disperze jsou monomolekularni a vznikaji
samovolnym rozpousSténim na pravé roztoky nizkomolekularnich latek.
Jsou stéle, tvofi pouze jednu fazi, jsou vzdy homogenni a nevytvari

gel [14], vykazuji v8ak vysokou difuzi a osmozu [13].

4.2. Koloidni disperze

Jednd se o pravé roztoky latek vysokomolekuldrnich i nano
&i mikrodisperze dalsich latek o velikosti v rozmezi 10° < d < 10° m.

Koloidni  disperse  nejsou  viditelné v optickém  mikroskopu,
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ale v ultramikroskopu a elektronovém mikroskopu ano. Céstice mohou
byt prihledné ¢ivyrazné barevné a v bocnim osvétleni opaleskuji
(Tyndalltiv efekt; rozptyl svétla). Intenzita tepelného pohybu roste se
stupném disperzity, tudiz je oproti analytickym disperzim slabsi. Pomalu
difunduji, sedimentuji pomalu a vyvolavaji maly osmoticky tlak, ktery
naopak roste se stupném disperzity, jelikoz roste pocet Castic. Pro
koloidni disperze je charakteristicka tvorba geld [14]. Jsou

termodynamicky stéale i nestalé, filtrovatelné ptes ultrafiltry [13].

Stiibrné cCastice v této formé¢ se zdaji byt silnou, antibakterialni
terapii proti infekcim, proto byly vybrany jako antimikrobialni ¢inidlo pti

ptipravé nanovlakennych membran v této praci [15; 16].

4.3. Hrubé disperze

Tyto makroheterogenni soustavy jsou viditelné pouhym okem nebo
v optickém mikroskopu. Lze je dale rozd¢€lit na mikro-hrubé disperze
o velikosti mezi 10° < d < 10° m a makro-hrubé disperze o velikosti
d > 10> m. Neprochazeji papirem ani membranami, jsou neprihledné
atvori zakal. Vykondvaji velmi slaby nebo Zzadny tepelny pohyb,
nedifunduji, rychle sedimentuji a nevyvolavaji osmoticky tlak. Castice
jsou polymolekularni, vznikaji z makrofazi dispergovanim nebo
Z pravych roztokll srdzenim na castice pozadované velikosti. Hrubé
disperse jsou nestalé, samovolné zanikaji diky sedimentaci a koaguaci,
jsou vzdy heterogenni, velikost plochy fazového rozhranni je mensi nez

u koloidnich systému. Gely vytvaieji pouze vyjimecné [13; 14].
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5.SYNTEZA KOLOIDNICH CASTIC
A NANOCASTIC STRIBRA

Tato Kkapitola se v€nuje nanoc¢asticim stiibra, jejich vlastnostem,
vyuzitim a jejich syntéze.

5.1. Nanocastice stribra

Typické rozméry pro nanocastice jsou v rozmezi od 1 nm do
100 nm [17; 18]. Nanocastice stfibra jsou velmi vyuzivany ve zdravo-
tnictvi, pfi skladovani potravin, také v oblasti Zivotniho prostfedi nebo
v biomedicinskych aplikacich, kde jsou velmi vyznamné pro své
antibakteridlni, antifungilni, antivirové, protizdnétlivé, protirakovinné
a antiangiogenni vlastnosti [19]. Krom¢ toho, Ze ma stfibro baktericidni
a antimikrobialni schopnosti proti Sirokému spektru bakterii, ma
i tendenci indukovat nizkou bakterialni rezistenci a ma nizkou toxicitu
a minimum vedlejSich u€inkt, proto byla snaha v této praci vyuzit téchto
vlastnosti a pfipravit antimikrobidlni membrénu. Baktericidni uCinnost
nanocastic stéibra proti bakteriim mize byt vyuZita v impregnaénich
technikach, pfi uchovavani potravin, dezinfekci zdravotnickych potieb

a vybaveni, nebo pii dekontaminaci povrcha predméta [20].

5.2. Syntéza koloidnich ¢astic

Syntéza nanocastic mize byt provedena pomoci mnoha metod,
které lze rozdélit dle principu (fyzikalni, chemické a biologické) nebo
typu (dispergacni a kondenzacni). | vmé praci je vyuzita redukce
dusi¢nanu stiibrného, protoze dusi¢nan stiibrny se pouziva jiz po
desetileti a je velice dulezity pro hojeni ran, protoZe pii spravné
koncentraci zabije Sirokou Skalu mikrobll a snizi bakteridlni zatéz.
Bakterie, o nichz je pojednano v kapitole 6, odolavaji ¢im dal vice
antibiotikiim, takze je dulezité najit jiné prostfedky pro jejich

ucinnou inaktivaci [21; 22].

22



5.2.1. Dispergacni metody

Pomoci téchto metod lze pfipravit Castice koloidnich rozméri
z latky makroskopickych rozméri pomoci mechanickych ¢i fyzikalné-

chemickych postupd, pii této pripravé je nutné vynalozit praci [13].

Pti fyzikalnich postupech ptipravy je to mechanické prace, kdy se
vyuzivaji bud’ mlyny, nebo ultrazvuk, ptizemz vznikaji trhliny a dochazi
k rozpadu. Tohoto zpiisobu se vyuziva pouze, kdyz dispergovana latka

ma malou pevnost [13; 14].

Mezi disperga¢ni metody fadime napiiklad rozpraSovani latky
Vv elektrickém oblouku, peptizaci a laserovou ablaci. Spojenim
dispergacnich a kondenza¢nich metod je vyuziti elektrického proudu

a laserového paprsku [13; 14].

Vyhodami fyzikalnich metod jsou rychlost a predevSim Zzadné
nebezpecné chemické latky. Nevyhodami jsou nizké vynosy a vysoka
spotfeba energie, kontaminace rozpoustédly a nedostatek rovnomérného

rozdéleni [19].

5.2.2. Kondenza¢ni metody

Pfi vyuziti téchto metod se snazime z analyticky disperznich
soustav pfipravit soustavy koloidni, kdy se vhodnym zisahem do
pivodné homogenni soustavy iniciuje vznik zdrodkl castic nové faze,
které postupné rostou do koloidnich rozméra [13; 23]. Kondenzace Ize

dosahnout bud’ fyzikalnimi metodami nebo chemickymi reakcemi [13].

Fyzikalni kondenzacni metody: jsou zalozeny na zméné

rozpustnosti latek. Zménou rozpoustédla, v némz ma dand latka
nizkou rozpustnost, 1ze vyvolat kondenzaci latky za vzniku koloidnich

¢astic [13].

Chemické kondenzaéni metody: vyuzitim této metody mizeme

ziskat disperzni systém z téméf vSech typti chemickych reakci (srdZecich,
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redukénich, oxidacnich, hydrolytickych nebo vyménnych) [14].
Nevyhodou je, ze se béhem syntézy vylouci ptili§ mnoho toxickych
a nebezpecnych vedlejSich produktl, castice nemaji ocekavanou

Cistotu [19].

Mezi chemickymi metodami je nejrozsifengjsi piiprava koloidnich
disperzi nanocastic sttibra chemickou redukci [24; 25], kde napiiklad ve
studii Xuan H.V. a kol. [26], byly nanocastice syntetizovany redukci
dusi¢nanu stfibrného za pouziti borohydridu sodného a Skrobu, jako
stabiliza¢niho ¢inidla, ¢imZ vznikly nanocastice o velikosti 8 = 4 nm,
které byly dispergované ve vod¢. Tyto nanocastice vykazovaly silné
antibakteridlni u¢inky proti grampozitivni (G*) bakteriim Escherichia
coli a gramnegativni (G’) Staphylococcus aureus. Primérné zony

inhibice AgNPs byly 7,7 mm u bakterii E. coli a 7,0 mm u S. aureus [26].

5.2.2.1. Koncentrace a toxicita dusi¢nanu stiibr-
ného

Nejprve se vyuzival 10% roztok dusi¢nanu stfibrné¢ho, ktery byl
vsak toxicky kvuli vysoké koncentraci. Tento roztok byl nahrazen 0,5 %
roztokem, ktery neposkozuje epitel, plisobi bakteriostaticky pro nékteré
bakterie (napf.: S.aureus, E.coli ¢i P.aeruginosa) a je netoxicky [27].
Pouziti spravné koncentrace dusi¢nanu sttibrného je velmi dulezité. Pti
vysoké koncentraci zabiji bakterie — indukuje u nich bunécnou smrt, a pti
niz8ich koncentracich (jako naptiklad 1 mM dusic¢nan stfibrny) indukuje
syntetézu nanocastic stiibra. B€hem této syntézy zlstaly bakterie nazivu
a po odstranéni stiibra z jejich prostfedi se obnovil jejich rist. Béhem
pusobeni 5 mM roztoku dusicnanu stiibrného na bakterie byla
pozorovana produkce kataldz, tvorba apoptotického téla a fragmentace
DNA [28]. Ptitomnost rozpusténého dusi¢nanu stfibrného mize zvysit

vodivost rozpoustédla [29].
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K produkeci stfibrnych nanocastic 1ze vyuzit i metody elektrolytické
redukce [30], ale stale rostouci vyznam zacinaji mit metody ,,zelené*

syntézy a biosyntézy nanocastic [31].

5.2.3. Zelena syntéza a biosyntéza

V posledni dobé se zelena syntéza objevuje jako novy zpisob
syntézy pro vyrobu koloidnich AgNPs s kontrolovanou velikosti,
vysokou stabilitou a zlepSenou antibakterialni aktivitou [15; 19; 32].
antibakteridlnich vlastnosti takto piipravenych nanocastic. Jedna se
0 ptipravy z rostlin, mikroskopickych hub, nebo i pfimo z mikroorga-
nisma [33; 34]. Pii jejich vyrob¢é se nepouzivaji zadné toxické latky,
tudiz jsou Setrné k Zivotnimu prostfedi [19; 31], navic jsou metody
piipravy jednoduché, nakladové efektivni, spolehlivé a poskytuji vysoké
vytézky AgNPs [19; 32].

Ve studii Sriram a kol. [35], pozoruji uc¢innost biologicky
syntetizovanych nanocastic stiibra v pfipraveném nanomaterialu jako
protinadorového ¢inidla pomoci bunéénych linii Daltonova lymfo-
mového ascitu in vitro a in vivo. Ve vysledku potvrzuji protinadorové
vlastnosti AgNPs anaznauji, Ze mohou byt nakladové efektivni

alternativou pfi lé¢eni rakoviny a poruch souvisejicich s angiogenezi.

25



6. AKTIVITA NANOCASTIC STRIiBRA
A JEJICH VLIV NA BAKTERIE

Tato kapitola rozdéluje jednotlivé druhy baterii do skupin
grampozitivnich a gramnegativnich, které se navzajem odliSuji svoji

buné¢nou sténou.

6.1. Rozdéleni bakterii podle odliSnosti buné¢né
stény

V prabehu evoluce se bakterie rozriiznily jak ve zplsobu Zivota,
tak svoji morfologii. Velikost bakterii je velmi rozsahla, a to uZ od 2 pm
do 0,75 mm. Vlastnosti bakterii jsou pfizptisobené prostiedi, ve kterém
ziji. Né&které ziji az pi1 113 °C, jiné naopak toleruji 1 0 °C, a tak je to

i s pH ¢i tlakem [36].

Morfologie bakterii se studuje pomoci mikroskopickych metod,
kdy je wvyuzivano mnoho technik barveni pro ziskédni wurcitych
charakteristik. Nejvyuzivanéj$i je Gramovo barveni, které vypovida
o tvaru a predevsim charakteru bakterie. Pravé diky této metodé, jsou
bakterie systematicky rozdéleny na grampozitivni (G*) a gramnegativni
bakterie (G"), které se od sebe lisi strukturou a vlastnostmi véetné
mechanizmu infekce [36]. K barveni bunééné stény (BS) se vyuZivaji

anilinova barviva, krystalova violet’ a safranin [37].

Fialova barva je typickd pro G* bakterie, které maji tlustou
bunécnou sténu asi 20 nm, [38] slozenou z deseti ¢i méné aminokyselin
(AK) a neobsahuji aromatické ¢i sirné AK, naopak pievazuje silna vrstva
peptidoglykanu, ve které se barvivo drzi [37] a skrze niz az na povrch
pronikaji linearni fetézce teichoovych kyselin, coZ je mozZné vidét na
obrazku 4a. Bunééna sténa vétsiny G* bakterii neobsahuje lipidy ani

bilkoviny [38].
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Cervené se barvi G~ bakterie, které maji tenéi bunéénou sténu (asi
10 nm), piesto je slozeni stén bohat$i o lipidy a obsahuje az 17 AK.
Bunéénd sténa G~ bakterii je slozend z vnéjSi tfivrstevné membrany
(proteiny, lipopolysacharidy, lipoproteiny) a vnitini tenké, pevné
peptidoglykanové vrstvy, coz je také mozné vidét na obrazku 4b [37].
V periplasmovém prostoru mezi membranami je mnoho molekul (Zivin,
metabolitli, enzymil), které jsou u G* bakterii jsou vylouéeny volné do
prostiedi. Mezi tyto latky také patii i P-laktamaza S$tépici penicilin

a udé€lujici bakteriim rezistenci na toto antibiotikum [38].
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Obrazek 4a: Bunéna sténa G+ bakterii, kde je mozZzné vidét silnou
vrstvu peptidoglykanu na sytoplazmatické membrané, skrz niz pronikaji Fetézce
teichoovych kyselin

gOOOOO
:
I

” —

membranovy cytoplazmaticka membrina

protein

Obrazek  4b.:Bunéfna sténa G  bakterii, kde je pouze slaba vrstva

peptidoglykanu mezi vnéjsi a cytoplazmatickou membranous a spoustu dalSich

jednotek — lipidy, AK, protein... [80] )
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6.2. Aktivita nanocastic ve vztahu k bakteriim

Nanocasticim stiibra se ptirazuje spiSe baktericidni ucéinek, coz je
velmi vhodné pro klinické vyuziti, kdy je lepsi usmrceni mikroorganismu

nez pouze inhibice, kterou vykazuje G¢inek bakteriostaticky [39].

