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ABSTRAKT

Diplomova prace se zaméfila na pfipravu, modifikaci a charakterizaci filma vodivého po-
lymeru, polyanilinu. V teoretické ¢asti je shrnuto poznani o nativnich polyanilinovych dis-
perzich a filmech, jejich vlastnostech a moznostech ptipravy. V praktické ¢asti byly synte-
tizovany polyanilinové filmy za pfitomnosti ¢tyf riznych stabilizatorti ve dvou odlisnych
reak¢nich prostfedich. Nasledné byly méfeny materialové charakteristiky filmi jako povr-
chova energie, tloustka a mérna elektrickd vodivost. Z hlediska charakterizace biologické
aktivity filma byly provedeny testy bunééné adheze, proliferace a migrace. Vysledky po-
skytuji komplexni vhled do materidlovych i biologickych vlastnosti polyanilinovych filma

a jsou proto pfinosné jako zdkladni informace pro uplatnéni téchto filma jako biomateriala.

Kli¢ova slova: Polyanilin, PANI, vodivé polymery, polyanilinové filmy, polyanilinova

disperze, koloidni polyanilin, elektricka vodivost, povrchova energie, bunécna aktivita.

ABSTRACT

This diploma thesis focused on the preparation, modification and characterization of con-
ducting, polyaniline films. The knowledge about the preparation and properties of polyani-
line dispersions and films are summarized. In the practical part, the polyaniline films were
synthesized in the presence of four stabilizers in two different reaction solutions. Sub-
sequently the films were characterized in terms of their surface energy, thickness and
electrical conductivity. Biological activity was measured by the cell adhesion, proliferation
and migration tests. The results provide coprehensive view on both the material and biolo-
gical properties of polyaniline films and are therefore important for an evaluation of poly-

aniline applicability as biomaterial.

Keywords: Polyaniline, PANI, conducting polymers, polyaniline films, polyaniline dis-

persion, colloidal polyaniline, electrical conductivity, cell activity.
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UvVOD

Do pomérné velké skupiny makromolekularnich latek polymerniho charakteru, které
jsou v drtivé vétsing elektricky nevodivé, patii i skupina v tomto sméru jedineénych, elek-
tricky vodivych polymert. Tyto latky vykazuji hodnoty mérné elektrické vodivosti na
urovni polovodici. Jednim ze zastupct této skupiny polymert je polyanilin, ktery se pro

svyj Siroky aplika¢ni potencidl stal velmi intenzivné studovanou latkou.

Je zndmo, ze pti syntéze polyanilinu oxidacni polymeraci vznikaji kromé srazeniny
I polyanilinové filmy, pokryvajici vnitini povrch reakénich nadob ¢i vnéjsi povrch predmeé-
tt do reakéni smési ponofenych. Polyanilin je krom¢ formy srazeniny mozné piipravit i ve
jako koloidni disperzi polyanilinovych ¢astic. V tomto piipadé¢ je do reakéni smési pridan
stabilizator, na jehoz povrch prechézi ¢ast rostoucich fetézcl. Tento zplisob piipravy vede
stejné jako u srazeci polymerace ke tvorbé filmu a pravé takto ptipravené filmy budou cha-

rakterizovany z hlediska nékterych materidlovych vlastnosti a bunééné kompatibility.

V praktické ¢asti bude pomoci disperzni polymerace ptipravovéano celkové osm typl
polyanilinovy filmu, liSicich se jak zvolenym stabilizatorem (polyvinylpyrrolidon, do-
decylsiran sodny, Tween 20 a Pluronic F-108), tak i reakénim prostiedim tvofenym neioni-
zovanou vodou nebo 1 M roztokem kyseliny chlorovodikové. Ptipravené filmy budou na-
sledné charakterizovany pomoci mechanické profilometrie pro ziskani informace o jejich
tloust’ce, dale pomoci ctyibodové metody pro zjisteni hodnot mérné elektrické vodivosti
a méfena bude i povrchova energie filmut. Testy adheze, proliferace a migrace bunék linie

fibroblastti nasledné umozni srovnat bunéénou kompatibilitu jednotlivych typt filmu.
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. TEORETICKA CAST
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1 POLYMERY

Filmy, jejichz charakterizace je cilem této prace jsou tvofeny polyanilinem (PANI),
tedy latkou polymerni povahy. Polymery jsou obecné oznacovany jako latky tvotrené mak-
romolekulami, které jsou charakteristické mnohonasobnym opakovanim konstituénich jed-
notek, tedy jedné nebo vice skupin atomu, navzajem spojenych v tak velkém poctu, ze
existuje fada chemickych a fyzikalnich vlastnosti, které se vyznamné nezméni ptfidanim

nebo odebranim jedné nebo nékolika konstitu¢nich jednotek (Prokopova, 2007).

Polymery jsou znamy a vyuzivany jako izolanty elektrického proudu. Maji pro mnoho
aplikaci vyhodné mechanické i chemické vlastnosti a dobie se zpracovavaji (Prokes, Ne-
Spurek, Stejskal, 2001).

—CH—CHZ{ CH— CHz] CH—CH, —
| | ol
R R R

Obrazek 1 — obecny vzorec polymeru (vytvoreno

v programu ChemSketch)

V minulosti (Shirakawa et al., 1977) vsak byla objevena a popsana skupina polymert,
které vykazuji, na rozdil od béznych polymerut, vlastni elektrickou vodivost. Nejvyznam-
néjsi z nich jsou polyacetylen, polypyrrol, polythiofen, polyanilin, polyfenylen ¢i polyfeny-
lenvinylen (Prokes, Stejskal, Omastova, 2001). Elektricka vodivost téchto latek je srovna-

telna s vodivosti anorganickych polovodivych materialt (Humpolicek et al., 2012a).

1.1 Vodivé polymery

Bézné, elektricky nevodivé polymery jsou nasycené, vSechny Ctyii valencni elektro-
ny uhliku maji pouzity v kovalentni vazb¢. Jak jiz bylo uvedeno, existuje i skupina elek-
tricky vodivych, konjugovanych polymerti, u kterych se elektronova konfigurace lisi.
U téchto polymeri vedou chemické vazby k jednomu neparovému elektronu (n-elektronu)
na jeden atom uhliku. Navic n-vazba, ve které se prekryvaji orbitaly nasledujiciho uhliko-
vého atomu podél hlavniho fetézce, vede k elektronové delokalizaci kolem fetézce. Tato
elektronicka delokalizace poskytuje pomyslnou cestu pro pfenos naboje po fetézci polyme-

ru (Heeger, 2001).
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Elektrické vlastnosti vodivych polymerd, které jsou obecné slozeny z uhliku, vodiku
a jednoho heteroatomu, naptiklad dusiku ¢i siry, tedy pochazi z n-konjugace. Samotné vo-
divosti je dosazeno prostou oxidaci nebo redukci vedouci k zavedeni center naboje, které
zprostiedkovavaji transport naboje po fetézci. Oxidace a redukce je provadéna anionty
a kationty pojmenovanymi jako dopujici latky, cely proces je pak nazyvan dopovanim
(Chandrasekhar, 1999).

Moderni historie vodivych polymert zacina v roce kdy Shirakawa et al. (1977) ob-
jevili, Ze halogenace trans-polyacetylenu zvysila jeho elektrickou vodivost o nékolik radu.
Polyacetylenové filmy vystavené G¢inkim par jodu vedly k produktu o mérné vodivosti
38 S.cm™. | pres vysokou vodivost polyacetylenu, jeho omezen4 stabilita vedla k posunu
pozornosti ve prospéch mnohem stabilnéjSich polymert, polyanilinu a polypyrrolu (Pro-
kes, Stejskal a Omastova, 2001).

NN

Poly-trans-acetylen

NH NH NH
NH NH NH
Polypyrrol
S S S
S S S
Polythiofen
OO -
Polyanilin (baze)

Poly(p-fenylen)
Q \ Q / Q \ Q
Poly(p-fenylenvinylen)

Obrazek 2 — strukturni vzorce hlavnich zastupct vodivych po-
lymerd, v ptipad€ polyanilinu opakujici se anilinova konstitucni

jednotka (Prokes, Stejskal a Omastova, 2001)
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1.1.1 Dopovani

Zakladnim principem dopovani je oxidace nebo redukce fetézce polymeru. Oxidace
odebere elektrony puisobenim akceptord elektront (napfi. I) a vznika pozitivné nabity po-
lymer. Tento dé&j je popisovan jako p-dopovani. Podobn¢ pak redukce produkuje pasobe-
nim donord elektrond (napt. Li) zdporné nabity fetézec polymeru, tento déj potom oznacu-
jeme jako n-dopovani (Freund a Deore, 2007). Odlisnost Ize nalézt mezi dopovanim anor-
ganickych a organickych polovodi¢u. U anorganickych polovodi¢t vyrazné ovliviuji elek-
trické vlastnosti jiz stopové koncentrace dopujici latky, zatimco U organickych (polymert)
je potfeba vyssich koncentraci dopujicich latek, fadové jednotky az desitky procent (Pro-
kes, Stejskal, Omastova, 2001). Dopovani mize byt indukovano chemickym ¢inidlem,
existuje ale i moznost elektrochemického dopovani, kdy se polymer pfipoji k elektrodg.
Elektrochemické dopovani probihd v podstaté stejnéjako chemické, s tim rozdilem, Ze hna-

ci silu pro oxidaci nebo redukci poskytuje externi zdroj napéti (Freund a Deore, 2007).

1.1.2 Charakteristika mérné elektrické vodivosti

Konduktivita neboli mérna elektrickd vodivost je fyzikdlni veli¢ina, popisujici
schopnost latky vést elektricky proud. Latka, ktera je dobrym vodi¢em, ma vysokou hod-

notu konduktivity, $patné vodi¢e maji naopak nizkou vodivost (Drapala a Kursa, 2012).

Pokud zname elektrickou vodivost (konduktanci) G, ktera je ptevracenou hodnotou
elektrického odporu R, tedy G = 1/R a jeji jednotkou je Siemens (S). MiuZzeme mérnou
elektrickou vodivost vypocitat podle vztahu.

l-G

0= [S-m™1]

kde | je délka télesa, G je elektricka vodivost a S je plocha, kolma na smér elektric-
kého proudu (Rosina, 2013).

