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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva problematikou ptipravy, charakterizace a biokompatibility ko-
loidniho polyanilinu. Teoreticka ¢ast je vénovana polyanilinu, zejména jeho koloidni form¢,
problematice koloidnich polyanilinovych disperzi a jejich vhodnych stabilizatort. V této
¢asti prace jsou rovnéz struéné popsany piiprava, struktura a vlastnosti koloidt, metody je-
jich charakterizace a postupy vhodné pro stanoveni biokompatibility. Prakticka ¢ast se vé-
nuje ptiprave stabilni koloidni polyanilinové disperze s fizenou velikosti ¢astic v pfitomnosti
vhodného stabilizatoru. Konkrétné byly pouzity tyto stabilizatory: poly N-(vinylpyrrolidon),
kyselina hyaluronova, chitosan a surfaktanty (Tween 20, Triton X-100 a dodecylsulfat sodny
(SDS)). Zéakladni fyzikalni a chemicka charakterizace ptfipravenych koloidl byla provedena
metodou dynamického rozptylu svétla (DLS) a UV-VIS spektroskopii. Zaroven byl u vy-

branych koloidl zkouman jejich cytotoxicky ucinek.

Klic¢ova slova: koloidni polyanilin, stabilizator, stabilita, velikost ¢astic, cytotoxicita.

ABSTRACT

The thesis deals with the preparation, characterization and biocompatibility of colloidal pol-
yaniline. Theoretical part is devoted to polyaniline, mainly to its colloidal form and problems
related to colloidal dispersions of polyaniline and their suitable stabilizers. In this part prep-
aration, structure and properties of colloids are briefly described as well as theircharacteriza-
tion methods and procedures suitable for determining the biocompatibility. The experimental
part is focused on the preparation of stable colloidal polyaniline dispersions with controlled
particle size in the presence of a suitable stabilizer. The following stabilizers were used:
poly N-(vinylpyrrolidon), hyaluronic acid, chitosan, and surfactants (Tween 20, Triton X-
100 and sodium dodecyl sulfate (SDS)). Fundamental physical and chemical characteriza-
tion of the prepared colloids was performed by dynamic light scattering (DLS) and UV-VIS

spectroscopy. Selected colloids were also studied for their cytotoxicity.

Keywords: colloidal polyaniline, stabilizer, stability, particle size, cytotoxic effect.
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UvVOD

Polyanilin patii mezi nejcastéji studované vodivé polymery. Pozornost pritahuje zejména
pro svou snadnou ptipravu, dobrou ekologickou stabilitu a zajimavé elektrochemické vlast-
nosti. Polyanilin mize bézn¢ existovat v nékolika formach, které 1ze ziskat riznym stupném
oxidace, ¢i protonace. Tyto formy se vzajemné¢ 1i$i svymi vlastnostmi, strukturou a nasledné
1 pouzitim. Ziejme nejzajimavejsi formou polyanilinu je zelend, vodiva forma, tzv. emeral-

dinova stl, kterd mtze piechazet na modrou, nevodivou bazi.

Ackoli je ptiprava polyanilinu relativné jednoducha, jeho vyuziti je do urc¢ité miry omezeno
velmi $patnou rozpustnosti v organickych rozpoustédlech a nerozpustnosti ve vodném pro-
stiedi. Tento problém je mozné vyiesit ptipravou stabilnich, vodnych koloidnich disperzi
Vv pfitomnosti vhodného stabilizatoru. Ke stabilizaci disperznich soustav 1ze vyuzit fadu 14-
tek, jako jsou ve vodé rozpustné polymery, funkéni polymery, kopolymery, ¢asticové stabi-
lizatory nebo povrchové aktivni latky, surfaktanty. Principy tvorby koloidu a metody/pod-
minky stabilizace byvaji riizné a mohou ovlivnit vysledny tvar a velikost ¢astic i stabilitu

disperze.

Polyanilin lze vyuzit v fad¢ oblasti. K typickym patfi naptiklad aplikace v ochrané proti
korozi, katalyze organickych reakci, v palivovych ¢lancich, superkapacitatorech nebo elek-
trodach. Velmi zajimavé a slibné je také vyuziti polyanilinu v oblasti biotechnologie a me-
diciny, avSak Udaje o jeho kompatibilité s biologickymi systémy nejsou dosud dostate¢né

prozkoumany a v literatufe popsany.

PtredloZena diplomova prace se zaméiuje na problematiku koloidnich polyanilinovych dis-
perzi a jejich vhodnych stabilizatort. Teoreticka ¢ast prace se zabyva polyanilinem, zejména
pak popisem koloidni formy polyanilinu, jejimi vlastnostmi a moznostmi stabilizace. Déle
jsou popsany metody charakterizace koloidl a v neposledni fad€ 1 postupy vhodné pro sta-
noveni jejich biokompatibility. Experimentalni ¢ast prace je zaméfend na piipravu stabil-
niho, koloidniho polyanilinu v pfitomnosti vhodného stabilizatoru, s cilem provést syntézu
tak, aby bylo moZno kontrolovat velikost disperznich ¢astic. Pfipraveny koloid je charakte-
rizovan vhodnymi metodami (dynamicky rozptyl svétla, UV-VIS spektroskopie) a u vybra-

nych vzorki je rovnéz sledovana jejich interakce s buitkami.
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. TEORETICKA CAST
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1 POLYANILIN

Polyanilin fadime do skupiny vodivych polymeri, mezi které dale patii polyacetylen, poly-
pyrrol, polythiofen, polyfenylen ¢i poly-(p-fenylenvinylen). Vodivost polyanilinu je znama
jiz cela desetileti, avSak rostouci zajem o vodivé polymery se projevil az na koci sedmdesa-
tych let dvacatého stoleti poté, co budouci laureati Nobelovy ceny za chemii Heeger, Mac

Diarmid a Shirakawova publikovali své prace o polyacetylenu. [1]

Pti pohledu do historie 1ze konstatovat, ze polyanilin je pravdépodobné nejstar§im syntetic-
kym polymerem, ktery byl viibec ptipraven. Byl ziskan jiz v roce 1826 némeckym chemikem
Unverdorbenem jako vedlejsi produkt pyrolytické destilace indiga. Zelené oxidaéni pro-
dukty anilinu, které bychom v soucasnosti nazvaly polyanilinem, pak popsal roku 1840
Fritzsche. V roce 1862 britsky profesor chemie Lethby proved! elektrochemickou oxidaci
anilinu, ktera po alkalizaci vedla k modie zbarvenému vyslednému produktu, typickému pro
polyanilinovou bazi. Zac¢atkem minulého stoleti, Green a Woodhead navrhli pro oxida¢ni
produkty anilinu strukturu oktameru a nasledujici nazvy jeho jednotlivych oxida¢nich forem:
leukoemeraldin, emeraldin a pernigranilin. Polymerni povaha oxidaénich produktt anilinu
byla prokdzana az o mnoho desitek let pozdéji, avsak vyse uvedené ndzvy ptivodné navrzené
pro oktamery jsou pouzivany i v sou¢asnosti. V Ceskoslovensku byly syntetické postupy
vedouci k pripravé polyanilinu popsany roku 1968 Hozlem a kol. [1, 2, 3, 4]

1.1 Formy polyanilinu

Vzhledem k dobré ekologické stabilité a snadné piipravé piitahuje polyanilin velkou pozor-
nost. Polyanilin existuje v fadé forem, které¢ se od sebe navzajem li$i riznym stupném oxi-
dace, ¢i protonace (Obr. 2). V zavislosti na zpUisobu piipravy lze ziskat formy lisici se che-
mickou strukturou, stabilitou, zbarvenim a predevsim elektrickymi vlastnostmi. Zakladni
stabilni formou polyanilinu je zelen€ zbarvend, vodiva polyanilinova, neboli emeraldinova
stil, pro kterou je typicka vodivost v rozmezi 10 — 10* S.cm™ [3]. Obvykle vznika oxidaci
anilinu, naptiklad ve form¢ hydrochloridu nebo sulfatu. Pokud je protonovana emeraldinova
sul vystavena ptisobeni alkalii, vznikne nevodiva, modra, emeraldinova baze, jejiz vodivost
klesa az na 10°% — 10°® S.cm™[3]. Pfechod mezi vodivou a nevodivou formou polyanilinu
nastava pii pH 4 — 5 [5, 58]. N¢které literarni zdroje pak uvadéji rozmezi 5 — 6 [1]. Tento
proces je vratny [1]. Oxidaci emeraldinu ziskdme protonovany modry pernigranilin, jehoz

baze ma barvu fialovou. V tomto pripad¢ nastava piechod kyselina — baze pii pH 0 — 1.
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Modré formy, protonovany pernigranilin a emeraldinova baze, maji odlisny barevny odstin.

Redukci emeraldinu Ize pak ziskat bezbarvy, nevodivy leucoemeraldin. [1, 2, 3, 4]

Protonovany pernigranilin (modry) Pernigranilinova baze (fialova)
i i e 28Ol o
NH NH -_— N N
®
+H
“ ) -
Protonovany emeraldin (zeleny, vodivy) Emeraldinova baze (modra, nevodiva)
e e e e e O
NH NH NH N
®
+e +H

+€

Leukoemeraldin (bezbarvy)

ata gt

Obr. 1. Formy polyanilinu: emeraldin muze byt oxidovin na pernigranilin nebo
redukovan na leukoemeraldin. [1]

Jak jiz bylo zminéno, Samotna ptiprava polyanilinu je jednoduchd. Nej€astéji se pfipravuje
oxidaci anilinu peroxydvojsiranem amonnym v kyselém vodném prostiedi. Reakce je exo-
termni. Proces polymerace probih4 na vzduchu, pfi laboratorni teploté a béhem nékolika

minut vznika produkt s prakticky stoprocentnim vytézkem (Obr. 2). [2, 3, 4]

Q NH, + 5 n(NHg),S,04

HSO, HSO,
+3 I’leSO4 + 5 I’l(NH4)2SO4

Obr. 2. Rovnice oxidace polyanilinu. [1]
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1.2 Koloidni polyanilin

Vyuziti polyanilinu v riiznych aplikacich je do ur€ité miry omezeno jeho nerozpustnosti ve
vodném prostiedi a velmi Spatnou rozpustnosti vV organickych rozpoustédlech. Proto bylo
zna¢né usili vénovano piipravé 1épe zpracovatelnych forem tohoto polymeru. Jednou z moz-
nosti jak vyfesit problém zpracovatelnosti je ptiprava vodné koloidni disperze tohoto poly-
meru. Koloidni forma polyanilinu se chova jako bézna, kapalna disperze a lze s ni jednoduse

pracovat. [2, 4]

1.2.1 Disperzni polymerace

Disperzni polymerace je jednou z moznosti, jak pfipravit koloidni polyanilin. Tento typ re-
akce charakterizuji nasledujici vlastnosti: (1) monomer je misitelny s reakénim médiem (na
rozdil od emulzni nebo suspenzni polymerace); (2) polymer, ktery vznika béhem polyme-
race, zustava za danych podminek nerozpustny (stejné jako pii srazeci polymeraci); a (3)
makroskopickému srazeni polymeru je zabranéno ptitomnosti vhodného stabilizatoru. Vy-
tézkem disperzni polymerace jsou stabilni koloidni ¢astice chranéné pied dalsi agregaci po-

vrchovou vrstvou stérického stabilizatoru. [3]

1.2.2 Disperzni polymerace anilinu

Reakéni smés pro piipravu koloidniho polyanilinu obsahuje (1) monomer (anilin nebo anilin
hydrochlorid); (2) oxidaéni ¢inidlo (zpravidla peroxydvojsiran amonny); (3) stéricky stabi-
lizator; a (4) reak¢éni médium (voda, kyselina). Podminkou je rozpustnost vSech reaktantli na

zacatku reakce. [3, 6]

1.2.3 Stabilizatory

Bé&hem disperzni polymerace dochazi k navazani stabilizatoru na vysraZeny polyanilin. Po
vytvofeni disperzni Castice, stabilizator vytvoii na povrchu ¢astic plast’ rozpustnych fetézci,
ktery jim stericky brani v jejich op&tovné agregaci.

Ke stabilizaci disperznich soustav 1ze vyuzit fadu latek, naptiklad ve vod¢ rozpustné poly-

mery, funkéni polymery, kopolymery, ¢asticové stabilizatory, povrchové aktivni latky — sur-

faktanty a mnoho dalsich. [3]
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1.2.3.1 Vodorozpustné polymery

Pii stabilizaci polyanilinovych disperzi |ze vyuzit fadu ve vodé rozpustnych polymert. Mezi
zastupce této skupiny stabilizatora patii naptiklad: poly(vinyl alkohol) (PVAL), poly(N-vi-
nylpyrrolidon) (PVP), poly(methyl vinyl ether) (PMVE) nebo ethery celulézy. Pokud na-
hlédneme do literatury, Stejskal a kol. [7] pouzili ve své praci pro ptipravu polyanilinovych
disperzi hydroxymethylcelulézu a PVAL. Janca a kol. [8] pak stabilizovali polyanilin po-
moci poly(vinyl alkohol-co-vinyl acetatu). Dal§im zastupcem, velmi ¢asto zmiovanym V
literatufe je PVP, ktery ve své studii pouzili ke stabilizaci naptiklad Eisazadeh a kol. [9] a
Reide a kol. [10]. [3]

1.2.3.2 Surfaktanty

Surfaktanty jsou dalsi alternativou stabilizatord vyuZivanych pro piipravu stabilnich poly-
anilinovych koloidt. Produkty vyrobené polymeraci v ptitomnosti povrchové aktivni latky
0 nizké molekulové jsou V literatufe Casto popisovany jako ,,rozpustné” vodivé polymery
[11]. Prvni koloid stabilizovany pomoci aniontové povrchové aktivni latky byl pfipraven
DeArmitt a Armes [12] a to nahrazenim mineralni kyseliny v reakéni smési kyselinou do-
decylbenzensulfonovou (DBSA). Stejny stabilizator pouzili béhem polymerace anilinu také
napiiklad Gospodinova a kol. [13]. Kuramoto a Tomita [14] publikovali postup, kdy byl
anilin polymerovan v ptitomnosti dodecylbenzensulfonatu a Gill a kol. [15] pouzili pfi re-
akci jako stabilizator dodecylsulfat sodny (SDS). Tato reakce vedla ke vzniku stabilni ko-
loidni disperze. [3]

1.2.3.3 Csticové stabilizdtory

Typickym ptedstavitelem stabilizatorti na bazi ¢astic je ultra-jemny koloidni oxid kiemicity.
Castice oxidu kiemicitého o priméru 7 — 22 nm byly poprvé pouzity ke stabilizaci polyani-
linovych koloidt v praci Gilla a kol. [16, 17]. Vysledkem polymerace byla stabilni disperze
castic o submikronové velikosti s vyraznou morfologii pfipominajici maliny. Stejskal a kol.
[18] publikovali ptipravu koloidniho polyanilinu s pouzitim oxidu kiemicitého pfi riznych
reakénich podminkach. Biwas a kol. [19] pouzili zase pro stabilizaci polyanilonové disperze

oxid manganicity a Ray a kol. [20] nanocastice oxidu zirkonicitého. [3]

1.2.3.4 Polymerni latexy

Dalsi skupinou ¢asticovych stabilizatora jsou polymerni latexy. Beadle a kol. [21] provedli

polymeraci anilinu v pfitomnosti komer¢né dostupného chlorovaného kopolymerniho latexu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

s Casticemi 0 velikosti 200 nm. Anilin v ptitomnosti latexovych ¢astic polymerovali rovnéz
Terlemezyan a kol. [22] s cilem pfipravit kompozitni materialy. Vznik stabilnich koloidnich
produktt za pouziti poly(butadien-ko-styren-co-2-vinylpyridinového) latexu publikovali ve
své praci Xie a kol. [23]. [3]

1.2.3.5 Blokové a roubované kopolymery

Pro stabilizaci klasickych polymernich disperzi v bezvodém prostiedi jsou ¢asto pouzivany
blokové a roubované kopolymery [24, 25, 26]. Polymeraci anilinu v ptitomnosti blokového
polymeru polystyren-block-PEO vedouci k tvorbé stabilnich mikroc¢astic, popisuje Sapurina
a kol. [27]. Polymerace probihala z&asti na rozhrani jadra a obalu micely, kde se setkavaji
anilin zaclenény do jadra a oxidacni ¢inidlo, které je soucasti kontinudlni faze. Jelikoz je
anilin ¢aste¢né rozpustny i v kontinualni fazi, polyanilin vznikal rovnéz zde. Vysledkem
polymerace byly agregaty micel, jejichZ jadra byla potazena vodivym polymerem [27, 28].
Cooper a Vincent [29] uvefejnili ve své praci postup oxidace anilinu v pfitomnosti roubova-
ného kopolymeru, poly(ethyl-akrylat-co-styrenu)-graft-poly(ethylenoxidu), ktera vedla ke

vzniku stabilni disperze. [3]
1.2.4 Princip tvorby polyanilinovych koloidi

1.2.4.1 Koloid s polymernim stabilizdatorem

Pti ptipravé koloidni formy polyanilinu Ize s vyhodou vyuzit jeho schopnosti adsorbovat se
na jakékoliv povrchy, které jsou v kontaktu s reakéni smési. Oxidaci anilinu v kyselém vod-
ném prostiedi dochazi nejprve ke vzniku anilinovych oligomert. Ty jsou vice hydrofobni
nez pivodni anilinové kationty a maji tendenci vydélovat se z vodného prostiedi. Adsorbuji
se na dostupny povrch, jsou vice reaktivni a iniciuji dalsi rust polyanilinovych fetézcu. [3,
6]

Koloidni ¢astice polyanilinu vznikaji polymeraci anilinu v prostfedi s vhodnym stabilizato-
rem, ktery, dle publikovanych studii, ptebira roli povrchu, na ktery se polyanilin adsorbuje.
Anilinové oligomery se pak béhem polymerace postupné adsorbuji na fetézce stabilizatoru
(Obr. 5a). Dochazi k rustu polyanilinového fetézce a k vytvoreni polyanilinového jadra
(Obr.5b), v jehoz blizkosti pak probiha dalsi polymeracni proces, kde vznikaji stale nové
oligomery a polyanilinové fetézce. Koloidni ¢astice polyanilinu se dale formuje a roste (Obr
5¢). [6]
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Obr. 3. Vznik koloidni castice polyanilinu. [6]

1.2.4.2 Koloid s éasticovym stabilizatorem

Model tvorby koloidni ¢astice polyanilinu Ize ilustrovat i na ptikladu ¢astic tvofenych poly-

anilinem a oxidem kfemicitym [30]. Na zacatku polymerace je jedinou koloidni slozkou

V polymera¢ni smési ¢asticovy stabilizator, oxid kiemicity (Obr. 4a). V pribéhu polymerace

dochazi ke vzniku anilinovych oligomert (Obr. 4b), které se nasledné piipoji ke sterickému

stabilizatoru chemickym roubovanim nebo fyzikalni adsorpci (Obr. 4c). Castice oxidu kie-
micitého jsou ¢asteéné nebo zcela potazeny polyanilinem a dochazi k vytvoteni polyanili-

novych jader. Jadra v prib&éhu polymerace rostou a postupné vznika disperzni ¢astice (Obr.

