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ABSTRAKT

Predklddana diplomova prace se zabyvd porovnanim fyfokalnich,
fotooxidatnich a fotocytotoxickych vlastnosti¢tyt  polymernich  nanotkanin
s enkapsulovanym 5, 10, 15, 2fiesotetrafenylporfyrinem (TPP). Hlavnézist prace
spaiiva pedevSim ve studiu vlivu kyslikové permeability pokti na schopnost
nanotkanin  produkovat singletovy Kkyslik a moZnostiyuziti nanotkanin
s enkapsulovanym sensitizerem préremi hodnot koeficientu kyslikové permeability a
difize polymeii. Dale bylo studovano mozné vyuziti nanotkanin $ Tio aplikace

v oblasti detekce kysliku, fotooxidace substi@fotodesinfekce.

Predmétova hesla:fotochemie, fotofyzika, fotocytotoxicita, chemielpmeri

Kli¢ova slova: singletovy kyslik, 5,10,15,20esotetrafenylporfyrin, polymerni
nanotkanina, polystyren, polyuretan, polykaprolaktoolyamid 6,
kyslikova permeabilita, kyslikova difuze

ABSTRACT

The diploma thesis compares the photophysical,qaxadative and photocytotoxic
properties of four polymer nanofabrics with encdp®d 5, 10, 15, 20meso-
tetraphenylporphyrin (TPP). The main focus of thakuies especially in the study of
the effect of polymer oxygen permeability on theligbof nanofabrics to produce
singlet oxygen and the utilization of nanofabrics fneasurement of the polymer
oxygen permeability and polymer oxygen diffusiorefficients. A possible application
of nanofabrics in the framework of oxygen detectiphotooxidation of substrates and

photodesinfection has been studied as well.

Subject headings: photochemistry, photophysics, photocytotoxicity,ewtstry of
polymers

Key words: singlet oxygen, 5,10,15,20esotetraphenylporphyrin, polymer
nanofabric, polystyrene, polyurethane, polycaproa&,
polyamide 6, oxygen permeability, oxygen diffusion
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1. UvVOD
1.1. SINGLETOVY KYSLIK A FOTOSENSITIZOVANE REAKCE

Kyslik, jeden ze zakladnich pritknaSi planety, se ime vyskytovat ve tech
energetickych stavech — v z&kladnim tripletovém@udexcitovanych singletovych.

Kyslik ve stavu tripletovém ®0,) ma v energeticky nejvy$sim antivazebném
orbitalu dva neparové elektrony s paralelnimi spilgho multiplicita (2S + 1; kde S
zn&i spinové kvantové&islo) se rovnarem. \EtSina existujicich latek (organické
sloweniny, anorganické anionty, plyny, st@niny hlavnich podskupin a neghodné
kovy) ma vSechny elektrony sparovany a jejich mplittita se rovna jedné; jsou
v singletovém stavu. Pro reakce tripletového kysl&kE&mito latkami existuje tzv.
»Spinovy zakaz“, proto maji velmi vysokou akttvd energii a probihaji neocheétn
Tato kyslikova anomalie ma ktivy vyznam pro existenci Zivota na zemi - zdloja
zoxidovani organické hmoty.

Pro kyslik ve stavu singletovémQp) spinovy zakaz neplati. Diky tomu a téZ diky
velikosti jeho standardniho redoxniho potenciald.@ E°(*0,/0,) = 0,79 V je'O,
velmi silnym oxid&nim cinidlem®. Je vysoce reaktivni a oxidatioytotoxicky a proto
se jiz od svého experimentalnihdkdzu existence v roce 1963tale drzi v pogedi
vyzkumného zgjmu.

Singletovy kyslik vznika reakcemi fyzikalnimi (mdwinny vyboj v atmosfiée
kysliku), chemickymi(nap. reakce peroxidu vodiku s chlornanem, tepelny leakzk

3,45

endoperoxifd a reakce ozonu siznymi latkami) i biologickymi (generaceO,

generace. Jak vyplyva z Grotthusova-Draperova teoréchemickou zgnu systému
vyvola pouze sételné kvantum jim absorbované), nema byt molekula kysliku
excitovana fimo UV-Vis z&enim, protoZze ma v této oblasti absorpci zanedtatel
Proto se pouziva excitace tigpé, prostednictvim tzv. sensitizeru. Tim mohou byt
barviva jako eosin, akridin, bengalskéervei, methylenova magd anthracen,
triarylmethanova barviva a také porfyriny, ftalonyay, expandované porfyriny a jejich

metalokomplexy”® (vice kap. 1.2.).



Zakladni energetickéipchody v systému sensitizer-kyslik jsou popsany qum

Jabldiského diagramu na obr’%
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Obr. 1: Jablaiského diagram energetickyckephodi v molekule sensitizeru a kysliku

Absorpci vhodného stelného kvanta se sensitizer excituje ze singldétovgavu $
do singletového stavu,Sktery vibr&ni relaxaci pechazi na nejnizSi excitovany
singletovy stav §(doba Zivota $1s ~ fadow nsf Stav $ se samovoka deaktivuje
bud’ interni konverzi (,internal conversion“; ic) za ageni Febyt&né energie ve
form¢ fluorescence zft do $ nebo mezisystéemovym ifgchodem (,intersystem
crossing"“; isc) do tripletového stavy.Teho relativé dlouha doba Zivotarf ~ radow
us) je umoZina tim, Ze deaktivace mezisystémovyteghodem a fosforescenci jsou
procesy spino¥ zakazané. Diky tomu e stav T vstupovat ddady bimolekularnich
reakci (tzv. bimolekularniho zhaseni) a t@&ma mechanismy.i#Pmechanismu typu |
dochazi k penosu elektronu ze sensitizeru na substrat. Po&ufnj kyslik, miZe
vzniknout superoxidovy anionradikal,O. Pfi mechanismu typu Il dochazi kgnosu

energie na kyslik. Timto mechanismem vznika zetiptého kysliku 30,) kyslik



singletovy tO,). Zarovei pii mechanismu typu Il dojde k deaktivaci sensitizefly do

So. Zjednoduset Ize vznik'O, vyjadiit dle rovnick’®

S s, Mot @)
1+°%0, E&so +10, 2)

kde hv zn&i absorbované kvantumizhi, ks rychlostni konstantu mezisystémoveého

prechodu a k& rychlostni konstantuipnosu energie ..

Schopnost sensitizeru produkovad, je charakterizovana kvantovym ¥jkem
singletového kyslika, *:

@, = (poset molekul’O,)/(poset swtelnych kvant absorbovanych sensitizerem) — (3)

Kompetitivnimi dji k tvorbé singletového kysliku jsou tetly

a) Spino¥ zakdzané monomolekularni procesy

al) Deaktivace ffosforescenci: 15‘_031 Sot+hv (4)
a2) DeaktivaceTmezisystémovymigchodem: IEESO (5)

b) Bimolekularni procesy
bl) Deaktivace molekularnim kyslikem; tzv. ,fyzik& zhaSeni“, kdy fitomnost

kysliku zvySuje rychlost deaktivace mezisystémovyiechodem aniz je

generovano, :
1+%0, X2 g+%,  (9)
b2) Deaktivace fgnosem elektronu : 1 PO, ELS{ + Oy (7

-10 -



Poner velikosti rychlostnich konstanédahto cjia ma vliv na velikostd, v systému

sensitizer-kyslik”:
Dpr =D1Nen = O7 [KenO2] / (Ksosf + Kisc + kq[oz] )] (8)

kde @t zna&'i kvantovy vytzek tripletového stavu fotosensitizeny, Ucinnost genosu
energie, [Q] koncentraci kysliku v pro&di [mol/dni], kst [S*] konstantu rychlosti
deaktivace fosforescencijsk[s'] konstantu rychlosti deaktivace mezisystémovym
prechodem a k[s'] bimolekularni konstantu zhaseni Kyslikem (tj. sotet vSech
rychlostnich konstant zhaseni; Kyslikem (Kertkgoztkey)). P¥i vysoké koncentraci
kysliku Izecleny kost a ksc zanedbat.

Biatomicka molekuldO, je zndma ve dvou stavech. Stav s energii 94,3dtJén
ozna&ovan jako Q(lAg) a stav s energii 157 kJ/mol jakoz(tzg). Z toho plyne, ze
energie T stawi sensitizeru schopného vyiio oba stavy musi byt &Si nez
157 kJ/mol.

Prechody Q(*Ag— O(*Yy) a Q(*Yo— O(*Y,) jsou spinov zakézané,iechod
0x(*Y—Ox(*Ay) je spino¥ dovoleny. Doba Zivota £Y) je proto v zavislosti na
okolnim prostedi o 3 az Gadi menSi nez doba 2ivota,g(5Ag) (obr. 2). Z tohoto dvodu
se Q(lzg) naslednych fotooxidaich reakci filiS nelastni. Ve vyznamné i@ se
ovdem pemsiiuje na hlavni oxidéni ¢initel - O)(*Ag)™’ a proto je mu takéanovana

vyzkumna pozorno&t*t*?

0z (1Zy)

AE =62.7 kI/mol

0, (A

AE =157 kl/mol

AE =943 kI/mol

Oy (325)

Obr. 2: Diagram energetickych stékysliku v roztokuAE zn&i energii fechodu
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Vznikly Oz(lAg) v roztoku zanikda hdi fosforescenci, srazkami s molekulami nebo
zhaSenim. ZhasSeni je diufyzikalni (prfenos energie na molekulu zhé&se ktery ji
nasleds rozptyluje do okoli) nebo chemické (oxidace reattip Mezi typické reakce
0, pati adice na dvojné vazby olefinaroméat a heterocykl za vzniku endoperoxid
hydroperoxid a dioxoethaf. Zndmé jsou téZ oxidace sulfid®***°

Singletovy kyslik je pro své oxidai schopnosti hogh pouzivan v organické
syntéz&>'° jeho cytotoxicity v kombinaci s kratkou dobou di@ a tedy &nkem in
situ se vyuZiva k fotodynamické terapii rakoviny®*”*® V neposledniadt funguje
0, pro desinfekni acistici ely #**° Sensitizery tviici 'O, mohou slouZit i jako
ekologicky nezavadné fotopesticidyiedevsim s ohledem na velmi nizké pouzivané
koncentracE®

Vedle zmignych aplikaci jeieba upozornit, Ze oxidai vlastnosttO, mohou mit
I negativni vliv na lidsky organismus. Singletovyyskk nag. snadno reaguje
s nukleovymi kyselinami a aminokyselinami v protsih. Zmisobuje tak degradaci
proteini, mutaci a starnufi>** Uvadi se, 7€'O, je pivodcem&i spolupivodcem
chorob jako porfyrie a Sedyoi zakal (katarakta). @memoci jsou spojené s vyskytem
endogennich sensitizev postizené tkant- %

V organismu ¢lovéka vznika 'O, jako meziprodukt kterych enzymatickych
proces a fotosensitizovanou produkci endogennich seesita I&iv. Na obranu uci
nému organismus vyuZivA chemickych zh#Seci antioxidanti — karotenoid,

tokoferoli, kyseliny m@ové, melatoninu, kyseliny askorbové &t
1.2. PORFYRINOVE SENSITIZERY; TPP

Prenos energie nebo elektronu na kyslik v zakladnmergetickém stavu ip
fotosensitizované reakci jsou kompetitivni cesgagezi na fyzikala - chemickych a
fotofyzikalnich vlastnostech sensitizeru, kterdichmrevazi. Pro generadD, je tteba
pouzit sensitizer vykazujici mechanismus reakce tip

Vhodny sensitizer musi absorbovat pouzité excitageni, poskytovat dlouhoZzZijici
tripletovy stav {1 > 1 us)’ o energii vy3si nez je energie_»(bxg) (. 94,1 kd/mol) a
mit vysoky ®, (> 0,4Y. Krom¢ toho je daldim dleZitym faktorem stabilita sensitizeru

viti fotodegradaci a fotooxidaci vzniklymtO, (G dalSimi reaktivnimi formami

-12 -



kysliku)®. Pti medicinském a biologickém pouZiti jéleita i nizka temna toxicita
sensitizerd:***

Obvykle se pouZivaji sensitizery typw, (), kde excitovany elektron pochazftz
orbitalu (a které obvykle vykazuji mechanismus oeal. typu), jako jiz vySe uvedeny
eosin, akridin, bengalsk&ervai, methylenovd madgd anthracen, triarylmethanova
barviva, porfyriny, ftalocyaniny, expandované poirfy a jejich metalokomplexy.