V ptipad¢ nékterych metod meéteni konduktivity je vyuZivano detekce rezistivity
(mérného elektrického odporu), ktera je prevracenou hodnotou mérné elektrické vodivosti

podle vztahu 6 = 1/p. Pro vypocet rezistivity 1ze pouzit vztah.

R-S
p=— [Q-m]

kde R je odpor vodice, S je obsah pficného fezu a | je délka vodice (Svoboda, 1998).
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Pro ptiklad je mozné uvést konduktivitu médi (vodi¢ elektrického proudu), kterd ¢ini
56x10°® S.cm™ & skla (izolant), pohybujici se v fadu 1x10™* S.cm™. U polovoodi&i kon-
duktivitu ovlivituje fada faktortu, zejména teplota, Sitka zakazaného pasu [eV] ¢i pohybli-
vost elektronti a dér. Z tabulky 1 je patrné, ze se jejich mérna elektricka vodivost pohybuje
od 1x10® do 1x10® S.cm™. Vodivé polymery se z tohoto hlediska fadi mezi polovodivé
materialy, jejich konduktivita se naptiklad podle publikace Prokes a Stejskal (2004) pohy-

buje v Fadu jednotek, maximalng stovek S.cm™.

Druh materialu Mérna el. vodivost [S.cm™]
vodige 1x10° a7 1x10°
polovodice 1x10°® a7 1x10°
izolanty 1x10% a7 1x10®

Tabulka 1 — srovnani konduktivity vodici, polovodi¢t a izolant (Drapala a Kursa, 2012)

1.1.3 Aplikace vodivych polymeri

Vodivé polymery jsou atraktivni materialy pro pouziti ve stdvajicich 1 nové vznikaji-
cich technologiich diky nizkym vyrobnim nédkladim a vSestrannosti ve srovnani
s ostatnimi standardnimi vodi¢i a polovodi¢i (Freund a Deore, 2007). Navic, na rozdil
od béznych polovodi¢d, mohou vodivé polymery ménit svou strukturu, a tedy i své vlast-
nosti v reakci na okolni prostedi, coz lze vyuzit v fadé aplikaci, jako jsou napiiklad bio-
senzory (Prokes, Stejskal, Omastova, 2001). Fakt, Ze se vodivymi polymery a jejich poten-
cidlnim vyuziti zabyvaji védecké studie jiZ vice, nez tficet let, dokladaji mimo jiné studie
jako napfiiklad Kaneto et al. (1983) pojedndvajici 0 moznosti vyuziti filml polythiofenu
a polypyrrolu pro zobrazovaci zatizeni v disledku zmény jejich barev v zavislosti na jejich
oxidaci (p-dopovani) nebo redukci (n-dopovani). Déle je mozné zminit praci Mizutani
a Asai (1988), ve které autofi popisuji senzor glukdzy vytvoreny za pouziti inkorporované-
ho polypyrrolu v polyvinylalkoholu jako podkladu pro imobilizovany enzym glukoza-

oxidazu a Castice ferrocenu.
Pocty védeckych publikaci v Casopisech indexovanych v databazi Web of Science
také dokladaji zvysujici se zajem o tyto polymery. Casovy vyvoj poétu publikaci, jez ve

svém nazvu obsahuji slovo ,,Polyaniline* uvedeny na obrazku 3 tuto skutecnost doklada.
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Obrazek 3 — casovy vyvoj poctu publikaci o polyanilinu (Web of Science,
2015)

Z nov¢jsich publikaci pak stoji za zminku napiiklad prace Baldissera a Ferreira
(2012) zabyvajici se antikorozni ochranou kovii pomoci natérti na bazi epoxidové prysky-
fice obsahujici vodivy polymer jako antikorozni ¢inidlo. Dale studie Nambiar a Yeow
(2011) zamétujici se na vyuziti vodivych polymert jako jiz zminéné biosenzory, tedy ana-
Iyticka zafizeni, spojujici prvky snimani (jako naptiklad enzymy, protilatky, nukleové ky-
seliny ¢i bunky) pomoci elektronického snimace, ktery je vybaven elektronickym zesilova-
¢em. Biosenzory zajist'uji rychlou interaktivni informaci o daném vzorku a maji uplatnéni
v riznych oblastech jako klinickd diagnostika, monitorovani biologickych procest, moni-
torovani zivotniho prostiedi a zpracovatelstvi potravin a zeméd¢€lskych produktt (Dhand
etal., 2011). Vyuzitim vodivych polymert se dale zabyva prace Manjunatha et al. (2010)
studujici uplatnéni polypyrrolu jako materialu pro anody dobijecich lithiovych baterii,
¢i studie autortt Cortés a Moreno (2003), ve kterém je diskutovana moznost tvorby umeé-
lych svalt za vyuziti vodivych polymerd. S ohledem na nizkou cenu vodivych polymert
pak AlSalhi et al. (2011) shrnuje mozné aplikace vodivych polymerQ
v elektronice, zobrazovacich zafizenich (displeje, televize), svételnych diodach, tranzisto-
rech, fotovoltaickych ¢lancich, senzorech a laserech. Z biomedicinského hlediska podle
Rubinsonové a Marka (2003) muze byt ovliviiovano elektrochemické uvoliovani ATP
pomoci vrstvy polypyrrolového filmu s rtiznou tloustkou, porovitosti a elektrochemickym

potencialem. Podle Schmidt et al. (1997) pak oxidovany polypyrrol muze slouzit jako pod-
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klad pro zvySeni interakce poskozenych nervovych bunék. V publikaci Gao et al. (2014) je
popsana aplikace polypyrrolu v nanokompozitu spolec¢né s grafenem, tento material je poté
pouzit v mikroelektrodach pro detekci adeninu a guaninu, tedy elektropozitivnich purino-
vych bazi RNA a DNA. Velky potencial ma také vyuziti vodivych polymera v oblasti tka-
nového inzenyrstvi (Freund a Deore, 2007). Touto problematikou se blize zabyvali Ben-
drea et al. (2011), kteti ve své praci zminuji tii zakladni pfistupy tkanového inzenyrstvi,
zahrnujici pouziti tzv. instruktivniho prostiedi (bioaktivniho materialu), které nabira a tidi
hostujici bunky. A to za G€elem regenerace tkané€, dopravy zdravych bunék nebo bioaktiv-
nich faktord do poskozené oblasti ¢i pro kultivaci bun¢k na biomateridlovém scaffoldu
Vv biorektoru za podminek umoznujicich pozdéj$i implantaci. V této souvislosti zminuje
Svirskis et al. (2010) systémy pro fizené uvoliovani 1é¢iv tvoiené post-synteticky inkorpo-
rovanym léCivem (napt. dopaminem ¢i chlorpromazinem) v polypyrrolu. Vodivy polymer
zde miize opakované podstoupit ovladatelné redoxni reakce, které zptisobuji zménu ve
vodivosti, naboji a objemu polymeru, a tedy i elektrochemicky kontrolované uvolnovani
lé¢iva. Védecka publikace Smela (2003) predstavuje komeréné vyvinutou spojku velmi
malych cév, kde je $iti naro¢né jak z diivodli Casovych, tak kvili pooperaénim komplika-
cim. Spojka je tvofena dvouvrstvou zlata a polypyrrolu navijenou na valec za pouziti re-
dukéniho potencialu. Spojka se chirurgicky vklada mezi oddélené konce cév béhem jedné
az dvou minut. Dvouvrstva se po ukonceni plisobeni potencialu spontanné navraci do oxi-
dovaného stavu a pasivné zvétSje behem nékolika minut svilj objem a drZi oba konce cévy
pii sobé béhem hojeni. Tento mechanizmus podobny pruZiné je trvaly a nevyzaduje dalsi
aplikaci redoxniho potencidlu. Spojka zistava ve finalni fazi inkorporovéana ve sténé cévy,
neni trombogenni ani jinak nezabranuje v prutoku krve, je biokompatibilni a dokazuje sta-

bilitu oxidovaného stavu.

Obrazek 4 — fotografie prubéhu opera¢niho zavedeni cévni spojky (Smela, 2003)
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2 POLYANILIN

2.1 Historie polyanilinu

Anilin byl jako produkt pyrolytické destilace indiga ziskan v roce 1826 némeckym
chemikem Unverdorbenem. Pti studiu jeho chemickych vlastnosti popsal roku 1840 Fritze
zelené oxidacni produkty, které bychom v dnes$ni terminologii nazvali polyanilinem.
V roce 1862 profesor Letheby pfi toxikologické identifikaci anilinu provedl elektroche-
mickou oxidaci, kterd vedla po alkalizaci k modrému zbarveni typickému pro polyanilino-
vou bazi. Brit$ti chemici Green a Woodhead navrhli v roce 1910 pro oxidaéni produkty
anilinu strukturu oktameru. Polymerni povaha oxida¢nich produktd anilinu byla prokazana
az o mnoho desitek let pozdéji. Polyanilinové fetézce jsou slozeny ze stovek az tisict ani-
linovych konstitué¢nich jednotek - jde tedy o plnohodnotné polymery. Syntetické postupy
vedouci k polyanilinu byly popsany v Ceskoslovensku Honzlem a Tlustakovou (1968).
Konduktivita polyanilinu pohybujici se v fadu jednotek S.cm™ je srovnatelnd s mérnou
vodivosti béznych polovodicti a byla znama jiz v Sedesatych letech (Prokes, Stejskal

a Omastova, 2001).

Vzhledem k dobr¢ stabilité polyanilinu, ovlivnitelné elektrické vodivosti, pomérné
nendrocné, nendkladné syntéze a zajimavym redoxnim vlastnostem, které¢ jsou spojeny
s heteroatomem dusiku v fetézci, se stal polyanilin jednim s nejrozsahleji studovanych vo-

divych polymert posledni doby (Kang et al., 1998).