4d). [3, 6]
% ¥
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Obr. 4 Model tvorby polyanilinovych castic v pritomnosti stabilizatoru, oxidu

kremicitého. [3]
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1.2.4.3 Koloid stabilizovany surfaktantem

Zcela odlisny mechanismus tvorby koloidnich ¢astic, byl navrzen pro piipad, Ze reakce je
vedena v pfitomnosti povrchové aktivni latky (surfaktantu). Pokud polymerace probiha
tort, které vyrazné ovliviiuji reakcni kinetiku, selektivitu a vytézek reakce. Misto zaclenéni
solubilizované latky tzce souvisi s jeji chemickou povahou. Nepolarni, vysoce hydrofobni
latky jsou zaclenény v uhlovodikovém jadru micely. Polarni nebo povrchové aktivni mole-

kuly jsou naopak solubilizovany na povrchu micely. [31]

Pro vysvétleni polymerace anilinu ve form¢ anilinového kationtu v kyselém vodném pro-
stfedi v pfitomnosti surfaktantu laurylsulfatu sodného (SDS) navrhli Kuramoto a kol. [32]
mechanismus, pii kterém se anilinové kationty adsorbuji pomoci elektrostatickych interakci
na povrch micely a anionické skupiny SDS jsou zcela za¢lenény do vodné faze. Urcita Cast
Na* protiionti je v§ak navazana na micelu a v kyselém prostiedi mize dojit k potlaceni elek-

trické dvojvrstvy, coz vede k redukci hustoty naboje micel. [31]

Na zakladé¢ literarni studie, 1ze ptedpokladat, Ze vétSina anilinovych monomert se solubili-
zuje na rozhrani faze micela — voda (Obr. 5). Dale je ziejmé, Ze nékteré z nich se mohou
adsorbovat na povrchu micely a ve velmi malém mnozstvi mohou existovat ve vodné fazi.
[31]

Obr. 5 Schéma zaclenéni anilinu v prostredi HCI do micely SDS. [31]
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1.2.5 Standardni pFriprava koloidniho polyanilinu podle IUPAC

Pii praktické pripraveé koloidniho polyanilinu podle IUPAC, kde je jako stabilizator pouzit
vodorozpustny polymer polyvinylpyrolidon (PVP), se rozpusti 2.59 g (20 mmol) anilinu
hydrochloridu a 2.0 g stabilizatoru (PVP) v 50 ml vody. Oddélené se ve stejném mnozstvi
vody rozpusti 5.71 g (25 mmol) peroxydvojsiranu amonného, oba roztoky se smichaji a ne-
chaji polymerovat. Reakéni smés po chvili postupné modra; nejprve se tvoii pernigranili-
nova forma polyanilinu, ktera po skonceni polymerace ptechazi na kone¢ny, zeleny emeral-
din. Proces polymerace probéhne pti laboratorni teploté ca za 10 minut. Pti snizené teploté

(1 -0 °C) je reakce ukoncena piiblizn€ za 1 hodinu. Reakce je exotermni. [3, 6]

1.2.6 Struktura a vlastnosti polyanilinovych disperzi

Studie zabyvajici se vlastnostmi polyanilinovych disperzi jsou zaméfeny piedevsim na zkou-
mani jejich elektrickych a optickych vlastnosti. Ostatni vlastnosti, jako je viskozita polyani-
linovych disperzi v zavislosti na obsahu polyanilinu [33] nebo zavislost na hustoté ¢astic
[34], byly dosud v literatufe popsany jen ziidka. Pro nasledné pouziti koloidnich polyanili-

novych disperzi ma zasadni vyznam jejich koloidni stabilita. [3]

1.2.6.1 Stabilita disperzi

Polyanilinové disperze vykazuji obvykle velmi dobrou dlouhodobou stabilitu. Avsak pouhé
vizualni posouzeni stability disperze nemusi byt vzdy spolehlivé. Dobrym ukazatelem sta-
bility je velikost ¢astic a jeji pfipadné zmény béhem skladovani. Tento parametr lze stanovit
metodou dynamického rozptylu svétla (DLS). Primérna velikost ¢astic stabilnich polyanili-
novych disperzi, stanovena metodou DLS se neméni ani po mésicich a letech skladovani. [3,
7, 35, 36]

1.2.6.2 Velikost castic

Velikost ¢astic 1ze charakterizovat vyse zminénou metodou DLS a elektronovou mikroskopii
[30, 37]. Velikost ¢astic ziskana metodou DLS je obvykle o néco vyssi ve srovnani s rozméry
ziskanymi elektronovou mikroskopii. Tento rozdil Ize ptisuzovat bud’ rozdilu mezi hydro-
dynamickym primérem castice (ziskanym na zdklad€ difuzniho koeficientu rozptylovou
metodou) a skute¢nym polomérem (ziskanym elektronovou mikroskopii) nebo zménam ve-
likosti Castic vznikajicim pfi pripravé vzorku (pro elektronovy mikroskop suché vzorky, pro

DLS ¢astice pozorované v kapalném prostiedi). [3]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

Velikost ¢astic polyanilinovych disperzi mize byt ovlivnéna fadou faktori, naptiklad vybé-
rem reakéniho média, teplotou a dalsimi podminkami reakce. Se zvySujicim se pomérem
stabilizator/monomer se praimérna velikost koloidnich ¢astic polyanilinu snizuje [36, 38,
39]. Velikost ¢astic je mozné ovlivnit také michanim reak¢ni smési v kombinaci s vhodnym
stabilizatorem. Takto byla sniZzena velikost Castic pii pouziti PVAL jako stabilizatoru, na
velikost ¢astic polyanilinové disperze stabilizované pomoci PVP vsak nemélo michani
zadny vliv. Disperze mohou byt také doprovazeny makroskopickou srazeninou polyanilinu
a to zejména pii nizkém pomeru stabilizator/monomer. Dale bylo zaznamenano, ze pii vyssi
reak¢ni teploté doslo ke zvyseni velikosti ¢astic [18, 30, 36]. Vétsi velikost ¢astic je také

Casto spojovana se zménou kulové morfologie. [3]

1.2.6.3 Struktura a tvar céastic

Vlastnosti a stabilita disperznich ¢astic jsou Casto interpretovany na zakladé predpokladu, ze
Castice maji morfologii ,,jadro-obal*. U vodivych polymert se jadro s nejvétsi pravdépodob-
nosti sklada z polymeru se za¢lenénym sterickym stabilizatorem tzn., ze ma kompozitni cha-

rakter [40, 41]. [3]

Plast, ktery je vytvoreny ze sterického stabilizatoru, Se nachazi se na povrchu jader, zabra-
fiuje jejich kontaktu a tim odpovida za koloidni stabilitu. Céstice se strukturou ,,jadro-obal
vznikaji pii disperzni polymeraci klasickych monomeri, jako je naptiklad styren, kdy mo-

nomer zpusobuje bobtnani vznikajici ¢astice a polymerace probiha uvniti ¢astic. [3]

To neplati v pfipadé monomeru anilinu, ktery bobtnani vznikajiciho polymeru nezptisobuje.
Jeho polymerace probiha v kontinualni fazi, kde dochazi k agregaci mikrocastic vysrazeného
polymeru spolu s adsorbovanym sterickym stabilizatorem do vétsich objektt. Také v tomto
ptipade¢ stericky stabilizator vytvari obal na povrchu ¢astic a ty pak mohou mit kompozitni
strukturu. Stericky stabilizator se za¢leiiuje do disperznich ¢astic a to zejména V ptipadg, ze

polymerace probiha pfi vysokém poméru stabilizator/monomer. [3]

Castice vznikajici pfi disperzni polymeraci klasickych monomert maji dokonaly kulovy tvar
a typickou velikost ¢astic v rozsahu mikrometrti. Naopak disperzni polymerace anilinu ¢asto
vede ke vzniku nekulové morfologie ¢astic. Tato jedinecnd vlastnost vyvolava velky zajem.
V literatuie [26, 42] byly popsany polyanilinové ¢astice, které mély tvar ryzového zrna nebo

jehlice s rtiznou velikosti polydisperzity. [3]
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1.2.6.4 Dalsi viastnosti disperzi

Prestoze polynilinové disperze obsahuji ¢astice vodivého polymeru, elektricka vodivost,
vodnych disperzi byla zkoumana pouze Sulimenkem a kol. [43]. Vodivost reak¢éni smési pii
polymeraci anilinu na polyanilin vzrostla dvojnasobné. V tomto ptipad¢ dospéli autoii k za-
véru, ze zmeéna vodivosti v pritbéhu polymerace byla spise zptisobena zvysenim iontové sily

reak¢ni smési, nez tvorbou vodivého polyanilinu. [3]

Reologické vlastnosti polyanilinovych disperzi byly zkoumany také jen ziidka. Ghosh a kol.
[44] studovali viskozitu polyanilinové disperze stabilizované PVP a zjistili, Ze viskozita za-
visi na poméru koncentraci polyanilin/PVP jen velmi malo. Wu a kol. [45] viskozimetrickym
méfenim prokazali, ze vodné roztoky sulfonovaného polyanilinu mély koloidni a nikoliv

molekularni povahu. [3]
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2 CHARAKTERIZACE

2.1 Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla (DLS), rovnéz nazyvany jako kvazielasticky rozptyl svétla
(QELS) nebo fotonova korelacni spektroskopie (PCS) je v soucasné dobé Siroce pouzivan

pro stanoveni velikosti koloidnich ¢astic. [46, 47]

DLS je metoda vhodna pro méteni velikosti ¢astic v submikronové oblasti [48, 49, 50]. Jejim
zakladem je méfeni fluktuace intenzity rozptyleného svétla z laserového zdroje okolo jeji
primérné hodnoty. Fluktuace intenzity rozptyleného svétla jsou zptisobeny Brownovym po-
hybem ¢astic a souvisi s interferencnim zeslabovanim a zesilovanim svétla rozptyleného na
nestacionarnich ¢asticich disperzni faze [51]. Cim rychleji ¢astice difunduiji, tim rychleji se
intenzita rozptyleného svétla méni. Rychlost téchto zmén zavisi tedy pifimo na pohybu mo-
lekuly. Okamzitou hodnotu fluktuace intenzity v ¢ase 7 popisuje pro kulové ¢astice stejného

tvaru autokorelacni funkce g(z) definovana vztahem:

g(t) = exp [—t/tc] 1)

kde c je tzv. relaxacni Cas, ktery je charakterizovan jako doba potiebna k navratu fluktuace
K primérné hodnot¢ intenzity rozptyleného svétla. Parametr zc je v Gizkém vztahu k difuz-
nimu koeficientu D rozptylujicich ¢astic, ktery Ize vyjadfit pomoci rovnice:

c= 1/D¢? 2

kde g je hodnota vinového vektoru, uréena vinovou délkou primarniho svételného paprsku

A athlem 6, pod nimZ je méfena intenzita rozptyleného svétla:

q = (47/2) sin(6/2) 3)

Na zakladé Stokesovy-Einsteinovy rovnice lze pak vypocitat pomoci transla¢niho difuzniho

koeficientu D velikost ¢astic:

d(H) = kT/37nD 4)

kde d(H) je hydrodynamicky primér castice, D je translacni difuzni koeficient, k je
Boltzmannova konstanta, T je absolutni teplota a # je viskozita disperzniho prostredi. [51,
52]
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Stejné jako fada dalSich metod ma DLS své vyhody a nevyhody. Mezi nesporné vyhody této
techniky patfi rychlé a snadné méteni trvajici od né€kolika sekund az po né€kolik minut. Me-
toda je absolutni, a tak kalibrace s Casticemi se znamou distribuci velikosti neni nutna. Navic
je pro meéteni potifeba velmi jen malé mnozstvi vzorku. Hlavni vyhodou této techniky je
omezeni jejiho pouziti na systémy s velikosti ¢astic od n¢kolika nanometri do nékolika mi-
kronti (4-5um). [46, 49, 51, 53]

Dalsim kritickym bodem aplikace DLS je ¢isténi a plnéni méfici kyvety. V ptipadé, ze me-
feny roztok obsahuje prach, nebo mikrobubliny, mtize dojit k naruseni nebo prekryti signalu
vzorku a méfeni pak miize byt ovlivnéno artefakty. Proto je nutna filtrace vSech pouzivanych
kapalin, zvlasté vody, a duikladné ¢isténi kyvet. [46, 51, 53]

DLS je vhodna metoda pro charakterizaci velikosti ¢astic latexi, pigmentt, emulzi, micel
a liposomii. Své uplatnéni si tato metoda nasla také v oblasti biologie a mikrobiologie, pti
urcovani velikosti materialt jako jsou bakterie, viry a DNA. [53, 54]

Metodu DLS pouzili pro stanoveni velikosti ¢asti koloidniho polyanilinu ve své praci napii-

klad Kucekova a kol. [94]

2.2 UV-VIS spektroskopie

Podstatou ultrafialové a viditelné spektroskopie je absorpce elektromagnetického zafeni
(UV-VIS) zfedénymi roztoky molekul v rozsahu vinovych délek 200-800 nm. Pfi absorpci
elektromagnetického zatfeni v tomto intervalu dochazi k excitaci valen¢nich elektront, které

jsou soucasti molekulovych orbitali. [55]

Latky, které absorbuji zafeni s vinovou délkou pod 380 nm, se jevi lidskému oku jako bez-
barvé. Latky, které absorbuji vinové délky v rozsahu od 380 do 770 nm, vnimame jako ba-
revné. Pokud latka absorbuje konkrétni vinovou délku (tedy urcitou barvu), pak se jevi zbar-

vena tzv. dopliikovou (komplementarni) barvou. [56]

Jednim ze stézejnich vztahti UV-VIS spektrometrie je Lambert-Beeriv zakon (5), ktery de-
finuje absorbance jako veli¢inu pfimo imérnou koncentraci absorbujici latky a tloust'ce ab-

sorbujici vrstvy.
A =¢.cl ®)

Kde A; je absorbance, &; molarni absorpcni koeficient (charakteristicky pro danou latku;
dmé.molt.cm™), ¢ je latkova koncentrace (mol.dm=3) a | je tloustka absorbujici vrstvy (cm).
[55]
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Molarni absorp¢ni koeficient, nazyvany také jako extinkéni koeficient je siln¢ zavisly na
vlnové délce a odpovidé absorbanci pti jednotkové tloust'ce absorbujici vrstvy a jednotkové
molarni koncentraci. Absorbance je aditivni veli¢inou, absorbuji-li zafeni dané vinové délky
dv¢ a vice slozek, je celkova absorbance souc¢tem absorbanci jednotlivych slozek. Lambert-
Beeriiv zakon plati pouze pro ziedéné roztoky o koncentraci piiblizng 102 mol.dm™3, zafeni
musi byt monochromatické a absorbujici prostifedi nesmi podléhat zadnym zménam b&éhem

méfeni. [55, 57]

2.2.1 Elektronova absorp¢ni spektra

Spektra v UV-VIS oblasti souviseji s preskoky elektront ve vnéjsich molekulovych orbita-

lech a proto jsou oznacovana jako molekulova. [55]

Vnitini energie molekuly je dana souctem energie elektronové, vibra¢ni a rota¢ni. Uvedené
energie nabyvaji pouze urcitych diskrétnich hodnot, které odpovidaji ptisluSnym energetic-
kym hladinam. Mezi zékladni a excitovanou elektronovou hladinou je daleko vétsi rozdil
energii (102 kJ.mol™), nez mezi dvéma sousednimi vibra¢nimi hladinami nebo rotaénimi hla-

dinami, kde je rozdil nejmensi (102 kl.mol™?). [55]

Pti ptfechodu molekuly do stavu o vyssi energii se vSak témét nikdy neuplatiiuje pouze sa-
motny elektronovy pieskok, ale dojde rovnéz ke zméné rotaéni i vibraéni energie. Molekula
se za standardnich podminek nachézi na zakladni vibra¢ni hlading a jeji elektrony nejsou
excitovany. Absorpci fotonu piijme molekula energii, ktera vede k ptechodu elektronu na
excitovanou hladinu a molekula pak pfejde na jednu z mnoha vibra¢nich a rota¢nich hladin.
To umozni absorpci fotonil jen o malo se liSicich energii a vytvoreni velmi blizkych absorpc-
nich ¢ar ve spektru, které splyvaji v pas. Proto maji vSechna molekulova spektra charakter
pasovy, na rozdil od atomovych spekter, ktera jsou ¢arova. Charakteristikou kazdého

absorpéniho pasu je pak vinova délka, pfi niz absorbance dosahuje maximalni hodnoty. [55]

Typy elektronovych ptechodl souvisi s vazebnymi (7, 5), anti-vazebnymi (XX) a nevazeb-
nymi (n) atomovymi a molekulovymi orbitaly. Polohu pasu urcuji energie orbitali, mezi

kterymi dochézi k pfechodu elektronu pii excitaci. Elektronové piechody rozdélujeme takto:
a) T — m*: charakteristické pro slou¢eniny s nasobnou vazbou a konjugované slouceniny;
€) N — m*: v nenasycenych slouceninach s volnym elektronovym parem a mn-elektrony;

b) n— o*: v nasycenych slouceninach, které obsahuji atomy O, N, S a halogeny;

d) 6—o* : ve slou¢eninach s absorbanci vinovych délek do 200 nm ve vakuové UV oblasti.
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UV-VIS spektroskopii je mozné vyuzit napiiklad ke zjisténi koncentrace sloucenin, které ve
své molekule obsahuji chromofory nebo v prito¢nych celach detektorti riznych separa¢nich
metod (napiiklad kapalinova chromatografie, kapilarni elektroforéza). Pro kvalitativni ana-
lyzu se UV-VIS spektra vyuzivaji jako dopliikova k identifikaci neznamych organickych
latek. Metoda je rychla, pfesna, experimentalné nenarocna a patii mezi nejstarsi vyuzivané

fyzikalné-chemické metody. [55]

Problematikou UV-VIS spekter koloidniho polyanilinu se zabyvali ve své praci Stejskal
a Kratochvil [58], ktefi zkoumali absorpéni spektrum polyanilinového koloidu, ve vodném
prostiedi a jako stabilizator pouzili PVAL. U polyanilinové baze ptipravené v alkalickém
prostiedi roztoku amoniaku a poté v N-methylpyrrolidonu byly nalezly vzdy dva absorpéni
pasy, jejichz maxima si byla blizka. Vysledek prace [58] potvrzuji i dalsi zdroje, které uva-
dgji, ze typické absorpéni spektrum pro modrou polyanilinovou bazi ma dva absorpéni pasy
umisténé mezi 315-345 a 610-650 nm [59, 60] a je zavislé na ptipravé a/nebo zpracovani
polyanilinu. [58]

V kyselém prostredi u protonované formy polyanilinu byla zaznamenana ptitomnost tii ab-
sorp¢nich past pii vinovych délkach 350, 430 a 810 nm. Vysledky se opét shoduji s dostup-
nou literaturou, ktera pro protonovany polyanilin uvadi pfitomnost téchto tii absorpénich
pést pii 325-360 nm [61, 62], 400-430 nm [59, 62, 63] a 780-826 nm [61, 64, 65]. Rada
publikaci [60, 66, 67] vSak rovnéZ informuje o sjednoceni prvnich dvou skupin pasi nebo o

jejich zkresleni v jeden pik s lokalnim maximem mezi 380 a 420 nm. [58]

Pifedmétem zajmu prace [58] bylo také studium absorpéniho spektra koloidniho polyanilinu
Vv zavislosti na zmén¢ pH disperzniho média (Obr. 6). Autofi zaznamenali, ze prvni pik ve
spektru polyanilinu v blizké UV oblasti ménil svou polohu pii ptechodu z alkalického do
kyselého prostiedi jen minimalné a jeho poloha zavisela na pH jen zanedbatelné. Druhy ab-
sorp¢ni pas pii 430 nm byl na spektru patrny pouze pii pH< 7 a po ptechodu do alkalického
prostiedi vymizel. V ¢ervené ¢asti spektra (610 nm) pak autoti zaznamenali pik typicky pro
polyanilinovou bazi v alkalickém prostiedi, poloha piku byla zavisla na pH a s jeho snizenim
se pik posunul do pasma s maximem pii vyssSich vinovych délkach, které je typické pro ky-

selé prostiedi (810 nm). [58]
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Obr. 6 Absorpcni spektra polyanilinové disperze v zavislosti na pH. [58]

Dale se prace zabyvala zavislosti absorpcnich spekter na koncentraci HCI v disperznim mé-
diu. Opticka spektra polyanilinové disperze v 1M a 10 M HCI a ve vod¢ jsou uvedena na
Obr. 7. Zatimco Se prvni absorpéni pas (350 nm) ménil s koncentraci HCI jen malo, druhy
absorpéni pas (430 nm) vykazoval slozit&jsi chovani. V praci autofi uvedli, Ze absorpéni pas
byl dobie patrny jiz v 0.01 M roztoku kyseliny chlorovodikové a ziistal zachovan i v 1 M
HCI. Dalsi zvySovani koncentrace kyseliny vsak vedlo k jeho postupnému snizovani. [58]
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Obr. 7 Absorpcni spektra polyanilinové disperze v 1M a 10M HCI. [58]
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V publikaci [58] byl uréen i molarni absorpéni koeficient, ktery je spolu s Lambert-Beero-
vym zakonem mozné pouzit pro vypocet koncentrace protonované formy polyanilinového
koloidu (soli). Pii vypoctu absorpéniho koeficientu byla koncentrace polyanilinové soli sta-
novena z hmotnosti pevnych latek po vysrazeni koloidni polyanilinové disperze v. metha-
nolu a po odecteni znamé hmotnosti PVAL (byl pouzit jako stabilizator). Absorpéni koefi-
cient polyanilinového koloidu dispergovaného v 1M HCI, s lokalnim maximem mezi 350 a
420 nm, ziskali autofi vynesenim zavislosti absorbance A tohoto lokalniho maxima proti
koncentraci soli ¢ (stanovené vySe popsanym postupem). Timto zpusobem byla ziskana li-
nearni zavislost a absorp¢ni koeficient byl stanoven ze smérnice této piimkové zavislosti

jako &= 31500 + 1700 cm?/g polyanilin hydrochloridu (Obr. 8). [58]
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Obr. 8 Maximalni absorbance A s lokalnim maximem mezi 350-420 nm v
zavislosti na koncentraci polyanilinové soli. Riizné disperze, ziredené 60
krat (e); zasobni disperze o znamé koncentraci polyanilinu ziedéna v riiz-
ném rozsahu (o). [58]
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3 BIOKOMPATIBILITA