Pro aplikaci medicinskou (nappro fotodynamickou terapii nadgra biologickou
jsou vyuZivany sensitizery porfyrinoidni povah§>?® Jsou to sloteniny s cyklickou
tetra- nebo oligopyrrolovou strukturou a do jejmbdskupiny pat porfyriny.

Porfyriny jsou derivaty porfinu (obr. 3), coz jektigka slowenina vznikla spojenim

¢tyi pyrrolovych krulii methinovymi nfistky.

Obr. 3 : Strukturni vzorec porfind.

Porfyriny maji v UV/VIS oblasti charakteristické edgirum obsahujici intenzivni
tzv. Sorelv pas (kolem 400 nm) a sérii mémtenzivnich tzv. Q-pds(oblast kolem
500 — 700 nm). Doké&zi tedy absorbovat VISer& Poloha, pdet pas a pongr jejich
vzajemnych intenzit poskytuje informace o okoliegigatizaci porfinového kruhd’

V této praci byl vyuzit 5,10,15,2fesetetrafenylporfyrin; TPP (obr. 4), ktery je
znamy jako sensitizer poskytujici fotosensitizovaneakci vyhradé singletovy kyslik
s kvantovym vy&zkem 0,62 - 0,742

-13 -



(b)

Obr. 4: Strukturni vzorec 5,10,15,28esetetrafenylporfyrinu (TPP) (a) a jeho 3D model?fb)

Porfyriny obec# jsou planarni molekuly obsahujici konjugovany éystdvojnych
vazeb. Diky tomu maji tendenci topiredevsim ve vodnych roztocich agregaty vazané
n-n interakcemi. Msledkem agregace je radikalni snizeni produkceletogho
kysliku, protoZe absorbovana energie se uvolnirlaneradignimi procesy a doba
Zivota tripletovych stav sensitizeru vyrazhpoklesne. Agregace je ovligma teplotou,
polaritou, pH a iontovou silou roztoku a lze ji gt nag. navazanim porfyrinoidnich
sensitizet na anorganické i organické pevné wesi"*® Kromé toho je vyhodou
navazanani na ndés také snadné odstiam sensitizeru ze systému a jeho mozné
znovupouZzitf®.

Vhodny nost by mel byt predevSim doke propustny pro kyslik (mit vysokou
kyslikovou permeabilitu), nethby zhasetO, a pro aplikace ve vodném prizsii by
mél byt smé&ivy vodou®®

Sensitizery se mohou imobilizovat adsorpci, iontovgménou, kovalentni vazbou
nebo zachycenim v polymeru. Pouzivanymi &of@ou napiklad castice silikagelu,

Al O3, zeolitu, hydrotalcitu atd®3°*'a také polymeryi polymerni nanotkanin.
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1.3.NANOTKANINY S ENKAPSULOVANYM SENSITIZEREM, POUZI TE
POLYMERY

Jako tzv. polymerni nanotkaniny se oama,netkané tkaniny” tvéené nanovlakny
0 pmiméru mensSim nez lum z vhodného polymeru,Netkana tkanina“ je vrstva
vyrobena z jednosénné nebo nahodhorientovanych vidken, spojenydemnim a/nebo
kohezi a/nebo adhe??.

Nanotkaniny obechjsou prodysné materialy o velkém specifickém pburanalé
hmotnosti a vysoké mechanické odolnosti. Proto jgguzivané jako no&e I&iv a
katalyzato, filtra¢ni a odvni materialy atd?3°36:37:38

Pro tuto praci byly pouzity polymerni nanotkaninyfippavené metodou

,electrospinning* (technologii Nanospid&) z roztoku polymeru. (obr. 5% %

(e

Obr. 5: Technologie vyroby PUR nanotkafiinl — nadrzka s roztokem polymeru, 2 - fiofujabity
valetek, 3 — uzemgnd elektroda (kolektor), 4 —fipod vzduchu, 5 — vyvod vzduchu, 6 — i
se nanovlakna, 7 — polypropylenovy podkladovy niateB — skirny mechanismus, 9 — zdroj
vysokého nati

Technologie NanospidBf vyuZiva stejnosgrného elektrostatického pole o vysoké
intenzig (50 kV/m), které je tvieno naptim mezi elektrodami, z nichZz jedna je
v podol& rotujiciho valéku ¢asté&né pondeného do vodivého roztoku polymeru a
druhd (tzv. kolektor) v poda@bpulkruhu ¢i destiky, ktera je postavena proti vake.
Elektrody jsou od sebe vzdaleny 15 — 19%m.
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Rotujici nabity valeek ot&enim nabira roztok a ten se diky Coulombické a
odstedivé sile vytahuje sénem ke kolektoru tzv. Taylorovym kuZelem. Cestou ke
kolektoru dochazi ke dlouzeni a&@ni vlakna, coz je spojeno sisiem povrchu a
odpdaenim rozpougdel. Na polypropylenovou podkladovou textilii, kiese pohybuje
polymeru s pkmérem 200 — 500 nm. Naboj, ktery vytahovand hmota reektery mé
stejnou polaritu jako naboj véleu, je vybit na kolektoru, ktery byva uzesms®

Tlou&¥’ku nanotkaniny (obvykle 0,03 mm - 0,3 mm) lzeit pomoci linearni
rychlosti pohybu podkladové textilie. Obvykle uda@aplosna hmotnost (pHm) je
0,1-2 g/nf. *?

V této praci byly pouzity polyuretanové (PUR Lhdhe), polystyrenové (PS),
polyamidové (PA6) a polykaprolaktonové (PCL) namaoiky s enkapsulovanym 1 %
TPP. Sensitizer se do nanovldken nanotkanin zalahdbshem jejich pipravy
rozpuSénim v @islusném roztoku polymeru. PouZzitd rozpédit by nendla byt

v hotové nanotkantpiitomna.
1.4.DOSAVADNI POZNATKY
V nasi laborath byly jiz dfive podrobs testovany PUR nanotkaniny

s enkapsulovanym TP® a dale PUR nanotkaniny se zinatym komplexem TPP

(ZnTPP) a zinénatym komplexem ftalocyaninu (ZnPc). (obr?6)

(@) (b)

Obr. 6: Strukturni vzorec ZnTPP (a) a ZnPc th).
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Absorgni i fluorescenni spektrum TPP enkapsulovaného v nanotkarse
ukazalo byt shodné se spektrem TPP v nepolarniepotdtdlech typu CHCI..
Charakter absoymich paé odpovidal monomerni forén Studiemcasog rozliSené
spektroskopie bylo zji8ho, Ze tripletové stavy TPP jsou vyrazmhaseny’O,. Po
laserové excitaci vzorku TPP dopované nanotkanytg pozorovana luminiscencéip
1270 nm (odpovidajici fosforescen®,), kter4 zmizela po umisti vzorku do Ar
atmosféry a oft se objevila v fitomnosti kysliku nebo vzducha.

Z vyslediki studia caso¢ rozliSenou spektroskopii dale vyplynulo, Ze triple®
stavy enkapsulovaného sensitizeru jsou rel&timertni \aci okoli, do kterého se
nanotkanina dostane (s vyjimkotD,). Doby Zivota 'O, generovaného onim
porfyrinem dopované nanotkaniny jsou naopak veitlivé na prostedi, do kterého se
nanotkanina dostane. Z toho plynélekity zawr — WwtSina molekul sensitizérje
zabudovana dovrit nanovlaken, proto jejich tripletové stavy nejsowlivnény
prostedim. Singletovy kyslik naopak tde volre difundovat zevnit nanovlakna
k povrchu, kde mize oxidovat substrati podléhat neradimimu zhaSeni okolnimi
molekulami.

Také byla pozorovana tzv. zpard fluorescence enkapsulovaného TERBH0 nm
(tzv. SODF — Singlet Oxygen Delayed Fluorescend@).vznika interakci T stavu

jedné molekuly TPP %O, fotogenerovanéhaignosem energie z jiné molekuly TPP:

T3 + 1(:)3_’81 + 3(:)3 (9)
SODF
So

Proces zpozthé fluorescence vyzaduje vysokou koncentraci inmdbnych
tripletovych stau sensitizeru a s@asré vysokou produkci’O,. Podobs jako v
nanotkaninach byla SODF pozorovana jiid v mezifazi plyn/pevna latka na povrSich
zeoliti, Al,O; a SiQ s nanesenym TPB.

DalSi pokusy vykéazaly silnou fotooxi¢tai schopnost TPP dopované nanotkaniny
vaci raznym anorganickym i organickym substrat Téz byl zjistn silny
fotocytotoxicky efekt na povrchu nanotkanin, ktebyl prokazan na bakteriich
Escherichia colDH5a s plasmidem pGEM11Z (Promega, WI, USA).
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Tyto vlastnosti Ize vyuzit ndppro desinfe&ni medicinské aplikace.

Absorgni a fluoresceini spektra ZnTPP a ZnPc enkapsulovanych v nanatkani
byla oproti spekiim v nepolarnich rozpougtlech typu CHCI, posunuté o ¢kolik nm
smérem kcéervené oblasti spektra. Tento posun jgipovan interakci imidove&i
karbonylové skupiny PUR se zifratymi atomy sensitizeru. Charakter abgaoiph
pagi odpovidad monomerni form

ZnPc mé& absotmi pasy wervené oblasti VIS zé&ni; A = 680 - 740 nni. Vyhoda
zabudovani dvojice ZnTPP a ZnPc do jedné PUR nanotl tak spdiva predevsim ve
vyuZiti vatsi ¢asti VIS oblasti absotmiho spektra a teoreticky tak k vy3si produlici.
| u téchto nanotkanin byla zji&ba silnd fotooxidace substratu a fotocytotoxickekef
na bakterieE. coli. Bylo vSak objeveno, Ze jak ZnTPP, tak ZnPc jsqufitomnosti
kysliku mér fotostabilni, nez TPP (konstanty rychlosti fotodetace ZnTPP a ZnPc
na vzduchu jsou aitfady vyssi nez konstanty rychlosti fotodegradace)T®Pénto jev
odpovida faktu, Ze zigeaté porfyrinoidy jsou obeénvice citlivé k fotooxidaci
singletovym kyslikem. ZnTPP navic mdrfotodegraduje i f oza‘ovani nanotkaniny
v negitomnosti kysliku, coz je patérepisobeno elektronovymignosem mezi ZnTPP

a PUR polymerem nanotkanifi§*®
1.5.KYSLIKOVA PERMEABILITA POLYMER U

Aby mohly polymerni nanotkaniny obsahujici sensitiprodukovat singletovy
kyslik v plné mife a mit fotooxidujici €&inky na jejich povrchu, musi mit kyslik co
nejvyssi moznost pohybu k sensitizeru a &dProto je dlezité, aby nanotkaniny &y
co nejvysSi kyslikovou propustnost - permeabilifia zavisi na kyslikove difuzi a
rozpustnosti kysliku.