Antimikrobialni G&inek ovliviiuje velikost &astic. Cim mensi
Castice, tim vys$i antibakterialni efekt diky vétsi plose [19; 34; 40; 41].
Pt1 jejich vyrobé je velmi oblibeny modifikovany Tollenstiv proces, kdy
se jako redukéni Cinidlo vyuzivaji sacharidy [16; 42]. Velikost uspésné
pfipravenych nanocastic byla 16-70 nm v zavislosti na druhu
sacharidu [42]. Pfi¢emz nanocastice stiibra o velikosti 10 az 15 nm mély
zvySenou stabilitu, biokompatibilitu a zvySenou antimikrobidlni aktivitu
[43; 44]. Také Xi-Feng Zhang a kol. ve studii [19] prokazali
antimikrobialni aktivitu AgNPs proti E. coli, kdy se tyto nanocastice
akumulovaly v buné¢né sténé a zpisobily bunéénou smrt. Mensi Castice
mély opét vyssi ucinnost, nez Castice veétsi [19]. Ve studii [16] Panacek
akol., nanocastice stfibra redukované maltézou mély 25 nm
a vykazovaly minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC) 1,69 — 13,5 mg/I,
pricemz nanocastice o velikosti 50 nm, které byly redukovany galaktézou
mély nizSi aktivitu a vykazovaly vice jak 54 mg/l, coz potvrzuje
predchozi tvrzeni o zdvislosti velikosti nanocastic na antimikrobialni

aktivité [16].

Tvar nanoc¢astic ma také vliv na antibikrobialni uc¢inek [19; 32; 45],
kdy trojhranné nanocastice se zdaji byt nejucinnéjsi [19; 46] a ve studii
Pal a kol. zplsobuji inhibici bakteridlniho ristu jiz pfi obsahu 1 pg
sttibra, kulovity tvar vykazuje inhibici ristu az pii 12,5 pg stiibra

a ty¢inkovity tvar dokonce az pfi 50 — 100 pg obsahu stiibra [47].

Antibakterialni aktivitu také mohou ovlivnit povrchové néboje
AgNPs. Kladn€ nabité Castice jsou vhodnéjsi pro udrZeni se v krevnim
ob¢hu oproti zdporn€ nabitym Casticim. Toto se d& vyuzit naptiklad pti
pouzivani protirakovinotvornych latek, nebot’ krevni fecisté je hlavni

cesta pro tyto latky [19].
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Ve studii Alwan H.A. a kol. [48], byly nanocastice syntetizovany
z dusi¢nanu stiibrného a jejich MIC byla 5 pg/ml pro Staphylococcus
aureus a Yersinia spp., a 1 ug/ml pro Acinetobacter spp., Streptococcus
pyogenes, Salmonella typhi a Vibrio cholera. Izolat Escherichia coli
vykazoval viditelny inhibi¢ni uc¢inek ve srovnani s pozitivni kontrolou,
ale nejvyssi studovana koncentrace AgNPs (5 pg/ml) zcela neinhibovala

rust bakterii.

V literatufe se popisuje, ze gramnegativni mikroorganismy jsou
vice citlivé vici nanostfibru nez grampozitivni mikroorganismy [49].
Toto tvrzeni potvrzuje i nékolik studii shrnutych v ¢lanku Dakal T.C.
akol. [32]. Déle napiiklad studie Kim a kol. ukazala, ze G" bakterie
(S. aureus, P. aeruginosa a V. cholera), jsou odoInéjsi nez gramnegativni
(E. coli asS. typhi). Nicméné obé skupiny bakterii vykazovaly tplnou
inhibici rustu pii vySSich koncentracich AgNPs (> 75 ug/ml), [50] coz
potvrzuje i Shrivastava a kol., ve studii [51]. Ti provadéli experimenty
gramnegativnich a grampozitivnich bakterii v kapalném médiu s nano-
Casticemi stfibra. Se zvySujici se koncentraci nanocastic dochazelo
K postupné inhibici bakterii E.Coli a koncentrace 25 pg/ml byla smrtici
témer pro vSechny bakterie. Podobné vysledky byly ziskané pro nékteré
dalsi kmeny G~ bakterii. Naproti tomu bylo zjiSténo, ze nanocastice
stiibra maji mens$i vliv na rast gram-pozitivnich bakterii. Nebylo
pozorovano zadné snizeni ristu bakterii, dokud koncentrace nanocastic
nedosahla 25 pg/ml, zatimco koncentrace 100 pug/ml vyvolala pouze
inhibici rastu [32; 51].

Tyto studie se tedy zakladaji na tom, ze je antimikrobidlni potencial
AgNPs ovlivnén také tlouStkou a sloZzenim bunééné stény
mikroorganismil, jak jiz bylo popsano v pfedchozi kapitole o bunécné
sténé bakterii [52]. U grampozitivnich bakterii se bunétna sténa sklada
Z negativné nabité peptidoglykanové vrstvy a mnoZstvi peptidoglykanu je
pomérné vice v grampozitivnich nezZ gramnegativnich bakteriich. Stru¢né
fe¢eno, mensi zavislost grampozitivnich bakterii na antibiotické terapii

lze vysvétlit na zaklad¢ skutecnosti, Ze jejich bunécna sténa je relativné
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mnohem silngj$i nez gramnegativni bakterie [52] Tlustsi bunécna sténa
gram-pozitivniho i negativniho ndboje peptidoglykanu nechava stfibrné
ionty pfilepené na bunécnou sténu. Z tohoto divoduS. aureus,
G" bakterie, kterd mé silnou bun&énou sténu a vice peptidoglykanovych
molekul, zabranuje ptisobeni iontt stéibra [53]. Naproti tomu G bakterie
jsou nachylngjsi k antimikrobialni terapii zaloZzené na AgNPs vzhledem
K méné tlusté bunécné sténé¢ a méné peptidoglykanu [54]. Navic G
bakterie obsahuji v bunééné membrané lipopolysacharidy (LPS), které
pfispivaji k strukturdlni integrit€ membrany a chrdni membranu pied
chemickymi utoky. Zaporny naboj LPS vSak podporuje adhezi AgNPs

a zpusobuje, ze bakterie jsou citlivéj$i na antimikrobialni terapii [54].

Vsechna tato dosavadni tvrzeni vSak vyvraceji Humberto a kol. ve
své studii [20], kde tvrdi, ze E. coli a P. aeruginosa (zastupci G bakterii)
byly méné€ nachylné na nanocastice stiibra, takze lipopolysacharid zjevné
nemusi byt strukturou, ktera zplsobuje citlivost bakteridlni bunky na
nanocastice. Misto toho mtize lipopolysacharid zablokovat kladné naboje

nanoé&astic st¥ibra a zptisobit mensi citlivost pro G* bakterie [20].
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7.VEDLEJSI UCINKY A TOXICITA
NANOCASTIC STRIBRA

Siroké pouziti AgNPs ve spotiebitelskych vyrobcich, pramyslu,
lécivech a lékarskych védach, vcetné dermatologie, vyvoldva obavy
souvisejici s jeho neptiznivymi u¢inky na zivotni prostiedi a bezpecnost
lidi — pfedevsim biologickou bezpe¢nost a kompatibilitu [32; 55]. Stiibro
je vyuzivano v mnoha aplikacich, které jsou v kontaktu s pokozkou
a sliznicemi [56]. Nanostiibrné ¢astice mohou byt télem zachyceny
riznymi zpisoby, zejména kiZzi, kterd je nejvétSim orgdnem a prvnim
kontaktnim povrchem pro rizné nanomateridly a jiné cizi latky [55].
Neporusena kuze slouzi jako silna bariéra proti absorpci sttibra, oproti

slizni¢nim povrchiim a porusené kiazi [56].

Elementarni stiibro neni toxické, ale pii del§im uzivani sloucenin
sttibra dochazi k rozvoji argyrie tj. k nevratnému ukladdani sttibra
v organech, pfedevSim v kiizi a sliznicich, coz zpisobuje jejich Sedé
zbarveni [56; 57]. Li a kol. uvadi, ze stiibro by mélo byt ve své iontové
formé Ag’, aby bylo G¢innym antibakterialnim ¢inidlem a Ze stiibro
v kovové formé je spiSe inertni [21]. Pfi hodnoceni bunétné toxicity
pomoci LCsp, coz je koncentrace potfebna k usmrceni 50 % organismi
bylo, zjisténo, Ze nanocastice stiibra byly cytotoxické az pii
koncentracich nad 30 mg/l, narozdil od AgNOs;, ktery vykazoval
cytotoxické ucinky uz pti 1 mg/l [58]. Hadrup a spol., se ve studii [56]
zabyval kritickymi hodnotami stfibra v rizné formé, kdy akutni lidska
umrtnost byla pozorovana po potratu v intrauterinnim poddni 7 g

dusi¢nanu stiibrného (64 mg stiibra/kg télesné hmotnosti).

Jak mitochondridlni stres, tak i endoplasmaticky stres (ER) maji
aditivni u¢inek na generaci reaktivnich forem kysliku (ROS) v burice
a vyvolavaji bunécnou smrt, obecné oznaované jako cytotoxicita. Kdy
mitochondridlni stres vznika diky AgNPs, které zptisobuji hyperoxidaci

bunécénych organel a naruSeni mitochondridlni aktivity. ER stres vznika
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pri reakci AgNPs s bilkovinami, které se pak nespravné rozviji, coz vede

k rozvinuti stresu proteinové odezvy [32].

Genotoxicita vznika diky poskozeni fetézce a mutace v DNA, kdy

AgNPs v jadie indukuji vznik oxidované baze 8-oxoguaninu [32].

Ve studii ze zdroje [59] jevilo iontové stiibro pii vysokych
koncentracich silny cytotoxicky vliv na keratinocyty — kozni bunky.
Ztoho vyplyva, ze pro bioaplikace stiibra neni vhodné pouZzivat
koncentrace vyssi nez 3,7 ppm. Nanocastice Ag nejsou schopny
proniknout neporusenou lidskou kiazi. Penetrace tedy hrozi pouze pfi

naru$eni bariérni funkce ktize [59].

Ackoli jsou slouceniny stiibra toxické i karcinogenni pii vyssich
koncentracich, jsou stale vyuzivany pro 1é€eni demence, malomocenstvi
a rakoviny kuze [19]. Jejich cytotoxicita, genotoxicita a zanétlivé
odpovédi v lidskych buiikach [32] mohoubyt vyuzity napiiklad proti
rakovinotvornym bunkam [32; 35], AgNPs v rozmezi 5 - 20 nm mohou
inhibovat replikaci HIV-1 [60; 61]. Velmi dulezita je velikost nanoc¢astic
i pii interakci AgNPs a viru - hepatitidy B [62]. Paknejadi a spol.,
pozorovali razné koncentrace vodnych koloidnich AgNPs na lidskych
koZnich fibroblastech a byl prokdzan vyznamny vliv koncentrace a ¢asu
na sniZzeni Zivotaschopnosti bunék [55]. Z toho plyne Ze, nanocastice
sttibra mohou mit cytotoxické ucinky na bunky zejména pii vysokych

koncentracich a prodlouzenych dobach expozice [55].

Rozdilna aktivita AgNPs a AgNOs3 byla porovnavana ve studiich
Falconer a spol. [63; 64], kdy byla nejprve pozorovana baktericidni
aktivita AgNPs a AgNO3 pfi zanétech sliznice dutiny nosni, kde AgNPs
vykazovaly sniZenou baktericidni aktivitu ve srovnani s AgNO3 a poté
byla pozorovana doba setrvani v Celni dutiné u mysi, kdy AgNPs
vykazovaly vyznamné niz$i doby zadrZzeni v dutin€ nosni. U AgNPs byly
naméteny velmi nizké hladiny stfibra v krvi, coZ naznacuje omezenou
distribuci této formy stiibra ziejme¢ diky rozpousténi AgNPs na ionty

stiibra. Proto AgNPs vykazuji adekvétni bezpe€nost diky omezené

32



penetraci a absorpci v nosnich aplikacich, protoze koncentrace stiibra

v dutin€ nosni klesa pod minimalni baktericidni koncentraci do
3 hodin [64].

Ve studii Dakal T.C. [32] uvadi, ze nebyly zjistény zadné klinicky
vyznamné metabolické, hematologické nebo urologické zmény. Kromé
toho nebyly zjistény zadné morfologické zmény v zivotné dulezitych
lidskych organech, jako jsou plice nebo srdce, stejn¢ jako zmény v plicni

tvorbé ROS nebo produkci prozanétlivych cytosint.
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8. KOMBINACE STRIBRA S ANTIBIOTIKY

Na pocatku 19. Stoleti se koloidni stiibro pouzivalo
v mikrobiologii a 1ékafstvi, ale vzhledem k objeveni penicilinu a také
kvtli jeho niz8i cené a snadnému davkovani, bylo stfibro ptesunuto do
pozadi. Nadmira uZzivani antibiotik vSak pfinesla riziko vytvareni
rezistence bakterii v(ci antibiotikim, proto se opét vyzkum vraci
k nanocasticim stfibra, u kterych nebyla rezistence objevena [19; 20; 32].

Bakterialni rezistenci na urcita antibiotika jsou shrnuty v Tabulka 1.

Ziskavani rezistence na léky probihd prosttednictvim genetickych
mutaci, zmén genetického materidlu nebo ziskavani ciziho genetického
materidlu. Vzhledem k nartistajicim davkam antibiotickych 1€kt po
mnoho let se patogeny stavaji rezistentnimi na léky a reaguji na
antibiotika tim, Ze vytvareji potomky, ktefi nejsou nachylni
k antimikrobialni 1é¢bé. [32] Navic stiibro je ucinné na nékolik set
ptvodci nemoci, narozdil od antibiotik a antimykotik, které¢ zabiraji
pouze na malé mnozstvi patogenu [32; 65; 66]. Byly zjistény Ctyii
mechanismy, které se tykaji rezistence vuc¢i antibiotikiim u bakterii:
(a) zména cilového proteinu mikrobialniho 1é¢iva, (b) enzymatické
degradace nebo inaktivace léCiva, (c) sniZend propustnost membrany

a (d) zvyseny vytok léku [67].