2.2 Formy polyanilinu

Mechanismus elektrické vodivosti polyanilinu je oproti ostatnim vodivym polyme-
rim unikatni, ackoli je dopovan protonaci, podobn¢ jako je tomu naptiklad u p-dopovéni
polypyrrolu. Protonace vede k formovani soli na bazi dusiku spiSe nez karboniového iontu
(karbokationt, C"), jako je tomu u ostatnich p-dopovanych polymeri. Konfigurace polyani-
linu ma totiz A-B povahu, zatimco vétSina ostatnich vodivych polymert je typu A-A.
B komponenta ptedstavuje heteroatom elementarniho dusiku, ktery je vice zapojen do kon-
jugace polyanilinu, v porovnani s heteroatomy Vv polypyrrolu a podobnych polymerech.
Vodivost polyanilinu tedy zavisi jak na oxida¢ni formé, tak na stupni protonace (Wallace
et al., 2003).

Polyanilin existuje v fad¢ forem, navzajem se liSicich svym stupném oxidace ¢i pro-

tonace. Odebirdnim nebo dodavanim elektrontu chemickou ¢éi elektrochemickou oxidaci
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a redukci lze ziskat formy s riznou chemickou strukturou, stabilitou, zbarvenim a elektric-
kymi vlastnostmi. Néazvy jednotlivych oxidac¢nich forem, nazvanych leukoemeraldin, eme-
raldin a pernigranilin, jsou v soucasnosti pouzivany i pro odpovidajici polymery (Prokes,
Stejskal, Omastova, 2001).

Protonovany pernigranilin {modry) Pernigranilinovi béze (fialovi)
@ & +2H®
®
+1
© ” Emeraldinovi :_I:
Protonovany emeraldin (zeleny, vodivy) Emeraldinova béze (modri, nevodivi)
-sil @

OO+ == O=O_

Leukoemeraldin { berbarvy)

OO0

Obrazek 5 — oxidaéni formy polyanilinu (Prokes, Stejskal, Omastova, 2001)

Nejbéznéjsimi formami jsou pravé zelena, vodiva polyanilinova stl a nevodiva,
modra baze. K ptechodu mezi témito dvéma formami dochazi pii pH 5 - 6. Pokud tedy
polyanilin po pfipravé vystavime ptisobeni alkalii, napt. 1 M hydroxidu amonného, zméni
se vodivost z jednotek S.cm™ na 10° S.cm™, tj. o devét Fadi. Tento proces je vratny a byva

vyuzivan pii konstrukci aciditnich senzora (Stejskal a Gilbert, 2002).

Podle publikace Prokes a Stejskal (2004) 1ze nastavenim teploty reakéni smési sraze-
ci polymerace urcovat vysledkou amorfni (20 °C) ¢i semikrystalickou (-50 °C) strukturu
polyanilinového produktu. Stejskal et al. (1998) popisuje amorfni PANI jako srazeninu
v praskovité form&. PANI. Vyssi krystalinita a molarni hmotnosti poté vedou ke vzniku
makroporézni morfologie. Prokes a Stejskal (2004) dale uvadéji hodnoty mémé elektrické
vodivosti tablet tvofenych zalisovanym praskem z PANI srazeniny, pti¢emz vzorky PANI,
se lisily druhem 1 M kyseliny, ktera tvofila reakéni prostfedi polymerace. Vodivost tablet
se pohybovala v rozmezi od 1x107 (pro 1 M EDTA) do 15 S.cm™ (pro prostiedi 1 M HCI).
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2.3 Priprava polyanilinu

Polyanilin je pfipravovan oxidaci anilinu, zpravidla peroxydisiranem amonnym nhe-
boli amonium persulfatem (APS). Reakce probiha v kyselém vodném prostiedi, na vzdu-
chu v oteviené nadobé, pti laboratorni teploté, bez nutnosti zahtivani nebo michani,
s prakticky stoprocentnim vytézkem. Exotermni reakce je ukoncena béhem nékolika minut
a produkt se odd¢€luje filtraci. Pii skladovani ma casové neomezenou stalost (Stejskal

a Gilbert, 2002).

Standardné se polyanilin pfipravuje oxidaci 0,2 M anilin hydrochloridu pomoci
0,25 M amonium persulfatu ve vodném prostiedi. Pfi praktickém provedeni je oddélené
rozpusténo 2,59 g (20 mmol) anilin hydrochloridu v 50 ml vody a 5,71 g (25 mmol) amo-
nium persulfatu rovnéz v 50 ml vody. Oba roztoky jsou poté smiseny. Reakéni smés po
chvili zmodrd diky vzniku anilinovych oligomert. Zabarveni se prohlubuje, tvofi
se pernigranilinova forma polyanilinu, kterd po skonceni polymerace pfechazi na konecny
tmavozeleny emeraldin. Polymerace prob&hne pii laboratorni teploté asi za 10 minut
a teplota reak¢éni smési vzroste z 20°C na 38°C. (Pouziti vysSich koncentraci reakénich
slozek — nad 1 M, méa za nasledek zvySeni teploty, coz miize vést az k vybuchu). SraZenina
polyanilinu je promyvana zfedénou (0,2 M) kyselinou chlorovodikovou a poté dikladné
acetonem nebo etanolem. Produkt se susi na vzduchu. Takto ptipraveny polyanilin (eme-

raldin) v mnozstvi kolem 2 g ma vodivost 4 S.cm™ (Stejskal a Gilbert, 2002).

+ -
NH, Cl
+ - - "
NH; 0-S—0—0—S-0" NH,
o) o)

Obrazek 6 — strukturni vzorec anilin hydrochloridu (vlevo) a amonium per-

sulfatu (vpravo), (vytvotreno v programu ChemSketch)
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2.4 Potencialni vyuziti polyanilinu

Polyanilin je z hlediska vyuziti jednim z nejslibnéj$ich vodivych polymera pro svou
dobrou chemickou stabilitu, snadnou a pomérné levnou syntézu a vV neposledni fad¢ pro
relativné vysokou a navic ovlivnitelnou elektrickou vodivost (Cruz-Silva et al., 2006). Jeho
pouziti je vSak omezeno netavitelnym charakterem a nizkou rozpustnosti ve vétsiné orga-
nickych rozpoustédel, polyanilin je rozpustny pouze z 20 hm. % v N-methylpyrrolidonu
az 60 hm. % v koncentrované kyselin¢ sirové (Exnerova et al., 2012). Pro piekonani téch-
to omezeni jsou pouzivany nize zminované disperzni polymerace anilinu, které zajist'uji
vznik ve vodé dispergovatelnych koloidnich ¢astic (Cruz-Silva et al., 2007). Z téchto dis-
perzi lze pfipravit kompozitni materialy obsahujici az 70 hm. % elektricky vodivého poly-
anilinu dispergovaného v izola¢ni matrici, z hlediska vyuziti tedy kompozity polyanilinu
hraji dulezitou roli (Stejskal, Kratochvil, Helmstedt, 1996). Z hlediska aplikaci
v biomedicin¢ ¢i biotechnologiich je pak jeho omezeni dano toxicitou necistot obsazenych
V polyanilinu, zejména se jednd o anilinové dimery a oligomery ¢i benzidin (Humpoli¢ek

etal., 2012b).

Skutecnosti, Ze je polyanilin pfirozené vodivy, mize byt podle studie Hosoda, Hino,
Kuramoto (2007) vyuzito pro primyslovou vyrobu vodivych natérd. Blinova et al. (2005)
zmifluje ve své praci vhodnost pouZiti koloidniho polyanilinu jako antikorozni ptisady
a barevného markeru pfi dlouhodobém skladovani natérd. Prace Hino, Taniguchi, Kuramo-
to (2005) popisuje syntézu vodivych lepidel na bazi epoxidové pryskyiice a polyanilinu.
Publikace De Barros, Martins, Azevedo (2005) zminuje moznost aplikace polyanilinu ve
vodivych inkoustech, kdy je vodiva polymerova suspenze ¢i roztok vlozena do cartridge
inkoustové tiskarny a nasledné tiskarnou pfenesena na podklad, plisobenim UV zéfeni jsou
poté vytisknuté znaky vyvolany. Clanek Bowman a Mattes (2005) pfiblizuje moznost syn-
tézy polyanilinu o ultra vysoké hmotnostné praimérné molarni hmotnosti (120.000 az
350.000 g/mol) pro vyrobu antistatického textilu. Dale je mozno vyuzit zvySovani viskozi-
ty polyanilinové disperze se zvysujicim se elektrickym polem. Tato vlastnost je vyhodna
pro aplikace Vv elektroreologickych  materidlech, které je mozné vyuzit
Vv elektromechanickych zafizenich, jako jsou tlumice narazi se stavitelnou tuhosti pro je-
jich reverzibilni ptechod z tekutého do pevného stavu pod riznym elektrickym polem
(Bhadra et al., 2009). V praci Choi et al. (1997) je uvedena jako potencialni elektroreolo-