1.5.1. Permeabilita

Mira permeability pro kyslik ve vrsivpolymeru se vyjaidije pomoci koeficientu

permeability P(Q) [cm® cm / cnf s Pa], ktery udava mnoZstvi kysliku, ktery projde
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jednotkovou plochou membrany za jednotiasu i jednotkovém tlakovém rozdilu na

membrag o jednotkové tlouge*. Vypotita se ze vztahu:

P(O;) = D(O) S(O) ; (10)
kde D(Q) [cm® s'] znai koeficient difize kysliku v polymeru a SO
[cm?cm / cn? Pa] zn&i koeficient rozpustnosti kysliku v polyméru*®

Hodnota koeficientu kyslikové permeability za ladtorni teploty se vyraznlisi u
raznych polymei. To je dano fedevSim:

a) Hustotou: Hodnota P(Q) je husto¥ polymeru nefimo ungrna; ¢im vyssi je
hustota, tim mensi je prostor mezi molekulami,yktekyslik difunduje®

b) Krystalinitou: Hodnota P(Q) je krystalinit polymeru nefimo unerna,
piedevsim z dvodu vzistu hustoty s krystalinitou. Semikrystalické polysnenaji
nizsi hodnoty P(@), nez jim odpovidajici polymery amorfni. Krystalanobecw roste
s nasycenosti hlavnihtettzce, se symetrii polymeru, s polaritou makromolglad
sniZzenim p&u postrannichietzci a jejich velikosti*®

c) Orientaci: Orientace molekul polymeru sniZzuje hodnotu koefitu
permeability*

d) Zestfovanim: Zest'ovani polymeru omezuje mobilitu jednotlivych segmiea

tim dochazi ke snizeni permeabilfty.

Ve vySe zmiadnych pgipadech dochazitedevSim ke zgmam velikosti difuzniho

koeficientu D(Q), nikoliv koeficientu rozpustnosti SED
1.5.2. Rozpustnost

Mira rozpustnosti pro kyslik ve vrstypolymeru se vyijailje pomoci koeficientu
rozpustnosti S(§ [cm? cm / cni Pa], ktery udava objem kysliku rozpérgho
v jednotkovém objemu polymerdipednotkovém tlaku.

Rozpustnost kysliku vaznych polymerechipstejné teplat a tlaku se §li$ nelisi a

jeho rozpustnost obe&v polymerech za laboratorni teploty je m&l&/Bylo zjistsno,
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Ze velikost S(Q pro rizné polymery filiS nekoreluje s velikosti P (narozdil od
velikosti D(Qy), ktera s nim koreluje zhruba line&yr- obr. 7*
25

- - )
(o] (34} o
1 A 1

P/(10".cm®.cm.cm?s™.Pa™)
[¢,]

0 0.5 1 1.5 2 25
D/(10%.cm%s™) a SI(10%.cm®.cm™.Pa™)

Obr. 7 : Graf zavislosti P(¢) na D(Q) (zna&enoétverci) a na S(§ (znaeno trojuhelniky) u &nych

polymeni*’; piimka znai linearni proloZeni zavislosti P na D.

1.5.3. Difuze

Difazi se rozumi samovolné vyrovnavani koncentvasbustavach s koncentram
gradientem. Jeji rychlost se vyjage hustotou diftizniho toku J [mol 157, co? je
latkové mnozstvi difundujici slozky, které za jetkaotasu projde jednotkovou plochou
kolmou ke smiru difaze ve stacionarnim prosti (. Fickiv zakon pro stacionarni
difazi):

J =- D dc/dx; (11)
kde D [nf s'] znai koeficient difize a dc/dx [mol thm™] znai gradient

koncentracé®

Mira difaze kysliku vrstvou polymeru je tedy vyféda pomoci D(g), ktery je
hlavnim faktorem ovlittujici koeficient kyslikové permeability danym polgnem.
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1.5.4. Metody neieni koeficient permeability, difize a rozpustnosti

Klasické metody réeni velin permeability jsou zaloZené na polarogfafit=t¢i
nowji na ,dvoukomorovém systémtf®® kdy je neEfici pifstroj tvaen dwma
komorami o konstantnim objemu, které jsou d&edé gepazkou ztenké vrstvy
polymeru, jehoz kyslikovou permeabilitu Zjigeme. Jedna komora je (@ase §)
vystavena ufitému tlaku kysliku p(@), zatimco v druhé konie je (véase §) p(0)
roven nule. Mii se vzfist tlaku kysliku v druhé konite scasem t. Tim se zjisti tok

kysliku pres tenkou vrstvu polymeru, ktergasem stoupa od nuly do ustalené hodnoty

(obr.8y***

tlak kysliku

k = tok = P(O,) Ap(O2) / L

+— 00— das

Obr. 8: Demonstrace #teni kyslikové permeability dvoukomorovym systémermavislost tlaku

kysliku v druhé komie nacase>®.

Difazni koeficient kysliku daného polymeru se &péd pomoci tzv. ,lag time? [s],
coz je doba, po kterou tok kysliku polymeremdesdosahnul ustaleného stavu, podle

rovnice*®3:

0 = L%6 D(O,); (12)
kde L [m] je tlougka polymeru.
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Koeficient permeability kysliku P se spoitd pomoci srrnice gimky (k)
v ustaleném stavu (obr. #)>*
k=P(0) Ap(O2) / L; (13)
kde Ap(O,) [Pa] je rozdil tlaku kysliku na opaych stranach polymerni membrany

v ¢ase t.
Ze zjiS€nych koeficient Ize dle rov. 10 vyp&itat i koeficient rozpustnosti S.

Nekteré no¥jSi metody mdteni kyslikové permeability vyuZzivaji zhaSeni
luminiscence. Jsou vyuZivanyeglevsim latky, které poi@chodu do excitovaného
tripletového stavu s dlouhou dobou Zivota vykalujiiniscenci a jsou citlivé na kyslik,
ktery ji zh&si. Tyto latky jsou kiiumistné za zkoumanym polymerem nebo vazané
piimo v rem.

Toto ,diftzi kontrolované zhaseni“ Ize popsat Btéplmerovou rovnicf®>2

1°/1=1"/1=1+K1°[0] ; (14)
kde P je intenzita luminiscence beziffpmnosti Q, | je intenzita luminiscence
v piftomnosti @, ©° [s] je doba Zivota luminiscence tripletovych stdez gitomnosti
Oy, t [s] je doba zivota luminiscence tripletovych staw piitomnosti Q, kg [sY] je
bimolekularni konstanta zha3eni tripletovych &tdwslikem a [Q] [mol/ldm?] je

molarni koncentrace ¥ polymeru .

Pokud tlak kysliku neniifis veliky, [O,] v polymeru je pimo ungrna Henryho
konstant rozpustnosti I§(0,) a tlaku p(Q) podle Henryho zakofi&*">3

[O2] = Ku(O2) p(O2); (15)
pii teplot 25° C plati, Zze K(O,) [mol dni®atmi'] = 4145 S(Q) [cm® cm® Pal].
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Bimolekularni konstanta zhasenj &ouvisi stzv. difazi kontrolovanou rychlostni
konstantouKkgit): 4¢3
Kq = o Kaif ; (16)
kde o je pravapodobnost, Ze srazka molekuly kysliku s molekulopletového

stavu luminoforu povede ke zhaSeni tohoto stavu.
Podle SmoluchowskeA%™ zavisi ki na D(Q) podle vztahu :

Kaitt = [(4nNac) / 1000] D(Q) ; a7
kde Na [mol™] je Avogadrova konstanta a [m] je sraZkovy polorr dvojice
kyslik-tripletovy stav luminoforu.

Z rov. 14-17 vyplyva zékladni rovnice zavislosti znéntenzitou luminiscence a

koeficientem permeability kysliku v daném polymeru:
A 1=1"/7=1+ (4/1000) 6 & Na 1°D(O,) Kn(O,) p(O») (18)
Z rovnic 16 a 17 vyplyva rovnice vhodna ke zjigtD(0y):
Kq = [(4a6mN,) / 1000] D(Q) (19)

Nevyhodou wteni P(Q) a D(Q) polymeru zhaSenim tripletovych stasensitizeru
jsou neznamé veiiny a a 0. Velikost a byva asto udavana jednotkové € 1) ,
jako v pipads zhaSeni singletovych excitovanych std$°3°>°® Autaii v nowjsich
studiich ovSem uvéjl, Ze u zhaseni tripletovych stakyslikem jea < 1/9 4°°%7
Velikost s je udavana obvykle cca 0n, ale i ta se fize mirr liSit*®.

Ke zji%ovani D(Q) a P(Q) pomoci luminiscence se jako luminofory pouZivaji
pievazie porfyrinové komplexy s platinou nebo paladie@asté je i pouZiti
1,10-fenanthrolinu a 2,2"- bipyridirt.
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Existuji i nizné obnény vySe uvedeného postupu:

* Metoda vyuzivajici fimé fosforescence singletového kysliku difundwgicih
polymerent® Nemsii se i ni Ubytek luminiscence tripletového stavu, ale
naopak nérst fosforescence singletového kyslikuii (1270 nm), ktery
vznik& zhaSenim tripletového stavu sensitizeruikgsh.

« Metoda vyuZivajici reakce heptacenu s kyslfKem-situ fotogenerovany
heptacen reaguje s kyslikem za vzniku endoperoxMeii se pokles

absorbance heptacenti p60 nm véase.
1.5.5. Charakteristiky pouzitych polymier
Jak jiz bylo uvedeno (viz. kap. 1.3.), vtéto prdoyly studovany polymerni

nanotkaniny vyrobené z PUR Larithane, PS, PCL a.PA6
Dobie definovana je struktura PS, PCL a PA6. Jejiakkairy jsou na obr. &

{-ClH—CHzﬁ @
C{‘:HS
i
+C—(CH,)s—O¥ ®
[-NH(CH,)sCO-] ©

Obr. 9: Struktura polymar; PS (a), PCL (b) a PA6 (&.

Polyuretanem (PUR) se nazyva kazdy polymer, ktebgabuje karbamatové
(uretanové) vazby, jenz vznikly polyadici diisokgén a dvoj- nebo vicesytnych
alkohok.® Pouzivany PUR Larithane (konkrétrPUR Larithane LS 1088) je
alifaticky polymer obsahujici linearni viceuhlikatgtiol, isoforondiisokyanat a

isoforondiamin? Presnou strukturu vyrobce (Firma Novotex, Italie) véli.
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V tab. 1 jsou uvedeny hodnoty BJOD(O,) a S(Q) polymei pouzitych k pipraw
nanotkanin dostupné v literdus Tyto hodnoty byly zjighy u vzorki v tenkych
vrstvach. Uvedena hodnota Bf(olyuretanu se nevztahujéimo k pouzitému PUR
Larithane (v literatte P(Q) pro PUR Larithane nebyl nalezen), ale k PUR
poly(NPM-HMDI) (tj. poly(2-methyl-2-dimethylaminontleylpropylenhexamethylen
dikarbamat)), jakozto k jednomu z obvykleji pouziyeh PUR polymet.

Tab.1: P(O) [cmi.cm/enf.s.Pa), D(Q) [cnf/s] a S(Q) [cmP.cm/cn?.Pa] polymeit pouzitych
k vyrok€ studovanych nanotkanin; hodnoty Bf@ S(Q) nebyly nalezeny u vSech pouzitych
polymef.

Polymer| P(Q) (x10°) | D(O)) (x10) | S(Q) (x10)

PUR | 0,06-0,07 (25°C) - :

PS 1,9 (25°Cy | 0,031(25°CJ®| 0,686 (25°CY°
0,023(25°Cy®
PCL 0,58 (24°CY - 0,4046(25°C§*
PA6 0,0285 (30°CY - -

2. CIiL PRACE

Cilem prace bylo porovnéani fotofyzikalnich, fotodainich a fotocytotoxickych
schopnosti polymernich nanotkanin s enkapsulovardyrd TPP v zavislosti na
pouzitém polymeru, ze kterého jsou nanotkanifigraveny.

Dil¢i cile zahrnovaly:

1) Porovnéni fotofyzikalnich vlastnosti 4 typanotkanin.

2) Me¢ieni koeficientu kyslikové permeability P{Ca difuze D(Q) fotofyzikalni

metodou zhasSeni tripletovych staenkapsulovaného TPP kyslikem.

3) Studium nanotkaniny s enkapsulovanym TPP jako sernao detekci kysliku.

4) Porovnani fotooxid&ich schopnosti nanotkanin ze dzmych polymei se

zabudovanym TPP a jejich fotocytotoxického efekdibakterieE.coli DH5«.

