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Funkcionalizace kremicitych nanovlaken prirodnimi latkami s biologickou aktivitou
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Ustav novych technologii a aplikované matematiky

The diploma thesis deals with the surface modifications of silica nanofibers with the
goal of obtaining the substrate for imobilization of natural substances. First of all, the
thesis provides an overview of silica methods modifications with an emphasis on the
use of silylation reagents with suitable functional groups. Secondly, the methods for
modification of surfaces of materials based on silicon dioxide are also described. The
thesis summarizes the results, which were obtained by the research focusing on the
use of natural substances for modification of silica materials and different techniques
of their immobilization.

Experimental part deals with the optimalization of silanization with the use of 3-
aminopropyltri-ethoxysilane as a derivatization agent. In addition, the effect of
concentration silylation agent (APTES), reaction time and temperature on the final
concentration of covalently bonded amine groups, were also observed. Moreover, the
results, which were obtained during the silylation reaction in different conditions
were used as an optimal conditions for the modification of silica nanofibers with
APTES. There were also optimalized two analytical methods for quantitative
determination of concentration of amine groups on the surface of silica nanofibers.
Finally, the conditions for the immobilization of tannic acid, chlorofylline on the
surface of pre-modified silica nanofibers and verified antibacterial properties of these
materials were also found.

Uvod

Materialy na bazi oxidu kremicitého jsou k povrchovym modifikacim velmi casto
vyuzivany v ruznych formach od objemovych materialu az po nanomaterialy jakymi
jsou nanosféry, nanokulicky ¢i nanovlakna. Vyhodou kremicitych materialu je jejich
univerzalnost, dobra mechanicka stabilita, biokompatibilita a relativné nizka cena.
Kremicité nanomaterialy jsou nejcastéji vyuzivany jako nosice pro ucinné latky,
enzymy apod., které nemaji dostatecnou stabilitu a bez jejich imobilizace by bylo
jejich pouziti velmi obtizné ci dokonce nemozné.

Vzhledem k tomu, Ze cela rada syntetickych latek pouzivanych v mediciné ¢i prumyslu
ma kromé pozadovanych vlastnosti a Ucinku, které jsou nutné pro danou aplikaci také
mnoho vedlejsich, nezadoucich Ucinku, je zde snaha o nahrazeni téchto latek latkami
prirodnimi, které jsou ve vétsiné pripadi mnohem setrnéjsi ke svému okoli. Uplatnéni
latek jako jsou enzymy, leciva agens, protilatky apod. je velice siroke a zasahuje do
mnoha odvéetvi od potravinarského prumyslu, membranové separacni procesy az po
medicinu.

Cile prace

Experimentalni cast diplomove prace byla zameérena na optimalizaci podminek
silylacniho procesu kremicitych nanovlaken s vyuzitim 3-aminopropyltriethoxysilanu
(APTES) jako silylacniho cinidla. Sledovanymi parametry, které ovlivhovaly silylacni
reakci, byly: doba silylace, teplota pri které reakce probihala a koncentrace
pouzitého silylacniho cinidla (APTES). Druha cast experimentu byla zamérena na
nalezeni a prizpusobeni vhodné metody ke stanoveni koncentrace aminoskupin na
povrchu kremicitych nanovlaken po jejich silylaci s cilem stanovit optimalni podminky
silylacni reakce.

Dalsi cast prace se venovala jak imobilizaci vybranych prirodnich latek, tj. kyseliny
trislove a chlorofylinu (sodno-médnatého komplexu chlorofylinu) na povrch
modifikovanych nanovlaken z oxidu kremicitého, tak i oveéreni funkcnosti pripravenych
materiall s imobilizovanymi prirodnimi agens, predevsim na jejich antibakterialni
vlastnosti.

Metodika
Silylace kremicitych nanovlaken 3-aminopropyltriethoxysilanem

Modifikace povrchu SiO, nanovlaken byla provedena za ucelem navazani aminoskupin
na povrch kremicitych nanovlaken, které byly dale vyuzity pro imobilizaci prirodnich
latek. K derivatizacni reakci byl vybran 3-aminopropyltriethoxysilan (APTES), ktery je
pro silylacni reakce jednim z nejcastéji vyuzivanych cinidel. Pri silylacni reakci byly
sledovany vybrané reakcni parametry (koncentrace APTES, cas a teplota silylacni
reakce) s cilem maximalizovat koncentracni vytézek aminoskupin na povrchu
kremicitych nanovlaken.

Kvantitativni stanoveni aminoskupin

Tuto metoda popsal Hartwig [1] pri stanoveni koncentrace aminoskupin na povrchu
polyakrylonitrilovych vlaken. Metoda je zalozena na spektrofometrickéem stanoveni
methyloranze, ktera reaguje s pritomnymi aminoskupinami. Postup byl adaptovan pro
stanoveni poctu aminoskupin na povrchu kremicitych nanovlaken po silylaci.