gicka tekutina suspenze polyanilinu v silikonovém oleji.
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Schopnosti polyanilinu ménit elektrickou vodivost a zbarveni pfi vystaveni kyselym,
zasaditym a nékterym neutrdlnim param ¢i kapalindm je mozné vyuzit v oblasti senzord,
biosenzort, detektort a indikatorii. Tedy zafizeni, které méfi fyzikalni veliiny a prevadi je
na signal, ktery mize byt detekovan pozorovatelem nebo detekénim zafizenim (Bhadra
et al., 2009). Je mozné citovat préci Irimia-Vladu a Fergus (2006), ve které¢ je popsan sen-
zor oxidu uhli¢itého zalozeny na kompozitnim tenkém filmu emeraldinové baze polyanili-
nu a polyvinylalkoholu. Dale studii Bai et al. (2007) prezentujici senzor amoniaku zaloze-
ny na kompozitnim filmu polypyrrolu a sulfonovaného polyanilinu. Ke stejné aplikaci,
tedy detekci plynného ¢pavku pouzili Park et al. (2006) kromé zlatych elektrod reakéni
matrix piimo z koloidniho polyanilinu s &asticemi v nanorozmérech. Clanek Ashassi-
Sorkhabi et al. (2013) popisuje techniku elektrochemické polymerace, pomoci které nanasi
vrstvicku kompozitu nanokoloidniho polyanilinu a nanokoloidniho diamantu na povrch
mekkého kovu, ktery byl takto ochranén proti korozi v prostiedi 0,5 M kyseliny sirové.
Ashassi-Sorkhabi et al. (2014) poté popisuje v podstaté velmi podobny zpisob ochrany
mekkych kovil proti korozi i v pfitomnosti 3,5 % roztoku chloridu sodného. Ve studii Ta-
laie et al. (2000) bylo vyuzito vztahu mezi zménou vodivosti a barvy kompozitu polyanili-
nu a polypyrrolu pro detekci pH na platinové elektrodé. Clanek Andreu et al. (2005) popi-
suje stanoveni mnoZstvi vitaminu C pomoci absorpéni zmény polyanilinu pii svételném
zateni o vinové délce 700 nm. Koloidniho polyanilinu je vyuzito v praci Dhand et al.
(2007) pro vyrobu vodivého filmu elektroforeticky umisténého na desticku ze skla oxidu
india a cinu, ktery je schopen kovalentné imobilizovat cholesterol oxiddzu a tim padem byt
vyuzity jako biosenzor cholesterolu. Prace Kim et al. (2000) zminuje moznost kondukto-
metrického méteni aktivity protilatek specifickych pro albumin pomoci imunosenzorti na
bazi koloidniho zlata a na ném zaclenéného polyanilinu. Hsiao et al. (2013) dale popisuji
aplikaci kompozitnich vldken ptipravenych elektrostatickym zvlaknovanim kopolymeru
laktidu a kyseliny glykolové (PLGA) s polyanilinem. Vytvotena vlakna s konduktivitou
v fadu 1x10% S.cm™ byla pouzita jako elektricky aktivni scaffold pro mysi buiiky srdecni
svaloviny, ktery prokazal vybornou bunécnou adhezi a predev§im schopnost synchronizo-

vat bunéény pohyb téchto bunék (tzv. cell beating).

Vsechna potencialni vyuziti polyanilinu neni mozné obsdhnout, 1ze vSak konstatovat,
Ze mize najit uplatnéni v elektronice, elektromechanice, elektroreologii, v oblasti antista-

tickych materialti, senzort a biosenzort, svétlo emitujicich a zobrazovacich zatizeni.
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3 KOLOIDNI PANI DISPERZE AFILMY

Oxidaci anilin hydrochloridu amonium persulfatem ve vodném prostieni (srazeci po-
lymeraci) jsou produkovany nejprve anilinové oligomery. Ty maji hydrofobnéjsi vlastnosti
nez puvodni anilinové kationty. Maji tedy tendenci oddélovat se od vodného prostiedi,
napiiklad adsorbovanim na dostupném povrchu latek stalych v kyselém prostredi. Adsor-
bované oligomery maji vyssi reaktivitu a zahajuji rast polyanilinovych fetézcu. Prvni poly-
anilinovy fetézec ukotveny na povrchu vytvaii jadro budouciho filmu. Polymerace anilinu
ma automaticky se zrychlujici mechanizmus, coz znamena, ze nové oligomery vznikaji
a adsorbuji blizko jadra a stimuluji rist novych polyanilinovych fetézcl. Tyto fetézce vy-
tvareji film a mnozi se na povrchu. Ze stérickych diivodi se pfednostné orientuji kolmo na

podklad (Stejskal a Sapurina, 2005).
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Obrazek 7 — a) adsorpce oligomeru na povrch, b) rist fetézce PANI,
tvorba jadra, c) rist dalSich fetézci PANI v disledku mechanizmu au-

tomatického zrychlovani polymerace (Stejskal a Sapurina, 2005)

Tvorba polyanilinovych filmi je tedy v podstaté adsorpce vznikajicich anilinovych
oligomerti na dostupnych povrsich stalych v kyselém prostiedi pii oxidaci anilin hyd-
rochloridu amonium persulfatem. Postupnym nartistem fetézcti polyanilinu dochazi k vy-
tvofeni filmu tloustky 40 — 400 nm na prakticky jakémkoli povrchu, ktery byl v kontaktu
s rek¢éni smési (Trchova et al., 2005). V ptipadé€, ze pii oxidaci anilinu bude do reak¢ni
smési ponofen libovolny pfedmét staly v kyselém prosttedi, pokryje jeho povrch vodivy
polyanilinovy film. Timto zpisobem je mozné modifikovat povrchy jako napft. sklo, textil-

ni tkaninu ¢i polymerni povrch.
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Ptidame-li do polymeracni smési stabilizator, ktery je ve vodném prostiedi rozpustny
(napt 2 hm. % polyvinylpyrrolidonu), ziskdme misto srazeniny koloidni polyanilinovou
disperzi piipominajici roztok, vV tomto pfipad¢ je mozné hovofiit o disperzni polymeraci.
Podobny princip jako u tvorby filmu je totiz pouzitelny na formovani koloidnich castic.
Castice jsou vytvafeny polymeraci anilinu v prostiedi obsahujicim slozku, na kterou ¢s-
teCn¢ prechazi role povrchu — stabilizator. Anilinovy oligomer se na fetézci adsorbuje na
stabilizatoru a produkuje jadro polyanilinu. Automaticky zrychlujicim mechanismem po-
kracuje polymerace Vv blizkém okoli. Polyanilinové Castice dale rostou a zaroven se formu-
ji nové oligomery. | v ptipad¢ vzniku koloidni disperze polyanilinu se oligomery adsorbuji
krom¢ stabilizatoru i na dostupném povrchu piedmétu ponofeném v reakéni smési ¢i na

vnitinim povrchu reak¢ni nadoby a tvoii tedy filmy (Stejskal a Sapurina, 2005).
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Obrazek 8 — a) sorpce oligomeru na stabilizator, b) stimulace ristu
fetézce, produkce jadra, c) formovani koloidni Ccastice (Stejskal

a Sapurina, 2005)

Jako stabilizatory se pouzivaji vhodné, v reakénim médiu (nejcastéji ve vode) roz-
pustné syntetické polymery jako polyvinylalkohol a polyvinylpyrolidon nebo také biolo-
gické makromolekuly jako napft. derivaty celuldzy nebo polysacharid chitosan (Cruz-Silva
et al, 2007). Dle Giiizado-Rodriguz et al. (2010) lze jako stabilizator pouzit
I polyvinylmethylether nebo specialné prizptisobené kopolymery. Armes et al. (1990) na-
ptiklad pfipravili koloidni polyanilin s pouzitim kopolymeru 2-vinylpiridinu s aminostyre-
nem jako stabilizatoru. Stejskal et al. (1996) mezi mozné stabilizatory dopliuji polyety-
lenglykol a poly(2-vinylpyridin). Gospodinova et al. (1997) provedli oxidativni polymeraci
polyanilinu v pfitomnosti stabilizatoru dodecylbenzensulfonové kyseliny (DBSA) ve vod-
ném prostiedi. Stejskal et al. (1999a) pouzili k ptipravé koloidniho polyanilinu stéricky

stabilizator hydroxypropylcelulozu.
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3.1 Zpusoby pripravy koloidniho polyanilinu

3.1.1 Priprava dle IUPAC

Piiprava polyanilinové disperze se provadi oxidaci 0,2 M anilin hydrochloridu
0,25 M amonium persulfatem v ptitomnosti stabilizatoru, kterym jsou 2 hmotnostni % po-
ly(N-vinylpyrrolidonu) (PVP). Anilin hydrochlorid v mnozstvi 0,259 g je rozpus$tén misto
ve vodé¢, v 5 ml vodného roztoku PVP o koncentraci 40 g.l‘l. Polymerace anilinu zacina za
pokojové teploty, pfidanim 5 ml vodného roztoku obsahujiciho 0,571 g amonium persulfa-
tu. Smés se kratce micha a poté se zanecha v klidu pro polymeraci. Polymerace je dokon-
¢ena béhem nekolika minut. Koloidni disperze se nasledné fedi na pozadovanou koncen-

traci pomoci 1 M HCI.

Primérné velikost morfologicky nepravidelnych €astic takto ptipravené¢ho koloidni-
ho polyanilinu je zpravidla 241 + 50 nm. Stupen polydisperzity velikosti ¢astic pohybujici
se vV rozmezi hodnot 0 — 1 (0 pro monodisperzni ¢astice, 1 pro extrémé vysokou polydis-

perzitu velikosti ¢astic) ¢ini 0,26 + 0,12 (Stejskal a Sapurina, 2005).

V souvislosti s pripravou PANI disperze dle IUPAC publikace Stejskal a Kratochvil
(1996) popisuje rozdily vysledné polyanilinové disperze piipravované oxidativni polyme-
rizaci anilinu v pfitomnosti stabilizatori polyvinylalkoholu a poly(N-vinylpyrrolindonu)
oba v koncentraci 2 hm. %. Ukazalo se, ze poly(N-vinylpyrrolidon) je oproti polyvinylal-
koholu u¢innéjsi stabilizator a vytéZek polyanilinovych €astic zavisi i na tom, zda je reak¢-

ni smés michana ¢i nikoliv - vytéZek pii michani reak¢éni smési klesa.
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Obrazek 9 - zavislost molarni koncentrace polyanilinu na
molarni koncentraci anilin hydrochloridu v nemichané (o)
a michané (e) reakéni smési pii pouziti stabilizatoru poly-

vinylpyrrolidonu (Stejskal a Kratochvil, 1996)
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Obrazek 10 - zavislost molarni koncentrace polyanilinu na
molarni koncentraci anilin hydrochloridu v nemichané (o)
a michané (e) reakéni smési pii pouziti stabilizatoru polyvi-

nylalkoholu (Stejskal a Kratochvil, 1996)
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3.1.2 Enzymové katalyzovana syntéza

Podle Cruz-Silva et al. (2006) lze pfipravit polyanilinovou disperzi enzymatickou
syntézou ve vodném prostiedi s pouzitim polyvinylalkoholu (PVAL) jako stabilizatoru.
Béhem polymerace jsou jako dopujici latky pouzity kyseliny chlorovodikova, toluensulfo-

nova a kafrosulfonova. Postup tohoto zpisobu ptipravy je nasledujici.