5) Porovnani fotooxid&ni schopnosti a fotocytotoxického efektu s koefitéen

kyslikové permeability P(& pouzitych polymet.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. POUZITE CHEMIKALIE, NANOTKANINY, ROZTOKY A BAK TERIE

3.1.1. Chemikalie

5-bromo-4-chloro-3-indolyB-D-galaktopyranosid; X-Gal (Invitrogen,CA,USA)
Ampicilin, sodna 8l (Sigma-Aldrich)

Isopropylf-D- thiogalaktosid; IPTG (Invitrogen, CA, USA)

KH,PO, >99,5% (Fluka)

KI >99,0% (Fluka)

LB Agar (Sigma-Aldrich)

NaOH p.a. (Penta)

(NH4)2M0o0O,4 99,999% (Sigma-Aldrich)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich)

3.1.2. Nanotkaniny

PouZzité nanotkaniny :
Nanotkanina PA6 s 1% TPP, PHm= 2,1 g(Elmarco s.r.o0.)
Nanotkanina PCL s 1%TPP, PHm = 2,2 g(Elmarco s.r.o.)
Nanotkanina PS s 1%TPP, PHm = 1,9 g(Eimarco s.r.o0.)
Nanotkanina PUR Larithane s 1%TPP, pHm = 2,2 ¢Hmarco s.r.o.)
Nanotkanina PS s 1%TPP, PHm = 3,6 g(Bimarco s.r.o0.)
Nanotkanina PUR Larithane s 1%TPP, PHm= 2,06 ¢imarco s.r.0.)

SloZeni roztol pouZzitych pro fipravu studovanych nanotkanin:
15 % PUR Larithane v suchém DMF s 0,012 % TEAB (t&2f3kQg).
17 % PS v DMF : limonen v hmotnostnim pom1:2 s 0,072 % TEAB (720 mg/kg).
15 % PCL v kyselisn mraverti : kyselirg octové v hmotnostnim pafru 1:3.

12 % PAG6 v kyseliss mraverti : kyselire octové v hmotnostnim pairu 1:2.
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3.1.3. Roztoky

3.1.3.1. Jodidové deteti cinidlo

Jodidové deteini cinidlo pro stanovenfO, bylo pipraveno podle nasledujiciho
postupu:

Byl ptipraven roztok sodno-draselného fosfatového pufotic= 6,2 v deionizované
vods, obsahujici KHPO, o koncentraci 0,02 mol/din(pH bylo upraveno na 6,2
piidavkem NaOH). V pufru byl rozpust KI v mnoZzstvi odpovidajici koncentraci 0,12
mol/ dnt a (NH,),MoO, odpovidajici koncentraci @mol/ dn?,

3.1.3.2. Agarovaimda

Agarova mida pro baktericidni testy

17,5 g agaru bylo rozpu$io v 500 ml deionizované vody v kadince, uzao
alobalem a 30 minut autoklavovano. Po zchladnuéiragia 60 °C bylo k roztoku
pfidano  500ul roztoku ampicilinu o koncentraci 100mg/ml. Agayl brozlit do
sterilnich Petriho misek.

3.1.4. Bakterie

Pro baktericidni testy byla zvolena kultura bakteischerichia coli DH5a,
(Invitrogen, CA, USA) s plasmidem pGEM11Z (Promeg4, USA).

3.2 PRISTROJE A METODY
3.2.1. Snimky nanotkanin ze skenovaciho elektronawé mikroskopu
Mikroskopické snimky byly provedeny ve fismElmarco s.r.o. Mgr. LukaSem

Plistilem na pistroji FEI Quanta 200 s Everhart—-Thornley sekunitarelektronovym

detektorem.
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3.2.2. UV-Vis Absorgni spektrum TPP v nanotkaninach

Molekulovd absorgni UV-Vis spektra TPP enkapsulovaného v nanotkamiyla
meéiena na spektrometru Perkin EImer Lambda 35 metddamni reflektance.

Nanotkanina byla uchycena v jedné véstva podkladovém fiemenném skiku
(o rozmeérech 4 x 1 x 0,1 cm) a absorbance nanotkaniny by#ena v rozsahu
250 — 600 nm.

3.2.3. Fluorescetni spektrum TPP v nanotkaninach

Fluorescetini UV-Vis spektra TPP enkapsulovaného v nanotkahiia ntiena na
spektrofluorimetru Aminco Bowman AB2.

Nanotkanina byla uchycena v jedné viésha podkladovémikmenném skiku,
které bylo umisino diagonaltd do klemenné kyvety (4 x 1 x 1 cm). Fluorescence
nanotkaniny byla mgfena v rozsahu 500 — 800 nnfi gexcitani vinové délce
Aexc = 420 nm.

3.2.4. Absorbance tripletovych stait TPP v¢ase

K excitaci vzorku nanotkaniny s TPP byl pouZit emerovy laser Lambda Physik
COMPEX 102 (308 nm) v kombinaci s barvivovym lasereambda Physik FL 3002.
ViInova délka exciténiho pulzniho laserového paprsku byla 425 nm, eagngzu 1 mJ
a doba pulzu 28 ns.

Pomoci 250 W xenonové lampy s pulzni jednotkou lmiéon snéru k excit&nimu
laserovému pulzu, fotonasdébi R928 (Hamamatsu, Jap.) a spektrometru LKS 20
(Applied Photophysics, UK) byla ¢ena zavislost absorbance tripletového stavu stavu
TPP (v maximu j 460 nm*%) nacase po excitaci laserem.

Absorbance byla #tena na vzduchu, ve vakuu & paznych tlacich kysliku.

Vysledny graf zavislosti absorbancedase byl ziskan zpmérovanim 20 - 50 wieni.
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3.2.5. Uréenl'rT, ksva kq

Doba Zivota T stavu TPPry [s] pti daném tlaku kysliku byla tena proloZenim
grafu zavislosti absorbance tripletovych $tasensitizeru 460 nm A na case t

exponencialni funkci reakce prvnitadu:

A = ATg exp(-t/tr) + q; (20)
kde A’y znasi absorbanci tripletového stavii @60 nm vt = 0 a q zia korekci

v pifpadt, kdy limita hodnoty A pii velmi dlouhychgasech neni rovna nule.

Zaroveh byla ukena i zhaSeci konstanta tripletovych étaensitizeru k [s7] pii
daném tlaku kysliku podle vztahu:
kT =1 /TT (21)

Stern-Volmerova konstanta zhaSeni tripletovych istawkyslikem kv
( ksv = kq Kn(0y)) [Pa’s’] byla ukena jako srérnice linearniho proloZeni zavislost k
na tlaku kysliku p(@ v okoli nanotkaniny.

Bimolekularni zhaseci konstanta tripletovych stkyslikem k [I mol™ s (viz
rov.14, kap.1.5.4) byla tena jako jako sirnice linearniho proloZeni zavislosti ka
koncentraci kysliku [g] v polymeru nanotkaniny. Pro zj&ti [O,] pomoci Henryho
zakona byly pouzity koeficienty rozpustnosti 9(@ostupné v literaie, které byly
pievedeny na K(O,) (viz kap. 1.5.4).

3.2.6. Ukeni P(O,) a D(Oy)

K vypoctu konstantyF [cm/mol], ktera je sotinem 4/1000, z, o, o a Na (viz.
kap.1.5.4) byla pouzita hodnota Bj(polystyrenu, kterd byla dosazena do rov. 18
z kap. 1.5.4 fevedené do tvaru:

kr = 1k = 1ho + F Pu(O2) p(Oy) ; (22)

kde Ry(O2) [mol cnfdm’® atmi® s = Ky, D(0y), neboli R(Oy) = 4145 P(Q).
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Smernici zavislosti k na p(Q), ktera byla wtena vynesenim vein do grafu, je
souwin F P4(Oy). Po vydleni hodnotou R(O,), ktera byla vypstena ze znamé hodnoty
P(G) pro polyester, byla ziskana hodnétaTa byla u vSech testovanych nanotkanin
s TPP povazovana za konstantni.

Hodnota P(Q polystyrenu byla pouzita, protoZze se jedna oterdiue nejvice

citovanou informaci a polystyren je debdefinovanym polymerem.

Hodnota P(Q) u zbylych ti nanotkanin byla @ena z rov. 22 po dosazeni konstanty
F. Pro zjiS¢ni hodnoty D(Q) polymernich nanotkanin byldgeba vyuzit hodnot S
ziskanych v dostupné liter&tu ZjiS€na k;, se pouzila pro vypet D(G) z rov. 19
(kap. 1.5.4.).

3.2.7. Fosforescence singletového kysliku

Zména fosforescenct), v asepii 1270 nm byla niena pomocéasow rozlisené
spektroskopie v kolmém simu k excit&nimu pulzu (pouZit stejny excitai laser jako
v pripadt mereni absorbance tripletovych stawiz. kap. 3.2.3). Deteki jednotka
obsahovala filtr pro 1270 nm (Laser Componentshidly; Germany) a germaniové
detekni diody (Judson, J16-8SP-R0O5M-HS, USA).

Fosforescence byla dena na vzduchu, v kyslikové atmdsféa ve vakuu.
Vysledny graf zavislosti fosforesecnce nmse po excitaci TPP byl ziskan

zpramérovanim 30 nireni.

3.2.8. Ukenitxa

Doba Zivota'O, 1, [s] pii daném tlaku kysliku byla tena proloZenim grafu

zavislosti intenzity fosforescené®, 1'#7°

[a.u.] natase t [s] rovnici:
I270= A [exp(-tha) — exp(ttr)] + q ; (23)
kde A je n#fitkova konstanta a q je korekce igadt, kdy limita hodnoty ¥7° pii
velmi dlouhych¢asech neni rovna nule.

Zatr byly dosazeny hodnoty zji&ié rov. 20 (kap.3.2.5.).
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3.2.9. Zpozd&na fluorescence TPP

SODF byla mitena obdobnym #Zsobem jako fosforescend®,, ale fi 650nm
(bez filtru na 1270nm).

3.2.10. Fotooxidace jodidovéhéinidla singletovym kyslikem

V jodidovémc¢inidle piftomny T je oxidovan vzniklym'O, na k' (za fFitomnosti

(NH4).MoOQO, jako katalyzatoru) podle mechanismu:

'0,+I —— 100725, |O0OH (24)
HOOI ++—» HOOJ —» }+ HO, 272 |7 + H,0, + OH™ (25)

Probiha-li reakce v miin kyselém prosedi v gitomnosti (NH).MoO, jako

katalyzatoru, uplatni se dalSi krok reakce:

HO, + 2I + 2H — 4 + 2H,0 (26)
T — 27)

MnoZstvi vzniklého § je piimo Gn¥rné mnoZzstvi fotogenerovanél®, a Ize ho
sledovat jako ndist absorbanceip351 nebo 287 nfi.

Fotooxidace jodidovéhocinidla nanotkaninami s enkapsulovanym TPP byla
provadna nasledovh

Do kiemenné kyvety bylo napipetovano 2,5 ml jodidovémdla a diagonél&
umistno kiemenné skéko (0,1 x 1 x 4 cm) s jednou vrstvou nanotkaninycpt jeho
ploSe. Kyveta se vzorkem byla unéfst do kyvetového drzaku, ktery byl sasti
ozaovaciho systému Newport (USA). Vzorek byl fimsn véasovych intervalech ze
vzdalenosti 25 cm xenonovou lampou se stabilizorarykonem 300 W (Newport)
s monochromatickym pasmovym filtrem pro 427 nm (AWH= 2 nm). Red
ozaovanim a 1 minutu po ské@ném intervalu ozavani bylo zndifeno absorgni
spektrum jodidovéhodinidla (250 - 700 nm) bez nanotkaniny na UV-VIS
spektrofotometru UV 300 Unicam (UK).
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Takto byla ziskana kinetika fotogenerace pii pouziti nanotkanin s 1% TPP
vyrobenych ze 4uznych polymei (PUR, PS, PCL, PA6). Jako kontrolni vzorky byly
pouzity nanotkaniny bez TPP.

Takeé byl proveden pokus ve &nfozaovaci intervaly byly nahrazeny jednim 60-ti
minutovym intervalem stani ve tiha ozd@ovani samotného jodidovéhonidla bez

nanotkaniny.

Kinetika fotogenerace; | (resp. fotogenerac®,) byla hodnocena jako smice (B)

zavislosti absorbancegip. = 351 nm (') na dok oz&eni.