Biokompatibilita je kliCovou vlastnosti potfebnou pro jakykoliv material, ktery ma byt v pfi-
mém styku s tkanémi. Je definovana jako schopnost materialu plnit pozadovanou funkci
s ohledem na klinickou aplikaci bez vyvolani jakykoliv nezadoucich lokélnich nebo systé-
movych ucinki na organismus nebo pacienta. Slouzi K vytvareni nejvhodnéjsi ptiznivé bu-
nééné nebo tkanové reakce v dané situaci, K podpoie funk¢nosti a k optimalizaci klinicky
odpovidajiciho vykonu 1é¢by. Biokompatibilni materialy by nemély vyvolavat imunitni re-
akci, nemély by vykazovat toxické, antigenni, karcinogenni a mutagenni vlastnosti. Material
mize byt klasifikovan jako biokompatibilni az ve chvili, kdy byl vystaven celé fad¢ testt (in
vitro testy, klinické studie atd.), které jsou definovany v mezinarodnich normach. [68, 69,
70,71, 72]

3.1 Cytotoxicita

Jednim ze zakladnich testl, které umoznuji Iépe porozumét biokompatibilité materialt je
test potencialni cytotoxicity. Cytotoxicita je vlastnost matrialu, ktera nema pfesnou definici
a lisi se v zavislosti na povaze studie. Cytotoxické t¢inky mohou byt naptiklad spojeny s bu-
nécnou smrti Nnebo mohou vést ke zméné metabolismu buriky. Obecné plati, Ze cytotoxicita

jakéhokoliv materialu vyjadiuje jeho potencial vyvolat neptiznivou odezvu bunek. [73, 74]

Cytotoxicita musi byt testovana u latek, které maji piijit do styku s buitkami, bud’ proto, Ze
se zkoumané slouceniny pouzivaji jako 1é¢iva, zdravotnické prostfedky nebo kosmetické

piipravky. Ve vysledku pak musi byt prokazano, Ze jsou tyto latky netoxické. [73]

Konkrétni volba testu pro stanoveni cytotoxicity zavisi na typu studie, povaze testovaného
materialu a predpokladaném mist€ pouZiti. Testovani cytotoxicity se provadi in vitro na bu-
néénych liniich a zahrnuje sledovani morfologickych zmén v buiikach, posouzeni integrity
bunécné membrany, méteni zivotaschopnosti buiiky a specifickych aspektti bunééného me-

tabolismu. [73]

Vlastni testovani lze rozdélit do nékolika tfid, z nichz se blize budeme zabyvat viabilitou

(zivotaschopnosti) a piezitelnosti bunék. [73]
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3.1.1 Viabilita bunék

Zivotaschopnost je okamzita nebo kratkodoba odpovéd’ bunék napiiklad na zménu integrity
membrany nebo poruseni urcité metabolické drahy, naptiklad v souvislosti s bunéénou pro-
liferaci. [73]

Testy viability jsou kratkodobé a pouzivaji se k méfeni podilu zivotaschopnych bun¢k vy-
stavenych potencialné traumatizujicimu procesu (primarni ¢lenéni, separace bun¢k nebo
kryogenni skladovani). Odrazeji poruseni integrity bunééné membrany, které se projevi bud’
vychytavanim barviva, pro které je normalné bunééna membrana nepropustna (trypanova
modf), nebo uvolnénim barviva, které je zadrzovano ve zdravych bunkach (neutralni cer-
ven). Tento okamzity G¢inek latky na bunky nemusi vzdy piedvidat jejich konecné preziti.
[73]

3.1.2 Prezitelnost bunék

Ackoliv jsou kratkodobé testy pohodIné a obvykle rychle a snadno proveditelné, jsou
schopny identifikovat pouze buiiky, které jsou mrtvé (propustné) jen v dobé testu. Casto se
vsak Gcinek toxickych latek projevi na bunikach az o né€kolik hodin nebo dokonce dni poz-
d&ji. Povaha zkousek pozadovana pro méteni zivotaschopnosti bunék v del§im ¢asovém ho-
rizontu je tedy odlisna, protoze v dob¢, kdy se méteni provadi, mohou mrtvé bunky zmizet.
Z tohoto divodu jsou k prikazu preziti bunék pouzivany dlouhodobé testy, jelikoz kratko-
doba toxicita mize byt reverzibilni. Prezitelnost bunék tedy znamena dlouhodobé zachovani
jejich regeneracni schopnosti a to po pét a vice generaci. Efektivnim ukazatelem miry preziti

je schopnost bungk tvoftit kolonie tzv. plating efficiency. [73]
3.1.3 Metody testovani cytotoxicity in vitro

3.1.3.1 Klonogenni test

Klonogenni test miize byt proveden vice zptisoby a umoznuje sledovat nejen miru preziti
bunck, ale zejména schopnost jejich dal§iho rozmnozovéni (zachovéani schopnosti repro-

dukce). [73]

Principem metody je vysev bunééné suspenze v exponencidlni fazi rastu v dilucni fad¢ nej-
Castéji na vice-jamkové desky. Délka inkubace se odviji od rychlosti rustu jednotlivych bu-
néénych linii a povahy cytotoxinu, zpravidla se pohybuje od 1 do 3 tydnd. Pred vlastnim

vyhodnocenim jsou buiiky fixovany a obarveny napftiklad krystalovou violeti. Pii ndsledném
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hodnoceni se spocita pocet vytvorenych kolonii skladajicich se z vice nez 50 bun¢k (vice

nez 50 generaci). [73, 76]

3.1.3.2 MTT test, test mitochondrialnich funkci

MTT test byl poprvé popsan Mossmannem v roce 1983. Jedna se o univerzalni metodu pouzi-
vanou pro stanoveni zivotaschopnosti bunék. [73]

MTT (3-[4,5- dimethyl-2- thiazolyl]-2,5- diphenyl-2H- tetrazolium bromid) je zluté ve vodé
rozpustné tetrazoliové barvivo, které se redukuje zivymi, nikoli mrtvymi bunkami na fialovy

produkt formazan, nerozpustny ve vodném prostiedi.
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Obr. 9 Redukce MTT na formazan.

Princip testu je zalozen na vystaveni bunék, které se nachazeji v exponencialni fazi ristu,
cytotoxické latce. Doba expozice je obvykle stanovena jako doba potiebna pro maximalni
poskozeni bunék, pfiemz je také ovlivnéna stabilitou cytotoxické latky. Po odstranéni cy-
totoxické latky se bunky ponechaji proliferovat tak, aby se zdvojnasobila jejich populace.
Tim je mozné odlisit Zivotaschopné, proliferujici buriky od téch nezivotaschopnych, které se
jiz mnozit nemohou. Pocet preziv§ich bun¢k je poté stanoven nepiimo, pomoci redukce
MTT barviva, ke které dochazi na mitochondrialni membrané respiraci piezivsich bunék.
Mnozstvi formazanu se nasledné urc¢i spektrofotometricky, za pouziti vhodného rozpousté-

dla pfi vlnové délce 540 nebo 570 nm. Vyssi hodnoty absorbance (vice redukovaného for-

mazanu) odpovidaji vys§imu poctu prezivsich bunék. [73]

3.1.3.3 Prutokova cytometrie

Pratokova cytometrie (flow cytometry) je rychla pfesna a reprodukovatelna metoda, ktera

slouzi k analyze biologickych castic a bunék, které prochazeji piistrojem v proudu nosné
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kapaliny, ptes paprsek svétla (laseru). Umoziuje sou¢asné méteni nékolika bunéénych pa-
rametrd najednou (napiiklad velikost bungk, jejich pfesny pocet, granularitu, intenzitu flu-
orescence) a poskytuje zaroven piehled o distribuci téchto parametri v populaci bunék zkou-
maného vzorku. [77]

K vlastni analyze fyzikalné-chemickych vlastnosti bun¢k dochazi béhem jejich prichodu
laserovym paprskem. Ve chvili kdy bunka paprsek zktizi, dojde k lomu a rozptylu svétla,
ktery podle sméru a tthlu byva oznacovan jako piimy rozptyl (forward scatter, FSC) nebo
boc¢ni rozptyl (side scatter, SSC). FSC je umérny velikosti buniky a SSC je indikator vnitini
bunééné struktury. Detekovana je rovnéz fluorescence prochazejicich bunék nebo castic,
pfi¢emz intenzita fluorescence jednotlivych bun¢k odpovidd mnozstvi struktur, které na sebe
vazou fluorescenéni barviva (fluorochromy). Fluorescen¢ni barvivo navazané na analyzo-
vané bunky nebo ¢astice absorbuje svétlo uréité vinové délky vyzafované laserem a nasledné
Cast takto absorbovaného svétla emituje. Emitované svétlo ma vsak odlisnou vinovou délku,
nez svétlo absorbované. [77, 78]

Vlastni zatizeni, pritokovy cytometr, se sklada ze tfi hlavnich systémii: fluidniho, optického
a elektronického. Fluidni systém pfepravuje ¢astice do specidlniho prostoru, kde dochézi ke
ktizeni drahy laserového paprsku a proudu téchto ¢astic (bunék). Opticky systém se sklada
z laseru a ze soustavy optickych filtrti, umoznujicich detekci svételného signalu piislusnymi
optickymi detektory. Systém elektronicky pak ptrevadi svételné signaly na elektricke, které
mohou byt analyzovany pocitacem [77, 78].

Prutokova cytometrie ma Siroké vyuziti nejen v klinické praxi jako vyznamna diagnosticka
metoda v hematologii, onkologii a imunologii, ale také v zakladnim biologickém vyzkumu.
[79]
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Soucasné studie zabyvajici se problematikou koloidniho polyanilinu jsou piedev§im véno-
vany polyanilinovym disperzim pfipravenym riznymi metodami stabilizace, se zamétenim
na jejich materidlové vlastnosti (vodivost, elektrochemické chovani, stabilita) a potencidlni
aplikace (naptiklad ochrana proti korozi [80, 81], katalyza organickych reakci [82]). Vedle
standardni metody dle IUPAC [6] kde jsou polyanilinové disperze stabilizovany bézn¢ uzi-
vanymi sterickymi stabilizatory (napiiklad PVP nebo PVAL), byl nedavno Cruz-Silvou a
kol. [83] publikovan postup, kdy byl anilin enzymaticky polymerovan chitosanem (stericky
stabilizator) v pfitomnosti toluensulfonové nebo kafrsulfonové kyseliny. Vysledkem této
prace byly stabilni koloidni disperze s velikosti ¢astic pod 200 nm. Dostupné studie také
popisuji polymeraci anilinu v micele [31, 84], v reverzni micele [80, 85] nebo v emulzi [86,
87]. Kim a kol. [31] popsali ptipravu koloidnich nanoéastic polyanilinu v pfitomnosti mice-
larniho roztoku SDS ve vodném prostiedi. Takto pfipravena disperze byla stabilni a velikost
jejich Eastic se pohybovala v rozmezi 10-20 nm. Obdobného vysledku doséahli ve své praci
také Han a kol. [88], kteti provedli polymeraci anilinu v ptitomnosti vodného roztoku kyse-
liny dodecylbenzensulfonové (DBSA). Vznikly koloid byl stabilni s velikosti ¢astic 20-30

nm.

4.1.1 Biologicka aktivita koloidniho polyanilinu

Ackoli je polyanilin zkouman jiz fadu let, jeho biologické vlastnosti byly dosud popsany jen
vzacné€. Zaroven jsou tyto studie zaméfeny predevsim na bézny polyanilinovy prasek a po-
lyaniliné filmy. Jmenovité byly naptiklad popsany cytotoxicita, drazdivost, senzibili-
zace [89] a antibakterialni vlastnosti [90, 91] polyanilinového prasku pfipraveného v souladu
s postupem stanovenym IUPAC [6]. Dalsi studie zabyvajici se biologickymi vlastnostmi,
jako je in-vivo reakce tkani a polyanilinu, jsou vétSinou testovany na polyanilinovych fil-
mech pfipravenych na rtiznych nosnych plochach [92] a na polyanilinovych kompozitech
[93]. [94]

Biologicka aktivita koloidniho polyanilinu byla poprvé zkoumana Kucekovou a kol. [94]
teprve nedavno. Testovany koloid byl ptipraven standardnim zptisobem [6] s PVP jako sta-
bilizatorem. Jednim z cili této studie bylo rovnéz stanoveni cytotoxicity koloidu. Vysledky
ukdazaly, Ze viabilita bun¢k se po kontaktu s koloidem sniZovala s jeho rostouci koncentraci
Vv kultivaénim médiu. Zatimco prah cytotoxicity koloidniho polyanilinu aplikovaného na

buiiky HaCaT byl v blizkosti koncentrace 345 ug.ml?, v piipadé druhé testované bunééné


http://www.sciencedirect.com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/S0927776514000289#bib0030
http://www.sciencedirect.com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/S0927776514000289#bib0040
http://www.sciencedirect.com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/S0927776514000289#bib0055
http://www.sciencedirect.com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/S0927776514000289#bib0060
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linie, NIH/3T3, byla tato koncentrace nizsi (105 ug.ml™). Analogické vysledky byly publi-
kovany také v praci Oh a kol. [95], ktefi testovali cytotoxicitu polyanilinu ve form¢ nano-
¢astic (rovnéz s PVP jako stabilizatorem), které se lisily pomérem délky a Sitky (aspect ra-
tio). V této studii autoii nepozorovali zadny znatelny vliv na zivotaschopnost bunék pti kon-
centraci polyanilinu niz8i, nez 25 pg.ml™. Vyznamné sniZeni Zivotaschopnosti bunék poprvé
zaznamenali nad koncentraci 100 pg.ml™.

Kucekova a kol. [94] rovnéz provedli studii, ve které se zabyvali rozliSenim zdravych,
apoptotickych a nekrotickych bunék po osetieni polyanilinem a oxidativnim vzplanutim ne-
utrofill. V této Casti prace zjistili, ze pocet zdravych, nekrotickych a apoptickych bunék
rovnéz zavisi na koncentraci polyanilinového koloidu a Ze kritickd koncentrace polyanilinu
je pro biologicky bezpe¢né aplikace 150 pg.ml™?. Tato hodnota byla také uvedena jako kon-
centraéni limit pro aktivitu neutrofilii tzn., Ze pod touto hodnotou koloidni polyanilin nebyl
schopen stimulovat produkci reaktivnich forem kysliku. [94]

V publikaci [94] byly zkoumany také antibakterialni vlastnosti koloidu. Autofi uvadi, ze
citlivost bakterii na koloidni polyanilin je zavisla na druhu bakterie. Jako ptiklad jsou uve-
deni dva zastupci gram-negativnich bakterii. U bakterie Escherichia coli pozorovali inhibici
ristu, jiz pfi koncentraci koloidniho polyanilinu 3 500 pg.ml?, u bakterie Pseudomonas
aeruginosa byl antibakterialni i¢inek poprvé zaznamenan pii nejvyssi testované koncentraci
8 500 ng.ml. Antibakterialni aktivita pozorovéana v této studii byla porovnana se studii pu-
blikovanou Gizdavic-Nikolaidis a kol. [96] provedenou na polyanilinovém prasku. Porov-
nani bylo provedeno na zakladé podobnosti metod pouzivanych pro antibakterialni testovani.
Gizdavic-Nikolaidis a kol. [96] pfipravili ,,koloidni formu* re-suspendaci standardniho po-
lyanilinového prasku v zivné ptdé. Srovnani vysledki ukazalo, Ze polyanilinovy koloid ma

vyssi antibakterialni aktivitu, neZ re-suspendovany polyanilinovy prasek. [94]


http://www.sciencedirect.com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/S0927776514000289#bib0175
http://www.sciencedirect.com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/S0927776514000289#bib0170
http://www.sciencedirect.com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/S0927776514000289#bib0170
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5 CILE PRACE

Cilem piedlozené diplomové prace bylo zpracovat zadané téma formou literarni reserSe
a soustiedit se na problematiku koloidnich polyanilinovych disperzi a jejich vhodnych sta-
bilizatord. Cilem bylo rovnéz popsat vlastnosti koloidl, vénovat se metodam jejich charak-

terizace a v neposledni fadé i postuptim vhodnym pro stanoveni jejich biokompatibility;

V praktické c¢asti bylo tkolem pfipravit stabilni koloidni polyanilin v pfitomnosti vhodného
stabilizatoru a provést syntézu tak, aby bylo mozno kontrolovat velikost disperznich ¢astic.
Dalsim ukolem bylo provést zakladni fyzikalni a chemickou charakterizaci ptipraveného

koloidu a testovat jeho interakci s bunikami.
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1. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

6 MATERIAL A METODY

6.1 Material

6.1.1 Pouzité chemikalie

Anilin hydrochlorid (Sigma Aldrich, >98 %)
Anilin (Sigma — Aldrich, > 99.5 %)

- Ammonium persulfat (Sigma Aldrich, 98 %)
Kyselina chlorovodikova (HCI, 35 %)

Polyanilinova disperze byla pfipravena v pfitomnosti péti rozdilnych stabilizatort:

- Poly-N-vinylpyrrolidon (PVP, M = 36 000 g. mol, type K9Y, Fluka)

- Kyselina hyarulonovd (HA-A (M = 1.8 — 2.1 10° g.mol}); HA-B (M = 50.28 103
g.mol ™))

- Chitosan, ¢islo produktu C3646, stupeni deacetylace > 75 %, molekulovd hmotnost
neuvedena (Sigma Aldrich)

- Dodecylsulfat sodny (SDS, lauryl sulfat sodny), anionicky surfaktant, HLB 40
(Sigma — Aldrich, >98.5 % (GC))

- Triton X-100 (TX 100, Polyethylene glycoltert-octylphenyl ether), neionicky surfak-
tant, HLB 13.5 (Sigma Aldrich)

- Tween 20 (TW 20, Polyethylenglykol sorbitan monolaurat), neionicky surfaktant,
HLB 16.7 (Sigma Aldrich)

6.1.2 Laboratorni sklo a plasty

Laboratorni sklo pouZivané pro biologické testy, bylo sterilizovano horkym vzduchem pfi
teploté 160 °C po dobu 240 minut. Laboratorni plasty byly sterilizovany v autoklavu pfi
teploté 121 °C po dobu 20 minut. Veskery material, ktery byl pouzit pii praci v biologickych
laboratofich (mikrotitracni destiCky, Spicky, zkumavky aj.) byl dekontaminovan pfti teploté

121 °C po dobu 20 minut v autoklavu.

6.1.3 PouZité zaFizeni a pomiicky

- Analytické vahy Denver Summit, SI-A203A (Merci)

- Autoklav Steam Stelirizer, 3870ELPV-D (Tuttnauer)

- Automatické mikropipety Eppendorf Research (Eppendorf)
- Centrifuga Eppendorf 5702 R (Eppendorf)
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- Fotometr Infinite M200 Pro NanoQuant (Tecan)

- Inkubator Heracell 1501 (ThermoScientific)

- Laminarni box s fizenou cirkulaci vzduchu HERAsafe KSP (ThermoScientific)

- Spektralni fotometr photo Lab 6600 UV-VIS (WTW)

- Svételny mikroskop s fazovym kontrastem Olympus IX 81 (Olympus)

- ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments)

- Adalsi bézn¢ pouzivané sklo (kadinky, ty¢inky, zkumavky) a laboratorni plasty (mi-

krotitra¢ni desticky, Spicky pro automatické mikropipety, Kyvety)
6.2 Disperzni polymerace anilinu

6.2.1 Stabilizace pomoci PVP - modifikace postupu IUPAC

Jednotlivé vzorky byly pfipraveny oxidaci anilin hydrochloridu (0.2 M) peroxydvojsiranem
amonnym (APS) o koncentraci 0.25-0.01 M v pfitomnosti vodného roztoku PVP (2 %; M =
36 000 g.mol™). Piesné slozeni reakénich smési je uvedeno v Tab. 1. Anilin hydrochlorid
byl rozpuitén v 5 ml vodného roztoku PVP o koncentraci 40 g.I"t. Polymerace byla zahajena
pfidavkem 5 ml vodného roztoku APS o dané koncentraci. Reakéni smés byla kratce zami-
chéana a ponechana v klidu polymerovat:

a) pii 20 °C;

b) pii 0 °C.

Reakce byla ukoncena pii teploté 20 °C béhem 10 minut, pfi teploté 0 °C do 40 minut.