Do 50 ml trojhrdlé banky je piidano 18 ml roztoku PVAL o koncentraci 5,6 hm. %,
anilinu o koncentraci 0,002 mol.I™ a dopujici kyseliny (toluensulfonové & kafrosulfonoveé)
o koncentraci 0,002 mol.I"%. V piipadé pouziti kyseliny chlorovodikové jako dopujici latky
je anilin nahrazen anilin hydrochloridem. Roztok je udrzovan za intenzivniho michani
Vv lazni vody a ledu. Dale je do reakéni smési piidano 2 ml Cerstvé pfipraveného vodného
roztoku kienové peroxidazy (HRP) o koncentraci 2,5 mg/ml. Reakce je zahajena postup-
nym piidavkem 26 ml peroxidu vodiku o koncentraci 30 hm. %. Postupné ptidavani pero-
xidu (osm pridavkl 3,25 ml peroxidu vodiku po tfech minutach) zabranuje inaktivaci en-
zymu Vv duasledku piebytku peroxidu v reakénim prostiedi. Po 2,5 hodinach reakéni doby je
ziskana tmavé zelena polyaniliova disperze. Vyhodou tohoto zplisobu pfipravy je vyrazné
niz§i uvoliovani vedlejSich produktli ve srovndni s tradicni chemickou syntézou dle

IUPAC a déle absence automaticky se zrychlujiciho mechanismu pii oxidaci anilinu.

3.1.3 Syntéza s podporou povrchové aktivni latky

Yu et al. (2003) ptipravili vodnou disperzi polyanilinu s pouzitim dodecylsiranu sod-

ného (SDS) jako surfaktantu (povrchové aktivni latky).

V tomto piipad¢ je 4,6 g oxida¢niho ¢inidla, peroxydisiranu amonného o koncentraci
0,02 mol.I™* ptidano po rozmichani ve 200 ml 0,1 mol I"* kyseliny chlorovodikové do roz-
toku obsahujiciho 11,6 g SDS o koncentraci 0,04 mol.I"* 21,9 ml anilinu o koncentraci
0,02 mol.I", piiemz ob& latky byly nejdiive rozpuitény v 600 ml 0,1 mol I kyseliny
chlorovodikové a poté po dobu 30 minut michdny dohromady. Nasledna reakce probiha za
stalého michani po dobu péti hodin.

M¢érna elektrickd vodivost polyanilinu vysraZzeného z disperze pfipravené timto zpi-
sobem ¢&inila vice nez 20 S.cm™. Vyhodou je také ovlivnéni vysledného pH disperze

v rozmezi 0d 1 do 10 pomoci volby poméru SDS a anilinu.

Surfaktantu SDS vyuzili také Kim et al. (2001), a to k pfipravé disperze polyanilino-

vych nanocastic sférického tvaru o priméru 10 — 30 nm a konduktivité 4 — 9 S.cm™. Nano-
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Casticova disperze byla pfipravena pomoci polymerace v micelarnim roztoku z 90 ml smési
0,03 - 0,1 M anilinu a 0,2 M SDS ve vodé, do které bylo po dobu 15 minut za stalého mi-
chani ptikapavano 10 ml roztoku APS v 0,1 M HCI (navazka APS odpovidala polovin¢

pouzité navazky anilinu). Po ukonceni ptikapavani je reakce hotova za 40 minut.

3.2 Morfologie ¢astic PANI disperzi

V ¢lanku Stejskal et al. (1999a) je popisovana moznost pfipravy polyanilinovych
disperzi s riznou morfologii ¢astic. Disperze byla piipravovana oxidaci anilin hydrochlori-
du peroxydisiranem amonnym v kyselém, vodném prostfedi za ptitomnosti stabilizatoru
hydroxypropylcelul6zy. Morfologie ¢astic byla ovliviitovdna pomoci odlisnych teplot po-
lymerace (0, 20 a 40°C) a rliznych koncentraci mediatoru p-fenylendiaminu, ktery zrychlu-
je formovani polyanilinu. Témito zpisoby bylo dosazeno morfologie ¢astic tvaru korald,

ryzovych zrn, valecku ¢i fraktalnich a kulovych tvart.

Obrazek 11 — detail kulovitych a koralovitych ¢astice polyanilinové disperze stabilizova-

né hydroxypropylcelul6zou (Stejskal et al., 1999a)
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Rozdily v morfologiich i zplisoby jejich dosazeni jsou popsany na nasledujicich foto-

grafiich z elektronového mikroskopu.

Obrazek 12 — fotografie a), b) a c) zobrazuji ¢astice formované disperzni polymeraci anilin
hydrochloridu pii a) 0°C; b) 20°C; ¢) 40°C. Fotografie d), e) a f) zobrazuji produkty dis-
perzni polymerace anilin hydrochloridu pfi pouziti mediatoru p-fenylendiaminu o koncen-
traci d) 2 x 10™; ¢) 2 x 10™; £) 2 x 10 p#i 0°C (Stejskal et al., 1999a)
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3.3 Stabilita PANI disperze

Piedmétem publikace Blinova et al. (2005) je stabilita koloidniho polyanilinu, stabi-
lizovného poly(N-vinylpyrrolidonem). Zkoumana byla pfedevSim chemicka stabilita a sta-
bilita hodnocena pomoci zmén velikosti Castic. Pro tyto ucely bylo na latku piisobe-
no kyselym (1 M kyselina chlorovodikova), neutralnim a zasaditym (1 M hydroxid amon-
ny) médiem pfi teploté 105 °C. Dale byla vystavena opakovanym cyklim zmrazeni a tani,
navic disperze podléhala ozafovani ultrafialovym zafenim a mechanicka integrita koloid-

nich ¢astic byla kontrolovéana vystavenim disperze ultrazvukovému vinéni

Vysledkem studie je skutecnost, ze i po 1000 hodinach pii 105°C je zachovana ko-
loidni stabilita a to jak v kyselych, tak tak i v zasaditych médiich. Pomoci optickych spek-
ter bylo po uplynuti 1000 h pozorovano snizeni obsahu polyanilinu o 25 % bez prokazatel-
ného rozdilu mezi kyselym a zasaditym médiem. Pusobeni ultrazvukovych vin, UV zafeni
¢i opakované zmrazeni nezpusobuje nevratné poskozeni koloidu a velikost ¢astic se vy-

znamn¢ nezmenila pii skladovani disperze po dobu 10 let.

3.4 PANI filmy pripravené disperzni polymeraci

Jak jiz bylo zminéno, polyanilinové filmy je moZné pfipravit pomoci reakéni smési,
ve které probiha oxidace vodného roztoku anilin hydrochloridu, ve kterém je ptitomen
stabilizator (napf. PVP), s vodnym roztokem amonium persulfatu. Vodné prostiedi je moz-
né nahradit 1 M HCI. Podle védecké studie Riede et al., (2002), ve které byly polyanilino-
vé filmy disperzni polymeraci pfipravovany odpovidaji koncentrace roztokl pfipravé uve-
dené v kapitole 3.1.1., tedy piiprave koloidni PANI disperze. Doba polymerace byla v této
préci stanovena na zakladé monitorovani teploty reakéni smési na méné neZ jednu hodinu.
Po vyplachnuti reakéni smesi 0,2 M roztokem HCI, naslednym oplachnutim 0,2 M vodnym
roztokem anilin hydrochloridu, jsou zelenym polyanilinovym filmem pokryty reakéni na-

doby, misky ¢i jiné povrchy ze skla, polystyrenu nebo jiného materialu.

Riede et al., (2002) dale uvade¢;ji grafické znazornéni pribéhu narlstani tloustky fil-
mu V pribchu polymerace. Pro srovnani uvadéji hodnoty pro filmy pfipravené z reakéni
smési bez pridavku stabilizatoru (sraZzeci polymeraci — obrazek 13) i pro filmy piipravené
za pritomnosti stabilizatoru polyvinylpyrrolidonu a hydroxypropylcelulézy (disperzni po-
lymerace — obrazek 14). Filmy byly v tomto piipadé tvofeny na ¢irém podloznim skle

umoziujici méfeni tloustky pomoci optické absorbance pii vinové délce A = 400 nm.
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Tloustka filmu pfipraveného za nepiitomnosti stabilizatoru se pohybovala kolem hodnoty
560 nm. V pfipad¢ filmu z reakéni smési stabilizované 2 hm. % hydroxypropylcelulozy
(HPC) ¢Cinila vysledna tloustka cca 80 nm, film stabilizovany 2 hm. % poly-
vinylpyrrolidonu (PVP) vykazoval hodnoty tloustky cca 200 nm.
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Obrazek 13 — vlevo zavislost tloustky PANI filmu na dobé polymerace (Riede et al.,

2002), vpravo zavislost absorbance pii (A = 400 nm) na tloust’ce filmu (Stejskal et al.,
1999)
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Obrazek 14 — zavislost tloustky PANI filmu na dobé polymerace (a — stabilizator HPC,
b - stabilizator PVP) (Riede et al., 2002)
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V ptipad¢ filml pfipravenych za piitomnosti stabilizatoru lze také konstatovat, ze
velikost koloidnich ¢astic polyanilinu rostla a ustélila se tmérné s tloustkou filmu. Déle ze
studie vyplyva, ze mérna elektricka vodivost jednotlivych filmua roste s jejich tloustkou,
ktera byla ovliviioviiovana zejména koncentraci reaktantli a v piipadé substratli ponoie-
nych do reakéni smési i ¢asem jejich vlozeni. Hodnoty mérné elektrické vodivosti filma se
ve vsech ptipadech (stabilizace PVP, HPC i srazeci polymerace) pohybovaly v fadu jedno-

tek, maximalng pak dosahly cca 5 S.cm™.
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Obrazek 15 — zavislost mérné elektické vodivosti na tloust'ce konkrétnich

filmi béhem polymerace (Riede et al., 2002)

Polyanilinové filmy piipravené vyse popsanou In Situ disperzni polymeraci maji
podle Deshpande et al., (2009) potencialni uplatnéni v senzorech plynd, dle Mauro et al.,
(2011) také v svétlo emitujicich LED zafizenich, Li et al., (2009) zmifiuji moznost pouziti
polyanilinovych filma v nizkonakladovych solarnich ¢lancich Stejskal et al., (1999b) také
popisuji moznost tvorby PANI filma na vlédknech jak hydrofilni (bavlna), tak hydrofobni

(polypropylen, polyester) povahy.
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4 BIOLOGICKA AKTIVITA PANI

4.1 Biokompatibilita PANI

Dle definice lze za biokompatibilni povazovat pouze materialy, které nejsou toxickeé,
alergenni, karcinogenni ani mutagenni a neovliviuji plodnost (Williams, 1986). Obecné je
mozno definovat biokompatibilni material jako takovy, ktery nevyvolava v organismu
zadnou negativni reakci. Tato charakterizace ve skutecnosti zahrnuje velké mnozstvi inter-
akci, charakteristik a testl, které jsou definovany v mezinarodnich norméch. Teprve sou-
hrnné vysledky téchto testd urcuji, zda miize byt dany materidl v konkrétnim zdravotnic-

kém prostiedku pouzit (Humpolicek a Kasparkova, 2012a).