Statistické vyhodnoceni vy$e uvedenyctéstit bylo provedeno nasledaosit*

Pro odhad $edni hodnoty byl uzit mediar a aritmeticky pimer.
Smérodatna odchylka SD byla vypiena ze vzorce:

SD=kR; (28)
kde k, je koeficient tabelovany pro jednotlivA mnoZstviéiemi n (tab.l)

a Rje rozpti, které je definovano:

R = méx- Xmin ; (29)
kde Xnax@ %minjSOU NEj¥LSi a nejmensi natiené vysledky.

Relativni smrodatna odchylka,g byla vypd@tena podle vzorce:

Sel = (SD/X) 100% ; (30)

Odlehlé vysledky byly vyloteny podle Grubbsova testu:

Tn = [Xnax- X | / SD nebo 7= [¥nin—x |/ SD ; (31)

Vysledek byl porovnan s kritickou hodnotou(Tab.2). Byl-li To> Tk, vysledek byl povazovan
za odlehly a byl z hodnoceni vyken.
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Tab. 2: Tabelované hodnoty; n — pet meteni

Ka Tk
0,8862
0,5908| 1,155
0,4857| 1,481
0,4299| 1,715
0,3946| 1,887
0,3698| 2,020
0,3512| 2,126
0,3367| 2,215
0,3249| 2,29(¢

O 0| N O O] Ml W N| >

=
o

3.2.11. Fotocytotoxické testy

K fotocytotoxickym tesim byl pouzity wici ampicilinu resistentni bakterie
Escherichia coliDH5a s plazmidem pGEM11Z, které diky produkovanému enzym
S-galaktosidase dokaziépit substrat X-Gal za uvodni indolového modrého barviva.

Tim je umoZ#na vizualizace bakterialnich kolofif.

Baktericidni testy byly provaty dwma zpisoby.

1) Na Petriho misky &erstw pripravenou agarovoudplou bylo napipetovano 2d
100 mM roztoku IPTG, 4Qul roztoku X-Galu o koncentraci 20g/ml a 40ul vodné
bakterialni suspenzéscherichia coli DH5« s plasmidem PGME11Z o z&kalové
absorbanci f 600 nm A% = 1,3 (automatickou pipetou se sterilnic&pii). Roztoky a
suspenze byly po povrchu agaroveéyp rovnongrné rozeteny sterilizovanou skl€mou

hokejkou a poté byl na povrch agaru ugristystizek testované nanotkaniny.

2) Na Petriho misky &erstw pripravenou agarovoutpou bylo napipetovano 2d
100 mM roztoku IPTG a 44l roztoku X-Galu o koncentraci 20g/ml (automatickou
pipetou se sterilni Sgkou). Roztoky byly opt rovnongrné rozeteny sterilizovanou
sklerénou hokejkou po povrchu agaru, na tento povrchubyistén vystiZzek testované
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nanotkaniny a nadbylo nakapnuto 1@l cisté vodné bakterialni susperzsecherichia
coli DH5a s plasmidem PGME11Z o zakalové absorbatid@ nm A%°=1,3.

Poté se s agarovymi plothami zalozenymiéroh zmisoby postupovalo podle
nasledujiciho postupu:

Skupina agarovych ploten s nanotkaninami s enkapaoim 1% TPP byla po
urtity ¢as oz#éovana studenym 150 W &lem z lampy Kriss (Bmecko) ze
vzdalenosti 7 cm. Poté byly agarové plotny uloZeoyinkubatoru a ponechany 24
hodin ve tn¢ pri teplot 37 °C.

Prvni kontrolni skupina agarovych ploten s nandti@ami s enkapsulovanym
1% TPP byla bez o¥éni uloZena do inkubatoru a inkubovana 24 hodirtme pri
teplot 37 °C.

Druha kontrolni skupina agarovych ploten s nanatiemi bez TPP byla po tity
¢as oz#ovana studenym 150 W &lem z lampy Kriss ze vzdalenosti 7 cm a
inkubovéana shodnjako prvni kontrolni skupina.

Po uplynuti 24 hodin byly vSechny skupiny ponechécg 4 hodiny p 4 °C a poté
vizualne hodnoceny. Narostlé kolonie bakterii byly diky bnémému indolovému

barvivu snadno viditelné.
3.2.12. Hmotnostni spektra né&stot v nanotkaninach

Vysttizky nanotkanin o velikosti cca 5 x 5 cm bez podkhe PP textilie byly 12
hodin vymyvany do 2,5 ml deionizované vody, ktegdabposléze progtena RNDr.
Martinem Stichou na hmotnostnim spektrometru Esec@®00 (Bruker) metodou ESI.
3.2.13. Dalsi pouzité fistroje

Pro nefeni pH byl pouzit pH-metr PH 526 od firmy WTWS swaoinovanou

sklerenou elektrodou, ktera byla kalibrovana na dva saeshai pufry (ftalatovy pufr

pH = 4,00 a fosfatovy pufr = 7,00 od firmy Sevac).
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3.2.14. Pouzity software

Pro zpracovéani dat byl pouZzit program OriginPra 7.5

4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. SNIMKY NANOTKANIN ZE SKENOVACIHO ELEKTRONOVEHO
MIKROSKOPU

Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu (ppddvrdily nanovliakennou
strukturu testovanych polymernich nanotkanin (@bj.

Ze snimk lze diky uvedenému &fitku odhadnout @mér nanovlaken, ktery se
pohybuje mezi cca 200 — 300 nm u PCL a PA6 nanotkal00 - 500 nm u PS a PUR
nanotkanin. Na obrazcich jsou také viditelné def¢keastji tzv. uzliky) ve struktie
nanovlaken, které jsou viakijpmné pouze v malém mnoZzstvi.

Byly potizeny i SEM snimky nanotkanin, které byly p@itou dobu ponieny do
H,O a poté vysuSeny na vzduchu. Tyto snimky byly siagke snimky na obr. 10, coz

poukazuje na fakt, Ze struktura nanotkanin se ganim nenini.
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Obr. 10: Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu;oti@miny gipravené ziiznych
polymefi; PUR Larithane o PHm = 2,2 ¢/nA), PS o PHm = 1,96 gfm(B), PCL o
PHm = 2,2 g/rh(C) a PA6 0 PHm = 2,1 g/{D). PouZito se svolenim Mgr. Lukase Plistila
z firmy Elmarco s.r.o.

4.2. ABSORRCNIi A EMISNIi SPEKTRA

Pro dikaz gitomnosti TPP v pouzitych nanotkaninach bylo zvolemetreni
absorgnich a emisnich spekter u vSech pouzitych vzork

Absorgni spektra potvrdilaiftomnost TPP ve vSech studovanych nanotkaninach.
Ve spektrech byl nalezen Saretpas { = 422nm) &tyii Q-pasy { = 515nm, 551nm,
591nm, 647nm) (obr. 11).
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Intenzita absokmich pad TPP v fiznych nanotkaninach se vSak liSi bez ohledu na
fakt, Ze k pipraw nanotkanin byla pouZzita shodna koncentrace seesiti To niZze byt
dano nestejnou tlotdBou nmerenych vzork nebo tim, Ze ifipravené nanotkaniny nejsou
zcela homogenni. Dalsim moznynivddem jecast&éna agregace TPPjguevSim u
vzorku 1 % TPP v PA6 (obr. 11D), kde je znatel#&Sieni Soretova pas casténé

agregaci v nanotkaninachire dochazet ztovodu vySsi koncentrace TPP.

0,8 v T T T T T T T

A

Absorbance

Absorbance

" " " 1 " "
300 400 500 600 700 80 300 400 500 (om0 700 80¢
A [nm] A

Obr. 11: Absorgni spektra 1% TPP v nanotkaninach sizngch polymeii; PUR o PHm = 2,2 g/fn
(A), PS o PHm = 1,9 g/m(B), PCL o PHm = 2,2 g/m(C). PA6 o PHm = 2,1 g/m(D);
cervert je vyzn&en odhad zakladni linie (,baseline®) u daného vaanknotkaniny.

Fluorescetini spektrum vSech nanotkaniie{ = 420 nm)obsahovalo dva emisni
pasy i cca 652 nm a 717 nm (obr. 12), coz zhruba od@op&im TPP v nepolarnich
rozpoustdlech jako je CHCI; (656 nm a 720 nm).
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Intensita fluorescence [a.u.]
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Obr. 12: Nekorigovana fluoresceéni spektra 1% TPP v nanotkaninachiznych polymei;; PUR o
PHm = 2,2 g/rh(¢errs), PS o PHm = 1,9 g/zeler), PCL o PHm = 2,2 g/fm(mode) PA6
o PHm = 2,1 g/fh(cervers) ; A(exc) = 420nm.

Zjistény charakter absoépich a emisnich pésukazuje, Ze TPP v nanotkaninach
PUR, PS a PCL jeffiomen gevazri v neagregovaném stavu. Yipadct PAG6 je patry

piitomna i agregovana forma.

4.3. ABSORBANCE A KONSTANTY ZHASENIi TRIPLETOVYCH ST AVU
SENSITIZERU

Pro popsani fotofyzikalnich konstant nanotkanih %% TPP byla provedena
fotofyzikélni metfeni. Absorbance tripletovych stalPP byla nifena metododasow
rozliSené spektroskopie, éase po excitaci 425 nm laserovym pulzeri, niznych
tlacich kysliku v okoli nanotkaniny (viz kap. 3.3.4

K rizné rychlosti zhaseni tripletovych siaVPP v zavislosti na mnozstvi kysliku
v okoli vzorku dochézelo u vSech dtubhkoumanych nanotkanin (obr. 13). NejmenSi
rozdily mezi rychlostmi zhaSeni z@ézného tlaku kysliku byly pozorovany u PA6
nanotkaniny. To rize byt z@isobeno tim, Ze polymer PA6 ma nejmensi hodnoty)P(O
(tab. 1, kap. 1.5.5.).
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U nanotkaniny z PCL je moZné, Ze vysledkyiemi nejsou zcelaipsné, protoze
béhem experimentu bylo pozorovano, Ze pouzité vyso&mgetické excitani laserové
pulzy poruSovaly strukturu nanotkaniryivodem niize byt fakt, Ze PCL mé nizky bod
tani, cca 60-65 °€.
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Obr. 13: Kinetika tripletovych stav TPP ngiena jako zavislost absorbance tripletovych istaRPP (fFi
460 nm) natase po excitmim pulsu v nanotkaninachiznych polymet; PUR o PHm = 2,2
g/n’ (A), PS o PHm = 1,9 g/M(B), PCL 0 PHm = 2,2 g/fn(C), PA6 0 PHm = 2,1 g/f(D);

a pi riznych tlacich @; vakuum gerverg), vzduch ¢erng), kyslikova atmosféra (zel&h
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Na obr. 14 je zndzo&no prolozeni zavislosti absorbance tripletovyclvi&EPP na
tase exponencidlnitikkou A'= A"y exp(-tfr) + q na pikladu nanotkaniny z PUR
Larithane (viz. rov. 20, kap. 3.2.5). ProloZzenimybziskany doby Zivota tripletovych

stawi TPPtrve vSechityrech nanotkaninach.

N ’ " |lﬂ \r’"“”‘( (MMNV 'J ' I‘“M il “ ’ ||‘ ‘\“\

40
t [ps]

Obr. 14: Zavislost absorbance tripletovych staWPP i 460 nm v PUR nanotkanimacase {errg) a

prolozeni exponencialniikkou (Cervers).

Na obr. 15 jsou vyneseny zavislosti celkové zhakeostanty tripletovych staév
TPP Ik na tlaku kysliku v okoli nanotkaniny pfO Snernici této linearni zavislosti je

Stern-Volmerova konstanta zhaseni tripletovychistgslikem k.
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Obr. 15: Zavislost celkové zhaSeci konstanty tripletovych $taVPP k na tlaku kysliku v okoli
nanotkaniny p(@) pro nanotkaniny z tznych polymeit; PUR o PHm = 2,2 g/fn(A), PS o
PHm = 1,9 g/r(B), PCL 0 PHm = 2,2 g/f{(C), PA6 0 PHm = 2,1 g/n(D).