Tab. 1 Slozeni reakcnich smési pro pripravu koloidniho PANI v pritomnosti stabilizdtoru
PVP. Polymerace byla provedena p7i 0 a 20 °C

Oznc;l;‘iri)alz?\t/:orku (anil}?rloﬂyc/g?;?ﬁlirid) Koncentrace (APS)
20 °C 0°C (M) (9) (M) 9)
PL-A P2-A 0.20 0.250 0.25 0571
P1-B P2-B 0.20 0.250 0.20 0.456
Pi-C P2-C 0.20 0.250 0.15 0.342
P1-D P2-D 0.20 0.250 0.10 0.228
PI-E P2-E 0.20 0.250 0.05 0.114
PI-F P2-F 0.20 0.250 0.01 0.023
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6.2.1 Stabilizace kyselinou hyaluronovou

Vzorky koloidu byly pfipraveny oxidaci anilin hydrochloridu (0.2 M) APS o rtizné koncen-
traci v pfitomnosti stabilizatoru, kyseliny hyaluronové o dvou riznych molekulovych hmot-
nostech, HA-A (M = 1.8 — 2.1 10° g.mol) nebo HA-B (M = 50.28 10° g.mol™?). Piesné

slozeni jednotlivych reakénich smési je uvedeno v Tab. 2.

V prvni sad¢ experimentt byl pouzit vodny roztok HA-A o koncentraci 2-0.5 %. Koncen-
trace anilin chloridu (0.2 M) a APS (0.05 M) byla konstantni. V druhé sadé¢ experiment

byla pouzita HA-B o koncentraci 1-0.5 % a ménila se koncentrace APS.

Vlastni experiment probihal nasledovné: anilin hydrochlorid byl rozpustén v 5 ml vodného
roztoku HA-A nebo HA-B. Polymerace byla zahdjena pomalym, postupnym piidavanim
5 ml vodného roztoku APS, které trvalo ca 10 minut. Reak¢éni smés byla béhem piidavku
APS michéna a poté ponechana v klidu polymerovat pii pokojové teploté. Reakce byla ukon-

¢ena po 40 minutach.

Tab. 2 Slozeni reakcnich smési pro pripravu koloidniho PANI v pritomnosti stabilizdtoru
kyseliny hyaluronové. Ve vzorcich HA-A byla pouzita HA s M = 1.8 — 2.1 x 10° g.mol* a
HA-B s M = 50.28 10®g.mol*

Oznaceni veorku Koncentrace (anilin hydrochlorid) Koncentrace (APS)
Koncentrace HA (%) (M) © (M) ©
HA-Al 2.0 0.2 0.259 0.05 0.114
HA-A2 1.0 0.2 0.259 0.05 0.114
HA-A3 0.5 0.2 0.259 0.05 0.114
HA-B1 1.0 0.2 0.259 0.05 0.114
HA-B2 0.5 0.2 0.259 0.05 0.114
HA-B3 0.1 0.2 0.259 0.05 0.114
HA-B4 1.0 0.2 0.259 0.01 0.023
HA-B5 0.5 0.2 0.259 0.01 0.023
HA-B6 0.1 0.2 0.259 0.01 0.023

6.2.2 Stabilizace chitosanem

Jednotlivé vzorky byly piipraveny oxidaci (1) anilin hydrochloridu (0.2 M) (CH-A) nebo
(2) anilinu (2 hm%) (CH-B) peroxydvojsiranem amonnym (APS) o rizné koncentraci v pfi-

tomnosti roztoku chitosanu. VSechny reaktanty byly rozpustény v 1M HCI. Chitosan byl
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rozpoustén pres noc za stalého michani. Pfesné slozeni reakénich smési je uvedeno v Tab.

3.

Vlastni experiment probihal nasledovné: Anilin hydrochlorid/anilin byl rozpustén v 5 ml
roztoku chitosanu. Polymerace byla zahdjena postupnym piidavanim 5 ml roztoku APS
(10 minut) za stalého michani. Reakéni smés byla poté nechana v klidu polymerovat pti
pokojové teploté. Reakce byla ukoncena béhem 40 minut. Pfiprava vzorkti CH-B probihala

obdobné¢, avsak polymerace byla provedena v ultrazvukoveé lazni.

Tab. 3 Slozeni reakcnich smési pro pripravu koloidniho PANI v pritomnosti stabilizdtoru
chitosanu. Polymerace provedend s anilin hydrochloridem (CH-A) a anilinem (CH-B)

Koncentrace (Anilin hydrochlo-
Oznaceni vzorku rid) Koncentrace (APS)
Koncentrace CH (%)
(M) (9) (M) (9)
CH-A1 0.5 0.2 0.259 0.05 0.114
CH-A2 0.1 0.2 0.259 0.05 0.114
Oznaceni vzorku Koncentrace (Anilin) Koncentrace (APS)
Koncentrace CH (%) (hm. %) (M) )
CH-B1 1.0 2 0.05 0.114
CH-B2 0.5 2 0.05 0.114
CH-B3 0.1 2 0.05 0.114
CH-B4 1.0 2 0.01 0.023
CH-B5 0.5 2 0.01 0.023
CH-B6 0.1 2 0.01 0.023

6.2.1 Stabilizace surfaktanty

Pro ptipravu koloidniho polyanilinu stabilizovaného surfaktanty byly pouzity SDS, Tri-
ton X-100 a Tween 20. Roztok 0.1 M (nebo 1 M HCI) byl ptipraven ptidanim 35 % HCI do
demineralizované vody, a pouzit jako vodna faze micelarniho roztoku. Piesné slozeni pro

kazdou reak¢éni smés je uvedeno v Tab. 4.

V prvni sadé experimentd, byla ménéna koncentrace anilinu v rozsahu 0.03-0.1 M, pficemz

koncentrace SDS (0.2 M) byla konstantni. Ve druhé sadé experimentti se ménila koncentrace
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SDS a konstantni zlstala koncentrace anilinu (0.03 M) a APS. Ve teti sad¢ experimentt byl

ménén pomér anilin/APS, pti konstantni koncentraci SDS (0.2 M) a anilinu (0.03 M).

Pro ptipravu polyanilinové disperze obsahujici stabilizatory Triton X-100 a Tween 20 byla

zvolena koncentrace anilinu 0.03 M, koncentrace Triton X-100 byla 0.1 M, koncentrace

Tween 20 0.05 M a pomér anilin/APS ¢inil 2:1.

Vlastni experiment probihal nésledovné: do 40 ml reakéni smési byl za michani, po kapkach

po dobu 15 minut ptikapavan APS rozpustény v 10 ml 1 M, resp. 0.1 M HCI (sloZeni jed-

notlivych reak¢nich smési je uvedeno v Tab. 4). Poté byla smés ponechana v klidu polyme-

rovat. Reakce byla ukon¢ena béhem dvou hodin, véetné doby ptikapavani APS.

Tab. 4 Slozeni reakcnich smési pro pripravu polyanilinu v pritomnosti surfaktantii

Koncentrace Koncentrace
Stabilizator (stabilizator) (anilin) Koncentrace Pomér
Oznaceni vzorku M) ©) (M) ©) HCI (M) anilin/APS
S1-A | 0.20 | 2.884 | 0.03 | 0.140 0.1 2:1
S1-B 0.20 | 2884 | 0.05 | 0.233 0.1 2:1
S1-C | 0.20 | 2.884 | 0.08 | 0.373 0.1 2:1
S1-D | 0.20 | 2.884 | 0.10 | 0.465 0.1 2:1
SDS S2-A | 040 | 5.768 | 0.03 | 0.279 1 2:1
S2-B 0.60 | 8.652 | 0.03 | 0.279 1 2:1
S3-A | 020 | 2.884 | 0.03 | 0.279 1 1:1
S3-B 0.20 | 2.884 | 0.03 | 0.279 1 1:15
S3-C | 0.20 | 2.884 | 0.03 | 0.279 1 1:2
Triton X-100 | TX100| 0.10 | 3.235 | 0.03 | 0.279 1 2:1
Tween 20 TW20 | 0.05 | 3.079 | 0.03 | 0.279 1 2:1
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6.3 Charakterizace koloidniho polyanilinu

6.3.1 Velikost éastic

Meéieni velikosti castic pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS) bylo provedeno na pfi-
stroji Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments). Pro méfeni bylo pouzito pfislusné mnozstvi
vzorku koloidu v 1 ml 1M HCI, ktera byla 2x filtrovana pies filtr s velikosti pora 0.22 pum.
Vsechna méteni velikosti Castic byla provadéna pfti teploté 25 °C a rozptylovém thlu 173 °.
Vyhodnoceni vysledki bylo provedeno softwarem pouzitého pfistroje a velikost ¢astic byla
vyjadiena jako z-primér velikosti koloidni ¢astice, coz je intenzitn€ vazeny stfedni primeér
velikosti, ktery je nejcastéji pouzivanou veli¢inou pro vyjadieni velikosti ¢astic z méfeni
DLS. Byl rovnéz stanoven index polydisperzity Pdl, jenz vyjadiuje Sitku distribuce velikosti

¢astic ptitomnych ve vzorku.

Dale byla pomoci DLS stanovena zména velikosti koloidnich ¢astic v pritbéhu polymeraéni
reakce koloidu, kde byl stabilizatorem PVP. Pro experiment byly vySe uvedenym postupem
piipraveny polymeracni smési (P1-B, P1-F). Z kazdé smési byly po 0, 1, 2, 4, 6, 8 a 10
minutdch od zahéjeni polymerace postupné odebirdny 2 pl reakéni smési do 1 ml 1M HCI,
ktera byla 2x filtrovana pies stiikackovy filtr s velikosti por 0.22 um a byly méteny hodnoty

velikosti ¢astic.

6.3.2 Sledovani pribéhu polymerace koloidniho polyanilinu UV-VIS

Sledovani priub&hu polymerace probihalo na spektralnim fotometru photo Lab 6600 UV-
VIS. Reak¢ni smési (S1-A) a (S1-C) byly piipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 5.2.3.
Absorpéni spektrum bylo zaznamenano v rozsahu vinovych délek 200-800 nm v zavislosti
na rychlosti barevné zmény reakéni smési, kterd odrazela rychlost probihajici polymerace.
Barevna zména polymeracni smési zacala po indukcéni dobé€ (ca 5 — 15 min) od ukonceni
pridavku APS. Ze vzorku (S1-A) bylo vzdy pfesné odpipetovano 140 ul reakéni smési do 3
ml 1M HCI a absorpéni spektra byla métfena po 15, 25, 30, 40, 50, 60, 120, 240, 480 minu-
tach a 24 hodinach. Ze vzorku (S1-C) bylo vzdy piesné odvazeno 0.062 g reak¢éni smési do
3 ml 1M HCI, absorpéni spektra byla méfena po 5, 10, 15, 20, 30, 60, 120, 240, 480 minutach
a 24 hodinach.
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6.3.3 Stanoveni koncentrace polyanilinu v koloidnim roztoku

Koncentrace polyanilinu v koloidnim roztoku byla stanovena pro vzorky S1-A a S1-C.
Vzorky byly ptipraveny presnym odpipetovanim 1 M HCI a piislusného mnozstvi koloid-
niho roztoku polyanilinu (S1-A nebo S1-C), Tab. 5. Absorp¢ni spektra koloidt byla méfena
v rozsahu vinovych délek 200-800 nm na spektralnim fotometru photo Lab 6600 UV-VIS
(WTW). Poté byly odec¢teny hodnoty absorbance pii odpovidajici maximalni vinové délce
375 nm, pro S1-A (0.546) a S1-C (0.465), ze kterych byly dale vypoéteny hodnoty koncen-
trace jednotlivych vzorkt koloidniho polyanilinu pomoci Lambert-Beerova zakona (Rov. 5).
Vypocet koncentrace polyanilinu byl proveden na zakladé hodnoty absorpéniho koeficientu
& (31 500 cm?/g.cm) publikované Stejskalem a Kratochvilem [59] a hodnoty absorbance A
zmétené pro piisluSny roztok (Tab. 5). Ptiklad vypoctu je uveden nize. Vysledna koncen-

trace byla nasledné vynasobena ptislusnym fedénim a je rovnéz uvedena v Tab. 5.

A 0.546
Cs1-4 = g1 31500cm?/g - 1cm

=1.73-10"%g.ml"* = 17.3 pg.ml~?!

Tab. 5 Hodnoty absorbanci pro vzorky koloidu S1-A a S-C, jejich koncentrace a odpovidajici
koncentrace polyanilinu v koloidu

Vzorek Mnozstvi ko- Mnozstvi 1 M Absorbance Koncentrace po-
loidu [ul] HCI [ml] lyanilinu [pg.ml™]
S1-A 100 2.90 0.546 520.0
S1-C 50 2.95 0.465 885.7

Koncentrace polyanilinu 520 pg.ml™* (S1-A ) a 885.7 ug.ml* (S1-C) byly pouzity jako vy-
chozi hodnoty (100 %) pro dal$i vypocty koncentraci polyanilinu (ug.ml?) pro stanoveni
cytotoxicity (viz Tab. 13).
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6.4 Buné¢né linie
6.4.1 Priprava vzorku pro stanoveni cytotoxicity — dialyza

Testované vzorky (S1-A, S1-C) byly pied vlastnim testovanim cytotoxity podrobeny dia-
lyze. Dialyza byla provedena proti 0.2 M HCI, ktera byla pfipravena smichanim pottebného
mnozstvi 35 % HCI s destilovanou vodou. Pro dosazeni maximalni permeability byla nej-
prve dialyza¢ni membrana Float-A-Lyzer G2 ponoifena na 10 minut do 10 % roztoku eta-
nolu, poté dikladné proplachnuta a nasledné vlozena na 20 minut do destilované vody. Do
takto pfipravené dialyza¢ni membrany bylo odpipetovano 10 ml vzorku, membrana byla
uzaviena a vlozena do 600 ml 0.2 M HCI. Dialyza trvala 48 hodin a v jejim prub¢hu byl
dialyza¢ni roztok celkem 5x vyménén (po 2, 4, 8, 16, 24 hodinach).

6.4.2 PouZité bunécné linie
V ramci studie byly pouzity buniky buné&cné linie mysich fibroblasti NIH/3T3 (ATCC CRL-
1658). Jako kultivaéni médium bylo pouzito Dulbecco’s Modified Eagle Medium, s vys$Sim
obsahem glukozy, ke kterému bylo dle navodu pro kultivaci bunék pfidano 10 % teleciho
séra a antibiotikum (Penicillin/Streptomycin, 100 U/ml (100 pg.ml?), PAA Laboratories
GmbH). Bunky byly kultivovany jako adherentni kultura v polystyrenovych kultivac¢nich

nadobach (TPP). Podminky kultivace (teplota 37 °C, konstantni relativni vlhkost a 5% at-

mosféra oxidu uhli¢itého) byly zajistény pomoci inkubatoru Heracell 150i.

6.4.3 Trypsinizace a prekultivace

Po dostate¢ném namnoZzeni adherovanych bunék, které byly zkontrolovany pomoci inverto-
vaného svételného mikroskopu s fazovym kontrastem Olympus 1X 81, byla provedena sa-
motna prekultivace bun¢k. VSechny niZe popsané kroky byly provedeny v laminarnim boxu
s fizenou cirkulaci vzduchu HERAsafe KSP. Nejprve bylo z kultivaéni nadoby s buinkami
co nejdokonaleji odsato kultivaéni médium. Vsechny zbytky média a séra (obsahuje Ca?
ionty, které inhibuji trypsin) byly poté odstranény kratkym oplachnutim fosfatovym pufrem
(PBS; 0.2 ml.cm™ plochy misky) a jeho opétovnym odsatim. Déle byl piidan trypsin (0.1
ml.cm2 plochy misky), jehoz tikolem bylo pieruseni vazeb jak mezi adherovanymi buiikami
a kultivaénim povrchem, tak 1 mezi jednotlivymi bunkami. Pisobeni trypsinu probihalo v
inkubatoru Heracell 150i za pribézné kontroly mikroskopem Olympus 1X 81 a trvalo do
oddéleni bunék, nejdéle vSak po dobu 20 minut. Po dokonalém oddéleni bunék bylo do této

nadoby pfidano stejné mnozstvi kultivaéniho média, jako bylo mnozstvi pfidaného trypsinu
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a roztok s bunikami byl pomoci pipety pieveden do centrifugacni zkumavky. Centrifugace
byla provedena na centrifuze Eppendorf 5702 R pii teploté 37 °C, po dobu tii minut, pfi
rychlosti 1100 rpm. Po centrifugaci byly bunky koncentrovany na dné zkumavky a po odsati
supernatantu byl jejich pfiblizny podet 2.10". Pro dalsi praci byly buiiky nafedény kultivaé-
nim médiem na pozadovanou koncentraci 1.10° bunék/ml. Takto p¥ipravené buiiky byly na-
sazeny do 96 jamkovych polystyrenovych testovacich desti¢ek v objemu 100 ul do kazdé z
jamek. Celkem byly piipraveny 3 desticky, které byly nasledné kultivovany po dobu 24 ho-

din v inkubatoru Heracell 150i.

6.4.4 Pridavek testované latky

Testovani cytotoxicity bylo provedeno v souladu s ISO normou 10 993-5 ,,Zkousky na cy-
totoxicitu in vitro“ s drobnymi upravami. Po uplynuti doby potiebné pro prekultivaci bylo
médium z jamek odsato a nasledné nahrazeno roztoky koloidniho polyanilinu o ptislusné
koncentraci v mnozstvi 100 pl. Na zaklad¢ ptredbéznych testl byly pouzity tyto koncentrace
koloidu: 1; 0.9; 0.8; 0.7; 0.6; 0.5; 0.4; 0,3; 0.2; 0.1; 0.05 a 0.01 %, kterym odpovidaly kon-
centrace polyanilinu vzorku S1-A a S1-C (ug.ml™?) uvedené v Tab. 13. Viechny testy byly
provedeny Ctytikrat a jako reference bylo pouzito Cisté kultivaéni médium bez testovanych
slozek. Testované koncentrace koloidu byly fedény ¢istym kultivacnim médiem, naptiklad
koncentrace koloidu 1 % byla ziskana smichanim 1 pl 100% koloidniho polyanilinu s 99 pl
média. Po pfidani jednotlivych roztokl byly buiiky opét 24 hodin kultivovany v inkubétoru
Heracell 150i.

6.45 MTT test

K posouzeni cytotoxického Uc€inku byl pouzit MTT test. Po uplynuti 24 hodinove kultivace
byly z jamek odsaty roztoky o vySe uvedenych koncentracich koloidu, v pfipadé kontroly
pak médium. Poté bylo do jamek s bunikami pfidano ¢isté médium a MTT o koncentraci
0,5 mg.ml™%. Buiiky s MTT byly nasledné &tyfi hodiny kultivovany. Po uplynuti této doby
bylo z kazdé jamky nejprve odpipetovano 40 ul roztoku, které bylo ponechano v pipeté.
Zbyly roztok byl odsén a ponechanych 40 pul bylo vraceno zpét do jamky. Dale bylo pfidano
80 pl dimethylsulfoxidu a po 15 minutach kultivace bylo provedeno spektrofotometrické
vyhodnoceni cytotoxicity pfistrojem Infinite M200 Pro NanoQuant, pii vinové délce 570 nm

a referen¢ni vinové délce 690 nm.

Odstranéni odlehlych hodnot bylo provedeno pomoci Dixonova Q testu. Pro vyhodnoceni

byly pouzity pouze stfedni primérné hodnoty a dle pozadavki mezinarodni normy ISO
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10993-5 [97] byla pouzita nasledujici stupnice cytotoxického ucinku testovanych vzorku:
(a) necytotoxicky ucinek (mnozstvi viabilnich bun¢k vyssi nez 80 %); (b) slabé cytotoxicky
ucinek (mnozstvi viabilnich bun¢k 60 — 80 %); (c) stiedné cytotoxicky Ucinek (mnoZzstvi
viabilnich bun¢k 40 — 60 %); (d) siln€ cytotoxicky G€inek (mnoZstvi viabilnich bun¢k mensi

nez 40 %).
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7 VYSLEDKY

7.1 Charakterizace velikosti ¢astic koloidniho polyanilinu

Velikost ¢astic koloidniho polyanilinu pfipraveného v pfitomnosti riznych typt stabilizatorti
byla sledovana za pomoci méfeni velikosti ¢astic stanovenych, jako ,,z-primeér* ¢astic na
pristroji Zeta Nano ZS. Tento z-prumér vyjadiuje intenzitné vazenou stiedni hodnotu veli-
kosti v§ech Castic pfitomnych v disperzi. Dale jsou uvedeny distribu¢ni kiivky velikosti ¢as-
tic ziskané z ,,intenzitni* distribuce, které maji informacni hodnotu predev§im v piipade
vzorkll s bimodalni nebo multimodalni distribuci velikosti ¢astic (pfitomnost dvou a vice
piki). Tyto udaje poskytuji informaci o velikosti ¢astic v kazdém z ptitomnych pikd, stejné
jako o zastoupeni ¢astic s riznymi velikostmi ve vzorku vyjadiené jako procenta (%) z cel-
kového mnozstvi ¢astic. Jako dalsi informace jsou uvedeny stiedni hodnoty indexu polydis-

perzity (Pdl), ze kterych Ize usuzovat na $ifku distribuce ¢astic ve vzorku.