Stiibro s antibiotiky se d4 kombinovat, kdy spolecné dosahuji
mnohem vys§i Géinnosti [57]. Ve studii Dakal a kol., bylo shrnuto
pusobeni antibiotik v kombinaci s nano¢asticemi sttibra z riznych studii.
Vsechny studie naznacuji synergicky uc¢inek AgNPs proti gram poz/neg.
bakteriim v kombinaci s antibiotiky. Vedle Gi¢innosti proti bakteridlnim
kmentim pusobi AgNPs také jako Uc€innd, rychle plsobici protiplisiova
¢inidla proti Sirokému spektru plisnovych rodut, jako jsou Aspergillus,
Candida, Fusarium, Phoma a Trichoderma sp. [32]. Antimikrobialni
ucinky proti dulezitym patogennim bakteriim Pseudomonas aerugi-
nosa, Shigella flexneri , Staphylococcus aureus a Streptococcus pneumo-
niae, dokazuji i dalsi studie, naptiklad: Gurunathan a kol. [68] Vysledky
naznacuji, Ze kombinace antibiotik a AgNPs vykazovala vyznamné
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antimikrobialni a antibiofilmové ucinky pifi nejniz$i koncentraci
antibiotik a AgNPs v porovnani pouze s AgNPs nebo se samotnymi
antibiotiky [68]. Ve studii Shahverdi a kol. byly hodnoceny biologicky
syntetizované AgNPs v kombinaci s antibiotiky, jako je penicilin,
amoxicilin, erythromycin, klindamycin a vankomycin proti bakteriim

S. aureus a E. coli, ucinky byly zvyseny v pritomnosti AgNPs [45].

Na zédklad¢ doposud provedenych vyzkumt se domnivame, Ze
systémy se stfibrem mohou byt navrZzeny tak, aby zvySovaly jejich
ucinnost, stabilitu, specificitu, biologickou bezpecnost a biologickou
kompatibilitu [32]. Nicméné, podobné¢ jako u antibiotik, mulze
prodlouZzeni expozice bakterii AgNPs vést k vyvoji rezistentnich
bakterialnich bungk. Naptiklad E. coli, kmen K12 MG1655 vyvinul
rezistenci vici AgNPs ve studii [69]. V budoucnu je proto nutné peclivé

zkoumat vyvoj rezistence Ag v bakteriich.

Tabulka 1: Piehled grampozitivnich a gramnegativnich bakterii rezistentnich na
antibiotika [32]

Grampozitivni  [Rezistentni na: Gramnegativni Rezistentni na:
bakterie: bakterie:
Bacillus subtilis  |Chloramphenicol Acinetobacter Carbapenems
baumanii
Erythromycin Imipenam
Lincomycin
Penicillin Escherichia Coli Ampicillin

Streptomycin

Tetracycline

Cephalosporins

Corynebacterium

B-lactam antibiotics

Chloramphenicol

diptheriae Floroquinolones
Chloramphenicol Nalidixic acid
Rifampin
Tetracycline Sulfamethoxazole
Streptomycin
Trimethoprim Tetracycline
Sulfamethoxazole Klebsiella pneumonia |Carbapenems
Enterococcus Vancomycin Imipenem
faecium
Gentomicin Pseudomonas B-lactams
aeruginosa
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Grampozitivni  |Rezistentni na: Gramnegativni Rezistentni na:
bakterie: bakterie:
Listeria Erythromycin Chloramphenicol
monocytogenes Floroquinolones
Gentomicin Macrolides
Kanamycin Salmonella typii Novobiocin
Sulfonamides
Tetracycline
Rifampin Trimethoprim
Streptomycin Amoxycilin
Ampicillin
Sulfamethoxazole Chloroamphenicol
Tetracycline Fluroguinolones
Staphylococcus  [Methicillin Trimethoprim
aureus
Vancomycin Shigella flexneri Ciprofloxacin
Streptococcus Penicillin Nalidixic acid
pneumonia
Erythromycin Vibrio cholera Fluroguinolones
Tetracycline
Streptococcus Erythromycin
pyogenes
Macrolides

Za ucelem aplikace 1é¢iv na bazi nanocastic stiibra pro humanni
terapeutické intervence a 1é€bu onemocnéni musi byt provedeny klinické
zkousky a vyvinuty dal$i studie zabyvajici se tfemi havnimi Grovnémi.
Nejprve se musi syntetizovat AgNPs s jedine¢nymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi za pouziti novych postupi a technik
biologického zpracovani, za druhé ovéfit, zda mikroorganismy vyvinou
rezistenci vici antimikrobidlni terapii na bazi AgNPs, za tfeti za icelem
zkoumdni cytotoxicity, genotoxicity a zanétlivé reakce AgNPs na

lidské buiiky [32].
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9. MECHANISMUS PUSOBENI STRIiBRA
NA ZIVE ORGANISMY

Antimikrobidlni ucinek AgNPsS je spojen se Ctyimi dobie

definovanymi mechanismy:

(1) Adheze AgNP na povrch bunécné stény a membrany [70]:
AgNP u mikroorganismii zpiisobuje ptilnavost nanocastic na bunécnou
sténu a membranu. Pozitivni naboj pfinasi elektrostatickou ptitazlivost
mezi AgNPs a zdporné nabitou bunéénou membranou, coz usnadnuje
piipojeni AgNPS na membranu. Pi1 takovéto interakci se projevuji
morfologické zmény jako napf. smrSténim cytoplazmy a odstépeni
membrany, coz nakonec vede k prasknuti bunééné stény. [32] Stiibrny
kation zpiisobuje také PCD - programovanou smrt bunky (apoptozu),
ktera je obvykle shledavéana u eukaryotickych bunék, ale v posledni dobé
byly také pozorovany PCD systémy i u bakterii [29; 28]. Jakmile se
oSetii dusi¢nanem stfibrnym bakterialni buiika, za¢ne se permeabilizovat
bunééna sténa a vytvaii se apoptotické télo. U bunék B.lichenisormis
byla apoptéza pozorovana u koncentraci vysSSich nez 5 mM. Po

rozpadnuti DNA je apoptdza ukonéena [28].

(2) Penetraci AgNP do buiiky a poSkozenim intracelularnich
struktur (mitochondrie, vakuoly, ribosomy) a biomolekuly (protein,
lipidy a DNA) [70]. Nanocastice stiibra i stiibrné ionty mohou
interagovat s molekulami, jenz obsahuji siru, kyslik nebo dusik, tim
zpusobi velké zmény v buiice. Tyto elektrondonorové skupiny obsahujici
pfevazné siru, jsou soucdasti velkého mnozstvi makromolekul, jako jsou
proteiny a enzymy. Timto zplGsobem miZe dojit k poskozeni funkce
téchto molekul, tedy inhibici proteinii a enzymi vzniklou vazbou mezi
thiolovou skupinou a stfibrnym iontem, ¢imZz dochdzi k denaturaci
proteini a zastaveni replikace DNA, inhibici buné¢ného déleni
aVvrespiratnim fetézci se zastavi dychdni. Jinak se da fici,
7e Ag” vstupuje do bakterialni buiiky a interkaluje (vmezeii se mezi obé

vldkna DNA) mezi zdkladnim parem pyrimidinu, ¢imz narusuje
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vodikovou vazbu mezi antiparalelnimi vldkny a to vede k denaturaci

DNA a nasledné inaktivaci bakterii [21; 29; 71].

(3) AgNP indukuji bunéénou toxicitu a oxidacni stres vyvolany
tvorbou reaktivnich druht kysliku (ROS) a volnych radikali [70],
coz je mozné vidét na Obrazek 5. Nanocastice se mohou do buiiky dostat
prostou difizi nebo endocytézou. Uvniti bunky mohou poskozovat
mitochondrie, tvofit kyslikové radikdly (ROS) a uvolnovat stfibrné ionty.
Jakmile tyto ionty zablokuji enzymy v respiratnim fetézci:
nikotinamidadenindinukleotid (NADH) dehydrogenasa I, zvysi se
produkce volnych radikdali (ROS — reaktivni kyslikové ¢astice)
Vv bakterialni buiice a dojde k omezeni tvorby adenosintrifosfatu (ATP).
Oba tyto mechanizmy vedou k poskozeni DNA. Proti t€émto Skodlivym
ucinklim existuje cela fada obrannych mechanismi, naptiklad slou€eniny
zname jako antioxidanty. ZvySeny vyskyt ROS je oznafovan jako

oxidac¢ni stres [72].

(4) Modulace drah pienosu signalu [70]. Pfesny mechanizmus
pusobeni koloidniho stiibra na mikroorganismy nebyl zcela prozkouman.
Pravdépodobné se koloidni stiibro oxiduje na ionty Ag" a prechézi s krvi

do bunek, kde se beéhem né€kolika dni dostava do vSech tkani a zaCina

pusobit [65].

Ni¢i enzymy, které jsou u jednobunécnych mikroorganizmu
zodpovédné za zasobovani kyslikem, ¢imz je ptferuSen dychaci fetézec
a mikroorganizmy béhem nékolika minut odumiraji. Navic se stiibro
vaze na nukleové kyseliny. Ag® ionty tedy interaguji s thiolovymi
skupinami proteinil, inaktivuji enzymy a interaguji s bakterialni sténou,
kde méni jeji permeabilitu, dale ovliviiuji transport elektrolytii, brani

replikaci DNA a tvofi reaktivni formy kysliku [65].

Kromé téchto ctyf dobie znadmych mechanismi AgNPs také
ovlivituji imunitni systém lidského téla. Imunitni systém poskytuje
ochranu pfed cizimi Uto¢niky tim, Ze rozliSuje "vlastni" a "nevlastni"

antigeny a koordinované vytvari dynamickou sit’ imunitnich bunék, aby
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neutralizoval "nevlastni" antigeny. AgNPs jsou rozpoznany jako
"nevlastni", a proto AgNPS vyvolavaji imunitni odpovéd [32; 70].
Koloidni stfibro je do krevniho ftecist€ nebo lymfatického systému
pfijimano nejpozdéji v tenkém stfeveé, tudiz jsou zachovany pro Zzivot

prospésné bakterie, zijici ve stieveé tlustém [65].

Pferuseny transmembranovy

R Denaturace proteint
transport elektront

Tvorba volnych radikala

Poskozeni @ =
/
8 ¥
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\7 ) s By

Oxidace bunéénych
Ag castice narusujici slozek
membranu

Céstice
stiibra

@
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) COOOE QOO

bbbol Lbbbbd

Obrazek 5: Mechanismus pisobeni nanocastic na bakterialni buiiku, nanocastice stiibra
primo vstupuji do buiiky, indukuji oxida¢ni stres, poSkozuji obsah bunék a tim dochazi k
usmrceni butiky. [73]

39



Experimentalni Cast

Vzhledem k vyvoji nanovlaken a jejich morfologické podobnosti
s lidkymi tkanémi byla tato prace zamétfena na vyvoj antimikrobidlnich
nanovlakennych membran obsahujicich stéibro v nosném polymeru
polyamidu 6, ktery byl zvolen pouze jako model pro piipadné dalsi
vyzkumy napiiklad s biodegradabilnimi polymery, které jsou pro vyuziti

Vv tkanovém inzenyrstvi vhodnéjsi.

Experimentalni ¢ast byla rozdélena do nékolika casti. Nejprve byly
ptipraveny membrany Cistého polyamidu s riznymi morfologiemi, které
byly podrobeny analyze na priichodnost bakterii ve spolupraci s Vysokou
skolou chemicko-technologickou v Praze (VSCHT). Na zakladé téchto
vysledkii, kdy velikost pori moc neovlivitovala prichodnost bakterii,
byly zvoleny r1Gzné koncentrace dusiCnanu stiibrného  jako
antimikrobialniho ¢inidla, které by mélo podpofit inhibici bakterii. Cela
reakce dusi¢nanu stiibrného v polyamidu 6 byla jiz popsana v kapitole
3.1. Vzhledem ke zjiSténym zménam v roztoku, pii sledovani jeho
stability, byly nakonec provedeny jesté konecné testy pro ovétreni prvnich

antimikrobialnich vysledki.
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10. VLIV MORFOLOGIE POLYAMIDU
A TESTY NA PRUCHODNOST BAKTERIi

Tato kapitola se zabyva pfipravou nanovldkennych membran
Z polyamidu 6, zkoumanim jejich morfologie a nésledou priichodnosti

bakterii a antimikrobialni aktivitou.

10.1. Priprava roztokii:

Byly pfipraveny ridzné koncentrace polyamidu B-27 (BASF,
Ultramid B27 E 01) rozpusténé v kyseliné mraven¢i (PENTA s.r.o,
Cistoty "p.a.") a kyselin€ octové (PENTA s.r.0., Cistoty "p.a.") v poméru
1:2. Roztoky byly piipraveny smichanim rozpoustédel a polymernich
granuli a nasledné zahtivany a michany na magnetické michacce pti 85 -
90 °C po dobu 6 hodin. Po vychladnuti roztoku na pokojovou teplotu
byla zmétfena viskozita pii 100 otackach za minutu (RPM) na
viskozimetru  (VISCOTESTER E, Thermo) vodivost pomoci
konduktometru (SCHOTT HandyLab LF11) se sondou (Sonda DHJ
s.r.0). Pro ovéfeni realné Kkoncentrace byla rozpoustédla z roztoku
odpafena V peci pii 110 °C, 2.5 hod. Namétené hodnoty roztokt jsou
zobrazeny v Tabulka 2, ze které lze vy¢ist, ze pii piipravé roztoku byly
dodrzeny spravné poméry rozpoustédel vzhledem k polymeru z ovefené
redlné koncentrace, a ze viskozita roste linedrné se zvySujici se

koncentraci roztoku.