Na obr. 16 jsou vyneseny zavislosti ka vyp&tené koncentraci kysliku c¢D
v polymeru nanotkaniny (viz kap. 3.2.5.), jejiz &mci je bimolekularni zhaSeci
konstanta tripletovych stéwkyslikem k;

Jak vyplyva z postupu vyptu c(Q), hodnotu k bylo mozno ziskat jen u
nanotkanin zd&h polymetfi, u kterych byl v dostupné literati nalezen koeficient
rozpustnosti S(¢) —tj. u PS a PCL nanotkaniny.
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Obr. 16: Zavislostcelkové zhaSeci konstanty tripletovych staWPP k na vyp@tené koncentraci kysliku

v nanotkanit ¢(O,) pro nanotkaninu z PS o PHm = 1,9 g4A) a pro nanotkaninu z PCL o
PHm = 2,2 g/m(B).

V tab. 3 jsou uvedeny vSechny zi$é konstanty :Tr, ksva k.

K ziskani pesrgjSich hodnot k a k; bylo provedeno detaifsi meéteni (meétreni
v delSich¢asovych Usecich afipvétSim mnozstvi hodnot tlakkysliku u nanotkaniny
vyrobené z PUR Larithane a u nanotkaniny vyrobeR& Zobr. 17). PA6 nanotkanina
nebyla gemgtovana z dvodu velmi nizkych hodnotida PCL nanotkanina ziglodu jiz
zmininého poSkozovani jeji struktury laserem.

Méreni bylo provadno na jinych vzorcich nanotkanin. Pouzity byly Jaor
nanotkaniny z PUR Larithane s 1% TPP o pHm = 2/66 g PS nanotkaniny s 1% TPP
o pHm = 3,6 g/
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Obr. 17: PodrobgjSi meteni zavislostks na tlaku kysliku v okoli nanotkaniny pf{Qro nanotkaniny s
1 % TPP; PUR nanotkanina o PHm = 2,06 /) a PS nanotkanina o PHm = 3,6 §/(B).
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Vypoctené hodnoty & (a) a k (a) u obou pesrEji meérenych nanotkanin (tab. 3)
byly v ramci smdrodatné odchylky shodné s vysledky dosazenymi pionzpouze iti
experimentalnich bdd Méfeni navic poukéazalo na fakt, zeywka k u vzork

nanotkanin #stavaji stejné, bez ohledu na jejich ploSnou hngitno

Tab. 3: Hodnoty natienych dob Zzivota tripletovych stiévty, Stern-Volmerovych konstantsk a
bimolekularnich zhaSecich konstant tripletovyclvistigyslikem k pro nanotkaniny s 1 % TPP
piipravené ziznych polymet; PUR o PHm = 2,2 g/mPS o PHm = 1,9 g/mPCL o
PHm = 2,2 g/rha PA6 0 PHm = 2,1 g/m

Polymer PUR PS PCL PAG
TT(vakuum) [S] 2 x 10* 0,00353 32128 x 16 2,9 x 10°
TT(vzduch) [S] 1x10° 2 x10° 3,0085 x 16 2,1 x 10
TT(kyslik) [S] 3,178 x 10 5,6193 x 10 2,7116 x 16 1,4 x 10

Ksv 2,95 + 0,31 1,71 +0,13
Patsy |294:0,0¢ 1,63+ 0,04 054£0,09 0.03+0,01
Kq 6,09 x 16+ 4,53 x 16
- 3,24 x 10+ 5,61 x 16 -
[dm® mol™ s 5,79 x 13 + 1,47 x 16°

® Hodnota zjidtna detailjsim msienim (12-16 experimentalnich bigchanotkaniny s 1 % TPP PUR
o PHm = 2,2 g/fha z PS o PHm = 1,9 gfm

Z vysledki je Zejmé, Ze tripletové stavy;TTPP v nanotkaninich jsou vyrazn
zhaSeny kyslikem. Doba Zivota, $tavi TPP 1+ klesa s mnozstvim kysliku v okoli

nanotkaniny. Zjisiné hodnoty ky TPP v nanotkaninach z polyniePS, PCL a PA6
koreluji s hodnotami P(¥p polymei dostupnym v literatie (viz. tab.1, kap. 1.5.5.).
Tento vysledek potvrzujeiedpoklad, Ze vysSi hodnota BJQpolymeru umo#uje
rychlejSi zhaseni T stavi TPP kyslikem fitomnym v okoli polymerni nanotkaniny .

U nanotkaniny z PUR Larithane hodnots & hodnotou P(§) ziskanou z literatury
pro PUR Poly(NPM-HMDI) nekoreluje. PUR polymery ifotmaji velmi variabilni
struktury a hodnotu P primo pro PUR Larithane se bohuzZel nepddav literature

nalézt.
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4.4. VYPOCET P(O,) A D(O,)

Zmétené doby Zivota fTstavi TPP enkapsulovanych v nanotkaninach Ize teoreticky
vyuzit k vypatu P(Q) a D(Q) polymernich nanotkanin.

Postup vypotu je uveden v kap. 3.2.6., vysledky jsou uvederigbv 4. Hodnota
P(G,) pro nanotkaninu z PS nebyla vyjfitdna, protoze pro vyget konstantyF byla
vyuzita literarni hodnota P@ppro PS. Hodnoty D(§) pro PUR a PA6 nanotkaninu
vtab. 4 nejsou uvedeny, protoze v dostupné liggainebyly nalezeny ffslusné
hodnoty S(Q) (viz. kap. 1.5.5).

Tab. 4: Porovnani vypéitanych hodnot koeficietitP(Gy).y, & D(Q)yyp a hodnot koeficierit P(G);i: a
D(O,)x nalezenych v literate; kvypd@tu byla pouZita vyp&end hodnota konstanty
F = 2,201x10" [cm/mol].

P(Qo)vyp P(Q)iit D(O2wp | D(Oii
Polymer 3 3 2 )
[cm® cm/ent s Pa]| [cm® cm/enf s Pa]| [cm?/s] [cm?/s]
PUR 3,276 x 10° 0,07 x 10"#
0,031x10 >
PS 1,9 x 102 1,9x10°* 0,028 x 10° " .
0,023 x 10
PCL 0,6 x 108 0,58 x 10 0,015 x 10
PAG6 0,0333 x 10° 0,0285 x 133

& Literarni hodnotd*

Hodnoty P(Q) a D(Q) zjisttné nerenim dob Zivota tripletovych staviPP u PS,
PCL i PA6 nanotkaniny se di# shoduji s daty nalezenymi v litersgua to az na
hodnotu PUR nanotkaniny. Zj&ta hodnota P(£) pro nanotkaninu z PUR Larithane je
vSak s nej¥tsSi prav@podobnosti spravna . V literdtuuvedend hodnota P{pro PUR
se nevztahuje k PUR Larithane, ktery byl ptippmvu nanotkanin pouzit a ktery tak
muze mit zcela odliSnou hodnotu BJOVYsSSi vypd@tena hodnota P(£) odpovida i
zjistenym hodnotam & (viz. tab. 3, kap. 4.3.), ze kterych byla nejvy$&w hodnota
ksy pro PUR Larithane.

Tyto vysledky ukazuji na moznost praktického vyuxiblymernich nanotkanin

s enkapsulovanym sensitizerem pr&emi jejich koeficieni kyslikové permeability a
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pii znalosti koeficient kyslikové rozpustnosti pouzitych polynierr jejich koeficienti
kyslikové difuze. Vyhoda tohoto postupu &p@ predevSim v moznosti &t P(O,) za
pouziti samotnych nanotkanin a ne pouze tenkychewrpolymeti, jak je tomu

v pripact klasickych metod &teni (viz. kap. 1.5.4.).

4.5. FOSFORESCENCE A DOBY ZIVOTA SINGLETOVEHO KYSLI KU

Ke zjis&ni doby Zivota fotogenerovaného singletového kystik ve studovanych
nanotkaninach a kjejich porovnani bylo provedenéiemi zavislosti intenzity
fosforescencéO, pii 1270 nm naase po excitmim laserovém pulzu.

Fosforescence byla patrna u PUR, PS a PCL nanatkahi PCL nanotkaniny
béhem experimentu @b dochazelo k porusovani struktury laserem. U riaarohy z
PA6 fosforescence téfh splyvala se Sumem detektoru. To je nejspiSésapeno
nizkou hodnotou P a tedy malym mnoZstvim vznikléht®, (obr. 18). Dal$im
divodem niize byt uplatani konkurewnich fotofyzikalnich procds predevSim

elektronového fenosu mezi enkapsulovanym TPP a polymerem PAG.
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Obr. 18: FosforescencéO, pii 1270 nm wase po laserové excitacii pt25nm u fiznych nanotkanin

s 1% TPP; PUR (A), PS (B), PCL (C) a PA6 (D)ivky na obr. A — D, zn&i signal
fosforesence vzorku nanotkaniny ve vakuer(¢erg), vzduchu ¢erng) a kysliku (zeled);
kiivky na obr. A — D, zna&i signal fosforescence na vzduchierf®) a kysliku (zele#) po
odesteni signalu ve vakuu.
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Doby Zivota 'O, 1, byly zjitny proloZzenim kivek zavislosti intenzity

fosforescence néase tzv. ,rise and decay” funkdt?’° = A [exp(-t/z,) — exp(ti7)] + q

(viz. rov. 23, kap. 3.2.8.). 4igob prolozeni je znazamy na gikladu PUR
nanotkaniny v kyslikové atmogs (obr. 19). Zji&iné hodnoty jsou uvedeny v tab. 5.

Dobu Zivota'O, v PA6 nanotkani& v kysliku nebylo moZné vyhodnotit Zebdu
nizkého signalu fosforescence.

— | ' | ] ' |
S
351 l | Data: PUR O
§ 0004k "”l %0 Alexp(/ 1) - exp 1 +q |
M Chir2IDoF = 8.9933E-8
RA2 = 0.93256
l A 000758 +£0.00005
1798634  +0.1482
Il Ty 0.00002 +5.8585E-6
-0,002 H I -
["J[
1l
' lu"l.ll‘“j “
‘”v‘lluy“ ! ‘l“ L“‘hhm I HII }1 “ Il I l |l| | |
0,000 i 1Tk W“.H ikl 1”‘.”' 11 it
ol " 1 " 1 " L]
0 60 120

180
t [us]

Obr. 19: ZAvislost fosforescenctD, pii 1270 nm v PUR nanotkanino PHm = 2,2 g/fna ase
(¢erng); ¢ervena kivka ukazuje prolozeni funkci ,rise and decay".

Tab. 5: Doby Zivota'O, 1, [us] fotogenerovaného v nanotkaninad¢tpmavenych ziznych polymei s

enkapsulovanym 1% TPP.

polymer| 1, (kyslik)
[us]
PUR |[17,74+0,14
PS 13,1 + 0,09
PCL | 14,03 +0,5€
PA6 -
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Zjisttna 1, v PUR nanotkanih odpovida hodnét jiz dfive namgtené
(tj. 20 + 5ps) ** ® coZ poukazuje na dobrou reprodukovatelnosieni. Z vysled je
dale patrné, Ze testované polymery vznik®p ¢asténs samy zhasi, doby ZivotD,
v polymerech obeeénmohou dosahovat aZ hodnoty 2.