V ramci kontroly méteni byla stanovena opakovatelnost méteni velikosti ¢astic disperzi (z-

primer), ktera byla vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka (Sr) tii stanoveni.

7.1.1 Stabilizace PVP

Cil ptipravit ¢astice koloidniho polyanilinu s fizenou velikosti byl nejprve feSen pomoci mo-
difikace zakladniho postupu publikovaného v [6]. Tato modifikace byla pouZzita pro pfipravu
polyanilinové disperze s PVP jako stabilizatorem (PANI-PVP) pfi teploté€ a) 20 °C ab) 0 °C
pro rizné koncentrace APS (0.25-0.01 M), (Tab. 5). V Tab. 5 jsou uvedeny informace o z-
priaméru velikosti ¢astic, hodnoty PdI a jejich relativni smérodatné odchylky (Sr). Jelikoz
bylo v pribéhu charakterizace disperzi pomoci DLS zjisténo, ze se velikosti ¢astic neméni,

byly nékteré vzorky méteny pouze jednou, a proto zde neni uvedena Sr.

Z vysledkti v Tab. 5 je zifejmé, Ze pii teploté 20 °C doSlo se zménou koncentrace APS 1 ke
zmeéné velikosti koloidnich ¢astic. Obecné Ize pozorovat, ze ve dvou nejvysSich koncentra-
cich APS (0.25 a 0.2 M) byla velikost ¢astic nejvyssi (> 360 nm). Pii koncentraci APS 0.15-
0.05 M se velikost ¢astic snizila a pohybovala kolem 270 nm. Dosud uvedené vzorky vyka-
zovaly monomodalni distribuce, svédcici o ptitomnosti jedné populace Castic. Dalsi snizeni
koncentrace APS na 0.01 M, vedlo k ptipravé koloidu s velikosti ¢astic 124 nm a bimodalni
distribuct, kde hlavni populace ¢astic méla velikost nad 500 nm a tvofila vice jak 70 % Castic
a vedlejsi populace méla velikost ¢astic mezi 50-60 nm a tvofila ca 30 % vSech ¢astic (Obr.

10). Na Obr. 10 je zaznamenana distribuce ¢astic/polymernich klubek samotného PVP a
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PANI-PVP piipraveného s ASP o koncentraci 0.01 M. Z distribu¢nich kiivek je ziejmé, ze
pti nizké koncentraci APS zistava v disperzi i samotny polymerni stabilizator PVP. Tuto
skutecnost 1ze vysvétlit tim, ze vzhledem k nizké koncentraci jednoho z monomerti (APS)
nedoslo k dostatecnému rtistu polymeru polyanilinu na vSech PVP fetézcich. Z vysledkt této
studie tedy plyne, Ze na velikost ¢éstic koloidniho polyanilinu ma vliv i pomér mezi stabili-
zatorem a oxida¢nim ¢inidlem. Pfi nizké koncentraci oxidac¢niho ¢inidla (APS), zlistava v re-

ak¢ni smési 1 samotny PVP a ve vysSich koncentracich APS vznikaji vétsi Castice.

Tab. 6 Hodnoty velikosti castic PANI-PVP Vv zadvislosti na koncentraci APS (z-priimér) a
hodnoty indexu polydisperzity vzorkii koloidniho polyanilinu pripraveného pri teploté 0 °C
a20°C

t (°C) | vzorek Kg\npc; rg\r/la)ce Z'%ﬁ%ér Sr (%) PdI Sr (%) | Distribuce”
P1-A 0.25 369 2.6 0.213 11.6 MM
P1-B 0.20 376 0.2 0.232 7.9 MM
P1-C 0.15 275 1.3 0.181 3.9 MM
20 P1-D 0.10 270 1.1 0.185 10.3 MM
P1-E 0.05 276 1.9 0.225 54 MM
P1-F 0.01 124 115 0.910 17.1 UM
P2-A 0.25 309 0.4 0.176 8.4 MM
P2-B 0.20 303 N* 0.200 N MM
P2-C 0.15 279 1.9 0.194 16.0 MM
0 P2-D 0.10 271 N 0.237 N MM
P2-E 0.05 274 N 0.272 N MM
P2-F 0.01 301 N 0.325 N MM

Poznamka™: N...nestanoveno, MM...monomodalni, BM...bimodalni, UM...unimodalni
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Obr. 10 Distribuce velikosti ¢astic cistého PVP (prerusovana ¢dra) a vzorku P1-F o kon-
centraci APS 0.01 M (plna cdara).

V piipad¢, kdy byla polymerace provedena pii teploté 0 °C, se velikost ¢astic pii zméné
koncentrace APS pohybovala v rozmezi 270 — 310 nm (Obr. 11) a distribuce velikosti ¢astic

byly monomodalni (Obr. 12).
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Obr. 11 PANI-PVP zavislost z-priuméru Velikosti castic na koncentraci APS,;
provedeni reakce pri teploté 0 a 20 °C.
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Obr. 12 Ukdzka monomodalni distribuce velikosti ¢astic PANI-PVP (teplota 0 °C, kon-
centrace APS = 0.25 M).

Pokud porovname oba zptlisoby piipravy a) 20 °C a b) 0 °C je ziejmé, ze v ptipad€ nizsi
teploty neméla koncentrace APS na vyslednou velikost ¢astic vyznamny vliv. Jinak tomu
bylo pii teploté 20 °C, kdy doslo ve vyssich koncentracich APS (0.2-0.25 M) k nardstu ve-
M pak vykazoval hodnotu z-priméru nizsi (viz diskuse vyse). Co se tyka hodnot PdlI,
pfi obou reakénich teplotach byly indexy polydisperzity témeét shodné, rozdil nastal az
u vzorku pfipraveného s APS 0 koncentraci 0.01 M (Obr. 13), kdy PdI koloidniho polyani-

linu ptipraveného pfi teploté 20 °C byl vyrazné vyssi.

V ptipadé¢ vyssi teploty a nizké koncentrace APS méla ziejmé na vyslednou velikost ¢astic
vliv i kratka reakéni doba (10 minut), zapti¢inéna praveé vyssi teplotou, kdy pravdépodobné
nedoslo k dostatecnému navazani polyanilinu na pfitomny stabilizator (PVP). Naproti tomu
pfi teploté 0 °C byla reakéni doba ca 40 minut, a tak i pfes niz$i pomér oxidac¢niho ¢inidla
(APS) doslo k vytvoteni ¢astic s monomodalni distribuci. Vysvétleni lze pravdépodobné
hledat v nizké reak¢ni teploté. Je totiz znamo, Ze pii nizsich teplotach probiha polymerace
do vyssich molekulovych hmotnosti a vétsi velikost ¢astic pfi reakéni teploté 0 °C muize byt
vysledkem tohoto efektu. Velikost ¢astic zavisi tedy nejen na teploté, ale i na poméru stabi-

lizatoru a oxidacniho ¢inidla a dobé€ reakce.
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Obr. 13 PANI-PVP zavisiost Pdl na koncentraci APS V reakcéni smési.

V dal§im experimentu byla sledovana zména velikosti ¢astic PANI-PVP v zavislosti na re-
akénim case pii standardni koncentraci PVP a anilin hydrochloridu a dvou rozdilnych kon-
centracich APS, 0.2 M a 0.01 M. Vysledky byly vyhodnoceny stejnym zplisobem, jako tomu
bylo v ptedchozim ptipadé a jsou uvedeny v Tab. 7 a na Obr. 14. Z tohoto obrazku je ziejmé,
ze pti vyssi koncentraci APS (0.2 M) velikost ¢astic s prodluzujici se dobou reakce nejprve
rostla a poté doslo k jeji mirné redukci. Obdobné vysledky byly zaznamenany i pro nizsi
koncentraci APS. Zde se velikost ¢astic béhem prvnich dvou minut pohybovala v oblasti pod
100 nm, poté doslo k jejimu zvySeni, pficemz maximalni velikost 298 nm byla namétena
Vv Sesté minuté reakce. Poté opét nastal mirny pokles ve velikosti ¢astic az na kone¢nou hod-

notu 262 nm. Tato velikost ¢astic se s dalSim prodlouZenim reakéniho Casu jiZ neménila.
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Obr. 14 PANI-PVP: zadvislost z-priuméru na reakcnim case (P1-B: koncen-
trace APS = 0.2 M, P1-F: koncentrace APS = 0.01M).
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Tab. 7 Hodnoty velikosti ¢dastic PANI-PVP Vv zavislosti na case (z-priimér) a indexu polydis-
perzity vzorkii koloidniho polyanilinu

&as (min) | Vzorek Kznpcse rg\r/la)ce Z'F();frlnn)lér Sr(%) | Pdl | Sr(%) | Distribuce
0 161.8 7.9 0.624 16.0 UM
1 149.4 1.7 0.320 2.0 BM
2 273.4 0.8 0.291 1.0 BM
4 P1-B 0.20 336.6 11 0.268 1.9 MM
6 388.5 2.1 0.271 8.3 MM
8 338.8 0.9 0.257 3.1 MM
10 292.0 0.9 0.166 5.6 MM
0 59.9 6.0 0.313 17.6 BM
1 72.5 2.3 0.358 18.3 BM
2 62.9 2.2 0.383 4.5 UM
4 P1-F 0.01 (0.023) 297.6 0.3 0.330 3.2 BM
6 320.7 0.5 0.670 1.0 UM
8 304.7 4.2 0.697 1.7 UM
10 261.9 0.2 0.732 0.7 UM

JelikoZ distribuce ¢astic zaznamenané béhem polymeracni reakce nebyly pouze monomo-
dalni, jsou zde pro lepsi vysvétleni pribehu polymerace uvedeny i distribucni kiivky veli-

kosti ¢astic (Obr. 15 a 16).

Pokud se podivame na Obr. 15, je patrné, Ze distribu¢ni kiivky vzorkd PANI-PVP pfiprave-
nych s vyssi koncentraci APS (0.2 M) byly béhem prvnich dvou minut reakce multimodalni.
Ihned na zacatku reakce (zelena kiivka, 0 minut) byly ve vzorku ptitomny tii frakce, prvni
o velikosti ¢astic 300 — 400 nm, ktera tvorila ca 65 % vSech ¢astic, druha o velikosti 40 — 50
nm, jejiz procentualni zastoupeni bylo ca 30 % a teti frakce s velikosti nad 5 pm tvofila asi
5 % vSech castic. V prvni minuté pak byla distribuce ¢astic bimodalni, kde hlavni populaci
92 % tvorily Castice o velikosti kolem 230 nm a vedlejsi populaci 8 % castice o velikosti
okolo 30 nm. V dalsi minuté doslo k dal§imu sniZeni procentudlniho zastoupeni ¢astic s
mensi velikosti a 97 % pak tvofily ¢astice o velikosti kolem 450 nm. Poté, v delSich reakc-

nich ¢asech, uz byly vSechny distribu¢ni kiivky monomodalni. Pokud namétena data porov-
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name s distribuéni kiivkou zaznamenanou pro PVP (Cervend kiivka), lze soudit, Ze na za-
¢atku reakce, béhem prvnich dvou minut bylo v reakéni smési pfitomné i samotné¢ PVP.
Zietelné je rovnéz videt, jak se zastoupeni tohoto polymerniho nosice v priubehu reakce sni-

zuje a dochazi k rtstu polyanilinového fetézce na koloidnim stabilizatoru.
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Obr. 15 Distribuce velikosti ¢astic PANI-PVP v zavislosti na case, vzorek P1-B (koncen-
trace APS = 0.2 M). Samotny PVP (plna Seda cdara), P1-B na pocatku polymerace (0
minut; plnd cerna cara), P1-B v 1 minuté (teckovana cara), P1-B ve 2 minuté (prreruso-
vana cara).
Z Obr. 16 je zjevné, Ze v ptipadé nizsi koncentrace APS (0.01 M) byl béhem prvnich dvou
minut pfitomen zejména samotny PVP, kde hlavni populaci (98 %) tvotily ¢astice o velikosti
80 — 100 nm. B&hem naésledujicich minut velikost ¢astic rostla, ve ¢tvrté minuté pak hlavni
populaci tvotily ¢astice o velikosti ca 400 nm a v desaté minuté ¢astice s velikosti okolo 750
nm. Jejich procentudlni zastoupeni bylo zpravidla vice jak 80 %. Vedlejsi populaci tvotily
Castice s velikosti 40 — 60 nm a tvofily maximalné 20 % z celkového mnoZstvi ¢astic. Od
ctvrté minuty tedy dochazelo k vyraznéjSimu navazani polymeru na pfitomny stabilizétor,
pficemz pomér oxidacniho Cinidla a stabilizatoru byl nizky. Tim lze vysvétlit i skutecnost,
ze 1 v desaté minuté byla distribuéni kiivka stale bimodalni a byla zde zjevné ptitomna po-
pulace svédcici o pfitomnosti nezreagovaného PVP. Stejné jako v pitipadé PANI-PVP pfi-
praveného pii 20 °C pii koncentraci 0.01 M APS, zde mély vyznamnou roli vedle poméru

stabilizator/oxidacni ¢inidlo i reakéni Cas a teplota.
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Obr. 16 Distribuce velikosti ¢astic PANI-PVP v zavislosti na case, vzorek P1-F (koncen-

trace APS = 0.01 M). Samotny PVP (sedd plna c¢ara), P1-F ve 2 minuté (cernd plna cara),

P1-F ve 4 minuté (teckovand cara), P1-F v 10 minuté (prerusovand éara).
Na Obr. 17 jsou znazornény zmény indexu polydisperzity u vzorkl koloidl pfipravenych
s APS o koncentraci (0.2 M). Je patrné, Ze hodnota PdI byla ihned na zacatku reakce vysoka,
pak nésledoval jeho vyrazny pokles, ktery byl do osmé minuty téméf konstantni, dalsi sni-
zeni nastalo jesté v desaté minuté. V piipade reakce provedené s koncentraci APS 0.01 M
byl pozorovan opa¢ny prubéh. Kdy se na zacatku reakce index polydisperzity pohyboval
v rozmezi 0.3 — 0.4, v Sest¢ minuté doslo k jeho prudkému nartstu a poté se dale mirné

zvySoval. Numerické vyjadieni hodnot PdI odpovida pribéhu reakce popsanému vyse.
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Obr. 17 PANI-PVP zavislost Pdl na ¢ase (P1-B: koncentrace APS = 0.2 M,
P1-F: koncentrace APS = 0.01M).
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7.1.2 Stabilizace v pritomnosti kyseliny hyaluronové a chitosanu

V dalsi sérii experimentii byl modifikovany postup dle IUPAC pouzit i pro pfipravu koloid-
niho polyanilinu v pfitomnosti vysokomolekuldrnich polysacharidi, kyseliny hyaluronové
(PANI-HA) o dvou riznych molekulovych hmotnostech, HA-A (M = 1.8 — 2.1 10°g.mol™?)
nebo HA-B (M = 50.28 10° g.mol™?) a chitosanu (PANI-CH).

V ptipadé PANI-HA byly vzorky koloidu pfipraveny nejprve v ptitomnosti vodného roztoku
HA-A o koncentraci 2-0.5 % (Tab. 8). Vzorek HA-A1 ptipraveny s obsahem 2 % stabiliza-
toru zprvu vykazoval koloidni charakter s velikosti ¢astic ~ 1 um. Tyto ¢astice byly vSak
natolik velké, ze béhem nasledujicich 24 hod doslo k jejich sedimentaci. Zbylé vzorky (HA-
A2, HA-A3) s niz§im obsahem HA pak vytvofily ihned béhem reakce polymerni prasek. U
vzorkt HA-B, kde byla pouZita kyselina hyaluronové s niz§i molekulovou hmotnosti, pfi-
¢emz se ménila koncentrace APS, se béhem reakce vytvoril ve v§ech ptipadech ihned prasek,
a proto nebyla velikost ¢astic pomoci DLS métena (Tab. 7). Obdobné chovani bylo pozoro-
vano i v publikaci [29], kde byl jako stabilizator pouzit polyethylenoxid. Pokud byl pouzit
polymer s vyssi molekulovou hmotnosti (M > 10°), vznikl p#i polymeraci koloid, byla-li
molekulova hmotnost poethylenoxidu nizka, nemél jiz stabiliza¢ni funkci a byl pfipraven

polyanilin ve formé préasku.

Tab. 8 Hodnoty velikosti c¢astic PANI-HA Vv zavislosti na koncentraci HA a APS (z-primeér)
a hodnoty indexu polydisperzity vzorkii koloidniho polyanilinu

Oznaceni vzorku Koncen- Z-prumér Distri-
Koncentrace HA (%) trac(?vﬁ\PS (um) St (%) Pl St (%) buce
HA-Al 2.0 0.05 1.3 3 0.474 7 UM
HA-A2 1.0 0.05 5.1 2 0.516 20 MM
HA-A3 0.5 0.05 6.1 13 0.346 30 MM
HB-B1 1.0 0.05 4.8 5 0.655 47 BM
HB-B2 0.5 0.05 3.9 23 0.509 10 BM
HB-B3 0.1 0.05 prasek N N N
HB-B4 1.0 0.01 prasek N N N N
HB-B5 0.5 0.01 prasek N N N N
HB-B6 0.1 0.01 prasek N N N N
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Déle byl pro reakci pouzit vysokomolekularni typ chitosanu, ktery nebyl pii pH dané reakce
zcela rozpustny a tvoril mirné turbidni disperzi, ve které byly ptitomny ¢astice nedokonale
rozpustného polymeru. Pii postupu, kdy byly jednotlivé vzorky pfipraveny oxidaci anilin
hydrochloridu (CH-A) APS o rizné koncentraci, viz Tab. 8, doslo u obou vzorka (CH-AL,
CH-A2) ihned k vytvofeni velmi hrubé disperze s velikosti ¢astic okolo 3 um. Tyto ¢astice

viditeln¢ sedimentovaly.

V druhém piipad¢ byl anilin hydrochlorid nahrazen anilinem (CH-B); pouzité¢ koncentrace
chitosanu, APS a velikosti ¢astic v jednotlivych vzorcich jsou uvedeny v Tab. 9. Vzorky,
které byly pfipraveny v pritomnosti 1 a 0.5 % chitosanu, nezavisle na koncentraci APS,
se jevily jako polyanilinové koloidy s bimodalni distribuci velikosti ¢astic. NejlepSich vy-
sledkti pak bylo dosazeno pfi slozeni reak¢énich smési 1 % chitosanu a 0.05 M (CH-B1),
nebo 0.5 % chitosanu a 0.01 M APS (CH-B5), viz Obr. 18. Velikost koloidnich ¢astic pro
vzorek CH-B1 byla ca 1 um a pro vzorek CH-B4 ca 0.7 um. Tyto ¢astice byly zastoupeny
z vice jak 90 %. Minoritni podil dal$ich populaci ¢astic tvofilo maximalné 10 %. Pfipravené
koloidy vsak nebyly stabilni a béhem 24 hodin byla ve vzorcich pozorovana sedimentace
¢astic. V pripad¢ pouziti 0.1 % chitosanu se vytvorila hruba disperze s velikosti ¢astic ca 4

pm.

Tab. 9 Hodnoty velikosti ¢astic PANI-CH v zavislosti na koncentraci chitosanu a APS (z-prii-
mer) a hodnoty indexu polydisperzity vzorkii koloidniho polyanilinu

Oznaceni vzorku Koncentrace | z-pramér | Sr Sr I
Konce?ot/(r)f)glce CH APS (M) (um) (%) PdI (%) Distribuce
CH-Al 0.5 0.05 3.0 1 0.267 17 BM
CH-A2 0.1 0.05 2.9 2 0.236 17 BM
CH-B1 1.0 0.05 0.9 2 0.361 5 BM
CH-B2 0.5 0.05 1.7 6 0.594 29 BM
CH-B3 0.1 0.05 3.3 16 0.414 9 BM
CH-B4 1.0 0.01 1.6 3 0.368 13 BM
CH-B5 0.5 0.01 0.7 3 0.330 19 BM
CH-B6 0.1 0.01 4.3 21 0.996 1 MM
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Obr. 18 Priklady distribuci velikosti ¢astic PANI-CH o koncentraci chitosanu 1 %. Ob-
sah APS: plnd ¢dra 0.05 M (CH-B1), prrerusovand ¢dra 0.01 M (CH-B4).