V soucasné dobé¢ existuje pouze omezené mnozstvi studii, které se zabyvaji biokom-
patibilitou nativniho polyanilinu. Publikované prace 1ze rozdé€lit do dvou hlavnich skupin.
Prvni se zaméFuje na in Vvivo testovani implantability a post-implanta¢nich zmén tkani ob-
klopujici implantat. Druha skupina se zabyva posuzovanim in vitro proliferace a diferenci-
ace bun¢k na povrchu polyanilinu. Ov§em v dusledku toho, ze studie pokryvaji rtizné oxi-
dacni stavy a formy polyanilinu véetné kopolymeril €i jinak inkorporovaného polyanilinu
dochazelo k rozporuplnym vysledkiim. Dokazuji to nesrovnalosti ve vysledcich in vivo
testll. Naptiklad zatimco ve studii Kamalesh et al. (2000) nezptsobila podkoZni implantace
polyanilinovych filma v oxidaéni formé emeraldinu samctim krys Sprague-Dawley po do-
bu 19 az 90 tydni zadné zanétlivé reakce, studie Wang et al. (1999) pii implantaci emeral-
dinovych filmi identickému druhu laboratornich krys po dobu 19 az 50 tydnti naopak
znamky zanétlivé reakce prokéazala. (Humpolicek et al., 2012b).

Studie Bendrea (2011) naptiklad povazuje polyanilin za biokompatibilni jak in vitro,
tak in vivo. Konkrétné zminuje ptipady pouziti PANI substratl, které vykazuji velmi dob-
rou adhezi, proliferaci a diferenciaci jak v piipadé bunéc¢né linie srde¢nich myoblasti, tak

nervovych bunék.

Nov¢jsi studie zabyvajici se nekterymi aspekty biokompatibility byla publikovana
vroce 2012 (Humpolicek et al., 2012b). V této studii byl otestovan vliv polyanilinu
ve form¢ vodivé soli a nevodivé baze v kontextu drazdéni a senzibilizace kize a cytotoxi-
city. Z této studie vyplynulo, Ze ani jedna z forem nema nepfiznivy vliv na kizi. Nicméné
ob¢ formy vykazuji pritkaznou hladinu cytotoxicity, pfi¢emz polyanilinova stl vykazovala

vetsi cytotoxicky efekt.
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Cytotoxicita koloidniho polyanilinu ptipraveného dle postupu IUPAC byla stanovo-
vana pomoci testu MTT v praktické ¢asti bakalafské prace, na kterou navazuje tato diplo-
mova prace. Sledovana byla cytotoxicka disperze koloidniho PANI fedéného kultivaénim
médiem na koncentrace 0,1 az 1 %. U&inkiim byly vystaveny buiiky linie lidskych kerati-
nocytti a mySich fibroblastti. Vysledkem bylo prokazani cytotoxicity polyanilinu i ve formé
disperze, jelikoz vSechny koncentrace koloidniho polyanilinu pouzité v tomto testu statis-
ticky prukazné vykazovaly nizsi viabilitu bunék nez hodnoty reference (Cisté kultivacni
médium). Podle procentudlniho vyjadieni viability vSak cytotoxicky efekt nevykazovaly

koncentrace 0,1 % a 0,2 %, které nezpisobily smrt vice nez 20 % bunék.

Pies znamy aplikacni potencial polyanilinu mimo jiné i v oblasti biomediciny, nejsou
informace o jeho biologickych vlastnostech, zejména o bunééné kompatibilité¢ dostatecné

popsany. Poznani o této problematice bude shrnuto v nésledujici ¢asti.

4.2 Nativni polyanilinové filmy

Polyanilinové filmy v nativni podobé byly dosud studovany jen velmi omezené. Na-
vic jsou limitovany i rGznorodosti jejich formy ¢i zpisobem piipravy. Bidez et al. (2006)
napiiklad film pfipravlili z roztoku komeréné dostupného polyanilinového prasku o kon-
centraci 4 hm.% v n-methylpyrrolidonu, ktery poté piefitrovali ptes filtr se skelnou vatou.
Prefiltrovany roztok v mnozstvi 35 pl rozpipetovali do kultivacnich jamek. A nasledné
susili pfi 50°C ve vakuu za vytvoteni polynilinové vrstvy. Filmy byly poté dopovéany pi-
sobenim 1 M HCI po dobu 15 minut. Testy buné¢éné proliferace bunék (neboli schopnosti
bunck hojné se mnozit, zavislé na mitotické aktivit€ bun¢k v daném prostiedi) linie mySich
myoblastd H9c2 u této studie prokédzaly velmi dobré vysledky proliferace, srovnatelné
s referen¢nimi vzorky tkanového polystyrenu. Wang et al., (2008) pfipravili polyanilinové
filmy pomoci oxida¢ni polymerace 50 ml 0,16 M roztoku anilinu v metylchloridu rozto-
kem 50 ml APS v 1 M HCI o koncentraci 0,08 mol/l. Do roztoku nasledné ponofili polytet-
rafluorethylenovy substrat na dobu 2 hodiny. Filmy byly nasledné dopovany 1 M HCI po
dobu 30 minut a poté suSeny pii 37°C za vakua. V tomto piipad€ byla pro testy bunétné
aktivity vybrana linie nervovych bunék PC-12. Zavérem této studie je oznaceni filmi za
biokompatibilni, umoziujici bezproblémovou bunécnou adhezi, proliferaci. Dalsi studie
Liu et al., (2010) pracuje s filmy pfipravenymi na kiemikovém substratu. Ten byl po Gpra-
veé smeési 98 % H»SO4 a 30 % H,0, v poméru 7 : 3 vlozen do 18 ml 0,18 M roztoku anilinu
v prostiedi 1,2 M HCI, ke kterému byl ptidan chlazeny roztok 0,18 M APS v 1,2 M HCI
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0 objemu 18 ml. Po 4 hodinach byly vzorky vyjmuty a suseny proudem plynného dusiku.
Bunécna aktivita téchto filma byla studovana na linii nervovych bun¢k PC-12. Vzorky
opatiené polyanilinovycm filmem vykazovaly vyrazné lepsi bunécnou adhezi a proliferaci

nez referencni kiemikovy vzorek.

‘ . ¢ S 5 3 3

Obréazek 16 — fotografie fluorescencni mikroskopie potizené 24 h od

nasazeni, a) burniky linie PC-12 na ¢istém referenénim vzorku, b) proli-
ferujici bunky na vzorku opatfeném PANI filmem. Zvétseni 40%

(Wang et al., 2010)

Prace vyuzivajici ke tvorbé filmt postupu dle [IUPAC jsou zejména publikace (Hum-
policek et al., 2012a) a dale studie provedend v ramci Univerzity Tomase Bati ve Zliné
kolektivem laboratote bunécné biologie v rdmci Centra Polymernich Materidlti. Tato prace

Humpolicek et al. (2015) je v soucasné dobé¢ zaslana k recenznimu fizeni.

V ¢lanku Humpolicek et al., (2012a) je studovana adheze a proliferace bunék linie
lidskych hepatocelularnich bunék karcinomu jater (HepG2) na nativnich polyanilinovych
filmech pfipravenych in situ v kultiva¢nich polystyrenovych miskach. V ptipravé vzorka
bylo vyuzito schopnosti vodné reakéni smési pouzivané pro oxidaci anilinu vytvaret film
na povrsich substrati. Postup ptipravy odpovidal postupu, uvedeném v kapitole 2.3. Reak-
ce probihala po dobu 10 minut a polyanilinova srazenina byla vyplachnuta pomoci 0,2 M
HCI a nasledné metanolem. Timto zptisobem byly ziskany vzorky filmt polyanilinové soli
(PANI-S). 50 % vzorkt bylo pisobeni 1 M hydroxidu amonného pievedeno na polyanili-
novou bazi (PANI-B). Z vysledku této studie je patrné, Zze se bunky dokazou bez obtizi
adherovat na obou typech filmii. Nasledné proliferace bun¢k na sledovanych filmech uké-
zala, ze vodiva polyanilinova stl je pro rist bunék méné ptizniva nez polyanilinva baze.
Zajimavosti je zména morfologie bunék na PANI filmech v porovnani s kontrolnim vzor-

kem, kde bunky rostly na tkdnovém polystyrenu bézné¢ uzivaném pro kultivaci bunék. Ze
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srovnani je patrné, ze bunky ztracely sviyj typicky tvar, ohrani¢eni bunék bylo mén¢ jasné,

vznikalo vice ektoplazmatickych vybézkl a pseudopodii.
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Obrazek 17 — mikrografie zobrazujici morfologii bun¢k rostoucich na filmu tvofeném po-

lyanilinovou bézi (vlevo) a na tkanovém polystyrenu (vpravo), (Humpolicek et al., 2012a)

Studie provedena na pracovisti UTB ve Zlin¢ testuje biologickou aktivitu tenkych
filma pfipravenych z istého polyanilinu znovu jak ve formé vodivé polyanilinové soli
s kyselinou chlorovodikovou (PANI-S), tak ve formé nevodivé polyanilinové baze (PANI-
B). Bunéc¢na aktivita je v tomto ptipadé sledovana na bunééné linii mysich fibroblastl
(NIH/3T3). Nize popsané metody a vysledky budou porovnavany s vystupy praktické casti
této prace, ktera se bude zabyvat PANI filmy pfipravenymi za piitomnosti riiznych stabili-
zatora.