Tabulka 2: Namérené parametry roztokii, X - stfedni hodnota; 6 — smérodatna odchylka;
(viskozita p¥i 100 RPM, 22 °C)

PA6_ PA6_ PA6_
8 % roztok 12 % roztok 15 % roztok

X o X [0 X (¢}
Vodivost [uS/em | | 1452 | 03 | 1971 | 02 | 196,267 | 0,961
Redlni ‘;‘;;a]“ntmce 796 | 0061 | 12,163 | 0,047 | 15083 | 0,601
Viskozita [mPas] | 73,167 | 0,04 | 1852 | 0,458 | 447,167 | 0,351

41



10.2. Zvlakiovani — parametry:

Nanovlakenné membrany byly pfipraveny pomoci Nanospideru NS
1S500U a klimatizace AC 1100 ve firm¢ Elmarco s.r.o. Membrany mély
téméi totozné zvlaknovaci podminky, coz byva nékdy komplikované
vzhledem k okolnim podminkam. Jedinou zménou bylo pouziti mensiho
pruvlaku pro malo viskézni 8 % polymerni roztok a to z 0,6 mm na
0,5 mm, aby malo koncentrovany roztok nevytekl do reten¢ni nadrzky.
Ve vsech ptipadech bylo pouzito napéti 60 kV na zvlaknovaci elektrodé
a-20 kV na elektrod¢ sbérné pii vzdalenosti téchto elektrod 180 mm.
Vlhkost (RH) pti zvlaknovani byla drzena kolem hodnoty 40 % RH.
Posun podkladu byl zvolen nejprve 10 mm/min a poté 20 mm/min pro

rizné tlouStky membrany.

10.3. Charakterizace pripravenych vrstev

Pfipravené membrany na nanospideru byly vyhodnoceny a namétené
parametry byly zaznamenany v Tabulka 3. Vzorky pro SEM snimky byly
nejprve napraseny zlatem na naprasovaéce (CS7620 MINI) a nasledné
byly vlozeny do elektronového mikroskopu (Nova NanoSEM 230).
Priméry vlaken na SEM byly méfeny pomoci pocitaCového programu
(NIS - Elements). Bylo provedeno pfiiblizn¢ 50 méfeni na snimek, ze
kterych byl nasledné vypocitany pramér vlaken. Na Obrazek 6, lze
pozorovat rozdilnou velikost primérta vlaken Vv zavislosti na koncentraci
roztoku, zvétsenych 20000 X pomoci elektronového mikroskopu.
Velikost pori byla méfena na piistroji (Capillary Flow Porometer CFP-
1200 AEL), pomoci metody ,,buble point“. Toto zafizeni méfi Bubble
point pressure (zde v kPa), ale v reportu vygenerovaném pocitaéem se
uvadi 1 “Bubble point pore diameter”, coz je hodnota vypoctend na
zéaklad¢ Young-Laplaceovy rovnice a odpovida priméru nejvétsiho poru
vV membrang. V celé této praci je uvadéna praveé tato hodnota nejvétsiho
poéru v membrané, jelikoZ tato metoda neni vhodn4 pro méteni malych
poért, nebot’” se kapalina vytla¢i z membrany a mokra kiivka ve
vyhodnocujicim grafu se spoji se suchou kiivkou, takze by méfeni

nemélo adekvatni vysledek. K méfeni tloustky byl pouzit pfistroj
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(Mitutoyo Corp ID-C112XB). Prodysnost byla méfena pomoci
(TEXTEST FX 3300) a pro méfeni plosné hmotnosti byly vyuzity
analytické vahy (RADWAQ AS 100/C/7).

Tabulka 3: Charakteristiky membrany, X - stfedni hodnota; ¢ — smérodatna odchylka

8% PA6
10mm/min 20mm/min
X c X c
Primér vlaken [nm)] 70,433 12,8 63,9 11,6
Velikost nejvétsiho poru [um] 0,264 | 0,003 | 0307 | 0,006
Plo$na hmotnost [g/m’] 3887 | 0121 | 2,867 | 0,087
Tloust’ka vrstvy [mm] 0,022 0,001 0,008 0,003
ProdyS$nost [I/m*/s p¥i 200 Pa] 4,115 0,054 6,764 0,043
12% PAG6
10mm/min 20 mm/min
X c X c
Priimér vlaken [nm] 159,833 | 26,8 161,3 29,5
Velikost nejvétsiho péru [um] 0,496 0,003 0,461 0
Plo§na hmotnost [g/m’] 8,669 0,205 4,092 0,168
Tloustka vrstvy [mm] 0,065 0,003 0,022 0,002
Prodysnost [I/m?/s p¥i 200 Pa] 3,43 0,095 6,707 01
15% PAG6
10mm/min 20mm/min
X c X c
Primér vlaken [nm] 210,333 | 90,5 | 213,333 | 70,7
Velikost nejvétsiho péru [um] 0,937 | 0,009 | 0,621 | 0,011
Plosna hmotnost [g/m2] 18,49 0,856 4,677 0,175
Tloust’ka vrstvy [mm] 0,116 0,001 0,024 0,001
Prody3nost [I/m?/s p¥i 200 Pa] 4,545 0,099 6,978 0,117

852 5. ok —— T 120760 o' o 155 i s 1580
Obrazek 6: SEM se zméienymi priméry vlaken (zvétSeno 20 000x)
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Jak je mozné vidét z Tabulka 3, se zvétSujici se koncentraci roste
prumér vlaken, ktery je zavisly nejen na vlhkosti, ale i na koncentraci
polymeru. Také se zvétSuje velikost pord s rostouci koncentraci
polymeru. Plosna hmotnost zavisi na rychlosti posunu podkladu

a samoziejmé se zvySuje s koncentrovangj$im roztokem.

10.4. Pruchodnost bakterii a antimikrobialni
aktivita nanomaterialu

Membrany ptipravené na zaCatku této kapitoly byly testovany na
prichod bakterii skrz membranu a antimikrobialni aktivitu ve spolupraci
s vysokou $kolou chemicko-technologickou (VSCHT). Testy provadéla
Klara Zemanova Vvramci své bakalaiské prace [74]. Na konec byly
pouzity pouze 2 membrany a to: 8% PA6_10 mm/min — dale oznaena
jako PA6_200 a 15% PA6 20 mm/min — oznacena PA6 500, kvuli
omezenym casovym podminkam. Tyto dvé membrany byly zvoleny na
zélad¢ nejvétSiho rozdilu praiméra vldken a pord, jejich vyhodnoceni je
v Tabulka 3. Ktomuto antimikrobialnimu testu byly pouzity ruzné
metody, abylo ziskano mnoho vysledku, které je mozné dohledat
Vv bakalarské praci [74].

10.4.1.Filtrace mikroorganismi
Filtrace pomoci hladkého filtru

Suspenze danych mikroorganismiit o optické denzitné¢ (OD)
1 McFarland (McF) byla filtrovana ptes hladky filtr. Po¢ty kolonii tvofici
jednotky (KTJ) byly po 24+2 hodinach odecteny a pocet KTJ/ml byl
urcen dle vzorce (1). Dosazené vysledky byly shrnuty v Tabulka 4.
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KTJ =

xC

%C Loa—1
_V-(n1+0,1-n2)-d [KT] ml ]

soucet kolonii ze vSech ploten vybranych pro vypocet ze
dvou po sob¢ nasledujicich fedéni (pficemz nejméné jedna
Z ploten obsahuje 10 kolonii)

objem inokula v ml o¢kovaného v kazdé kapicce

pocet kapicek vybranych k vypoctu z prvniho (niZsiho)
zvoleného fedéni

pocet kapicek vybranych k vypoctu z druhého (vyssiho)
zvoleného fedéni

fedici faktor prvniho (niz§iho) pro vypocet zvolené¢ho
fedéni (napi. pro odecet 4. a 5. fedéni je fedici faktor
d=10"%)

Tabulka 4: Pocet kolonii tvorici jednotky v suspenzi a filtratu

Material PA6 500

Cislo pokusu l. 1.
Mikrooraanismus Suspenze Filtrat Suspenze Filtrat

9 KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml
Escherichia coli 7,9.10 3,9.10° 1,1.108 5,5.10°
Bacillus subtilis 6,6.10" 4,0.10° 5,9.10° 1,8.10°
Staphylococcus 4.8.10° 3.8.107 2.5.10° 8,3.10°
epidermidis
Candida albicans 2,1.10° 5,4.10° 3,8.10° 2,0.10°
Saccharomyces 4,5.10° 2.8.10° 1,6.10° 2.6.10°
cerevisliae

Material PA6_200

Cislo pokusu l. 1.
Mikrooraanismus Suspenze Filtrat Suspenze Filtrat

9 KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml
Escherichia coli 7,2.10° 1,2.10° 2,0.108 8,0.10’
Bacillus subtilis 1,4.108 1,6.108 1,2.108 1,3.108
Staphylococcus 4.1.107 3,3.10° 6,8.107 6,7.10°
epidermidis
Candida albicans 2,9.10° 0 5,9.10° 2,6.10°
Saccharomyces 4,7.10° 0 6.0.10° 1,8.10°
cerevisiae
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Z vysledkt uvedenych v Tabulka 4 vyplyva, ze material PA6_500
zadrzuje bakterie o jeden az tii fady, kvasinky byly zadrzeny maximalné
o jeden tad. Material PA6 200 vétSinou nezadrzel bakterie ani o jeden
rad. U kvasinek se u prvniho experimentu objevila absolutni zadrznost,
ale vysledek se u druhého testu nepotvrdil. S témito materidly se
pracovalo tézce, vzhledem K jejich malé tloust’ce se Spatné skladaly do
filtru, pfi filtraci nedrzely tvar filtru a z toho divodu, nebyla u nékterych
pokusli mozZna filtrace celého jednoho mililitru. Bylo tedy filtrovano

ptiblizn€ 0,5 ml suspenze.

Pii filtraci suspenze mikroorganismii pomoci nanomaterialového
filtru bylo tedy zjiSténo, Ze nanotextilie sniZzuji pocet kolonie tvoticich
jednotek v suspenzi mikroorganismi o jeden az tii fady, pfiCemz Castéji
byly vice zadrzovany kvasinky, coz koresponduje s tim, ze tyto builky
maji obvykle nejvétsi velikost z mikroorganismil vybranych pro analyzu
(priblizné¢ 2-20 um) [75]. Vzhledem Kk tomu, Ze se jednalo o prvnotni

testy, je nutné testy zopakovat a ovétit vysledky.

Filtrace pomoci aparatury na filtraci

Pomoci této aparatury, sterilizované v autoklavu, byla filtrovana
pouze suspenze E. coli, ktera byla zvolena jako vhodny mikroorganismus
pro prvotni pokus. Tato filtrace byla vyhodnocena jako méné efektivni
diky tomu, Ze muselo byt pfipraveno zna¢né vEét§i mnozstvi suspenze

a také byl postup naro¢néjsi na ¢as, material a sterilizaci.

Byly provedeny celkem dv¢ filtrace suspenze o optické denzité
0,8 McF, b&éhem nichz bylo filtrovano 50 ml a 45 ml suspenze. Suspenze
1 filtrat byly zfedény a vyneseny na chromogenni médium — Tryptonovy
agar (TBX) - slozeni viz Pfiloha 1. Ode¢tené hodnoty pro jednotlivé

materialy jsou shrnuty v Tabulka 5.
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Tabulka 5: Pocet kolonii tvofici jednotky v suspenzi a filtratu; material PA6_200

Cislo pokusu l. 1.

MiKrooraanismus Suspenze Filtrat Suspenze Filtrat
9 KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml

Escherichia coli 1,1.108 6,8.10° 1,1.108 3,4.10°

Zadrznost materialu pro E. coli byla piiprvnim pokusu nulova
a Vv druhém piipadé pouze 0 jeden fad, coz koresponduje s vysledky

filtrace pomoci hladkého filtru.

10.4.2. Testovani antimikrobidlni aktivity nano-
materiali

Priichod mikroorganismii v tekutém médiu skrz nanomateridalovou
membranu

V téchto experimentech se jako materidly absolutné zadrzujici
kvasinky jevily PA6 200, PA6 500. Vysledky byly ziskany pouze pro
Candidu albicans a to pouze v jedné sadé testd. Experimenty nebyly

provedeny vicekrat z divoda casovych a finan¢nich (spotfeba materialu).

Tabulka 6: Testy propustnosti nanomateridlovych membran pro vybrané druhy
mikroorganismii v tekutém médiu

Mikroorganismus | Nanomaterial SKU%B/%E }E.lll\t]r/?;l Stér
Escherichia coli PA6 7,6.10° 6,0.10° ne
Candida albicans PA6 7,9.10° 6,7.10° ne
Candida albicans PA6_200 2,7.10° 0 ano
Candida albicans PA6_500 4,0.10" 0 ano
Bacillus cereus PA6_200 2,4.10° 1,3.10 ano

Pii porovnani koncentraci mikroorganismii s vysledky stérti v

Tabulka 7 1ze vidét pro materialy PA6 200, PA6_500, zZe vysledky spolu
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koresponduji. Stéry ze strany membrany, kterd byla ve styku pouze
s ¢istym médiem, neprokazaly ptfitomnost mikroorganismi. Typy
pouzitych agart: Sabouradiv agar (SDA-Sabouraud dextrose agar), coz
je vhodné kultivaéni medium pro kvasinky a Plate count agar (PCA) je

vhodné kultiva¢ni médium pro bakterie, slozeni viz Ptiloha 1.

Tabulka 7: Stéry po odebrani media, agarové plotny kultivovany ve 37 °C po 24+2 hodin

Mikroorganismus | Nanomaterial | Typ Obrazek
agaru

Candida albicans PA6_200 SDA

Candida albicans PA6_ 500 SDA

Bacillus cereus PA6_200 PCA

Z vysledki pro nanomaterial PA6 200 a Bacillus cereus je patrné
zadrzeni mikroorganismu o dva tady, redukce po¢tu KTJ je dobie vidét
na vysledcich stéru z nanomateridlové membrany. Tyto experimenty také
potvrdily vy$§i zadrzeni eukaryotickych mikroorganismi, coz
koresponduje s jejich vetsi velikosti oproti mikroorganismim

prokaryotickym.
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11. Polyamid 6 s dusi¢nanem stiibrnym a testy
na antibakterialni ucinnost

Tato kapitola je zaméfena na ptidavek dusi¢nanu stfibrného do
polyamidu 6 a pozorovani zmén jak v roztoku, tak v morfologii vlaken,
nasledné testovani prichodnosti a antimikrobidlni aktivity pro

mikroorganismy.