7.1.3 Stabilizace surfaktanty Triton X-100 a Tween 20

Dalsi moznosti, jak pfipravit koloidni polyanilin s ¢asticemi o mensi velikosti, bylo pouziti

neionickych surfaktanti Triton X-100 (PANI-TX 100) a Tween 20 (PANI-TW 20).

Z tabulky 10 je zfejmé, ze mensi Castice vznikaly v pfitomnosti Tween 20, jako stabilizatoru,

ptfi¢emz jejich primérna velikost byla 8 nm. Velikost ¢astic koloidniho polyanilinu se sta-

bilizatorem Triton X-100 pak byla ca 18 nm. Z Obr. 19 plyne, Ze distribuce obou vzorkt

byly monomodalni a koloidni polyanilin stabilizovany neionickym surfaktantem Tween 20

m¢él nizsi primérnou velikost a uzsi distribuci velikosti ¢astic.

Tab. 10 Hodnoty velikosti ¢astic PANI-TW 20 a PANI-TX 100 (z-prumér) a hodnoty indexu

polydisperzity vzorki koloidniho polyanilinu

Oznaceni vzorku

Z-pramer

9 0 istri
Koncentrace stabilizatoru (M) (nm) Sr (%) Pl Sr (%) | Distribuce
TW 20 0.05 8 0.5 0.059 11 MM
TX 100 0.10 18 0.1 0.211 3 MM
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Obr. 19 Distribuce velikosti ¢astic PANI-TW 20 (pIna ¢ara) a PANI-TX 100 (prreruso-
vana cara).

7.1.4 Stabilizace anionickym surfaktantem SDS

Vedle neionickych surfaktantt, byl ke stabilizaci koloidniho polyanilinu pouzit, také anio-
nicky surfaktant dodecylsulfat sodny (PANI-SDS). V tomto pfipad¢ byly provedeny tii série
experimentt, oznacené jako S1, S2, S3, lisici se zpisobem piipravy (slozeni jednotlivych

reak¢nich smési je uvedeno v Tab. 11).

V prvni sadé experimentt (S1-A az S1-D), byla ménéna koncentrace anilinu v rozsahu 0.03-
0.1 M, pficemz koncentrace SDS (0.2 M) ziistala konstantni. Distribuce velikosti ¢astic byly
pfevazné multimodalni a se zvySujici se koncentraci anilinu rostla 1 velikost ¢astic. V ptipadé
tvorily Castice o velikosti ca 50 nm a zbylych 20 % castice o velikosti kolem 1 um. Pfi
koncentraci 0.05 M anilinu byly v populaci pfitomny také dvé frakce ¢astic, a to ¢astice o
velikosti ca 1.5 um a ca 25 nm. Procentualni zastoupeni kazdé z frakci bylo ca 50 %, mirné
pievazovala frakce s vétSimi ¢asticemi (Obr. 20). S dalSim zvySovanim koncentrace anilinu
doslo k dalSimu ristu velikosti ¢astic, kdy €astice o velikosti 1-1.5 um tvofily pfevaznou
¢ast populace (90 %). Lze tedy konstatovat, ze se zvySujici se koncentraci anilinu roste i
velikost koloidnich ¢astic a zaroven roste 1 viskozita pfipravovanych disperzi. Pfechod z ve-
likosti ¢astic v oblasti nanometri do oblasti mikrometra nastava pii koncentraci anilinu 0.05
M. Pfipravené disperze byly stabilni a v pribéhu €asu nebyla zaznamenana sedimentace

¢astic.
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Obr. 20 Zména distribuce velikosti ¢astic PANI-SDS se zménou koncentrace anilinu. Pre-
rusovand ¢dra — 0.03 M anilin, plnd ¢ara —0.05 M anilin.
Ve druhé sadé experimenti (S2-A, S2-B), se ménila koncentrace SDS a konstantni zistala
koncentrace anilinu (0.03 M) a APS. Opét byly pozorovany dvé a vice frakei, pti¢emz hlavni
populaci tvotily ¢astice o velikosti pod 100 nm (> 80 %) a vedlejsi ¢astice s velikosti okolo
2-4 um. Oba vzorky (S2-A, S2-B) byly nestabilni v ¢ase a béhem jednoho mésice doslo

k ¢astecnému zakaleni disperze a vytvoteni nasedlé struktury ptipominajici ,,krystaly®.

Ve treti sadé experimentti (S3-A az D) byl ménén pomér anilin/APS pii konstantni koncen-
traci SDS (0.2 M) a anilinu (0.03 M). Velikost ¢astic vyjadiena jako z-primér se ze zménou
pomeéru anilin/APS vyrazné neménila a pohybovala se v rozmezi 180-250 nm. Distribuce
byly pievazné multimodalni s velikosti ¢astic do 300 nm (> 85 %) a s mensim podilem ¢astic
o velikosti 3-4 um (max. 15 %). Tyto koloidy rovnéz nebyly stabilni a béhem 48 hodin doslo

k sedimentaci ¢astic.
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Obr. 21 Priklad distribuce velikosti c¢astic PANI-SDS. Vzorek S3-B, pomeér anlin/APS

1:1.5.

Tab. 11 Hodnoty velikosti castic PANI-SDS v zavislosti na koncentraci anilinu, HCI a po-
métu anilin/APS (z-prumér) a hodnoty indexu polydisperzity vzorkii koloidniho polyanilinu

Oznaceni vzorku Kone. (M) Pomér o« | Sr Distri-
Kone. (M) [ an+] oy | ANIAPS | ZPTImer | gy | Pl SME0) | g
S1-A | 0.20 |0.03| 0.1 2:1 46 1.0 | 0,375 1.4 MM
S1-B | 020 |0.05| 0.1 2:1 50 0.7 | 0.690 0.5 MM
S1-C | 0.20 (0.08| 0.1 2:1 989 51 | 0.319 6.7 BM
S1-D | 0.20 |0.10| 0.1 2:1 1757 22 | 0.501 25.9 BM
S2-A | 040 |0.03| 1 2:1 69 1.7 | 0.515 3.3 MM
S2-B | 0.60 |0.03] 1 2:1 59 25 | 0429 3.2 MM
S3-A | 0.20 [0.03| 1 1:1 194 4.9 0.565 16.6 BM
S3-B | 020 |0.03] 1 1:15 185 0.8 | 0.572 5.3 BM
S3-C | 020 (0.03| 1 1:2 242 51 | 0.647 7.6 MM

Poznamka": Konc. ...koncentrace, AN...anilin
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7.2 Charakterizace koloidniho polyanilinu pouzitého pro stanoveni cy-

totoxicity

Pro stanoveni cytotoxického ti¢inku byly vybrany vzorky koloidniho polyanilinu, stabilizo-
vané anionickym surfaktantem SDS. Z celé série experimenti byly zvoleny dva reprezenta-
tivni vzorky (S1-1 a S1-C) lisici se velikosti ¢astic. Koncentrace anilinu vzorku S1-A byla
0.03 M, vzorku S1-C byla 0.08 M. Pomér anilin/APS (2:1) a koncentrace SDS (0.2 M) byly
ponechany konstantni (Tab. 11). U obou vzorkt byl pted vlastnim stanovenim cytotoxicity
sledovan prabéh polymerace v ¢ase, byla provedena dialyza (pro odstranéni nezreagovanych
monomert) a byla stanovena koncentrace a velikost polyanilinovych nanoc¢astic. Vysledky

téchto testd jsou uvedeny nize.

7.2.1  Sledovani prubéhu reakce

U vzorku S1-A (0.03 M anilin) a S1-C (0.08 M anilin) byl nejprve sledovan prabéh reakce
Vv zavislosti na rychlosti barevné zmény reakéni smési, kterd odrazela rychlost probihajici
reakce. Absorp¢ni spektra byla métena metodou UV-VIS v rozsahu vinovych délek 200-800
nm (Obr. 22 a 23). U vzorku S1-A byla prvni viditelna barevna zména, z ptivodné bezbarvé
do Zluté, pozorovana 15 minut po ukonéeni ptidavku APS, u vzorku S1-C s vyssi koncentraci
anilinu byla tato doba kratsi, stejny piechod nastal 5 minut od posledniho ptidavku APS.
Béhem nasledujicich 10 minut pokracovala barevna zména pies svétle zelenomodrou az na
tmavé zelenomodrou barvu a do 30 minut u obou vzorkl vzniklo tmavé zelené zabarveni,

typickeé pro polyanilinovou stl.

Pokud se podivame na grafy prab&hu polymerace zaznamenané na Obr. 22 a 23, Ize z nich
ucinit zaver, Ze reakce probehla u obou vzorki rychle. Je to zfejmé zejména u vzorku S1-C
(Obr. 23), kde byla polymerace ukonéena jiz po 20 minuté. Poté uz byl pozorovan jen po-
zvolny rist koncentrace polyanilinu, ktera se vyrazn¢ nezmenila ani po 24 hodinéach. Prabeh
polymerace vzorku S1-A byl o néco pomalejsi a v principu byla reakce ukoncena po 40 mi-
nutach. U vzorku S1-A byla koncentrace polymeru do 240 minuty téméf konstantni a poté,
mezi 240 a 480 minutou, nastal velky skok, ktery u vzorku S1-C pozorovan nebyl. Vyssi
mnozstvi anilinu (0.08 M) u vzorku S1-C zpisobilo, ze reak¢éni smés byla viskdznéjsi a pfi-
pominala spiSe emulzi, oproti S1-A, kterd mé¢la charakter béZného roztoku. Vlivem vyssi
viskozity mohl byt prubéh reakce S1-C (v delsich reakénich ¢asech) pozvolngjsi a nedoslo

ke skokovému nartstu koncentrace.
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Obr. 22 Pribeh sledovani polymerace vzorku S1-A (0.03 M anilin) v ¢ase UV-
VIS spektroskopii.
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Obr. 23 Pribeh sledovani polymerace vzorku S1-C (0.08 M anilin) v case UV-
VIS spektroskopi:.
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7.2.1.1 Stanoveni velikosti Castic koloidniho polyanilinu S1-A a S1-C po dialyze

Dialyza ptipravenych polyanilinovych koloidti byla provedena s cilem odstranit nezreago-
vané monomery a stabilizator, aby bylo mozno tyto vzorky bezpe¢né aplikovat na bunky.
Velikost ¢astic koloidniho polyanilinu (S1-A, S1-C) pfipraveného v piitomnosti stabiliza-
toru SDS byla sledovana za pomoci méteni velikosti ¢astic (,,z-pramér®) na pristroji Zeta
Nano ZS. Protoze byly distribuce velikosti ¢astic bimodalni, jsou vedle z-primeéru a stfedni
hodnoty indexu polydisperzity (Pdl) (Tab. 12) uvedeny také distribu¢ni kiivky velikosti ¢as-
tic ziskané z ,,intenzitni* distribuce (Obr. 24). V ramci kontroly méfeni byla stanovena opa-
kovatelnost méfeni velikosti Castic disperzi (z-primér), ktera byla vyjadiena jako relativni

smérodatna odchylka (Sr) tfi stanoveni.

Samotné méfeni probihalo na vzorcich, které byly podrobeny 48 hod dialyze proti 0.2 M
HCI. Vysledky stanoveni velikosti ¢astic obou vzorki (S1-A, S1-C) jsou uvedeny v Tab. 12.

Z vysledki v Tab. 12 je zjevné, ze se zménou koncentrace anilinu se ménila 1 velikost ko-
loidnich ¢astic. Obecné lze pozorovat, Ze pti vyssi koncentraci anilinu (0.08 M) byla velikost
¢astic podstatné vyssi (586 nm), neZ pfi koncentraci anilinu 0.03 M, kde se velikost ¢astic
pohybovala kolem 30 nm. Pokud se zaméfime na distribuci velikosti ¢astic (Obr. 24) je
ziejmé, Ze ve vzorku byly v obou ptipadech ptitomny dvé populace castic. U vzorku S1-A
(z-primér 32 nm) tvorily vice jak 90 % castice o velikosti 45 nm, zbylych 10 % ptipadlo
¢asticim o velikosti 1-4 um. Hlavni populace ¢astic vzorku S1-C méla velikost ca 1.2 um
a jeji procentualni zastoupeni bylo 90 %, zbylych 10 % tvoftily Castice o velikosti maximalné

20 nm (z-pramér 586 nm).

Tab. 12 Hodnoty velikosti c¢astic PANI-SDS V zavislosti na koncentraci anilinu (z-prumer) a
hodnoty indexu polydisperzity vzorki koloidniho polyanilinu

Koncen- 7 orimer

Vzorek | trace ani- prume Sr (%) Pdl Sr (%) Distribuce
. (nm)
linu (M)

S1-A 0.03 32 1.9 0.322 2.3 BM

S1-B 0.08 586 3.2 0.629 7.3 BM
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Obr. 24 Distribuce velikosti ¢astic PANI-SDS po dialyze. Vzorek S1-A o koncentraci ani-
linu 0.03 M (plna cara), vzorek S1-C o koncentraci anilinu 0.08 M (prrerusovanda cara).

7.2.1.2 UV spektrum v 1 M HCI a stanoveni koncentrace koloidu

Aby bylo mozné vypocitat koncentraci polyanilinu v jednotlivych vzorcich koloidnich dis-
perzi S1-A a S1-C, které byly pouzity v experimentu pro stanoveni cytotoxicity, muselo byt
nejprve zméteno absorpéni spektrum dané disperze. Spektra byla naméiena v 1 M HCI, poté
byla odectena hodnota absorbance (S1-A a S1-C) pii maximalni vinové délce 375 nm a vy-
poctena koncentrace pomoci Lambert-Beerova zakona (Rov. 5). Postup pro stanoveni kon-
centrace polyanilinu v koloidu je uveden v praci Stejskala a Kratochvila [58]. Vysledky sta-

noveni koncentraci polyanilinu v koloidu S1-A a S1-C jsou uvedeny v Tab. 13.

UV-VIS spektrum pipravenych koloida je uvedeno na Obr. 25 (S1-A) a na Obr. 26 (S1-C).
Z Obr. 251 26 je ziejmé, zZe prvni lokalni maxima (S1-A, S1-C), uréené ze zavislosti absor-
bance A na vinové délce A se pohybovala v rozmezi 340-400 nm. Pokud srovname tato spek-
tra s dostupnou literaturou, tak Stejskal a Kratochvil [58], kteti pouzili pro stabilizaci koloidu
PVAL, nalezli prvni lokalni maximum v rozmezi vinovych délek 350-420 nm a druhé dete-
kovali pti vinové délce 810 nm. Siroky pés v oblasti 350 nm odpovida n—m* prechodu (pte-
chod mezi valen¢nim a vodivostnim pasem). Dalsi dva pasy ve viditelné oblasti spektra pti
430 a 810 nm pak souvisi s ptechody mezi stavy polaront [98]. Dale je v ¢lanku Stejskala a
Sapuriny [6] dokumentovana ptitomnost absorpénich maxim koloidu stabilizovaného po-
moci PVP pii vlnové délce 392 a 854 nm. Ze srovnani téchto vysledkl je patrné, Ze prvni
oblasti lokalnich maxim jsou témét identické a nezavislé na typu stabilizdtoru. Druhy ab-

sorpcni pas, ktery uvadi obé vyse uvedené prace, je detekovan pti vinové délce nad 810 nm.
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V diplomové praci bylo druhé absorpéni spektrum zietelné detekovano pti vinové délce 750
nm (Obr. 26 a 27) a v porovnani s publikaci [6] a [58] se nachazelo v oblasti kratSich vino-
vych délek. Podle [58] vzrust absorbance v oblasti vinovych délek mezi 800 a 1100 nm
ukazuje na vyssi lokalizaci naboje v polymeru. Naproti tomu uz§i maximum mezi 750 a 800

nm je spojovano s vysokou delokalizaci nositelti naboje.
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Obr. 25 Absorpcni spektrum polyanilinové disperze PANI-SDS v 1 M HCI,
koncentrace anilinu 0.03 M.
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Obr. 26 Absorpcni spektrum polyanilinové disperze PANI-SDS v 1 M HCI,
koncentrace anilinu 0.08 M.
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7.3 Cytotoxicky ucinek koloidniho polyanilinu

Cytotoxické ptisobeni vybranych koloida (S1-A, S1-C) bylo posouzeno metodou MTT na
bunécné linii embryonalnich mysich fibroblastd NIH/3T3. Zvolend metoda spociva v re-
dukeci zlutého barviva MTT v zivych a metabolizujicich bunkach na fialovy, nerozpustny
formazan, po jehoz rozpusténi se méfi intenzita zabarveni spektrofotometricky, pii vinové
délce 570 nm. Cytotoxicky ucinek byl vyjadien pomoci viability bunék, kterd udava miru
zivotaschopnosti bun¢k odolnych vici pasobeni koloidt, vztazené k po¢tu bunék v Cistém
kultiva¢nim médiu. Pro posouzeni cytotoxického tc€inku koloidd byla pouzita nasledujici
stupnice uvedena v mezinarodni norm¢ 1SO 10993-5 (kap. 6.4.5): (a) necytotoxicky Gc¢inek
(mnozstvi viabilnich bunék vyssi nez 80 %); (b) slabé cytotoxicky ucinek (mnozZstvi viabil-
nich bunék 60 — 80 %); (c) stfedné cytotoxicky tc€inek (mnozstvi viabilnich bunék 40 — 60

%); (d) siln€ cytotoxicky ucinek (mnozstvi viabilnich buné¢k mensi nez 40 %).

Souhrnné vysledky Zivotaschopnosti bun¢k v ptitomnosti koloidniho polyanilnu (S1-A, S1-
B) stabilizovaného dodecylsulfatem sodnym (PANI-SDS) jsou spolu s koncentraci koloidu
(%) a koncentraci polyanilinu v koloidu (ug.ml™?) uvedeny v Tab. 13.

Pro samotné testovani byly zdmérné vybrany vzorky s vétsi (S1-C) a mensi velikosti ¢astic
(S1-A),viz Tab. 12. Z vysledkid uvedenych v Tab. 13 plyne, ze vzorek S1-A s mensi velikosti
&astic (ca 30 nm) vykazoval silné toxicky uéinek az do koncentrace polyanilinu 1.6 pg.ml?,
pfi¢emz viabilita bun€k se pohybovala v intervalu 20-30 %. To je zfejmé i z mikroskopic-
kého zobrazeni uvedeného na Obr. 28 A. Pii koncentraci polyanilinu 1 pg.ml™? byla zazna-
menana stiedni cytotoxicita, S viabilitou 41 %. Viditelny nartst Zivotaschopnosti bunék byl
poprvé zaznamenan pii koncentraci polyanilinu 0.5 pg.ml™, od této hodnoty uz byly pozo-
rovany jen necytotoxické ucinky s mnozstvim viabilnich bun¢k vys$s$im nez 85 %. Vzorek
S1-C s casticemi o velikosti ca 580 nm byl siln€ cytotoxicky az do koncentrace polyanilinu
3.5 pg.ml? (viabilita < 30 %). Pfi koncentraci 2.7 pg.ml? pak byla zaznamendna stiedni
cytotoxicita s mnozstvim zivotaschopnych bun¢k 55 % a dalsi koncentrace polyanilinu (<

1.8 pg.ml) uz byly pro buiiky necytotoxické. Viabilita bunék lezela v rozmezi 84-96 %.
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Tab. 13 Cytotoxicky ucinek PANI-SDS vyjdadieny jako absorbance + smérodatna odchylka
(SD)a dle stupnice mezinarodni normy ISO 10993-5. Uvedeny jsou i koncentrace koloidu

(%) a polyanilinu v koloidu (zg.ml™)

Konc. Vzorek S1-A Vzorek S1-C
ko(logoi)d YT PANT Absorbance | Viabilita | PANI Absorbance | Viabilita

(ug.mi™) + SD (%) (ug.ml™?) + SD (%)
1 5.2 0.128 + 0.006 24 8.9 0.110 £0.006 21
0.9 4.7 0.132 £ 0.006 25 7.9 0.126 £0.007 24
0.8 4.2 0.147+0.012 28 7.1 0.141 £ 0.007 26
0.7 3.6 0.145 + 0.009 27 6.2 0.152+0.012 29
0.6 3.1 0.143 £0.015 27 5.3 0.140+0.017 26
0.5 2.6 0.150 +0.017 28 4.4 0.130 £ 0.006 25
0.4 2.1 0.128 = 0.007 24 3.5 0.130+0.010 24
0.3 1.6 0.134 £ 0.009 25 2.7 0.290 £ 0.010 55
0.2 1.0 0.218 = 0.004 41 1.8 0.447 £ 0.009 84
0.1 0.5 0.494 +£0.013 93 0.9 0.477+0.014 90
0.05 0.3 0.454 + 0.008 85 0.4 0.481+0.014 90
0.01 0.05 0.502 £ 0.015 95 0.09 0.509 = 0.004 96

Poznamka”: PANI ...koncentrace polyanilinu

Na Obr. 27 jsou uvedeny fotografie bunék vystavenych G¢inku koloidu S1-C pfi raznych
koncentracich. Pfi koncentraci 0.1 % (Obr. 27 B) mizeme pozorovat, ze morfologicky i po-
¢etné jsou bunky srovnatelné s referenci (Obr. 27 A), zatimco u vzorku, ktery dosahl stiedni
cytotoxicity (koncentrace koloidu 0.03, Obr 27 C) je oproti referenci viditelny ubytek bunék
a mirné morfologické zmeény. Pti koncentraci 0.3 % nebyly jiZ pozorovany Zadné adherentni

bunky, které by mély typicky charakter fibroblastt.