Filmy ve zminované studii byly také ptipravovany polymeraci v miskach ze tkanové-
ho polystyrenu. Piiprava polymerac¢ni smési odpovidala postupu uvedenému v kapitole 2.3.
Jednalo se tedy o oxidaci 0,2 M roztoku anilin hydrochloridu 0,25 M roztokem amonium
persulfatu po dobu 1 hodiny. Vznikla polyanilinova srazenina byla poté z desticek vy-
plachnuta 0,2 M kyselinou chlorovodikovou, nasledné¢ metanolem a nechava se susit na
vzduchu. Na desti¢kach zlstava vznikly zelené zbarveny polyanilinovy film (PANI-S).
Cast filmt byla deprotonovéana ponofenim do 1 M hydroxidu amonného na 12 hodin. Tim-

to zptisobem vznikaji modré, nevodivé polyanilinové filmy (PANI-B)

Polyanilinové filmy (PANI-S) a (PANI-B) byly nejprve charakterizovany z pohledu
jejich mikrostruktury a elektrické vodivosti pomoci mikroskopie s fazovym kontrastem,

mikroskopie atomarnich sil a méfeni kontaktniho thlu. Z hlediska testovani mikrobiolo-
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gickych vlastnosti in vitro byla zjistovana jejich buné¢na kompatibilita ve smyslu bunécné

adheze, proliferace a migrace za pouziti konkrétnich bunéényh linii.

4.3 Bunécéna kompatibilita

In vitro testovani s vyuzitim bunéénych kultur patti mezi nejvyuzivanéjsi biologické
modely aplikované ve vyzkumu. V porovnéni s jinymi metodami experimentti, napiiklad
testy in vivo s pouzitim laboratornich zvifat maji n¢kolik vyhod. Pokus je provadén na je-
diném, jednozna¢né¢ charakterizovaném bunééném typu pificemz jeho vysledky nejsou
ovlivnény interakci s jinymi organy, tkanémi ¢i bunéénymi populacemi. Tento fakt vede
k bezproblémové reprodukovatelnosti vysledkd védeckych praci. Dalsi vyhodou je moz-
nost provadéni experimentd, pti nichz dojde ke znieni bun¢k. Na druhou stranu ma testo-
vani pomoci bunéénych kultur i nékterd omezeni ¢i nevyhody. Kultivace bun¢k naptiklad
neprobiha ve fyziologickém prostiedi tkani, v disledku tohoto faktu mohou buiky
Vv ojedinélych piipadech béhem kultivace dediferencovat ¢i ménit sviij fenotyp. Pro praci
S bunéénymi kulturami je také nezbytna specialné vybavena laboratot, vySkoleny personal,

zvlastni spotifebni material a chemikalie zbavené béZznych kontaminantt (Davis, 2002).

Zaklad bunécné kultury tvoii mechanicka izolace urcitého typu zvifecich, lidskych,
méné Casto 1 hmyzich €1 rostlinnych bun€k. Prvni kulturu izolovanych bunék oznacujeme
jako primarni kulturu ¢i primokulturu. Buiiky byvaji nej¢astéji kultivovany jako adherova-
né na vhodném povrchu, méné obvykle v suspenzi ¢i zakotvené v matrix. Pficemz kulti-
vaéni podminky se snazi simulovat fyziologické podminky in vivo. Bunky jsou kultivova-
ny pii télesné teploté ve specidlnich nadobach, rostou v kultivacnim médiu a udrzuji se
zpravidla v atmosféfe se zvySenym parcialnim tlakem oxidu uhli¢itého. Adherentni kultury
jsou nejcastéji kultivovany v nddobach ze specidln€é upraveného, tkanového polystyrenu.
Po dostateném namnoZeni se adherentni buniky uvolni od kultiva¢niho povrchu, nej€astéji
pomoci enzymu proteaz. Bunécnd suspenze je poté nasazena do nové kultiva¢ni nadoby,
tento postup se obvykle oznacuje jako pasaZz a vznika jim sekundérni kultura. U vétSiny
bunéénych linii roste pocet bunék piiblizné exponencidlné az do chvile, kdy se buiky za-
¢nou tésn¢ dotykat. V dasledku kontaktni inhibice poté dochazi ke zpomaleni az zastaveni

rustu (Vejrazka, 2008).

V dosud nepublikované studii provedené kolektivem laboratoie bunééné biologie UTB
ve Zliné bylo jako kultivaéni médium bunék bylo pouZzito médium s telecim sérem. Buiky

byly kultivovany jako adherentni kultura v polystyrenovych kultivacnich nadobach pti¢emz
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idealni podminky — teplota 37°C, konstantni relativni vlhkost a 5 % atmosféra oxidu uhli¢ité¢ho
byly zajistény pomoci inkubatoru. Linie NIH/3T3 byla vybrana jako jedna z nejcast&ji pouzi-
vanych linii ve studiich zabyvajicich se interakcemi bun€k a materialu a tedy dobré reproduko-

vatelnosti vysledkd.

4.3.1 Bunécéna adheze

K testovani schopnosti bun¢k adherovat se na polynilinovych filmech byly filmy
PANI-S a PANI-B spolu s referenci (Cista polystyrenova miska) osazeny bunikami ve for-
mé& suspenze bunk v médiu o koncentraci 1x10” bun&k v 1 ml média. Po 1 hoding byly
buniky jemné oplachnuty a pomoci mikroskopu Olympus CKX 41 byly pofizeny mikrofoto-

grafie pro porovnani buné¢né adheze na testovanych povrsich.

Obrazek 18 — mikrofotografie bun¢k linie NIH/3T3 adherovanych na testovaném po-

vrchu po 1 hodiné od osadzeni. A) Reference (polystyrenova miska), B) PANI-S,
C) PANI-B (Humpolicek et al., 2015)
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Na pofizenych snimcich je mozné sledovat velmi dobrou schopnost bun¢k adherovat
se na polyanilinovych filmech, coz dokazuje ptedpoklad stanoveny po testech povrchové
energie filmt. Na prvni pohled je mozné vidét, Ze polyanilinové filmy maji leps$i bunénou
adhezi nez povrch ¢isté polystyrenové misky. Filmy PANI-B 1 diky niZ8i povrchové ener-

gii oproti filmim PANI-S vykazuji lepsi buné¢nou adhezi.

4.3.2 Bunécna proliferace

Pro porovnéani bunécné proliferace bun€k na danych povrsich je nejprve nutné zvolit
dobu proliferace. Ta byla s ohledem na jiné studie proliferace na daném typu bunééné linie
stanovena na 24 hodin. Koncentrace bunék byla stejnym zplisobem urcena na 1x10° bungk
v 1 ml média. Filmy s referenci byly osazeny bunéénou suspenzi a po uplynuti 24 hodin

byly potizeny mikrofotografie pomoci mikroskopu Olympus CKX 41.

Obrazek 19 — mikrofotografie bun¢k linie NIH/3T3 po 24 hodinach od osazeni. A) Refe-
rence (polystyrenova miska), B) PANI-S, C) PANI-B (Humpolicek et al., 2015)

Na vybranych mikrofotografiich 1ze pozorovat vyznamné rozdily v proliferaci bunék

na riznych povrsich. Je zjevné, Ze buiikky na referencni polystyrenové desti¢ce netvori
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splyvajici vrstvu bunék a je jich méné. V piipadé¢ PANI-S a PANI-B filmt je proliferace
velmi dobra a slibna. Bunky tvoii souvislou vrstvu. V ptipadé PANI-B filmu je v porovna-
ni s PANI-S filmem proliferace vyssi. Nicméné je nutné zminit snadnou oddélitelnost na-
rostlych a pomnozenych bunék od povrchu i po mirném oplachu, napiiklad pii vyméné

média, a tedy i snizeni poctu na povrchu adherovanych bunék.

4.3.3 Bunéfna migrace

Pro méteni zdkladnich parametri bunécné migrace, jako jsou ptedevsSim rychlost
migrace a polarita bunék, se bézn¢ pouziva metoda zvana Scratch-wound assay (zacelo-
vani ryhy). Bunky jsou kultivovany v bézném kultivacnim médiu, dokud nevytvoii souvis-
lou vrstvu. Nasledné je do této vrstvy SpiCkou pipety o definované velikosti vytvorena
ryha. Buniky na okraji ryhy polarizuji a za€inaji samovolné migrovat smérem ke stfedu
ryhy ve snaze ji zacelit. Obvyklym zpisobem monitorovani pohybu bunék je intervalové
snimani mikroskopem. Motilitu je mozno kvantifikovat pomoci ¢asu nezbytného pro kom-
pletni zaceleni ryhy, k ¢emuz lze vyuzit softwarové hodnoceni pokryti snimané oblasti
bunkami. Dulezité je vSak vzit v tivahu ptispévek proliferace bun€k na samotné zacelovani

béhem experimentu. K jeji inhibici je nezbytné pfidani inhibitord proliferace do média

(napf. mitomycin C). Metoda je vhodna ke studiu procesu hojeni mechanickych poranéni

(Kovatikova et al., 2014)

Obrazek 20 — mikrofotografie Ctyf stadii experimentu Scratch assay. A) do monovrstvy
nadorovych bunék MCF-7 je $pickou pipety vytvoiena ryha, B) stejné misto po 24 hodi-
nach — buniky na okraji ryhy polarizji a migruji smérem k jejimu stiedu ve snaze ji zacelit,
C) stav po 72 hod, D) stav po 120 hod, ryha je zcela zacelena migrujicimi bunikami. Zvét-
Seni 40x (Kovatikova et al., 2014)

4.3.4 Prutokova cytometrie

Touto metodou se mimo jiné kvantitativné vyhodnocuje bunééna proliferace a adhe-
ze. Slouzi k analyze ¢astic a bune¢k, které protékaji pfistrojem v proudu nosné kapaliny.