Pokud se uvazi chyba metody zjisitt, (piredevsSim diky negsnému prolozeni
zavislosti luminiscence n&se funkci ,rise and decay” ), ktetéi az 15 %, potom z
vysledki vyplyva, Ze testované nanotkaniny (PUR, PS a P@LY) mie zhasentO, od

sebe pilis nelisi.
4.6. ZPOZDENA FLUORESCENCE TPP

U studovanych nanotkanin s enkapsulovanym TPP bhjfcna tzv. zpozéha
fluorescence (SODF — Singlet Oxygen Delayed Flumese). Zpozgha fluorescence
vzniké [ reakci T stavu molekulyTPP s'O, vytvorenym fotosensitizovanou reakcf, tj.
pienosem energie, z Btavu jiné molekuly TPP. Reakci dojde k repopulacstavu
TPP a 3 stav se poté deexcituje do zékladniho stavu TPRyz&eni SODF p
650 nm. SODF byla jizifive pozorovana u PUR nanotkaniny s TP

Jak je viét na obr. 20, u nanotkanin z PUR, PS a PCL je $i@@DF dobe

znatelny. U nanotkaniny z PA6 je signal zanedbgielpatrré z divodu nizké

fotogeneracéO,.
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Obr. 18: Fluorescence a SODRiB50 nm véase po excitaci 425 nm dznych nanotkanin s 1%

TPP; PUR 0 PHm = 2,2 gfngA), PS 0 PHm = 1,9 g/MB), PCL 0 PHm = 2,2 g/MC) a
PA6 0 PHm = 2,1 g/f(D) ; kiivky na obr. A — D, znai signal fluorescence a SODF
vzorku nanotkaniny ve vakuwdrverg), vzduchu {errg) a kysliku (zele#); kiivky na
obr. A, — D, zn&i signal SODF na vzduchddimg) a kysliku (zele#) po odéteni signalu
ve vakuu (fluorescence).
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Zavislost intenzity zpozmhé fluorescence (SODF) vdaitém ¢ase na tlaku kysliku

v okoli nanotkaniny byla studovangpgevsim u nanotkanin z PUR a PS (obr. 21).
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Obr. 21: Zavislost intenzity SODF na tlaku kysliku v okoknotkaniny véase 2us @erverg) a 2Qus
(Cern) po excitaci laserovym pulzem. Nanotkanina z PUR% TPP (A) a nanotkanina z PS
s 1% TPP (B).

Zobr. 21 je patrné, Ze zAavislosti intenzity zps#e fluorescence TPP v
nanotkaninach na tlaku kysliku Ize vyuzit pro detédysliku v plynné fazi. Zejména lze
vyuZzit zavislosti Wase 2us po laserovém pulzu, dikytéi strmosti. Tato zavislost je u
PUR nanotkaniny dokonce prolozitelna jednoduchopogencialni funkci (obr. 22),

ktera usnatiuje praktickou aplikaci.
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@ @
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=
o
T

Data: PUR .
Model: Exponencialni rlist
0,020 |- y=AT'exp x/t1 +y0 T
¢ )
0,015 | Chir2/DoF = 1.9687E-7 -
RA2 = 0.99862
0,010 - y0 0.03502 +0.00038 .
A1 -0.03338 +0.00034
0,005 | t1 -371.82707 +11.1416 i
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Obr. 22: Zavislost intenzity SODF ve s na p(O2) v okoli nanotkaniny; PUR nanotkanin&sTPP.
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4.7. FOTOOXIDACE JODIDOVEHO CINIDLA

K porovnani fotooxidénich schopnosti testovanych nanotkanin s1 % THR by
provedena fotooxidace jodidovékmidla (viz. kap. 3.2.10.), jehoZ sloZeni &Eppava
jsou popsany v kap. 3.1.3.

Absorgni spektrum z&sobniho roztoku pouzitého jodidow&hila obsahovaloit
absorgni pasy. Absorgni pas pi 260 nm odpovida jodidovému aniond @ absorpni
pasy i 287 nm a 351 nm anionu trijodidovémuy Xl Anion ks je tedy pitomen jiz
v zasobnim roztoku ve velmi malém mnozstviiglddku pomalé oxidacé vzduSnym
kyslikem.

K porovnani schopnosti fotooxidace jodidovésioidla byly pouzity vystizky
nanotkanin zetyi studovanych polyméro stejné ploSe uchycené na stejieénkenné
sklicko a pon#ené do shodného objemu jodidovéiradla (viz kap. 3.2.10).

VSechny testované nanotkaniny vykazovaly ®hu ozaovani konstantni
intenzitou s¥tla o vinové délce 427 nm fotooxidacina &, kterd se projevovala
naristem absorbancefip287 nm a 351 nm (obr. 23). Zardveebyly v jodidovém
roztoku Ehem oz#ovacich experimefts nanotkaninami pozorovany pasy TPP. To
znamena, ze hydrofobni sensitizer se diedpokladu z Zadné nanotkaniny nevymyva

do vodného proggdi.

Absorbance
In
o
T
1

0,5 .

)

0,0

1 " T "
300 350 400 450 500 550

A Inml

Obr. 23: Zavislost fotogeneracg v jodidovémginidle PUR nanotkaninou s 1 % TPP (PHm = 2,2%/m
na doké oz&eni monochromatickym stlem (427nm); doba o#éni 0, 5, 10, 15, 20, 25 a 30

min; Sipka zn&i narist absorbance’ls dobou ozé&ni.

-51 -



VSechny testované polymerni nanotkaniny s 1 % TRBafwvaly linearni nast

absorbance;l s dobou oz#&ni. Na obr. 24 jsou vyneseny zavislosti absorbakicgs1

nm na dob oz&eni. Jak vyplyva z metody (viz kap. 3.2.10), ¢amte této linearni

zavislosti (B) jsou imo Gn¥rné fotoprodukciOs..
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24: Zavislost fotogenerace Iv jodidovémcinidle polymerni nanotkaninou s1 % TPP na &ob

ozé&eni monochromatickym sttlem (427 nm); PUR Larithane nanotkanina o PHm2=gZn?
(A), PS nanotkanina o PHm = 1,9 g/B), PCL nanotkanina o PHm = 2,2 g§/{C), PA6

nanotkanina o PHm = 2,1 g/niD) v jodidovém detelnim ¢inidle; jednotlivé barvy znd

jednotlivé série réreni.

Od kazdé nanotkaniny bylo preéreno 4 - 5 vzork a vysledky byly statisticky

hodnoceny. V tab. 6 jsou uvedeny&nice linearni zavislosti absorbancge na doks
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oz&eni (B) pro jednotlivé nanotkaniny s vyzeaim medianu, aritmetickéhotpnéru,
smérodatné odchylky SD, a relativni sradatné odchylky;s.

TPP v fiznych nanotkanindch ma rozdilnou absorbaticegcitatni vinové délce
427 nm (viz. obr. 11, kap. 4.2.). Aby bylo moZnéutia porovnat fotooxidai (Cinnost
jednotlivych nanotkanin, jsou v tab. 6 uvedeny dhoty medianu B vztazené na
absorbovany podil z konstantni intenzityezé o vinové délce 427 nm ( tj. na hodnotu
1-10°“20 ) kde A?" je absorbance ¥p excitani vinové délce 427 nm
(tedy: Median B/(1-10“?"). Hodnoty A?’ jednotlivych nanotkanin s TPP, byly

[~

zjistény z obr. 11 (kap. 4.2.) po o#teni hodnoty ,baseline“ip427 nm.

Tab. 6: Statistické zpracovani hodnot &mic (B) kinetiky fotogeneraces | nanotkaninami ziznych

polymeiii s 1% TPP. Porovnani fotooxittd (&innosti jednotlivych nanotkanin.

Polymer PUR PS PCL PAG
2,78x10'[ 5,92 x10' | 3,32 x 10" | 3,07 x 10°
5 2,79x10'[ 594 x 10' | 3,46 x 10" | 3,66 x 10°
7] 2,86 x 10° | 6,08 x 10° | 3.82 x 10" | 4,88 x 10°
S
2,87 x10'[6,22x10'[ 4,19 x 10' | 5,16 x 10°
Median B
™ 2,83x10'| 6,01 x 10° | 3,64 x 10° | 4.27 x 10°
S
Aritmeticky
pramér B 2,83x10°| 6,04 x 10*| 3,70 x 10* | 4,19 x 10°
[s]
SD
7 4,37 x10° | 1,46 x 10° | 4,23 x 10° | 1,02 x 1C°
S
SreI
1,54 2.43 11,62 23,89
[%]
Median B/(1-10"“**
: _(1] ) 5,92 x 10° | 8,94 x 10% | 9,08 x 10* | 5,08 x 10°
S
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v

K fotogeneraci 4 nedochazelo i ponechani roztoku jodidovéhcinidla
s nanotkaninami ve t#nani g ozaovani roztoku jodidovéheinidla s nanotkaninami
bez enkapsulovaného fotosensitizeru. Naopak dogiarikému poklesu absorbancéi p
351 nm, ktery byl nejspiSe &goben mirnou adsorpci fipmného 4§ na povrch
nanotkanin.

Ozaovani samotného jodidovélinidla za shodnych experimentélnich podminek

rovrez nevedlo ke tvorbls'.

Fotogenerovany'O, vznikd v nanovldknech nanotkaniny a musi se dostat
k vodnému roztoku oxidovaného substratu. Z tohdimdu byla sledovana i srigost
nanotkanin. Na pohled siigaé byly vSechny, nejménvSak nanotkanina z PUR, na
které byla i znatelna nesii@a mista.

U PS nanotkaniny bylo zji&to, Ze po jejim namdeni v destilované vadpo
dostatén¢ dlouhou dobu a usuSenijegtala byt smava. To potvrdily i vysledky
meéteni fotooxidace jodidovéhdinidla s takto upravenou nanotkaninou, kdy kinetika
fotogenerace 31 vyznamrié klesla (tab. 7), pravgodobré z divodu omezeného
kontaktu nanotkaniny s vodnym roztokem. Pokud sayg a vysuSena nanotkanina
pondila do roztoku jodidovehginidla s tenzidem triton X-100 o &ité koncentraci a
byla nasledé ozaovana, kinetika fotogeneracq Ise opt zvySovala a to az do
premicelarni koncentrace pouzitého tenzidu (obyri&h. 7).

U ostatnich nanotkanin po vymyti a vysuSefistaly fotooxid&ni vlastnosti

zachovany.
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Obr. 25: Zavislost fotogeneracg v jodidovémginidle na dok oz&eni ¢ = 427 nm) vymyté a vysusené
PS nanotkaniny s 1 % TPP o PHm = 1,9%¢m % TPP; jednotlivé barvy ztigednotlivé série
meieni. VloZeny obrazek: zavislost mice kinetiky fotooxidace jodidovéhsnidla B [s'] na

koncentraci Tritonu X-100 v jodidovéamidle

Tab. 7: Hodnoty smrnic kinetiky fotogeneraces| (B) pro PS nanotkaninu s 1% TPP (vymyta a

vysuSend); ireno v jodidovénginidle s Tritonem X-100 o dané koncentraci.

c(Triton X -100) B
[molll] [s7]
0 (2,27 x 10%) + (8,92 x 10)
1 x 107 (3,2 x 10%) + (8,45 x 10)
1x10° (4,48 x 10%) + (2,43 x 10)
1 x 10* (4,16 x 10") = (1,12 x 10
1x10° (2,77 x 10°) = (1,3 x 10)
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K bliz§imu vys¥tleni €chto okolnosti byly provedeny nasledujici pokusy:

Vzorky vSech 4 pouzitych nanotkanin (4 x 4 cm) bgbnaeny do 3,5 ml KO po
dobu 16 hod. Vodné vyluhy byly nasleédanalyzovany na hmotnostnim spektrometru.
Z moznych neistot rozpustnych ve veédprichazely v avahu latky, které se pouzivaji k
piipraw nanotkanin. Z uvedeného slozeni¢sm(viz. kap. 3.1.2.), ichazely v Gvahu
latky TEAB, DMF, kyselina mraveii, kyselina octova a limonen, které byly pouzity
jako rozpoudtdla. Vysledky z hmotnostniho spektrometru vSak 6ighgpouze
stopovou pitomnost TEAB v PUR nanotkarinale gekvapiv také ethylacetat ve
vSech nanotkaninach (nejntém PUR nanotkani¥). Pivod této neistoty se bohuzel
nepodalo objasnit.

Z téchto pokus vyplynulo, pr@ je nanotkanina vyrobena ze silnydrofobniho PS
sm&iva. Smdivost jinak hydrofobniho polymeru pragubdobr zpisobila vedle
TEAB aditiva i gitomnost ethylacetatu.

Z tab. 6 vyplyva, Ze anorganicky vodny roztok jgryehleji fotooxidovan vzorkem
PS nanotkaniny s 1 % TPP a nejpomaleji vzorkem thanmy z PA6 s 1 % TPP.