Pfi porovnani vysledkti obou vzorku je z Tab. 13 ziejmé, ze vyssi cytotoxicitu vykazoval
vzorek S1-A, u kterého byla K pfiprave pouzita koncentrace anilinu 0.03 M. V rozmezi kon-
centraci 1-0.3 % koloidu v roztoku vykazovaly vzorky S1-A a S1-C siln¢ cytotoxicky uci-
nek; viditelny rozdil nastal pti koncentraci koloidu 0.4 %. Ve vzorku S1-A tato koncentrace
koloidu odpovidala koncentraci polyanilinu 1.6 ug.ml™ a jeho Gi¢inek byl stéle siln& cytoto-
xicky. Oproti tomu vzorek S1-C, ktery mél pfi stejné koncentraci koloidu vyssi koncentraci
polyanilinu (2.7 pg.mlt) vykazoval stfedni cytotoxicitu. To je zfejmé i z Obr. 28, na kterém
muzeme pozorovat, ze pii koncentraci koloidu 0.3 % dochazi u vzorku S1-A (A) v porovnani

s S1-C (B) k vyrazné zméné¢ morfologie a ubytku bun¢k. Prakticky na Obr. 28 A nejsou
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pozorovany zadné zivotaschopné buiiky. Obdobné chovani bunék bylo pozorovano i v pfi-
tomnosti ostatnich testovanych koncentraci koloidu (0.2-0.01 %). Tato skutecnost, tedy
vys§i cytotoxicita pfi nizs§i koncentraci polyanilinu, mohla byt zptsobena rozdilem velikosti
¢astic polyanilinového koloidu v testovanych vzorcich. Lze se domnivat, Ze ¢astice vzorku
S1-A s mensi velikosti (<100 nm) mohly snadnéji prostupovat pies plazmatickou membranu
do bunek, oproti ¢asticim vzorku S1-C s velikosti ca 580 nm. Dalsi mozné vysvétleni je, ze
pii niz8i koncentraci anilinu v reakéni smési ziistalo v disperzi vice volného SDS (ktery se
nepodafilo odstranit dialyzou), jehoz micely maji rovnéz velikost mensi nez 100 nm. Bez
navazaného polyanilinu mohou mit tyto micely vyssi cytotoxicky Gcinek, nez s polyanili-

nem.

Obr. 27 Fotografie bunék pri testu cytotoxicity PANI-SDS vzorku S1-C: (A) re-
ference, (B) koncentrace koloidu 0.1 % (koncentrace polyanilinu 0.9 ug.ml™?);
(C) koncentrace koloidu 0.3 % (koncentrace polyanilinu 2.7 ug.ml?); (D) kon-
centrace koloidu 0.4 % (koncentrace polyanilinu 3.5 ug.ml?)
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Obr. 28 Fotografie bunek pri testu cytotoxicity PANI-SDS; (A) vzorek S1-A (kon-
centrace koloidu 0.3 %, koncentrace polyanilinu 1.6 ug.ml?), (B) vzorek S1-B

(koncentrace koloidu 0.3 %, koncentrace polyanilinu 2.7 ug.ml? ). Zvétseni
100x.

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 4.1.1. cytotoxicitou koloidniho polyanilinu se dosud zabyvali
pouze Kucekova a kol. [94], kteti testovali koloid o koncentraci v rozmezi 520 az 20 pg.ml
! ptipraveny standardnim zptsobem podle [IUPAC s PVP jako stabilizatorem [6]. Ve své
préci uvedli, Ze prah cytotoxicity koloidniho polyanilinu aplikovaného na buniky NIH/3T3
je 105 ug.ml™. P¥i této koncentraci byla viabilita bunék 78 % a zvySovala se az na 83 % (20
ng.ml?). Cytotoxicky prah, zaznamenany v diplomové praci, byl 0.5 pg.ml? (S1-A), resp.
1.8 ug.ml? (S1-C), kdy byla viabilita bungk vyssi nez 80 %. Pii srovnani vysledkii obou
praci je na prvni pohled zfejmé, Ze cytotoxicita koloidu pfipraveného s SDS jako stabiliza-
torem je podstatné vyssi, i kdyz samotné koloidy obsahuji podstatné méné polyanilinu. Tento
vy$§i cytotoxicitou samotného SDS. SDS je znamy jako iritant kiize, zplisobuje vazné po-
drézdéni o¢i a mize zplsobit podrazdéni dychacich cest. V ramci studie byla stanovena také
jeho cytotoxicita, kde prah cytotoxicity ¢istého SDS byl 0.002 pg.ml™? a odpovidal viabilité
bunék 80 %. Pro ptipravu koloidd byl pouzit 0.2 M SDS (56.8 pg.ml™), coz je koncentrace
mnohondsobné vyssi, ve srovnani s vysSe uvedenou koncentraci, ktera jiz pro buiiky neni
cytotoxicka. Tato koncentrace 56.8 pg.ml™ je koncentraci SDS stanovenou u koloidi S1-A
a S1-C pred dialyzou. Po dialyze mnozstvi SDS v koloidu jiz ovéfeno nebylo. Dalsi studie
by se tedy mohly zaméfit na piipravu koloidniho polyanilinu s niz§im mnozstvim SDS, nebo

na dokonalejsi zptsob, jak z disperzi SDS odstranit.
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ZAVER

Cile ptedlozené diplomové prace byly nasledujici: (1) piiprava stabilni koloidni disperze
polyanilinu s fizenou velikosti ¢astic modifikaci postupu podle IUPAC; (2) piiprava koloid-
niho polyanlinu s vyuzitim jiného stabilizatoru, nez bézn¢ uzivaného PVP a (3) stanoveni
cytotoxického ucinku koloidu s ¢asticemi o velikosti mensi a vétsi nez 100 nm na vybrané
bunécné linie.

V teoretické Casti prace byl nejprve piedstaven koloidni polyanilin, u kterého byly podrob-
néji popsany zpusoby stabilizace a druhy stabilizatord. V dalsi ¢asti byla charakterizovana
metoda DLS pro stanoveni velikosti ¢astic a UV-VIS spektroskopie. Na zavér byla z obec-
ného hlediska popsdna biokompatibilita se zaméfenim na cytotoxicitu a byl shrnut soucasny

stav feSené problematiky ptipravy a vlastnosti koloidniho polyanilinu.

V praktické ¢asti byla nejprve provedena standardni ptiprava koloidu stabilizovaného PVP
za raznych reak¢nich podminek. Bylo zjisténo, Ze zména koncentrace oxidac¢niho ¢inidla
(APS) velikost ¢astic polyanilinového koloidu vyrazn€ neovlivnila. V dal§im dil¢im testu
byl pomoci DLS sledovan rust velikosti koloidnich ¢astic v Case, kdy v kratkych reakénich
Casech byly ve vzorcich detekovany ¢astice o velkosti mensi nez 50 nm, které se pak béhem

prodluZujici se reakéni doby zvétSovaly.

Poté byla provedena uspésna piiprava koloidniho polyanilinu stabilizovaného biopolymery
modifikaci postupu dle IUPAC. Nejlepsi stabiliza¢ni efekt zde vykazoval chitosan. Vysled-
kem reakce byl disperzni systém s koloidnimi ¢asticemi o velikosti 0.7 — 4 um. Koloidy v§ak

mely malou koloidni stabilitu a jejich ¢astice v pribehu Casu sedimentovaly.

Ptiprava koloidu v pfitomnosti surfaktantd Tween 20, Triton X-100 a SDS byla opét
uspésna, avsak pouze vzorky obsahujici SDS vykazovaly charakteristické rysy koloidu s ob-
sahem vodivé polyanilinové formy. Navic se zde podatilo ptipravit vzorky, jejichz Castice
se vyrazné liSily velikosti, kterd byla jak mensi nez 100 nm, tak také vyrazné vétsi, nez tento

velikostni limit.

Charakterizace vSech ptipravenych vzorka byla provedena pomoci DLS. Koloidy stabilizo-
vané SDS pak byly charakterizovany podrobnéji a pozornost byla vénovana vzorkiim ozna-
¢enym jako S1-A a S1-C. V tomto piipad¢ byl sledovan priibéh polymerace v ¢ase (UV-
VIS), velikost ¢astic (DLS) a cytotoxicita. Vysledky analyz ukazaly, Ze priibéh polymerace

je rychly a ze primérné velikost disperznich ¢astic zavisi na koncentraci anilinu, pficemz
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s rostouci koncentraci anilinu velikost disperznich ¢astic rostla. Primérna velikost koloid-
nich ¢astic v S1-A (0.03 M anilin) byla ca 30 nm a S1-C (0.05 M anilin) ca 580 nm. Stano-
vené UV-VIS spektrum odpovidalo spektriim publikovanym v literatuie a vykazovalo dvé
charakteristickd maxima, z nichz prvni bylo detekovano v oblasti 340-400 nm a druhé v ob-

lasti 750 nm.

Na zékladé¢ Lambert-Beerova zédkona byla stanovena koncentrace polyanilinu v koloidu,
ktera slouzila pro vypocet jeho skute¢né koncentrace v disperzi. Tyto hodnoty pak byly po-

uzity pii stanoveni cytotoxicity.

Vysledky zkousSek cytotoxicity ukazaly, ze v testovaném rozsahu koncentraci maji vzorky
siln€ cytotoxické (viabilita < 30 %) az necytotoxické t¢inky (viabilita > 80 %). Prah cytoto-
xicity koloidu s mensimi ¢asticemi byl zaznamenan pii koncentraci 0.5 pg.ml™? polyanilinu
v disperzi. Prah cytotoxicity u koloidu, ktery obsahoval Castice vétsi, byl zaznamenan pfti

koncentraci 1.8 pg.ml? polyanilinu v disperzi.

Zavérem lze konstatovat, ze vysledna velikost Castic a stabilita disperzi uzce zavisi na typu
a koncentraci stabilizatoru, obsahu obou monomert a reak¢énich podminkach. Vysledky rov-
néz naznacuji, Zze koloidy s mensi velikosti ¢astic ziejmée vykazuji vyssi cytotoxické ucinky.
Pro potvrzeni tohoto pfedpokladu by vSak bylo potieba provést dalsi testy a vénovat této

problematice dalsi usili.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 71

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

STEJSKAL, J. Polyanilin: vodivy polymer. OteviFena véda[online]. Dostupné z:
http://archiv.oterenaveda.cz/users/Image/default/C1Kurzy/NH2006pdf/16.pdf

PROKES, J.,J. STEJSKAL a M. OMASTOVA. Polyanilin a polypyrrol — dva pied-
stavitelé vodivych polymerid. Chemické listy. 2001, vol. 95, s. 484-492. ISSN:
0009-2770.

STEJSKAL, J. Colloidal dispersions of conducting polymers. Journal of Polymer
Materials. 2001, vol. 8, s. 225-258.

MARAKOVA, N. Antimikrobni viastnosti koloidniho polyanilinu. Zlin, 2012. Di-
plomova prace. Univerzita Tomage Bati ve Zling, Technologicka fakulta, Ustav

technologie tukt, tenzidl a kosmetiky. Vedouci prace doc. Ing. Véra Kasparkova,

CSc.
STEJSKAL, J., P. KRATOCHVIL a A. D. JENKINS. Polyaniline: Forms and for-

mation. Collection of Czechoslovak Chemical Communications. 1995, vol. 60, issue
10, s. 1747-1755. DOI: 10.1135/cccc19951747.

STEJSKAL, J. a I. SAPURINA. Polyaniline: Thin films and colloidal dispersions
(IUPAC Technical Report). Pure and Applied Chemistry. 2005, vol. 77, ¢. 5, s. 815-
826. DOI: 10.1351/pac200577050815.

STEJSKAL, J., M. SPIRKOVA, A. RIEDE, M. HELMSTEDT, P. MOKREVA a
J. PROKES. Polyaniline dispersions 8. The control of particle morphology. Poly-
mer. 1999, vol. 40, issue 10, s. 2487-2492. DOI: 10.1016/S0032-3861(98)00478-9.

JANCA, J., D. MOINARD, E. JANCOVA a N. GOSPODINOVA. Characte-
rization of polyaniline and poly(m-toluidine)-based nanoparticles of ultranarrow
particle size distribution. International Journal of Polymer Analysis and Characte-
rization. 2001, vol. 6, 1-2, s. 213-228. DOI: 10.1080/10236660008034659.
EISAZADEH, H., G. SPINKS a G. G. WALLACE. Electrodeposition of polyani-
line and polyaniline composites from colloidal dispersions. Polymer International.
1995, vol. 37, issue 2, s. 87-91. DOI: 10.1002/pi.1995.210370201.

RIEDE, A., J. STEJSKAL a M. HELMSTEDT. In-situ prepared composite poly-
aniline films. Synthetic Metals. 2001, vol. 121, 1-3, s. 1365-1366. DOI:
10.1016/S0379-6779(00)00852-3.


http://archiv.oterenaveda.cz/users/Image/default/C1Kurzy/NH2006pdf/16.pdf

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 72

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

HEEGER, A. Polyaniline with surfactant counterions: Conducting polymer mate-
rials which are processible in the conducting form. Synthetic Metals. 1993, vol. 57,
issue 1, s. 3471-3482. DOI: 10.1016/0379-6779(93)90462-6.

DEARMITT, C. a S. P. ARMES. Colloidal dispersions of surfactant-stabilized po-
lypyrrole particles. Langmuir. 1993, vol. 9, issue 3, s. 652-654.

GOSPODINOVA, N., P. MOKREVA, T. TSANOV a L. TERLEMEZYAN. A new
route to polyaniline composites. Polymer. 1997, vol. 38, issue 3, s. 743-746. DOI:
10.1016/S0032-3861(96)00698-2.

KURAMOTO, N. a A. TOMITA. Aqueous polyaniline suspensions: Chemical oxi-
dative polymerization of dodecylbenzene-sulfonic acid aniline salt. Polymer. 1997,
vol. 38, issue 12, s. 3055-3058.

GILL, M. T., S. E. CHAPMAN, C. L. DEARMITT, F. L. BAINES, C. M.
DADSWELL, J. G. STAMPER, G. A. LAWLESS, N. C. BILLINGHAM a S. P.
ARMES. A study of the kinetics of polymerization of aniline using proton NMR
spectroscopy. Synthetic Metals. 1998, vol. 93, issue 3, s. 227-233. DOIL:
10.1016/S0379-6779(98)00016-2.

GILL, M., S. P. ARMES, D. FAIRHURST, S. N. EMMETT, G. IDZOREK a T.
PIGOTT. Particle size distributions of polyaniline-silica colloidal composi-
tes. Langmuir. 1992, vol. 8, issue 9, s. 2178-2182. DOI: 10.1021/1a00045a018.

GILL, M., F. L. BAINES a S. P. ARMES. Some observations on the preparation of
colloidal polyaniline - silica composites. Synthetic Metals. 1993, vol. 55, 2-3, s.
1029-1033. DOI: 10.1016/0379-6779(93)90194-2.

STEJSKAL, J., P. KRATOCHVIL, S. P. ARMES, S. F. LASCELLES, A. RIEDE,
M. HELMSTEDT, J. PROKES a I. KRIVKA. Polyaniline Dispersions. 6.  Stabi-
lization by colloidal silica particles. Macromolecules. 1996, vol. 29, issue 21, s.
6814-6819. DOI: 10.1021/ma9603903.

BISWAS, M., S. SINHA RAY aY. LIU. Water dispersible conducting nanocom-
posites of poly(N-vinylcarbazole), polypyrrole and polyaniline with nanodimensi-
onal manganese (V) oxide. Synthetic Metals. 1999, vol. 105, issue 2, s. 99-105.
RAY, S. S. a M. BISWAS. Water-dispersible conducting nanocomposites of poly-
aniline and poly(N-vinylcarbazole) with nanodimensional zirconium dio-
xide. Synthetic Metals. 2000, vol. 108, issue 3, s. 231-236.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 73

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

BEADLE, P., S. P. ARMES, S. GOTTESFELD, C. MOMBOURQUETTE, R.
HOULTON, W. D. ANDREWS a S. F. AGNEW. Electrically conductive polyani-
line-copolymer latex composites. Macromolecules. 1992, vol. 25, issue 9, s. 2526-
2530. DOI: 10.1021/ma00035a035.

TERLEMEZYAN, L., M. MIHAILOV a B. IVANOVA. Electrically conductive
polymer blends comprising polyaniline. Polymer Bulletin. 1992, vol. 29, s 283-287.

XIE, Z. LIU a J. GUO. Electrically conductive polyaniline/poly(butadiene-co-sty-
rene-co-2-vinylpyridine) latex composites. Angewandte Makromolekulare Chemie.
1996, vol. 243, issue 1, s. 117-128. DOI: 10.1002/apmc.1996.052430110.

DAWKINS, J. V. a G. TAYLOR. Flocculation studies of non-aqueous poly(methyl
methacrylate) dispersions stabilized by AB block copolymers of polystyrene and
poly(dimethyl siloxane). Colloid and Polymer Science. 1980, vol. 258, issue 1, s.
79-84. DOI: 10.1007/BF01474957.

HIRZINGER, B., M. HELMSTEDT a J. STEJSKAL. Light scattering studies on
core-shell systems: determination of size parameters of sterically stabilized
poly(methylmethacrylate) dispersions. Polymer. 2000, vol. 41, issue 8, s. 2883-
2891. DOI: 10.1016/S0032-3861(99)00472-3.

COLEMAN, D. Dispersion Polymerization in Organic Media, K. E. J. Barrett, Ed.,
John Wiley. Journal of Polymer Science: Polymer Letters Edition. vol. 13, issue 9,
s. 575-576. DOI: 10.1002/pol.1975.130130913.

SAPURINA, 1., J. STEJSKAL a Z. TUZAR. Polymerization of aniline in the pre-
sence of block copolymer micelles. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and
Engineering Aspects. 2001, vol. 180, 1-2, s. 193-198. DOI: 10.1016/S0927-
7757(00)00746-9.

BEADLE, P. M., L. ROWAN, J. MYKYTIUK, N. C. BILLINGHAM a S. P.
ARMES. Synthesis and characterization of sterically stabilized colloidal dispersi-
ons of polypyrrole using novel tailor-made water-soluble block copolymers of
narrow molecular weight distribution. Polymer. 1993, vol. 34, issue 7, s. 1561-
1563. DOI: 10.1016/0032-3861(93)90884-D.

COOPER, E. C. a B. VINCENT. Electrically conducting organic films and beads
based on conducting latex particles. Journal of Physics D: Applied Physics. 1989,
vol. 22, issue 11, s. 1580-1585. DOI: 10.1088/0022-3727/22/11/002.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 74

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

RIEDE, A., M. HELMSTEDT, V. RIEDE a J. STEJSKAL. Polyaniline dispersions
7. Dynamic light scattering study of particle formation. Colloid. 1997, vol. 275,
issue 9, s. 814-820. DOI: 10.1007/s003960050153.

KIM, B. J., S. G. OH, M. G. HAN a S. S. IM. Synthesis and characterization of
polyaniline nanoparticles in SDS micellar solutions. Synthetic Metals. 2001, vol.
122, issue 2, s. 297-304. DOI: 10.1016/S0379-6779(00)00304-0.

KURAMOTO, N. a A. TOMITA. Agqueous polyaniline suspensions: Chemical oxi-
dative polymerization of dodecylbenzene-sulfonic acid aniline salt. Polymer. 1997,
vol. 38, issue 12, s. 3055-3058. DOI: 10.1016/S0032-3861(96)00861-0.

GHOSH, P., S. K. SIDDHANTA a A. CHAKRABARTI. Characterization of
poly(vinyl pyrrolidone) modified polyaniline prepared in stable aqueous me-
dium. European Polymer Journal. 1999, vol. 35, issue 4, s. 699-710. DOI:
10.1016/S0014-3057(98)00157-8.

STEJSKAL, J., T. SULIMENKO, J. PROKES a I. SAPURINA. Polyaniline dis-
persions 10. Coloured microparticles of variable density prepared using stabilizer
mixtures.  Colloid. 2000, wvol. 278, issue 7, s. 654-658. DOI:
10.1007/s003960000312.