11.1. Priprava roztoki

Nanostfibro miize byt zavedeno do nanovlaken v riznych fazich:
(1) ptimichani pifedb&ézné ptipraveného nanostiibra k roztoku polymeru
pred zvlaknovanim
(2) syntézou nanocastic v roztoku polymeru z prekurzoru

(3) prostiednictvim in situ, Syntéza v nanovlaknech po zvlaknovani.

Pfidani nanocastic zvySuje vodivost roztokt. Ve studii [76] byly
nanocastice obvykle rozlozeny rovnomérné uvniti nanovldken nebo na

povrchu.

Zakladni roztok polyamidu byl piipraven stejnym zptisobem jako
v ptedchozi Casti, akorat byla zvolena pouze jedna koncentrace, a to
12 % PA6-B27 (BASF, Ultramid B27 E 01) vkyseliné mravenci
(PENTA s.r.o, Cistoty "p.a.") a kyselin¢ octové (PENTA s.r.0., Cistoty
"p.a.") v poméru 1:2. Do takto piipraveného roztoku bylo po vychladnuti
na pokojovou teplotu ptidavano antimikrobialni ¢inidlo jako prekurzor
v rizné koncentraci. Jako antimikrobialni ¢inidlo byl zvolen dusi¢nan
stiibrny (PENTA s.r.o. Cistoty ,p.a.”), ktery se v kyseliné mravenci
redukuje na kovové sttibro. Velmi zajimavou otazkou bylo, v jaké Casti
redukce je nejlepsi stiibro zvldknit? Pro zodpovézeni této otazky byly
provedeny testy stability roztoku, kdy byly pozorovany redukéni
vlastnosti dusi¢nanu stiibrného v kyselin€ mravenci a také vliv svétla na
redukci - vyhodnoceni roztoku je mozné vidét v kapitole 12. Z takto

ptipravenych roztokii v rizné fazi redukce byly ptipraveny pouze kratké
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membrany, ze kterych byla provedena SEM a energiové disperzni
spektroskopie (EDX analyza). Z Tabulka 8 je jasné¢ vidét, ze vodivost

roztoku stoupa s vyssi koncentraci stiibra.

Tabulka 8: Parametry roztoku 12% PA6 + 0,1, 0,3, 0,5 hm% AgNO3; na suSinu polymeru,
kde ¢ znadi smérodatnou odchylku (vodivost: 22 °C)

Antimikrobialni latka | Priamérna Sti‘edni hodnota
AgNO; [hm% na vodivost c realné koncentrace c
suSinu polymeru] [wS/em ] [90]
0,1 260,667 | 3,215 12,027 0,025
0,3 318,04 6,06 12,063 0,055
0,5 395,333 | 4,163 12,07 0,07

11.2. Zvlaknovani — parametry:

Nanovlakenné membrany byly pfipraveny pomoci Nanospideru
NS 1S500U a klimatizace AC 1100 ve firmé Elmarco s.r.o., kterad
udrzovala vlhkost mezi 33-39 %RH. Membrany mély téméf totozné
zvlaknovaci podminky, krom¢ tedy jiz zminéné vlhkosti, kterd nebyla
mozna v dany den udrZet konstantni, proto jsou i mirn¢ odli$né praméry
vlaken nez pfti ostatnich testech. Ve vSech piipadech bylo pouzito napéti
60 kV na zvlaknovaci elektrodé a -20 kV na elektrodé sbérné, pii
vzdalenosti elektrod 180 mm. Posun podkladu byl zvolen 9 mm/min

a pravlak o velikost 0,6 mm.

11.3. Vlastnosti membrany:

Béhem méfeni téchto parametrii bylo vzdy zméfeno nékolik
hodnot, z nichz byl nasledné spoc¢itan praimér a smérodatna odchylka, coz
bylo zaznamenano do nasledujici Tabulka 9. VSechny metody méfeni jiz

byly popsany v kapitole 10.3.
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Tabulka 9: Morfologie membrany, X - stiedni hodnota; 6 — smérodatna odchylka

0.1 hm% 0.3 hm% 0.5 hm%
AgNO; na AgNO; na AgNO; na
0,
12% PAG suSinu suSinu suSinu
polymeru polymeru polymeru
X o X o X (4]
Pramér viaken [nm| | 14183 | 481 | 13918 | 458 | 108.43 | 237
Velikost  nejvéSiho | 570 | 5005 | 0541 | 0001 | 0549 | 0,025
poru [pm]
Plosna — hmotnost| ;20| 957 | 102 | 0178 | 9,983 | 0,265
[9/m7]
[Tr:]"r;]‘]“ka VIStVy | 0063 | 0,001 | 0,064 | 0,001 | 0,053 | 0,002
Prodysnost [I/m’/s p¥i
200 Pa] 3459 | 018 | 3459 | 0156 | 3,492 | 0,229

Byla snaha ptipravit membrany o stejné plosné hmotnosti. Plosna
hmotnost, velikost poéra, tloustka vrstvy a prodySnost jsou si
U jednotlivych vrstev podobné. Primér vldken vSak klesd s rostouci
koncentraci roztoku. Toto miZe souviset se samotnou koncentraci, nebo
naptiklad vlhkosti pii zvlaknovani, ¢i méfenim samotnych prameéra.
EDX analyza opét prokazala ptitomnost stiibra v membranach, kde ale
vzhledem k pouzité metodé neni mozné zjistit mnozstvi stiibra. Tato
metoda je bodova, kdy se méti mnoZzstvi stiibra pouze v urcitych bodech
a rozlozeni je vyrazn¢ nehomogenni a nahodné. Nicméné bylo potvrzeno,
7ze membrany obsahuji stfibro a komplexni analyza byla provedena dale
v kapitole 13.5. kde byla koncentrace stanovena pomoci emisni

spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES).

SEM snimek zméfenych priméri vlaken je mozné vidét na
Obrazek 7, kde lze pozorovat drobné krystalky nejspiSe stiibra. Zdali se
jednd o stiibro nebo néjakou necistotu nebylo mozné ovéfit, nebot’ vyskyt

krystalkli je velmi ndhodny.
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Obrazek 7: 12% PAG6 + 0,1 hm% AgNO;, a. zméfené pruméry, b. SEM snimek s krystalky

11.4. Testovani vlivu stfibra na antimikrobialni
aktivitu

Testy na antimikrobialni aktivitu pfipravenych nanomaterialta byly

provedeny ve spolupraci s VSCHT. Mikrobiologickou &ast zpracovavala

Ing. Simona Lencova. Byly testovany dvé sady materidli

12% polyamidu PA6-B27 s riznymi koncentracemi AgNOs, prvni z nich

byla sterilovana pomoci UV a druha sada pomoci Ethylenoxidu.
Pouzité mikroorganismy:

e Escherichia coli CCM 4517

e Staphylococcus aureus CCM 4516

e Staphylococcus epidermidis CCM 4418
e Bacillus subtilis CCM 1999

e Candida albicans CCM 8215

Antimikrobialni efekt materialt z obou sad byl porovnatelny, druh
sterilace tedy neni pro pouZiti materiali zasadni. Prvni sada material
byla zvlaknéna pfiblizn€ pil roku pred testovanim jejich
antimikrobialniho u¢inku a pomoci provedenych testll bylo prokazéano, ze
na antimikrobialni efekt to nemélo negativni vliv. Z toho lze vyvodit,

ze materidly jsou dlouhodobé stabilni.

Vsechny testované materialy krom& materidlu 0, jez pfedstavoval

kontrolni material bez aktivni latky, do urcité miry inhibovaly rhst péti
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vybranych mikroorganismi. Do$lo k nartstu mikroorganismi (MO),
ale ne na materialech ani v jejich bezprostiedni blizkosti, coz je mozné

vidét na Obrazek 8.

Pfi testech zadrznosti mikroorganismi (filtrace) nedoslo
K vyraznému zachytu, pocet mikroorganismi ve vysledném filtratu byl
ptiblizné stejny jako pocet MO ve filtrované suspenzi. Coz je mozné

vidét v nasledujici Tabulka 10.

Tabulka 10: Testy zadrZnosti mikroorganismi ve filtratu na nanovlakennych membranach
z 12% polyamidu 6 s danym mnoZstvim AgNQO;

Objem filtrata (z 1 ml filtrované suspenze)

0,1 hm% | 0,3 hm%b | 0,5 hm%bo 0 hm%
AgNO; |AgNO; | AgNO; | (Eisty PA6)

Material 12%PA6 +

MO Vi | Vipl] | Viu V]
S. epidermidis 700 600 700 700
S. aureus 500 600 600 650
E. coli 450 650 600 600
B. subtilis 600 700 550 600
C. albicans 550 700 600 500

Kvantifikace mikroorganismi ve filtrovanych suspenzich a filtratech

Material 12% Filtraty: 0,1 hm% | 0,3 hm%o | 0,5 hm%bo 5 O,hm%
PA6 + AgNO; | AgNO; | AgNO; |(Eisty PAGB)
MO Sy | Vsl | Vil | Vi |V
S. epidermidis | 2,8.10® | 4,1.10° | 25.10% | 2,3.10° | 4,3.10°
S. aureus 2,8.10° | 22.10° | 36.10% | 3,7.10% | 2,7.10°
E. coli 2,1.10° | 30.10° | 47.10° | 45.10% | 3,4.10°
B. subtilis 91.10" |7,2.10"]95.10" | 95. 10’ 7,7.10
C. albicans 1,4.10" | 22.10" | 24.10" | 1,9. 10’ 2,0.10°
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Obrazek 8: Kultivace filtrli, kde je mozné vidét, Ze doSlo k nardstu MO, ale ne na
materialech ani v jejich bezprostiedni blizkosti

11.4.1. Antimikrobialni vlastnosti v tekutém
médiu

Vysledné optické denzity (OD) v tabulkach jsou uvadény po odeétu
hodnoty pozadi média. OD = wukazatel mnoZstvi ptitomnych
mikroorganismii, je méfena na denzitometru pro odhad, kolik MO je
v suspenzi/roztoku — podle ni proto je vyhodnocen efekt materialu, kdyz

dojde ke snizeni OD oproti kontrole, tak mél material pozitivni i€inek.

Bakterie byly kultivovany v pufrované peptonové vodé (PPV)
a kvasinky byly kultivovany ve sladinovém bujonu (MEB), slozeni

téchto médii je mozné dohledat v Ptiloha 1.

[e)]

Antimikrobialni vlastnosti materialt

5 v tekutém médiu ‘
0,1 0,3 0,5 0

’

H

w

Opticka denzita [McF]
[ N

o

[%] AgNO; na sus. polymeru

ME.coli mS.aureus MS. epidermidis M B.subtilis ™ C.albicans

Obrazek 9: Antimikrobialni vlastnosti materiala v tekutém médiu
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Pfi testovani antimikrobidlni aktivity v tekutém médiu, kdy byla

potvrzena provedenymi testy antimikrobidlni aktivita dusi¢nanu
stiibrného, ktery zejména ve vyssi koncentraci potlacil mikrobidlni rtst
velmi vyrazn€, ¢emuz odpovidaji hodnoty v Tabulka 11. Z materialt
S dusi¢nanem stfibrnym byl jako nejucinnéj$i vyhodnocen material 3

(PAG6 s 0,5 hm% AgNOs3 na susinu polymeru), coz vyplyva i z Obrazek 9.

Tabulka 11: Testy antimikrobialni aktivity v tekutém médiu a odec¢itani optické denzity po
kultivaci (37 °C, 24 h)

Kontroly mikroorganismii (mikroorganismus bez pridavku

nanomaterialu)
MO
Material PA6 + EC A >F i AN
0
na sus. polymeru
0
2. O,? hm% AgNO; 4.6 48 4.6 3,2 3
na sus. polymeru
0,
3. 0,? hm% AgNO; 4.9 5 4,9 3,9 2.9
na sus. polymeru
Kontroly mikroorganismu (s nanomaterialem)
- ,MO EC SA SE BS CAN
Material PA6 +
0,
1. 0,:\]{. hm% AgNO3 2.7 3,5 32 2,9 1
na sus. polymeru
0,
2. 0,? hm% AgNO; 0,1 0,2 0,2 0,1 0,6
na sus. polymeru
0,
3. 0,? hm/O AgNO3 0,1 0,3 012 0,1 O,4
na sus. polymeru
0,— bez aktivni 4.9 5,4 4,3 4,5 1,7
latky
Rozdily hodnot s nanomaterialy a bez nanomateriali pro porovnni
,MO EC SA SE BS CAN
Material PAG +
0,
1. 0,21. hm% AgNO; 25 22 1.8 21 -0,6
na sus. polymeru
2. 0,§ hm% AgNO; 51 5,5 48 -4,9 -1
na sus. polymeru
0,
3. 0,? hm% AgNO; 51 5.4 48 49 1,2
na sus. polymeru
0 — bez aktivni
latky 0,3 -0,3 43 -0,5 0.1
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12. Stabilita roztoka — vliv redukce dusiénanu
stiribrného na zvlaknovani

Vzhledek K zjisténym zménam v roztoku z ptedchozich kapitol,
byla tato ¢ast vénovana pozorovani stabilité¢ roztoku. V prvni ¢asti byla
pozorovana redukce dusiCnanu stiibrného na kovové stfibro v rtiznych
koncentracich béhem rozpousténi. Tento proces je teoreticky popsan
v kapitole 3.1. V druhé <¢asti pak byla pozorovana stabilita

nejkoncentrovanéjsiho roztoku v jednotlivych dnech.

Byly ptipraveny roztoky polyamidu tak, ze do zékladniho roztoku
12 % PA6-B27 byl ptidan dusi¢nan stiibrny. Takto pfipravené roztoky
byly michdny pomoci magnetického michadla na michacce za konstantni
teploty. Pfi rozpousténi hodné zalezelo na velikosti michadla a intenzité
michani dusi¢nanu stiibrného. Jestlize byl dusicnan usazen na dné,

rozpousténi trvalo mnohem déle a bylo potieba jej rozmichat ty¢inkou.

Prvni  den  dochdzelo  krozpousténi  dusi¢nanu,  kdy
nejkoncentrovanéjs$i roztok se rozpoustél téméf 9 hodin, soucasné
S rozpousténim probihala redukce dusiSnanu stiibrného, kdy ve tmé
(roztoky zabalené v alobalu) byla tato redukce pomalejsi nez na svétle,

coz je mozné vidét na Obrazek 10 a,b.