K nanovlakenne vrstve SiO, bylo pridano 15 ml 0,05% roztoku methyloranze (MO) v
0,1M uhlicitanu draselném. Po 1 hodiné byl reakcni roztok odazen, vrstva promyta
3x10 ml ethanolu a pridano 15 ml uhlicitanu draselného. U takto vznikleho roztoku MO
byla nasledneé spektrofotometricky (GBC Cintra 202) zmeérena absorbance, jejiz
hodnoty byly vyuzity pro vypocet koncentrace aminoskupin na povrchu kremicitych
nanovlaken (viz rov. 1)
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Rov. 1: Vypocet koncentrace aminoskupin na povrchu SiO, nanovlaken, kde C je pocet
aminoskupin [1/nm?], F je povrch matridlu [cm?] a Abs je namérena absorbance
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Imobilizace kyseliny trislové

Kyselina trislova byla imobilizovana na predem modifikovana | . -
kremicita nanovlakna (Si02-APTES) z jejiho roztoku v ethanolu. jM WQ*@
Pro imobilizaci byly pouzity roztoky kyseliny trislové v ethanolu *
o koncentracich 1, 3, 5, 10 a 15 % hmotnostnich, schéma T {{
imobiliza¢ni vizobr. 4. 7 o

kyselina tfislova

Obr. 4: Schéma imobilizacni reakce kyseliny
tfislové s modifikovanymi nanovlakny SiO,-APTES

Kvalitativni stanoveni antibakterialnich Gcinku
Ke kvalitativnimu stanoveni antibakterialnich Ucinku
nanovlakennych membran z oxidu kremiciteho s

imobilizovanou kyselinou trislovou a imobilizovanym
chlorofylinem byla pouzita metoda: ,,AATCC Test Obr.5: Schéma usporédini aliaivine

Method 147-2004 Antibacterial Activity Assesment of Textile Materials: Parallel Streak

Method “ [2]. Tato metoda slouzi k relativnhé rychlému stanoveni antibakterialni
aktivity antimikrobialnich agens imobilizovanych na textilnim materialu a je mozné ji
vyuzit pro oba typy bakterii - grampozitvni i gramnegativni bakterie.

Vysledky
Modifikace kremicitych nanovlaken silylacnim cinidlem APTES

Bakterialni kmen

Testovany material
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Graf 1: Zavislost poctu aminoskupin na koncentraci silylacniho Cinidla Graf 2: Zavislost koncentrace aminoskupin na dobé silyla¢ni reakce pomoci 3%

roztoku APTES

Jako optimalni bylo vybrano pouziti silylacniho cinidla o koncentraci 3 % obj. APTES v
ethanolu, kdy byl zjisten (obdobné jako pri reakci s 5% roztokem) nejvyssi pocet
aminoskupin po reakci. Optimalni delka reakce byla stanovena na dvé hodiny, a to
vzhledem k tomu, zZe poté jiz nedochazelo k vyraznému narustu koncentrace
aminoskupin. Teplota byla zasadnim reakénim parametrem, nejvyssich vytézku bylo
dosazeno pri laboratorni teplote (bez zahrivani reakcni smesi) pouze s nepretrzitym
michanim reakcni smesi.

Imobilizace kyseliny trislové

SEM HV: 30.0 kV

View field: 38.2 ym
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Obr. 7: Nanovlakenna vrstva tvorena vldkny SiO, bez modifikace pfipravena pomoci
elektrostatického zvldknovani, snimky ze SEM zvétSeni 5kx (A) a 15kx (B)

Obr. 6: Nanovlakenné vrstva tvorena kremicitymi nanovlakny po imobilizaci
kyseliny trislové (SiO2-APTES-TA), snimky ze SEM pfi zvétSeni 10kx (A) a 15kx (B)

Kvalitativni stanoveni antibakterialnich uc¢inku kremicitych nanovlaken
s imobilizovanou kyselinou trislovou * ]
Kvalitativni testy potvrdily antibakterialni
ucinky kremicitych nanovlaken s imobilizovanou
kyselinou trislovou v obou pripadech (grampoz.
i gramneg. bakterie). Prokazaly také narust
inhibice, respektive inhibicni zony, se zvysujici
Koncentraci kyseliny trislove ve vzorku. .
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Graf 3: Zavislost inhibice na koncentraci kyseliny trislové

Zaver

Byly nalezeny podminky pro imobilizaci kyseliny trislovée na povrch modifikovanych
nanovlaken a nasledne overeny antibakterialni ucinky pomoci kvalitativnich a
kvantitavnich testl s grampozitivnimi a gramnegativnimi bakterialnimi kmeny.
Vysledky antibakterialnich Gcinku kremicitych nanovlaken s imobilizovanou kyselinou
kfremicitou potvrdily vynikajici antibakterialni Gcinky téchto materialu pro oba
testovane kmeny. Predmetem dalsiho studia by mohla byt optimalizace imobilizacni
reakce prirodnich latek na povrch modifikovanych kremicitych nanovlaken s cilem
dosahnout maximalniho antibakterialniho ucinku pri minimalnim imobilizovaném
mnozstvi.
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