Hodnoty medianu B vztazeného na absorbovany poittenzity sétla o vinové
délce 427 nm o konstantni interziiMedian B/1-13'**") uvedené v tab. 6, ukazuiji
acinnost fotooxidace vzhledem k mnoZstvi absorbovang®tla sensitizerem. Tato
acinnost [ilis nekoreluje s nagiienymi hodnotami P(§) (viz. tab. 4, kap. 4.4.).

Radow nejnizsi @innost fotooxidace byla zji&a u PA6 nanotkaniny, kterd ma i
nejnizsi hodnotu P(£§). Druh& nejnizSi &innost fotooxidace byla vSak zj@a u
nanotkaniny z PUR Larithane, ktera m& hodnotu P (@jvyssi (orad vysSi nez P(£)
nanotkaniny z PCL a té&h dvakrat vysSi nez P@Dnanotkaniny z PS). Jak je ovSem
uvedeno vySe, nanotkanina z PUR Larithane byla S&ehv studovanych nanotkanin
nejmérk smaiva — obsahovala i nesgiga mista. Proto i i@s nejvyssSi zjighou
hodnotu P(@ muze vykazovat menSi schopnost fotooxidace jodidovéhumlla nez
sma&ivejsi nanotkaniny z PS a PCL, které jsou w&Sim kontaktu s oxidovanym
vodnym roztokem oxidovaného substratu.
hodnoty P(Q) ovlivnéna i sméivosti. Nanotkanina z PCL je prasmbdobré vice
sm&iva neZz nanotkanina z PS a proto je jefinfiost oxidace vodného roztoku
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substratu o &co vysSi. A to i pesto, Ze hodnota P{DPCL nanotkaniny je ¢ad niZsi,
nez hodnota P(¥) nanotkaniny z PS. DalSimi¥bdem niize byt i menSi gmer
nanovlaken u PCL nanotkaniny (viz obr. 10, kap..)4dl tedy ¥tSi sty¥ny povrch
nanotkaniny s vodnym roztokem substratu. TazZen také vyraz& zvysit &innost
fotooxidace.

Zjisténé vysledky potvrzuji, Ze polymery s vysokou hoooof(Q) jsou dolse
piistupné kysliku a vznikly'O, se khem své doby Zivota dostane na povrch
nanotkaniny, kde oxiduje substrat. DalSi netnejznamny vliv na schopnost oxidace
vodného roztoku substratu ma vSak patrrsm&ivost nanotkaniny vodou a jmér

nanovlaken.

4.8. FOTOCYTOTOXICKE TESTY

Pro porovnani fotocytotoxity, ktera pat z hlediska vyuZziti nanotkanin
s enkapsulovanym sensitizerem k riggdit¢jSim vlastnostem, byl zvolen baktericidni
test na bakteriichEscherichia coliDH5a s plasmidem pGEM11Z v kombinaci se
substratem X-Gal, kterym byla uma@ma vizualizace bakterialnich kolonii. Princip
metody stanoveni fotocytotoxicity a jeji postupjeden v kap. 3.2.11.

Jako prvni byl proveden test, kdy byly bakterie esamy pimo na vystizek
nanotkaniny ve form kapky bakteridlni suspenze (viz. kap. 3.2.11.).2Rdchodinové
kultivaci bakterii ve tma pri 37 °C narostlo na agarovych plotnach s nanotkanirs
1 % TPP, které bylyfed kultivaci ozéeny 60 minut viditelnym Z&nim vyrazg mere¢
bakterii nez na plotnach, které éady nebyly. Nakst bakterii u kontrolnich nanotkanin
bez TPP po 60-ti minutové &elné expozici a kultivaci ve tinbyl srovnatelny
s nafistem na neozanych agarovych plotnach s nanotkaninami s 1 % TRM®R. byl
vyloucen vyrazijSi cytotoxicky @&inek samotného #éni (obr. 26). Test odhalil, Zze
fotocytotoxické  dinky maji vSechny testované polymerni  nanotkaniny
s enkapsulovanym 1 % TPP.
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Obr. 26: Fotocytotoxické testy: Bakterialni koloniEscherichia coliDH5a na povrchu nanotkanin
z riznych polymeili umistnych na agarové plainpo 24 hodinové inkubaci. Nanotkaniny
s enkapsulovanym 1 % TPP po 60 minutach expozigesgmu bilému gtlu 150 W lampy
(fddek 1), nanotkaniny bez &elné expoziceifdek 2), nanotkaniny bez enkapsulovaného
sensitizerru po s¥elné expozici iddek 3); PUR o PHm = 2,2 gingsloupec A), PA6 o
PHm = 2,1 g/rh (sloupec B), PS o PHm = 1,9 d/ifsloupec C). PCL o PHm = 2,2 ¢fm
(sloupec D).

Pro cytotoxické testy bylo pouzito i dalSi meto#tgy byla bakterialni suspenze
nanesena na celou plochu agarové plotny a na jelatp byla poloZzena studovana
nanotkanina. Agaroveé plotny byly dpaany 60, 30 a 15 minut. Po 60 a 30 minutach
oz&eni na zadné ze studovanych nanotkanin s 1 % TR& astly viditeIné bakterialni
kolonie (obr. 27).
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Obr. 27: Fotocytotoxické testy: Agarové plotny s baktariéli koloniemiEscherichia coliDH5a po
vloZeni vystizku nanotkaniny a 24 hodinové inkubabianotkaniny s enkapsulovanym 1 %
TPP po 30 minutadch expozice studenému biléndtiist50 W lampy §adek 1), nanotkaniny
bez s¥telné expozicet@dek 2), nanotkaniny bez enkapsulovaného sensitiger s¥ételné
expozici gadek 3); PUR o PHm = 2,2 girtsloupec A), PA6 o PHm = 2,1 girtsloupec B),
PS o PHm = 1,9 g/fi(sloupec C). PCL o PHm = 2,2 dfifsloupec D).

Pri doke oz&eni 15 minut se projevily rozdily ve fotocytotoxichanotkanin s TPP
z raiznych polymeii. Na obr. 28 je vi&t, Ze nejmé# bakterii narostlo na nanotkaninach
z PS a PCL (obr. 28 B, C). Na nanotka&uPUR Larithane jsou jiz bakterialni kolonie
vice Zetelné (obr. 28 A) a nejvice jich narostlo na nkaoirg z PA6 (obr. 28 D).
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Obr. 28: Fotocytotoxické testy: Agarové plotny s bakteriaihikoloniemi Escherichia coliDH5a po
vloZeni vystizku nanotkaniny a 24 hodinové inkubabianotkaniny s enkapsulovanym 1 %
TPP po 15 minutach expozice studenému bilénitils¥50 W lampy (sloupec 1), nanotkaniny
bez s¥telné expozice (sloupec 2), nanotkaniny bez enkapaného sensitizerru po &elné
expozici (sloupec 3); PUR o PHm = 2,2 §/radek A), PS o PHm = 1,9 g/rtradek B), PCL
0 PHm = 2,2 g/fh(tadek C) a PA6 o PHm = 2,1 ¢inffadek D).
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Baktericidni testy ukazaly, Ze vSechny nanotkanimji vyrazné fotocytotoxicke
acinky. NejsilngjSi (kinek ma nanotkanina z PS a PCL, slabsi z PUR laarégha
nejslabsi z PA6, cozZ koreluje s jejich fotooxidani schopnostmi (kap. 4.7.).

Baktericidni vlastnosti tedy souvisi i s hodnotd@®f polymef a prav@podobr@ i
se smadivosti nanotkanin a gmérem nanovlaken. A to stejnym ugobem, jak bylo
uvedeno pro schopnost oxidovat jodid@irédlo v kap. 4.7.

DalSi dilezity zawr vyplyvajici z fotocytotoxickych testje, Ze i nanotkanina
z PAG6, kterd vykazuje zanedbatelnou hodnoty klabou fosforescenci singletového
kysliku a SODF a pomalou kinetiku fotooxidace amoigkého substratu

(viz. kap. 4.3. — 4.7.), m&iinné fotocytotoxicke vlastnosti, které se daji vigwZpraxi.
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5. ZAVER

Na zaklad diplomové prace bylo zji&ho nasledujici:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu rpdw piedpoklad, Ze
nanostruktury vSechityi testovanych polymernich nanotkanin  se &@m
namaenim v HO.

Pomoci UV-Vis a fluoresceéni spektroskopie byla vipravenych polymernich
nanotkaninach prokazanaitpmnost enkapsulovaného sensitizeru TPP a to
pievazre v monomernim, neagregovaném stavu. Bylo také dol@z Ze
enkapsulovany sensitizer se z nanotkanin nevymgwiodného prosedi.

Caso rozlisenou spektroskopii byly zj&ty doby Zivota tripletovych stév
enkapsulovaného sensitizeru v nanotkaninach v déiieokysliku, vzduchu a ve
vakuu.

VySe uvedenou metodou byla téz prokazana fotosem&itna generace a doby
Zivota'O, u PUR Larithaf, PS a PCI nanotkaniny s enkapsulovanym TPP. U
PA6 s TPP byl signalO, na hranici detekovatelnosti.

Byla potvrzena zavislost doby Zivota tripletovyctavd TPP na koncentraci
kysliku v okoli nanotkaniny. S&mice této zavislosti - hodnotysk dokre
koreluji s hodnotami permeability kysliku Bj(ro testované polymery zj&té

v literatue.

Ze zntienych dob Zivota tripletovych stavenkapsulovaného sensitizeru byly
spaitany koeficienty P(@ polymernich nanotkanin. Tyto koeficienty se
shoduji s koeficienty nalezenymi v literggy coz poukazuje na moznost
praktického vyuZiti této metody pro zjd/ani permeability kysliku u dané
polymerni nanotkaniny.

Pomoci znifenych dob Zivota tripletovych stabyl také zjis¢én P(Q) pro PUR
Larithané™, ktery v dostupné literate nebyl nalezen.

Z méieni dob Zivota singletového kysliku bylo zi%b, Ze fotogenerovany
singletovy kyslik jecast&né zhaSen samotnymi nanotkaninami. \fenzhaseni
se od sebe studované polymerni nanotkaningitéelisi.

U ti studovanych polymernich nanotkanin (PUR LaritfarPS a PCl) s TPP

byla zjiS€na tzv. zpoz#éha fluorescence sensitizeru, jejiz intenzita jeistawna
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tlaku kysliku v okoli nanotkaniny. Zpo&aeé fluorescence Ize vyuzit pro detekci
kysliku.

10)VSechny testované nanotkaniny se jevily jako &w#a Vyjimkou je PUR
nanotkanina, ktera byla siea pouzetaste&ne.

11) Studované polymerni nanotkaniny s enkapsulovany®® Vykazuji #iznou
einnost fotooxidace jodidového deteitho cinidla proO, a to v péadi:
PCL > PS > PUR >> PA6. Schopnost nanotkanin fotbmxat vodny roztok
anorganického substratu)(tedy zavisi na hodndtP(Q,) daného polymeru a
z velké miry i na smdvosti nanotkanin a gméru nanovlaken.

12)Fotocytotoxické testy na bakteriick.coli potvrdily silné fotocytotoxické
vlastnosti vSech testovanych polymernich nanotkagsinenkapsulovanym
sensitizerem @etre PAG6), které doie korelovaly se schopnosti fotooxidace
jodidového detedniho ¢inidla a velmi zhruba i s hodnotami BfCpolymeru

s pihlédnutim ke smévosti nanotkanin a méru nanovlaken.

Souhrnem polymerni nanotkaniny s enkapsulovanyrsiteerem fotogenerujfO,
a mohou byt vyuzity k mnoha praktickym aplikacim:
a) fotodesinfekci
b) fotooxidaci vhodnych substtét
c) detekci Q
d) meteni P(Q) pouzitych polymer

Fotodesinfekce a fotooxidace vodného roztoku namotlami zavisi

pravéEpodobrg i na jejich sméivosti a piiméru nanovldken. Tyto parametry by proto

mely byt v budoucnosti podrolé testovany.
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