Obrazek 10: Rozpousténi dusi¢nanu stfibrného po 9 h, a. na svétle, b. ve tmé
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Druhy den se ptvodné ¢iré zabarveni roztoku pfeménuje v roztoky
zakalené diky probihajici redukci. Na svétle probiha redukce trochu
rychleji a dusi¢nan je jiz zcela rozpustén. Ve tmé probihd redukce

pomaleji, coz je ztetelné z Obrazek 11 a,b.

Obrazek 11: Redukce dusi¢nanu stiibrného 2. den; a. na svétle, b. ve tmé

Tteti den jsou roztoky na svétle témér totozné jako den ptredchozi,
roztoky ve tmé¢ doredukovaly do téméf totozné podoby jako roztoky na

svétle. Stejné tomu tak je ¢tvrty den, kdy uz se barva roztoku neméni jak

je zfejmé z Obrazek 12 a,b.

Obrazek 12: Redukce dusi¢nanu stiibrného 4. den; a. na svétle, b. ve tmé

U téchto roztokii byla zméfena viskozita, pomoci pfistroje
(FUNGILAB S.A., ALPHASERVICE), kdy bylo pouzito vieteno L3.
Na Obrazek 13 (Tabulka viz Ptiloha 2), je moZzné vidét, ze se zvySujicim
se mnozstvim AgNO;s viskozita roztoku klesa, coz bude podrobnéji
rozebrano a ovéfeno V dalSich testech v kapitole 13. V grafu jsou
zaznamenany pouze hodnoty pro roztoky redukujici za svétla, nebot’
hodnoty jsou témét totozné s roztoky redukujici za tmy, dochazi tedy
k piekryvu bodd, stejné tak u vodivosti. Vodivost byla méfena stejnym

ptistrojem pfii laboratorni teploté 22 °C a z vysledkli méteni vyplyva, Ze
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u jiz zredukovanych roztokl se témét neméni, roste pouze s koncentraci
pridaného AgNOs, coz je mozné vidét i na Obrazek 14 (Tabulka viz
Ptiloha 2).

Pokles viskozity s rostouci

220 1 koncentraci AgNO; v 12% PA6

200 - s
& *
S 180 - @ Primér
£ & viskozity
8 160 - [mPa.s]
5
% 140 - 'S
>

120 -

100 T T T T T 1

0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6
Mnozstvi AgNO; [hm%)]

Obrazek 13: Pokles viskozity s rostouci koncentraci AQNO3, v 12% polyamidu 6
(viskozita p¥i 100 RPM, 22,2 °C)

Rust vodivostis s mnozstvim
pridaného AgNO; do 12 % PA6

400 - 3
g 350 -
§ { @ Primér vodivosti
= 300 - svétlo [uS/cm]
o
% 250 - i
> 200

150 T T T T T 1

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Mnoizstvi AgNO; [hm%]

Obrazek 14: Rist vodivostis s mnoZstvim p¥idaného AgNO; do 12 % PA6
(vodivost pri 22,3 °C)

58




12.1. Vliv starnuti nejkoncentrovanéjsiho roztoku

Kazdy den byl do jiz ptipraveného cistého polyamidu ptimichan
dusi¢nan stfibrny a nasledné byla pozorovéana stabilita téchto roztoku
v zavisloti na ¢ase. Rozdily prob&hlé redukce Vv zavislosti na dnech je
mozné vidét na Obrazek 15, zleva jsou 3 zredukované roztoky a ve
ctvrtém roztoku redukce teprve probiha. Zbarveni jiz zredukovanych
roztokl je rozdilné, v nejstar$im (5 dni) — tedy prvnim roztoku jiz neni
tak znatelny zadkal a na zakrouzeni se zdal byt mén€ viskézni, coz
potvrdilo i méfeni viskozity zakreslené na Obrazek 16 (Tabulka viz
Ptiloha 2). Vodivost jednotlivych roztokl se v zavislosti na stari témeét
nemeénila, o cemz vypovida Obrazek 17 (Tabulka viz Pfiloha 2). B€hem
tohoto méteni bylo provedeno u kazdého roztoku 10 hodnot a vzhledem
k pouziti jiné sondy, ktera ziejm¢ nebyla dobfe kalibrovana, jsou

smerodatné odchylky vétsi nez standartné.

Obrazek 15: Starnuti roztoku v jednotlivych dnech; zleva 4 dny, 3 dny, 2 dny (zredukované
roztoky) , vpravo 1 den stary roztok (nezredukovany)
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Vliv starnuti roztoku na viskozitu

200
190 - .

180 - *
170 -
160
150 -
140 - s
130 -
120 ; ; ; ; .

Viskozita [mPa.s]

2, 3
Cas [den]

Obrazek 16: Vliv starnuti roztoku na viskozitu
(viskozita: 100 RPM, 22,5 °C; roztok: 12% PA6 + 0,5 hm% AgNO3)

Zmény vodivosti v zavisloti na stari
roztoku

410 -+
400 -
€
§ 390 - {
3 L 2
S 380 -
g
S 370
S

360 -

350 T T T T 1

0 1 2. 3 4 5
Cas [den]

Obrazek 17: Zmény vodivosti v zavisloti na staii roztoku
(vodivost pri 22,5 °C; roztok: 12% PA6 + 0,5 hm% AgNO3)

Lze wuvazovat nasledujici divody sniZzeni viskozity roztoku
polyamidu 6 se stéibrnymi ionty:

1.  Dochazi ke snizeni molekulové hmotnosti PA6 vlivem

vzniku kyseliny dusi¢né. lonty stiibra mohou byt navazany na

kyselinu mravenci, protoZze mravencan stfibrny neni rozpustny ve
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vodé. Diky tomu ionty NO3 mohou davat mensi mnozstvi kyseliny
dusi¢né, ktera muze zpusobovat degradaci polymeru. Pro ovéfeni
zmény molekulové hmotnosti, méla byt provedena Gelova permeacéni
chromatografie (GPC), kterd nemohla byt uskutecnéna kviili vysokym
nakladim na potiebmou latku hexafluoroisopropanol (HFIP) pro
rozpusténi polyamidu 6 pro uskuteénéni méteni.

2. Pokud by nebylo potvrzeno snizeni molekulové hmotnosti
vlivem popsanym vbod¢ 1, je druhé mozné vysvétleni takové,
ze V prubéhu vyredukovavani stfibra mutze zplsobovavat zménu
konformace polymerniho fetézce (vétsiho sbaleni makromolekuly),

coz muze také zpisobit snizeni viskozity polymerniho roztoku.

12.2. Parametry zvlakinovani:

Nanovldkenné membrany pfipravené na Technické univerzité

v Liberci (TUL) na star§im typu Nanospideru NS 1WS500U byly

zvlaknény jako statické vzorky na modry sbunbond, pfi napéti 60 kV na

zvlaktiovaci elektrodé a -20 kV na elektrodé sbérné. Vzdalenost mezi

elektrodou a podkladem byla 173 mm a vihkost se pohybovala okolo

33 %, byl pouzit privlak 0,6 mm.

Tyto testy byly pfipraveny za ucelem pozorovani zmeén staii

roztoku, a jak se to promitne na snimcich SEM a EDX.

Tabulka 12: Vyhodnocené priméry vlaken a EDX analyza u jednotlivych snimki

vVzorek Stari roztoku: 0,5 hm% | Priméry | Smérodatna
AgNO3 Vv 12 % PA6 | vlaken [nm] | odchylka
0-¢isty PA6 - 147,567 31,6
3 4 dny 133,233 22,9
4 3dny 159,567 39,8
5 2 dny 166,267 36,6
6 1 den 155,033 48,2
7 8 dni 164,333 41,7
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SEM snimky byly ptipraveny na stejném pfiistroji (Nova NanoSEM
230). Priméry vlaken na snimcich byly méfeny pomoci pocitatového
programu (NIS — Elements) pro meéfeni priméru nanovldken. Bylo
provedeno pfiblizné¢ 50 méfeni vlaken na n¢kolika snimcich, ze kterych
byl nasledné vypocitany primér a smérodatnd odchylka, zaznamenané
v Tabulka 12. Na Obrazek 18 Ize pozorovat nanovlakna, na nichZ jsou
vidét utvary, které piedstavuji kovové stiibro, které se v roztoku
vyredukovalo z dusi¢nanu stfibrného. Tuto domnénku vSak nebylo
mozné ovétit z Casové a finanéni naro¢nosti. Primér vlaken zavisi na
aktualni vlhkosti pfi zvlaknovani, ktera nebyla vzhledem k okolnim

podminkam konstantni u vSech provedenych testt.

Energiové disperzni spektroskopie analyza (EDX) byla provedena
pomoci (Bruker nano XFlash Detektoru). Stejn¢ jako v kapitole 11
analyza prokézala ptfitomnost stifibra Vv membranéach, kde ale vzhledem
K pouzité metodé neni mozné zjistit mnozstvi stiibra, protoze metoda je

bodova, kdy se méfi mnozstvi stfibra pouze v urcitych bodech

a rozlozeni je vyrazné nehomogenni.

Obrazek 18: SEM snimKky se zméienymi pruméry vliken a s viditelnymi krystalky
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13. Konecné testy polyamidu 6 santimikro-
bialnimi ¢inidly a testy na antimikrobialni
ucinnost
Tyto testy byly provedeny pro ovéfeni antimikrobidlni aktivity

membran z divodu pozorovani zmén probihajicich v roztoku v predchozi

kapitole.

13.1. Priprava roztoki

Zakladni roztok polyamidu byl pfipraven stejnym zptisobem jako
v ptedchozich kapitolach 11 a 12, byla zvolena pouze jedna koncentrace,
ato 12 % PA6-B27 v kyseliné mravenci a kyselin€ octové v poméru 1:2.
Do takto ptipravené¢ho roztoku bylo po vychladnuti na pokojovou teplotu
piidavano antimikrobialni ¢inidlo jako prekurzor v rizné koncentraci. Za
antimikrobialni ¢inidlo byl zvolen dusi¢nan stiibrny, ktery se v kyseliné

mravenci redukuje na kovové sttibro, coZ je popsano v kapitole 3.1.

Jedinou zménou byla delsi redukce dusi¢nanu stfibrného
V polymernim roztoku. Pfi tomto pokusu byl pouzit dusi¢nan stfibrny
(SIGMA-ALDRICH "p.a."). Tento novy dusi¢nan byl krystalicky
avzhledem se odlisoval od ptuvodniho dusi¢nanu, ktery byl pouzit

Vv kapitolach 11 a 12, ktery byl ve form¢ jemn¢;jsSiho prasku.

Velmi zajimavou otadzkou bylo, v jaké casti redukce je nejlepsi
stifbro  zvlaknit? Byly proto provedeny testy stability roztoku
a pozorovany redukéni vlastnosti dusi¢nanu stiibrného v kyseliné
mravenci a také vliv svétla na redukci - vyhodnoceni roztoku je moZné

vidét v kapitole 12.

13.2. Vlastnosti pripravenych roztoki

Z nize uvedenach grafl vyplnyva, Ze na viskozitu roztoku ma velky

vliv jeho stai. Cim vice AgNO3 roztok obsahuje, tim dochazi k vétsimu
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poklesu viskozity vV jednotlivych dnech, coz jiz bylo rozebrano
Vv pfedchozi kapitole 12 a dosvédcuje to i nasledujici Obrazek 19
(Tabulka viz Ptiloha 2).

Zavislost viskozity na stari roztoku

0,25 - ¢ 3 9 @ Priimérnd viskozita
g =t s 3 . 12%PA6+0,1 hm %

'z‘ 0,23 - 4 ; ; e AgNO3 [Pa.s]
e 021 4 4 F Priimérna viskozita
&5 } . 12%PA6+0,3 hm %

S 019 - } AgNO3 [Pa.s]
">" A Primérna viskozita
0,17 A 12%PA6+0,5 hm %

AgNO3 [Pa.s]

0,15 T T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
€as [den]

Obrazek 19: Zavislost viskozity na staii roztoku
(viskozita: 100 RPM, 22 °C; roztok: 12% PA6 + 0,5 hm% AgNO3)

Vodivost zistava v zavislosti na dnech téméf konstantni, coz je

mozné vidét v nasledujicim Obrazek 20 (Tabulka viz Ptiloha 2).

Zavislost vodivosti na stari roztoku

500 ~ @ Priimérnd vodivost

450 - ; ; } 4 ; 12%PA6+O,1 hm %

AgNO3 [uS/cm]

T Prdmérna vodivost
350 - 1 1 + L 1 12%PA6+0,3 hm%
AgNO3 [uS/cm]

300 -
} } { i { A Primérndvodivost

250 A
12%PA6+0,5 hm%
200 . . . . . . AgNO3 [puS/cm]

0 1 2 3 4 5 6
Cas [den]

Vodivost [uS/cm]

Obrazek 20: Zavislost vodivosti na staii roztoku
(vodivost pri 22,1 °C; roztok: 12% PA6 + 0,5 hm% AgNO3)
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Pro potvrzeni uvahy o poklesu molekulové hmotnosti v kapitole
12.1 byly provedeny jesté dalsi testy na srovnani Cistého polyamidu
apolyamidu s AgNOs. Viskozity byly méfeny na spolehlivém
viskotesteru (Haake 550), z ¢ehoz vychazi nasledujici Obrazek 21
(Tabulka viz Ptiloha 2), kdy je vidét, ze viskozita ¢istého polyamidu 6
zUstava témet konstantni, ale viskozita polymerniho roztoku s pridavkem
dusi¢nanu  stfibrného  velice prudce klesa v zavislosti na

jednotlivych dnech.