CHATTOPADHYAY, D., M. CHAKRABORTY a B. M. MANDAL. Dispersion
polymerization of aniline using hydroxypropylcellulose as stabilizer: role of rate of
polymerization. Polymer International. 2001, vol. 50, issue 5, s. 538-544. DOI:
10.1002/pi.662. ISSN 0959-8103.

GOSPODINOVA, N. a J. JANCA. Quasi-elastic light scattering study of the
synthesis of tailor-made suspensions of uniform polyaniline-based nanopar-
ticles. International Journal of Polymer Analysis and Characterization. 1998, vol.
4, issue 4, s. 323-332. DOI: 10.1080/10236669808009720. ISSN 1023-666X.

RIEDE A., M. HELMSTEDT, V. RIEDE, J. STEJSKAL. Polyanline dispersions -
9 - dynamic light-scattering study of particle formetion using different stabili-
zers. Langmuir. 1998, vol. 14, issue 23, s. 6767-6771. DOI: 10.1021/1a980365I.
ISSN 0743-7463.

ARMS, S. P. a B. VINCENT. Dispersions of electrically conducting polypyrrole
particles in aqueous media. Journal of the Chemical Society, Chemical Communi-
cations. 1987, issue 4, s. 288-290. DOI: 10.1039/c39870000288. ISSN 0022-4936.


http://serials.unibo.it/cgi-ser/start/en/spogli/ds-s.tcl?authors=%22RIEDE+A%22&language=ENGLISH
http://serials.unibo.it/cgi-ser/start/en/spogli/ds-s.tcl?authors=%22+HELMSTEDT+M%22&language=ENGLISH
http://serials.unibo.it/cgi-ser/start/en/spogli/ds-s.tcl?authors=%22+RIEDE+V%22&language=ENGLISH
http://serials.unibo.it/cgi-ser/start/en/spogli/ds-s.tcl?authors=%22+STEJSKAL+J%22&language=ENGLISH
http://spogli.cib.unibo.it/cgi-ser/start/en/spogli/df-s.tcl?prog_art=6036609&language=ENGLISH&view=articoli

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 75

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

FLITTON, R., J. JOHAL, S. MAEDA a S. P. ARMES. Synthesis of colloidal dis-
persions of polypyrrole-silica nanocomposites using "stringy" silica particles. Jour-
nal of Colloid and Interface Science. 1995, vol. 173, issue 1, s. 135-142. DOI:
10.1006/jcis.1995.1306. ISSN 00219797.

LASCELLES,S.F.,G.P. MCCARTHY, M. D. BUTTERWORTH a S. P. ARMES.
Effect of synthesis parameters on the particle size, composition and colloid stability
of polypyrrole-silica nanocomposite particles. Colloid. 1998, vol. 276, issue 10, s.
893-902. DOI: 10.1007/s003960050326. ISSN 0303-402x.

TERRILL, N.J., T.CROWLEY, M. GILL a S. P. ARMES. Small-angle x-ray scat-
tering studies on colloidal dispersions of polyaniline-silica nanocomposites. Lang-
muir. 1993, vol. 9, issue 8, s. 2093-2096. DOI: 10.1021/1a00032a031. ISSN 0743-
7463.

WINNIK, M. A, R. LUKAS, W. F. CHEN a P. FURLONG. Studies of the dis-
persion polymerisation of methyl methacrylate in nonaqueous media. Makromole-
kulare Chemie. Macromolecular Symposia. 1987, vol. 10-11, issue 1, s. 483-501.
DOI: 10.1002/masy.19870100124. ISSN 02580322.

SULIMENKO, T., J. STEISKAL, I. KRIVKA aj. PROKES. Conductivity of
colloidal polyaniline dispersions. European Polymer Journal. 2001, vol. 37, issue
2,s.219-226. DOI: 10.1016/S0014-3057(00)00104-X. ISSN 00143057.

GHOSH, P., A. CHAKRABARTI a S. K. SIDDHANTA. Studies on stable aqueous
polyaniline prepared with the use of polyacrylamide as the water soluble support
polymer. European Polymer Journal. 1999, vol. 35, issue 5, s. 803-813. DOI:
10.1016/S0014-3057(98)00065-2. ISSN 00143057.

WU, Q., Z. XUE, Z. Ql a F. WANG. 2000. The microscopic morphology of highly
sulfonated polyaniline. Synthetic Metals. 2000, vol. 108, issue 2, s. 107-110. DOI:
10.1016/S0379-6779(99)00173-3. ISSN 03796779.

SEVCIKOVA, P., V. KASPARKOVA, J. KREJCI a P. VLTAVSKA. Dynamic
light scattering in analysis of colloidal systems. Chemické listy. 2014, vol. 108, is-
sue 5, s. 479-482. ISSN 0009-2770.

JACKSON, K. Dynamicky rozptyl svétla— Co, jak, pro¢? Chemagazine. 2007, vol.
1,s.12-14.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 76

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

DUNN, A. S. Modern methods of polymer characterization. Edited by H. G. Barth
and J. W. Mays John Wiley. Polymer International. 1992, vol. 28, issue 1, s. 96-
96. DOI: 10.1002/pi.4990280118. ISSN 09598103.

HASSELLOV, M., J. W. READMAN, J. F. RANVILLE a K. TIEDE. Nanopar-
ticleanalysis and characterizationmethodologies in environmental risk assessment
of engineered nanoparticles. Ecotoxicology. 2008, vol. 17, issue 5, s. 344-361. DOI:
10.1007/s10646-008-0225-x.

PABST, W. E. GREGOROVA. Charakterizace cdstic a cdsticovych soustav.
Praha: VSCHT, 2007.

KVITEK. L., R. NOVOTNY a P. PIKAL. Stanoveni velikostni distribuce &astic
anorganickych disperzi metodou dynamického rozptylu svétla. Chemicke listy.

1998, vol. 92, issue 5, s. 431.

KASZUBA, M., D. MCKNIGHT, M. T. CONNAH, F. K. MCNEIL-WATSON a
U. NOBBMANN. Measuring subnanometre sizes using dynamic light scatte-
ring. Journal of Nanoparticle Research. 2008, vol. 10, issue 5, s. 823-829. DOI:
10.1007/s11051-007-9317-4.

MEYERS, R. A. Encyclopedia of analytical chemistry: applications, theory and
instrumentation. Chichester, WestSussex, U.K.: New York, 2011, 1 vyd., 2188 s.
ISBN 97804709733321.

HERRERA, M. L. Analytical techniques for studying the physical properties of li-
pid emulsions. Springer. London, 2012. ISBN: 978-1-4614-3255-5.

KLOUDA, Pavel. Moderni analytické metody. Ostrava: Pavel Klouda, 2003, 2.,
upr. a dopl. vyd., 132 s. ISBN 80-86369-07-2.

MILATA, Viktor. Spektralne metody v chémii. Bratislava: STU, 2004, 1. vyd., 327
s. ISBN 80-227-2049-6.

CUTA, Frantidek. Instrumentdlni analyza. Praha: Statni nakladatelstvi technické
literatury, 1986, 1. vyd., 295 s.

STEJSKAL J, KRATOCHVIL P, N. RADHAKRISHAN. Polyaniline dispersions
2. UV-Vis absorption spectra. Synth Met, 1993, vol. 61, 5.225-231.

CAOQO, Y., P. SMITH a A. J. HEEGER. Spectroscopic studies of polyaniline in so-
lution and in spin-cast films. Synthetic Metals. 1989, vol. 32, issue 3, s. 263-281.
DOI: 10.1016/0379-6779(89)90770-4. ISSN 03796779.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 77

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

WAN, M. Absorption spectra of thin film of polyaniline. Journal of Polymer
Science Part A: Polymer Chemistry. 1992, vol. 30, issue 4, s. 543-549. DOI:
10.1002/pola.1992.080300404. ISSN 0887624x.

RAY, A, G. E. ASTURIAS, D. L. KERSHNER, A. F. RICHTER a A. G.
MACDIARMID. Polyaniline: Doping, Structure and derivatives. Synth. Met., 1989,
issue 29, El41

MCMANUS, P. M., S. CH. YANG aR. J. CUSHMAN. Electrochemical doping of
polyaniline: effects on conductivity and optical spectra. Journal of the Chemical
Society, Chemical Communications. 1985, issue 22, s. 1556-1557. DOI.
10.1039/c39850001556. ISSN 0022-4936.

NEOH, K. G., E. T. KANG a K. L. TAN. Spectroscopic studies of protonation,
oxidation and light irradiation of polyaniline solutions. Polymer. 1992, vol. 33, is-
sue 11, s. 2292-2298. DOI: 10.1016/0032-3861(92)90519-3. ISSN 00323861.
PHILLIPS, S.D., G. YU, Y. CAO and A. J. HEEGER. Spectroscopy and transient
photoconductivity of partially crystalline polyaniline. Phys. Rev. 1989, vol. 39, is-
sue 15, s. 10 702-10707.

GESKIN, V. M., Y. A. LETUCHY a Y. A. KATSMAN. Polyaniline in solution:
characterization of acid-base equilibria by means of optical and ESR spectroscopy.
Synthetic Metals. 1992, vol. 48, issue 2, s. 241-245. DOI: 10.1016/0379-
6779(92)90065-Q. ISSN 03796779.

GOSPODINOVA, N., P. MOKREVA a L. TERLEMEZY AN. Stable aqueous dis-
persions of polyaniline. Journal of the Chemical Society, Chemical Communicati-
ons. 1992, issue 13, s. 923-924. DOI: 10.1039/c39920000923. ISSN 0022-4936.
STEJSKAL, J., P. KRATOCHVIL, N. GOSPODINOVA, L. TERLEMEZYAN a
P. MOKREVA. Polyaniline dispersions. 3. Influence of the polymerization conditi-
ons. Polymer International. 1993, vol. 32. Issue 4, s. 401-405. DOI:
10.1002/pi.4990320411. ISSN 09598103.

KIRKPATRICK, C. J., F. BITTINGER, M. WAGNER, H. KOHLER, T. G.VAN
KOOTEN, C. L. KLEIN a M. OTTO. Current trends in biocompatibility testing.
Proc Inst Mech Eng H. 1998, vol. 212, issue 2, s. 75-84.

CHEN, H., L. YUAN, W. SONG, Z. WU a D. LI. Biocompatible polymer mate-
rials: Role of protein—surface interactions. Progress in Polymer Science. 2008, vol.
33, issue 11, s. 1059-1087. DOI: 10.1016/j.progpolymsci.2008.07.006. ISSN
00796700.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 78

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

WILLIAMS, D. F. 2008. On the mechanisms of biocompatibility. Biomate-
rials. 2008, vol. 29, issue 20, s. 2941-2953. DOI: 10.1016/j.biomate-
rials.2008.04.023. ISSN 01429612.

DONARUMA, L. G. Definitions in biomaterials, D. F. Williams, Ed., Elsevier,
Amsterdam, 72 pp. Journal of Polymer Science: Polymer Letters Edition. 1987,
vol. 26, issue 9, s. 414-414. DOI: 10.1002/pol.1988.140260910. ISSN 03606384.
WATAHA, J. C. Predicting clinical biological responses to dental materials. Dental
Materials. 2012, vol. 28, issue 1, s. 23-40. DOI: 10.1016/j.dental.2011.08.595.
ISSN 01095641.

FRESHNEY, R. I. Culture of animal cells: a manual of basic technique. 5th ed.
Hoboken, N. J.: Wiley-Liss, 2005, 642 s. ISBN 04-714-5329-3.

BORALDI, F., C. COPPI, S. BORTOLINI, U. CONSOLO a R. TIOZZO. Cytoto-
xic evaluation of elastomeric dental impression materials on a permanent mouse
cell line and on a primary human gingival fibroblast culture. Materials. 2009, vol.
2, issue 3, s. 934-944. DOI: 10.3390/ma2030934. ISSN 1996-1944.

LALUPPA, J. A., T. A. MCADAMS, E. T. PAPOUTSAKIS a W. M. MILLER.
Culture materials affect ex vivo expansion of hematopoietic progenitor cells. J Bi-
omed Mater Res. 1997, vol. 36, issue 3, s. 347-359.

FRANKEN, N. A. P., et al. Clonogenic assay of cells in vitro. Nature protocols.
2006, vol. 1, issue 5, s. 2315-2319. DOI: 10.1038/nprot.2006.339. ISSN 1754-2189.
SHAPIRO, H. M. Practical flow cytometry. 4th edition. New York; Chichester;
Brisbane; Toronto; Singapore : John Willey & Sons, 2003. 681 s. ISBN 978-04-
7141-125-3.

BERGQUIST, P. L., et al. Applications of flow cytometry in environmental micro-
biology and biotechnology. Extremophiles. 2009, vol. 13, issue 3, s. 389-401. DOI:
10.1007/s00792-009-0236-4. ISSN 1431-0651.

SLANINOVA, Iva et al, 2008. Fluorescenéni vlastnosti kvartérnich ben-
zo[c]fenanthridinovych alkaloidii a jejich vyuziti jako supravitdlnich DNA sond.
Chemické listy [online]. C. 102, s. 427-433 [cit. 2015-04-14]. ISSN 1213-7103. Do-
stupné z: http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2008_06_427-433.pdf

PERRIN, F. X., T. A. PHAN a D. L. NGUYEN. Preparation and characterization
of polyaniline in reversed micelles of decylphosphonic acid for active corrosion
protection coatings. European Polymer Journal. 2015, vol. 66, s. 253-265. DOI:
10.1016/j.eurpolymj.2015.01.052.


http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2008_06_427-433.pdf

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 79

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

KALENDOVA, A., D. VESELY, I. SAPURINA a J. STEJSKAL. Anticorrosion
efficiency of organic coatings depending on the pigment volume concentration of
polyaniline phosphate. Progress in Organic Coatings. 2008, vol. 63, issue 2, s. 228-
237. DOI: 10.1016/j.porgcoat.2008.06.005.

DRELINKIEWICZ, A., A. ZIEBA, J. W. SOBCZAK, M. BONAROWSKA, Z.
KARPINSKI, A. WAKSMUNDZKA-GORA a J. STEJSKAL. Polyaniline stabili-
zed highly dispersed Pt nanoparticles: Preparation, characterization and catalytic
properties. Reactive and Functional Polymers. 2009, vol. 69, issue 8, s. 630-642.
DOI: 10.1016/j.reactfunctpolym.2009.04.007.

CRUZ-SILVA,R., A.ESCAMILLA, M. E. NICHO, G. PADRON, A. LEDEZMA.-
PEREZ, E. ARIAS-MARIN, I. MOGGIO a J. ROMERO-GARCIA. Enzymatic
synthesis of pH-responsive polyaniline colloids by using chitosan as steric stabili-
zer. European Polymer Journal. 2007, vol. 43, issue 8, s. 3471-3479. DOI:
10.1016/j.eurpolymj.2007.05.027.

KIM, B. J., S. G. OH, M. G. HAN a S. S. IM. Preparation of polyaniline nanopar-
ticles in micellar solutions as polymerization medium. Langmuir. 2000, vol. 16,
issue 14, s. 5841-5845. DOI: 10.1021/1a9915320.

HAN, D., Y. CHU, L. YANG, Y. LIU a Z. LV. Reversed micelle polymerization:
a new route for the synthesis of DBSA—polyaniline nanoparticles. Colloids and Sur-
faces A: Physicochemical and Engineering Aspects. 2005, vol. 259, 1-3, s. 179-187.
DOI: 10.1016/j.colsurfa.2005.02.017.

ANTONIETTI, M., R. BASTEN a S. LOHMANN. Polymerization in microemulsi-
ons — a new approach to ultrafine, highly functionalized polymer dispersions. Ma-
cromolecular Chemistry and Physics. 1995, vol. 196, issue 2, s. 441-466. DOI:
10.1002/macp.1995.021960201.

KINLEN, P. J.,, J. LIU, Y. DING, C. R. GRAHAM a E. E. REMSEN. Emulsion
polymerization process for organically soluble and electrically conducting polyani-
line. Macromolecules. 1998, vol. 31, issue 6, s. 1735-1744. DOI:
10.1021/ma971430l. ISSN 0024-9297.

HAN, M. G., S. K. CHO, S. G. OH a S. S. IM. Preparation and characterization of
polyaniline nanoparticles synthesized from DBSA micellar solution. Synthetic Me-
tals. 2002, vol. 126, issue 1, s. 53-60. DOI: 10.1016/S0379-6779(01)00494-5.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 80

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

HUMPOLICEK, P., V. KASPARKOVA, P. SAHA a J. STEJSKAL. Biocompati-
bility of polyaniline. Synthetic Metals. 2012, vol. 162, 7-8, s. 722-727. DOI:
10.1016/j.synthmet.2012.02.024.

SESHADRI, D. T. a N. V. BHAT. Use of polyaniline as an antimicrobial agent in
textiles. Indian J. Fibre Text. 2005, vol. 30, issue 2, s. 204-206. ISSN: 0975-1025.
SHI, N, GUO X., JING H. GONG J.,, SUN C. a K. YANG. Antibacterial effect of
the conducting polyaniline. Journal of Materials Sience and Technology. 2006, vol.
22, issue 3, s 289-290.

LIU, S., J. WANG, D. ZHANG, P. ZHANG, J. OU, B. LIU a S. YANG. Investiga-
tion on cell biocompatible behaviors of polyaniline film fabricated via electroless
surface polymerization. Applied Surface Science. 2010, vol. 256, issue 11, s. 3427-
3431. DOI: 10.1016/j.apsusc.2009.12.046.

FERNANDES, E. G.R.,V.ZUCOLOTTO aA. A. DE QUEIROZ. Electrospinning
of Hyperbranched Poly-L-Lysine/Polyaniline Nanofibers for Application in Car-
diac Tissue Engineering. Journal of Macromolecular Science, Part A. 2010, vol.
47, issue 12, s. 1203-1207. DOI: 10.1080/10601325.2010.518847.

KUCEKOVA, Z., P. HUMPOLICEK, V. KASPARKOVA, T. PERECKO, M.
LEHOCKY, I. HAUERLANDOVA, P. SAHA a J. STEJSKAL. Colloidal polyani-
line dispersions: Antibacterial activity, cytotoxicity and neutrophil oxidative burst.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces. 2014, vol. 116, s. 411-417. DOI:
10.1016/j.colsurfb.2014.01.027.

OH, W. K., S. KIM, O. KWON a J. JANG. Shape-Dependent Cytotoxicity of Po-
lyaniline Nanomaterials in Human Fibroblast Cells. Journal of Nanoscience and
Nanotechnology. 2011, wvol. 11, issue 5, s. 4254-4260. DOI:
10.1166/jnn.2011.3662.

GIZDAVIC-NIKOLAIDIS, M. R., J. R. BENNETT, S. SWIFT, A. J. EASTEAL a
M. AMBROSE. Broad spectrum antimicrobial activity of functionalized polyanili-
nes. Acta Biomaterialia. 2011, vol. 7, issue 12, s. 4204-4209. DOI: 10.1016/j.act-
bi0.2011.07.018.

HUMPOLICEK, P. a V. KASPARKOVA. Polymerni materialy ve zdravotnic-kych
prostiedcich a jejich biologické vlastnosti. Plasty a kaucuk. 2012, vol. 49, 7-8, s.
196-199. ISSN 0322-7340.

WALLACE, G. G., G. M. SPINKS G. M., L. A. P. KANE-MAGUIRE a P.
TEASDALE. Conductive electroactive polymers. Intelligent Materials Systems.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

81




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

82

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
PVP poly(N-vinylpyrrolidon)

PVAL  poly(vinyl alkohol)

DBSA  kyselina dodecylbenzensulfonova

SDS Dodecylsulfat sodny

APS Peroxydvojsiran amonny

HCI Kyselina chlorovodikova

DLS Dynamicky rozptyl svétla

PCS Fotonova korelacni spektroskopie

DNA Deoxyribonukleové kyselina

O Atom kysliku
N Atom dusiku
S Atom siry

TX 100 Triton X-100

TW20  Tween 20

UV-VIS Ultrafialové a viditelné zafeni

HCI Kyselina chlorovodikova

MTT 3-[4,5- dimethyl-2- thiazolyl]-2,5- diphenyl-2H- tetrazolium bromid
FSC ptimy rozptyl svétla, forward scatter

SSC bo¢ni rozptyl svétla, side scatter

HLB Hydrofilné-lipofilni rovnovéha

Sr Relativni smérodatnéd odchylka
Pdl Index polydisperzity
HA Kyselina hyaluronova

AN Anilin
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B (koncentrace koloidu 0.3 %, koncentrace polyanilinu 2.7 ug.ml ). Zvétseni
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