Zavislost viskozity Cistého polymerniho roztoku
a roztoku s AgNO,
0,3
0,25 - T F I s § Py } @ Primérna
- - L 3 i : 4 viskozita
s 02 - S Eistého 12%
' 0,15 - - PAG [Pa.s]
g L T~ -
2 01~ + L Primérnd
S 0,05 - viskozita 12%
PA6+0,5 hm %
0 T T T T T T T T T T 1 AgN03 [Pa,S]
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Cas [den]

Obrazek 21: Zavislost viskozity Ccistého polymerniho roztoku a roztoku s AgNO;
(viskozita p¥i 100 RPM, 22 °C)

13.3. Parametry zvlakinovani a vlastnosti nanovo-
kenné membrany

Vsechny vzorky byly pfipraveny téméf pti stejnych podminkéch,
kromé vzorku 0, kde nebylo mozné nastavit vys§i vlhkost z divodu
dalsich vyzkumnych praci. Tato niz§i vlhkost (27 %RH) se odrazila na
praméru vlaken ¢istého polyamidu, coZ je mozné vidét v Tabulka 13, kdy
primér vladken Cistého polyamidu je mnohem vyssi, nez ostatni vlakna
S dusicnanem stfibrnym. Ostatni vzorky byly zvlaknény pii vlhkosti
32 %RH, nastaveném napéti 60/-20 kV, pii vzdalenosti 180 mm/min

s pravlakem 0,6 mm a rychlosti posunu podkladu 9 mm/min.
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Béhem vyhodnocovani vzorkti bylo stejné¢ jako pii predchozich
méteni vzdy zméteno nékolik hodnot, z nichz byla nasledné¢ spocitana
sttedni hodnota a smérodatnd odchylka, které jsou zaznamenané
v Tabulka 13.

Tabulka 13: Koneéné vlastnosti membrany, kde X zna¢i stiedni hodnotu a ¢ zna¢i sméroda-
tnou odchylku

hm% AgNO; 0 0,1 03 05

na suSinu
polymeru PA6

!
Q
>
Q
>
Q
>
Q

Prumér vlaken

151,7| 41,5 |1225| 245 | 120,1| 21,5 | 140,7 | 41,3
[nm]

Velikost
nejvétsiho poru | 74,6 | 0,11 | 93,66 | 0,265 | 86,63 | 0,233 | 83,27 | 0,248
[um]

Plo$na
hmotnost 12,71 0,265 | 10,59| 0,294 | 9,27 [0,279| 9,29 | 0,153

[9/m’]

Tloust’ka

0,085 0,001 | 0,069 | 0,002 | 0,065 | 0,002 | 0,059 | 0,001
vrstvy [mm]

ProdysSnost
[I/m’/s p¥i 200 | 3,76 | 0,126 | 3,534 | 0,226 | 4,246 | 0,208 | 4,578 | 0,172
Pa]

EDX analyza byla provedena pomoci detektoru Bruker nano
XFlash Detektor, a tato analyza opét prokazala ptitomnost stiibra
vV membrandch, kde ale vzhledem k pouzit¢é metod¢ neni mozné zjistit
mnozstvi stfibra, protoZze metoda je bodova, kdy se méti mnozstvi stiibra
pouze Vv urcitych bodech a rozlozeni je vyrazné nehomogenni, 0z uz
bylo nékolikrat vysvétleno v pfedchozich kapitolach. Pro uvedeni
ptikladu jsou na Obrazek 22 zobrazeny SEM snimky spolec¢né¢ s EDX
analyzou. Pro ovéfeni koncentrace stfibra v membrané byla nasledné
provedena analyza - emisni spektrometrie s indukéné vazanym

plazmatem viz. kapitola 13.5.
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Obrizek 22: SEM a EDX analyza vzorku 12% PAG6 + 0,5 hm% AgNOj; na susinu polymeru PA6

13.4. Velikost ¢astic

Pfi méfeni velikosti ¢astic na piistroji Zetasizer Nano ZS
(ZEN3601), byla vyuzita metoda dynamického rozptylu svétla (DLS).
Vzorky byly do pfistroje umistovany v podobé¢ disperzi ve ¢tvercovych
kyvetach. V metodé byly zadany parametry jak disperzniho prostiedi, tak
I méfenych ¢astic. Fyzikalnimi parametry potom byly refrakéni index
a absorpéni koeficient jak castice, tak i disperzniho prostiedi. Dale byla
VvV metod¢ zadana teplota, pi1 které méfeni probiha a piipadné mnoZzstvi
opakovani méfeni. Z principu metody neni mozné métit pfili§ velké
Castice, které agreguji. Jakmile Castice za¢nou agregovat a sedimentovat,

tak jsou tyto Castice vyfazeny z méteni a ptistroj si jich nevSima.

Byly pouzity roztoky bez polymeru, pouze dusi¢nan stiibrny
o rizné koncentraci — 0,1 hm%, 0,3 hm% a 0,5 hm% na hmotnost
polymeru (jako v celé praci) smichany s kyselinou mravenéi a octovou
vpoméru 1:2. Roztoky byly pfipraveny 2 dny pfed samotnym

testovanim, aby mohla probéhnout redukce dusi¢nanu stiibrného.

Pro kazdy vzorek (= koncentraci) byly provedeny 3 méfeni.
Z nasledujicich Obrazek 23 — 25 vyplyva, Ze velikost ¢astic se pohybuje
vrozmezi 100 — 1000 nm. Nejvétsi zastoupeni vSak maji Castice
0 velikosti piiblizn€¢ 100 nm, které se ukazuji vzdy béhem prvniho
méfeni a to z divodu nejvétsi homogenity roztoku. V nasledujicich
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méfenich dochazi k agregaci ¢éstic, roztoky jiz nejsou tak homogenni
a vyskytuji se v nich rizné veliké shluky. K tomu dochazi u vsech tii

koncentraci roztoku, jak je mozné pozorovat z nasledujicich grafi.

Velikost castic stribra v roztoku
70 -
0,1 hm% AgNO;
60 -
>0 1 = 1. méreni
X 40 -
S
N 30 1 2. méreni
(]
£ 20 -+
10 1 I —— 3. mé¥eni
0 \
10 0 200 400 600 800 1000
Velikost ¢astic [nm]
Obrazek 23: Velikost ¢astic sti‘ibra v roztoku 0,1 hm% AgNO;
Velikost castic stribra v roztoku
100 -
0,3 hm% AgNO,
80 -
1. méfeni
— 60 -
X
S
N 40 1 2. méreni
5]
E 20 .
J/\~ —— 3. méfeni
0 : : : : ]
fl) 200 400 600 800 1000
-20
Velikost ¢astic [nm]

Obrazek 24: Velikost ¢astic sti‘ibra v roztoku 0,3 hm% AgNO;
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Velikost castic stribra v roztoku

= 0,5 hm% AgNO

40 - 3
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— 30 - 1. méfeni
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-*g 20 - N
c 2. méreni
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- 10 -
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Obrazek 25: Velikost ¢astic sti‘ibra v roztoku 0,5 hm% AgNO;

13.5. Koncentrace stiibra V jednotlivych nano-
vlakennych membranach

Koncentrace byla stanovena analytickou technikou ICP-OES -
Inductively coupled plasma optical emission spectrometry, neboli emisni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem, ktera slouzi ke stanoveni
obsahu stopovych 1 vyznamnych koncentraci jednotlivych prvka

V analyzovaném vzorku.

Vzorky byly ptipravovany tak, ze byly nejprve navazeny (cca pulka
vzorku) a nésledné rozpustény v kyseliné dusiéné a poté analyzovany.
Analyza byla provadéna na Oddé¢leni nanomateriald v ptirodnich védach

na TUL.

Vysledky téchto testl jsou prezentovany v nasledujicim grafu, kde
lze pozorovat celkem line4rni narist stiibra v membranach v zavislosti na
koncentraci. Pro vzorek ¢.1 (0,1 % AgNOs) vyslo: 4 688 mg/kg, vzorek
¢.2 (0,3 % AgNOs): 15 248 mg/kg a vzorek ¢.3 (0,5 % AgNOs): 26 337
mg/kg.
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Koncentrace stribra v membrané
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Obrazek 26: Koncentrace stiibra v membrané

13.6. Analyza propustnosti a antimikrobialnich
vlastnosti PA6 s dusiCnanem stfibrnym
(redukované stiibro)

Vysledky provedenych analyz jsou podobné, jako vysledky testa
piedchozich materiald s AQNO3; uvedenych v kapitole 7.4., kde jsou
uvedeny 1 pouzit¢ kmeny MO a bliz§i vysvétleni k nékterym pojmiim.
Vsechny testované materidly krom¢ materidlu 0, jez piedstavoval
kontrolni material bez aktivni latky, do ur¢ité miry inhibovaly rast péti
vybranych mikroorganismli. Pfi testech zadrZnosti mikroorganismil
(filtrace) opét nedoslo k vyraznému zachytu u zadného ze vzorku, pocet
mikroorganismi ve vysledném filtratu byl piiblizné stejny jako pocet

MO ve filtrované suspenzi.

Antimikrobidlni vliastnosti na ztuZeném médiu
Narlstu pod nanomateriadlem

e 24h suspenze MO o optické denzité 1 McFarland (odpovida ptiblizné
1.10% KTJ/ml)

e Roztér suspenze klickou ve vodorovnych pruzich na povrch Mueller
Hinton agaru (5 na kazdy agar, vzdy jeden MO na jeden agar) —

slozeni viz Pfiloha 1
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e PoloZeni nanomateridlu (ctverec o velikosti 5x5 cm) na povrch
e Kultivace 24 h, 37 °C

e Odecet vysledki — zony projasnéni v mm v nasledujici Tabulka 14

Tabulka 14: Zoény inhibice rdstu mikroorganismu za pFitomnosti materialu
s antimikrobialni litkou

1. méreni

MO SE SA EC BS CA
Material [mm] | [mm] | [mm] | [mm] | [mm]
0 - kontrola - - - - -
1. 0,12 hm% AgNO; na sus.polymeru 0 0 0 0 0
2. 0,3 hm% AgNO3; na sus.polymeru 2 0 0 1 1
3. 0,5 hm% AgNO3; na sus.polymeru 1 1 0 2 2
2. méfeni
MO SE SA EC BS CA
Material [mm] | [mm] | [mm] | [mm] | [mm]
0 - kontrola - - - - -
1. 0,1 hm% AgNOj; na sus.polymeru 0 0 0 0 0
2. 0,3 hm% AgNO3; na suS.polymeru 2 1 0 1 1
3. 0,5 hm% AgNO3; na sus.polymeru 1 2 0 2 2
3. méfeni

MO SE SA EC BS CA
Material [mm] | [mm] | [mm] | [mm] | [mm]
0 - kontrola - - - - -
1. 0,2 hm% AgNO; na sus.polymeru 1 0,5 1 0 0
2. 0,3 hm% AgNOj; na sus.polymeru 2 2 1 1 1
3. 0,5 hm% AgNO; na sus.polymeru | 0,5 0 0,5 0 0,5

Diky vysledklim testi na ztuzeném médiu materidlu 0 lze soudit,
7e nedochazi k inhibici mikrobialniho rlistu pouze vytvofenim pro rist
neptiznivych podminek (materidly nezabrafiuji priniku vzduchu
a nevytvareji tak anaerobni podminky riistu), ale na zakladé ptitomnosti
antimikrobidlnich latek ve struktufe polyamidu, jez jsou pfitomny ve
vSech ostatnich vzorcich materiali. Zony odectené z Tabulka 14

vypovidaji o vysS§i antimikrobidlni aktivité v pfipadé materiali
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2 (0,3 hm% AgNO3 na susinu polymeru ) a 3 (0,5 hm% AgNOs3 na susinu

polymeru).

Antimikrobidlni viastnosti v tekutém médiu

24h suspenze MO o piiblizné koncentraci 1.10" - 1.10° KTJ/ml
Vlozeni nanomateridlu (¢tverec o velikosti 5x5 cm) do zkumavky
s 9 ml suspenze o piiblizné koncentraci 1.10* - 1.10° KTJ/ml
Kultivace 24 h, 37 °C

Odecet vysledki — méfeni zakalu oproti kontrole — suspenzi MO bez

pfidavku nanomaterialu

Vysledné optické denzity v tabulkach uvaddény po odectu hodnoty

pozadi média

Bakterie byly kultivovany v pufrované peptonové vodé (PPV)

a kvasinky  ve sladinovém bujéonu (MEB), jejich sloZzeni je mozZné

dohledat v Ptiloha 1.

| v provedenych testech v tekutém médiu byla potvrzena nejvétsi

antimikrobialni aktivita pravé u nanomaterialu 3, ktery obsahoval nejvice

dusi¢nanu stéibrného, coz je zjevné z Tabulka 15 a vypovida otom

i nasledujici Obrazek 27.

Antimikrobialni vlastnosti polyamidu s
redukovanym stribrem

6
— 5
('8
[ 4
2
- 3
et
‘N 2
c
: . i m NN
(%]
3 0 0,1 03 0,5
o

[%] AgNO; na sus. polymeru
BE.coli S.aureus M S. epidermidis M B.subtilis ®C. albicans

Obrazek 27: Antimikrobialni vlastnosti polyamidu s redukovanym stfibrem
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Tabulka 15: Testy antimikrobialni aktivity v tekutém médiu a odeditani optické denzity po

kultivaci (37 °C, 24 h)

Kontroly MO (mikroorganismus bez piidavku nanomaterialu)

Experiment EC SA SE BS CAN
1.0,1 hvm% AgNO; na 7.4 6,9 7.4 7,2 2,5
su$.polymeru
0,
2.0,3 hvm/o AgNO; na 7 6 6,5 6,2 31
su$.polymeru
3.05 hvm% AgNO; na 5,4 4,7 4,3 4,1 3,3
su$.polymeru
Kontroly MO (s nanomaterialem
__MO EC SA SE BS CAN
Material PA6 +
0 — bez aktivni latky 53 5,7 5,5 53 2,2
1.01hm% AgNOzna |, , 22 2,3 2,3 0.9
sus.polymeru
0
2.0,3 h’mA') AgNos na 2.1 1,1 2,2 1,6 0,8
sus.polymeru
0
3. 0,5 hm% AgNO; na 0,9 0,9 0,8 0,9 0,3

sus.polymeru

Rozdily hodnot s nanomaterialy a bez nanomateriali pro porovnni

MO
Material PA6 + EC SA SE BS CAN
0 — bez aktivni latky 0 0 0 0 0
0,
1.0,1 rlm/o AgNO; na 31 35 32 3 13
sus.polymeru
2.03hm% AgNOsna | 35 | 46 | 33 | 37 | -14
sus.polymeru
0,
3.05mmb AONOsna | 40 | 48 | 47 | a4 1,9
suS.polymeru
Provedenymi testy byla potvrzena antimikrobidlni aktivita

dusi¢nanu stfibrného, ktery zejména ve vysSi koncentraci téz potlacil

mikrobidlni rist velmi vyrazné. Z materialli s dusi¢nanem sttibrnym byl

jako nejucinngjsi vyhodnocen material 3 — PA6 s AgNOs - 0,5 hm% na

suSinu polymeru. Oproti pfedchozim testovanym materidlim, v nichz

nebylo pouzZito redukované stfibro, nedoSlo k vyraznému rozdilu

Vv antimikrobialnim uc¢inku.
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14. ZAVER

Tato diplomova prace se vénuje piipravé nanovlakennych
membran s antimikrobidlnimi G¢inky vhodnymi k pouziti napiiklad

Vv Iékatstvi, pfi filtracich ¢i dalSich aplikacich.

U ptipravenych membran byla vyhodnocena morfologie a jeji vliv
na prichod bakterii. Zarovent byly modifikovany dusi¢nanem stfibrnym

pro lepsi antimikrobidlni aktivitu.

Vzhledem Kk tomu, ze se pohybujeme Vv rozmezi nanometrd, byl
predpoklad takovy, ze bakterie, které jsou fadové vétsi nez velikost port,

by nemély témito materidly projit.

V prvnich testech Cist¢ho polyamidu 6 byl prokazan ucinek
nanovlakennych membran pii filtraci bakterii a kvasinek, kdy doslo
K jejich mirnému zachytu a pocet kolonii tvoficich jednotek v jednom
mililitru se snizil o jeden az t¥i fady. V dalSich dvou testech za
pritomnosti dusi¢nanu stfibrného vSak nebyla prokazana vyznamna
u¢innost na prichod bakterii, coz mohlo byt zplGsobeno napiiklad
poskozenou membranou. Tyto rozporuplné vysledky bude nutné

zopakovat.

Pii prvotnich testech prichodu mikroorganismi v tekutém médiu
skrz nanovlakennou membranu z ¢istého polyamidu 6 se jako materialy
absolutné zadrzujici kvasinky jevily materialy PA6_200 i PA6_500. Z
vysledki pro PA6 200 a Bacillus cereus je patrné zadrzeni
mikroorganismu o dva fady. Tyto experimenty také potvrdily vyssi
zadrZeni eukaryotickych mikroorganismi, coz koresponduje s jejich vétsi

velikosti oproti mikroorganismim prokaryotickym.

Modifikované¢ membrany dusi¢nanem stiibrnym pifi testech
prichodu mikroorganismi v tekutém médiu skrz nanovldkennou
membranu prokazaly antimikrobidlni aktivitu dusi¢nanu stiibrného, ktery
zejména ve vysSi koncentraci potlacil mikrobidlni rist velmi vyrazné.

Vliv redukce dusi¢nanu stfibrného v roztoku pii opakovanych testech
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nemél témét zadny vliv a vysledky opakovanych testli se shodovaly.
V obou testech vysel nejlépe material 3 — 12% PA6 s 0,5 hm% AgNO3

na su$inu polymeru.

Testy na ztuzeném médiu byly provedeny pouze pro membrany po
redukci dusiCnanu stfibrného a také u nich byla prokdzana
antimikrobialni aktivita a to vytvofenim inhibi¢nich z6n kolem materialt.
Cim vétsi koncentrace stifbra, tim véti antimikrobialni aktivita. Stejnd
jako u testi vtekutém médiu vysel nejlépe material 3 — 12% PAG6

s 0,5 hm% AgNO3 na susinu polymeru.

Nakonec byla pozorovana stabilita roztokl s dusi¢nanem stfibrnym
a bylo zjisténo, Ze viskozita U roztokli obsahujicich dusi¢nan stiibrny se
snizovala s kazdym pfichozim dnem a to zfeyjmé diky sniZovani
molekulové hmotnosti PA6 vlivem vzniku kyseliny dusi¢né. lonty stfibra
byly nejspiSe navazany na kyselinu mravenci, kde vznikal mravencan
stiibrny, ktery neni rozpustny ve vodé. Diky tomu ionty NO3s mohly
davat menSi mnozstvi kyseliny dusicné, ktera mohla zplsobovat
degradaci polymeru. Zajimavy byl také pokles viskozity v jednotlivych
dnech v zavislosti na Kkoncentraci, ¢im vice iontd stiibra roztok
obsahovat, tim vétsi pokles viskozity byl. Vodivost se drzela téméi na

konstantnich hodnotach.
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18. PRILOHY

PRILOHA 1 - Kultivaéni média

PCA (Plate count agar),HIMedia, Indie

SloZeni zékladni piidy (g-17!): enzymaticky hydrolyzat kaseinu (5),
kvasni¢ni extrakt (2,5), dextréza(1), agar (15).

Ptiprava: 23,5 g suSeného média rozpustit v1 1 destilované vody,
autoklavovat pti 121 °C. Poté nechat vytemperovat ve vodni ldzni na
teplotu 45-50 °C a nasledné rozlit do sterilnich Petriho misek.

Tryptonovy agar (TBX-Tryptone Bille X-glucuronide agar), Merck,
Némecko

SloZeni zakladni pidy (g-171): Pepton (20), Bile soli No. 3 1.5; 5-
Bromo-4-chloro-3-indoyl-B-D-glukuronova kyselina (BCIG) cyklohexyl-
amoniova sul (0,075), Agar-agar (10)

Ptiprava: 31,6 g suSeného média rozpustit v1 1 destilované vody,
autoklavovat pii 121 °C po dobu 15 min. Poté nechat vytemperovat ve
vodni lazni na teplotu 45-50 °C a nasledné rozlit po 12-15 ml do
sterilnich Petriho misek.

Pufrovana peptonova voda (PPV-Buffered peptone water), HIMedia,
Indie

SloZeni zékladni piidy (g-171): pepticky §t&pend zvifeci tkan (10),
chlorid sodny (5)

Ptiprava: 15 g suSeného média rozpustit v1 1 destilované vody,
autoklavovat pfi 121 °C po dobu 15 min.

Sladovy extract (MEB-Malt extractbroth), Oxoid, Anglie

Slozeni zakladni ptidy (g-17'): Sladovy extrakt (17), mykologicky
pepton (3)

Piiprava: 20 g suseného média rozpustit v 1 1 destilované vody,
autoklavovat pii 121 °C po dobu 15 min.

Krevni agar Biopro, Ceska Republika

SloZeni zékladni pady (g-171): Smés peptont (23), Skrob (1), Chlorid
sodny (5), Agar (10), Berani krev 50 ml (5 %)

Sabouradiiv agar (SDA-Sabourauddextrose agar), HIMedia, Indie
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Slozeni zékladni ptdy (g-17!): Smés peptonu a tryptonu (1:1) (10),
Dextroza (40), Agar (15)

Piiprava: 65 g suSeného média rozpustit v 1l destilované vody,
autoklavovat ptfi 121 °C po dobu 15 min. Poté nechat vytemperovat ve
vodni lazni na teplotu 45-50 °C a nasledné rozlit po cca 20 ml do
sterilnich Petriho misek.
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PRILOHA 2 — Tabulky

TABULKA K: Obrazek 13: Pokles viskozity s rostouci koncentraci
AgNO; v 12 % polyamidu 6 (viskoezita p¥i 100 RPM, 22,2 °C)

MnoZstvi 0 0,1 0,3 0,5 0,1 0,3 0,5
AgNO; hm% | hm% | hm% | hm% | hm% | hm% | hm%
v12% PA6 | ¢isty 1 2 3

PAG svétlo | svétlo | svétlo ltma | 2tma | 3tma

Viskozita 1858 | 1962 | 1725 | 1384 | 1966 | 170,3 | 1381
[mPa.s]

186 | 196,7 | 171,2 | 139,7 | 199,5 | 169,8 | 140,3

1851 | 1971 | 1713 | 1419 | 2001 | 170,9 | 1399

1877 | 1962 | 1701 | 136,7 | 1999 | 1723 | 1402

1853 | 197 | 1712 | 1381 | 199.7 | 1726 | 1379

1871 | 1972 | 1726 | 1371 | 1996 | 171,3 | 1381

1863 | 1974 | 1723 | 1416 | 1983 | 1714 | 1397

Primér 186,18 | 196,82 | 171,6 | 139,07 | 199,1 | 171,22 | 139,17
[mPa.s]

Smérodatnd | g59 | (479 | 0009 | 2,069 | 1,245 | 1,006 | 1,084

odchylka [%0]

TABULKA K: Obrazek 14: Riist vodivostis s mnoZstvim piidaného
AgNOs; do 12 % PA6 (vodivost pri 22,3 °C)

MnoZstvi 0 0,1 0,3 0,5 0,1 0,3 0,5
AgNO; hm% | hm% | hm% | hm% | hm% | hm% | hm%
v12% PA6 | &isty 1 2 3
PAG svétlo | svétlo | svétlo ltma | 2tma | 3tma
Vodivost 191 | 234 | 345 | 408 | 212 | 337 | 401
[nuS/cm]
1883 | 230 | 302 | 387 | 213 | 204 | 388
184 | 245 | 321 | 371 | 249 | 297 | 396
201 238 | 308 | 366 | 230 | 361 | 375
199 | 247 | 318 | 38 | 229 | 319 | 384
Prumér
vodivosti 19266 | 238,8 | 3188 | 3836 | 2266 | 3216 | 3888
[uS/cm]
Smérodatna | ;105 | 7990 | 16513 | 16.441 | 15,142 | 28,121 | 10,183

odchylka [%6]
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TABULKA K: Obrazek 16: Vliv starnuti roztoku na viskozitu
(viskozita: 100 RPM, 22,5 °C; roztok: 12% PA6 + 0,5 hm% AgNOs)

Stari roztoku

12 % PAG +0.5 % Gisty 12 %
AgNO; na susinu 4 dny 3 dny 2 dny 1 den tIg’IAG
polymeru

Viskozita [mPas] | 1384 | 1643 | 1838 | 1917 1858
139,7 164 | 1846 | 1916 186
141,0 | 1662 | 1826 190 185.1
136,7 | 1674 | 183 190,1 187.7
1381 | 1683 | 1824 | 1897 185,3
1371 | 1674 | 1831 | 1894 187.1
1416 | 1662 | 1842 | 1899 186,3

Pramér viskozity | 149 571 | 166957 | 183,386 | 190,343 | 186,186

[mPa.s]
Smérodatnd |, o0, | 16185 | 0829 | 0,922 0,039

odchylka [%0]

TABULKA K: Obrazek 17: Zmény vodivosti v zavisloti na stari
roztoku (vodivost p¥i 22,5 °C; roztok: 12% PA6 + 0,5 hm% AgNO3)

Stari roztoku
12 9% PA6+0,5 %

Sisty 12 %

AgNO; na suSinu 4 dny 3 dny 2 dny 1 den PAG
polymeru

Vodivost [uS/cm] 408 414 404 383 191
387 366 382 384 188 3

371 375 385 397 184

366 382 396 376 201

386 389 378 301 199
Primér vodivosti | 5055 | 4555 | 39 386,2 192,66

[nS/cm]

Smérodatni 16441 | 18213 | 10724 | 8,044 7185

odchylka [%6]
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TABULKA K: Obrazek 19: Zavislost viskozity na stari roztoku
(viskozita: 100 RPM, 22 °C; roztok: 12% PA6 + 0,5 hm% AgNQ3);
kde X znaci sttedni hodnotu a ¢ zna¢i smérodatnou odchylku

12 % PA6+0,1 hm %

12 % PA6+0,3 hm %

12 % PA6+0,5 hm %

AgNO; AgNO; AgNO;
X X X
Den | viskozity o [%0] viskozity o [%0] viskozity 6 [%]
[Pa.s] [Pas] [Pa.s]
2. 0,247 0,001 0,241 0,001 0,242 0,012
3. 0,244 0,002 0,239 0,003 0,236 0,003
4. 0,248 0,006 0,239 0,001 0,224 0,022
5. 0,245 0,002 0,236 0,001 0,226 0,006
6. 0,244 0,001 0,234 0,003 0,219 0,005
7. 0,251 0,002 0,232 0,002 0,208 0,002
8. 0,25 0,001 0,22 0,001 0,189 0,001
9. 0,251 0,001 0,206 0,005 0,169 0,005

TABULKA K: Obrazek 20: Zavislost vodivosti na stari roztoku
(vodivost pri 22,1 °C; roztok: 12% PA6 + 0,5 hm% AgNO3); kde X
znaci sttedni hodnotu a 6 znaci smérodatnou odchylku

12 % PA6+0,1 hm % | 12 % PA6+0,3 hm % | 12 % PA6+0,5 hm%
AgNO; [Pa.s] AgNO; [Pa.s] AgNO; [Pas ]
X X X
Den | vodivosti | o [%0] vodivosti o [%] | vodivosti| o [%]
[nS/cm] [nS/cm] [uS/ecm]
1. 276,8 2 373,767 0,252 | 429,146 0,136
2. 280,3 1,732 373,303 0,095 | 456,301 0,206
3. | 275,732 0,348 371,355 0,039 447,53 0,3
4. | 262,267 1,629 358,974 0,371 428,91 0,185
5. 277,64 0,177 372,233 0,208 447,23 0,092
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TABULKA K: Obrazek 21: Zavislost viskozity ¢istého polymerniho
roztoku a roztoku s AgNO3 (viskozita pri 100 RPM, 22 °C)

Cisty 12% PA6

12% PAG6 + 0,5 hm % AgNO;

X

X

Den | iskozity [Pa.s] ¢ [%] | viskozity [Pas] ¢ [%]
1 0,235 0,005 0,244 0,006
) 0,238 0,005 0,238 0,021
3 0,239 0,001 0,227 0,002
4, 0,231 0,01 0,215 0,004
5. 0,231 0,015 0,198 0,005
6. 0,24 0,009 0,172 0,003
7 0.233 0,01 0,14 0,003
) 0.241 0,015 0,113 0,007
) 0,244 0,008 0,103 0,006
10, 0,242 0,023 0,096 0,004

90