Vyuziva princip rozptylu svétla, excitace a emise fluorochromnich molekul k ziskani dat
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z mikroskopickych ¢astic a bun¢k. Bunky jsou vétSinou znaceny specifickymi fluorochro-
my a hydrodynamicky soustiedény do tenkého proudu v kapilate, kterou protékaji vysokou
rychlosti, pficemzZ jsou ozafovany monochromatickym koherentnim zafenim produkova-
nym laserem. Intenzita fluorescence jednotlivych bun¢k pak odpovidd mnozstvi struktur,
které na sebe vazou fluorescencni barvivo (naptiklad propidium jodid véazajici se na DNA
po proniknuti naruSenou membranou mrtvé buiiky). Hlavnimi vyhodami priitokové cyto-
metrie jsou vysoka rychlost analyz velkych soubort jednotlivych bun¢k nebo ¢astic, nede-
struktivnost a také relativné nizké finan¢ni nédklady na analyzu jednoho vzorku (Slaninova

et al., 2008).

4.3.5 MTT test metabolické aktivity

MTT test je pouzivan ke stanoveni zivotaschopnosti (viability) bun¢k nebo také
K vyhodnoceni testli cytotoxicity potencialné toxickych latek a 1é¢iv (Scudiero et al.,
1988). Poprvé byl proveden a popsan Mossmannem (1983) a stale patii mezi nejuniverzal-
néjsi a nejoblibenéjsi cytotoxické metody. Pii tomto testu jsou bunky v uréité fazi rastu
vystaveny cytotoxické latce. Doba plsobeni je ddna dobou potfebnou pro maximalni po-
Skozeni buné. Po odebrani cytotoxické latky je buikam dovoleno proliferovat po dvé az tii
doby zdvojndsobeni populace (population-doubling times), aby se rozliSilo mezi zZivota-
schopnymi bunikami, které jsou schopny proliferace a Zivotaschopnymi buiikami, které se
Jiz mnozit nemohou. Pocet pfezivSich bunck je poté urCovadn nepiimo pomoci redukce
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-tetrazolium bromidu), Zlutého, ve vodé
rozpustného tetrazoliového barviva, Zivymi (metabolicky aktivnimi), ne vSak mrtvymi
buitkami na purpurovy produkt formazan, ktery neni rozpustny ve vodném prostiedi.
K redukci dochazi na mitochondridlni membrané respiraci ptezivSich bunck. MnozZstvi
vyprodukovaného MTT formazanu miiZze byt stanoveno spektrofotometricky za pouziti
vhodného rozpoustédla pti vinové délce 540 nebo 570 nm, pficemz vyssi hodnoty absor-
bance (vice redukovaného formazanu) ukazuji na vyssi pocet piezivSich bunék (Freshney,

2005).
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5 CHARAKTERIZACE MATERIALOVYCH VLASTNOSTI

V dalsim textu budou definovany klicové parametry ovliviiujici zékladni bunécné
vlastnosti polyanilinovych, nebo obecné polymernich, povrchii. Jednd se pifedevSim o po-
vrchovou energii, topografii povrchu, elektrickou vodivost filmu a optické vlastnosti. Tyto

charakteristiky je mozno studovat pomoci nésledujicich metod.

5.1 Meéreni kontaktniho uhlu sedici kapky

Schopnost bun€k pfichytit se a rist na polymernich povrsich je dana predevsim hyd-
rofilitou ¢i hydrofobicitou povrchu, kterd souvisi s volnou povrchovou energii a charakte-
ristickymi funkénimi skupinami na povrchu filmt. Pozorovanéa vazba a rist bunék na po-

vrchu polyanilinu jsou tedy podminény jeho hydrofilitou (Humpolicek et al., 2012a).

Metoda méteni kontaktniho uhlu sedici kapky kapaliny na pevném podkladu je ptes-
nd, rychla a levnd metoda charakterizace povrchu pevnych materidlii. Na zdkladé zjisténé-
ho kontaktniho thlu lze vypocitat povrchovou energii daného materidlu. Kontaktni thel je
hlavni charakteristika tvaru kapky kapaliny na povrchu nerozpustné tuhé latky a zaroven
jedna z mala ptimo méfitelnych vlastnosti fazového rozhrani. Méteni je jednoduse prove-
deno stanovenim uhlu, ktery svira te¢na k povrchu kapky vedend v bodé styku kapky
s rozhranim. Povrch je smacivy, pokud je naméteny kontaktni tthel na tomto povrchu men-
$i nez 90°. Naopak pokud je kontaktni thel vétsi nez 90°, jednd se o povrch nesmacivy.
V piipadé€ pouziti vody jako testovaci kapaliny, pak mluvime o hydrofilnim, pfipadné hyd-
rofobnim povrchu. Prakticky se méfeni provadi pomoci pocitatového softwaru a kamery.
Pro méfeni je zcela dostacujici vzorek o velikosti n€kolika ¢tverecnich centimetrd, ktery se
umisti pred ¢ocku kamery. Pomoci mikropipety je na vzorek umisténa kapka testovaci ka-
paliny, dojde k okamzitému slicovani profilu kapky a vypoctu kontaktniho tthlu na zékladé
jednoduché interpolace vysky a Sifky oblouku opisujiciho tvar dané kapky. Software
umoziuje ukladani obrazkd, zachyceni casového vyvoje profilu kapky, provedeni vypoctu
povrchové energie vzorku na zdklad¢é riznych vypocetnich modelll i porovnani ziskané

hodnoty se standardy (Kedronova, 2012).

Podle Amaral et al. (2006) l1ze nejlepsi bunéénou adhezi pfi interakci polyanilinu
s bunikami ocekavat Vv piipadé€ co nejbliz§ich hodnota celkovych povrchovych energii. Pro-
to byla ve studii pracovist¢ UTB ve Zling, povrchova energie pomoci SEE Systemu méte-
na jak u filmi PANI-S a PANI-B, tak i u vrstvy bunék linie NIH/3T3 ziskané dikladnym
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prefiltrovanim bunécné suspenze pies filtracni papir. Jako zkusebni kapaliny byly pouzity
deionizovana voda, etylenglykol a dijodmetan. Kontaktni uhel kapek vSech zkusebnich
kapalin byl odec¢itan u kazdého vzorku filmu a pro vypocet povrchové energie acido-

bazickou metodou byla pouzita jeho primérna hodnota.

Obrazek 21 — SEE Systém pro méfeni kontaktniho uhlu sedi-

ci kapky pouzity v praktické casti této prace

Timto postupem byly ziskdny hodnoty celkové povrchové energie yTOT a také jeji
disperzni y™V (predstavujici disperzni sily uplatiiujici se mezi nepolarnimi molekulami)
a polarni y*® (pfedevsim interakce vodikovych miistki) slozky obou typt polyanilinovych
filmd PANI-S, PANI-B i hodnoty povrchové energie vrstvy bunék linie mysich fibroblastt
NIH/3T3.

vzorek yOTImN/m]  y"W[mN/m]  y*® [mN/m]
film PANI-S 52 46 6
film PANI-B 51 47 4
buniky linie
NIH/3T3 49 23 26

Tabulka 2 — hodnoty celkové povrchové energie a jeji disperzni
a polarni slozky polyanilinovych filmi PANI-S a PANI-B a vrstvy
bunék linie NIH/3T3 (Humpolicek et al., 2015).
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5.2 Mikroskopie atomarnich sil

Mikroskopie atomdarnich sil (AFM z anglického atomic force microscopy) je mikro-
skopicka technika, ktera se od roku 1986 pouziva k trojrozmérnému zobrazovani povrchu.
Obraz se v pfipad¢ této metody sestavuje postupné, bod po bodu. Metoda dosahuje velmi

vysokého rozliSeni, pficemz muze zobrazovat i atomy (Kubinek, 2003).

Obraz je snimén po jednotlivych fadcich sondou, jejiz vzdalenost od povrchu vzorku
je tizena piezoelektrickym polohovacim zafizenim. Vlastni sonda je tvoifena miniaturnim
hrotem na konci mikropruziny. Pfi pfiblizovani hrotu k povrchu vzorku na dostate¢né ma-
lou vzdalenost plisobi mezi atomy hrotu a povrchu vzorku pfitazlivé sily kratkého dosahu -
van der Waalsovy sily a sily del$iho dosahu - magnetické a elektrostatické sily, pti dalSim
ptiblizeni pak 1 odpudivé sily velmi kratkého dosahu. Podle typu interakce hrotu sondy se
vzorkem muze mikroskopie atomarnich sil snimat povrch vzorku v kontaktnim nebo ne-
kontaktnim rezimu a ziskat tak informaci o pomysIné drsnosti vzorku v nanorozmérech

(Janda a Weber, 1998).

Informace o lokélni vodivosti jemnych nanostruktur poskytuje vodivostni mikro-
skopie atomarnich sil. Principem je skenovani vzorkl ostrym vodivym hrotem, kdy je vzo-
rek a hrot zapojen do jednoho elektrického obvodu. Pokud na tento obvod piilozime elek-
trické napéti, je mozné méfit jak topografii vzorku, tak mapu lokalni vodivosti s nanome-
trovym rozliSenim. Pro stabilni elektricky kontakt mezi hrotem a vzorkem se pfi méfeni
nejcasteji pouziva tzv. kontaktni ¢i semikontaktni méd, kdy mezi hrotem a vzorkem ptisobi

sily 100-1000 nN (Vetushka et al., 2013)

Obrazek 22 —AFM mikroskop Dimension ICON

(Bruker, online)
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V ptipad¢ zdrojové studie byla méteni provadéna pomoci mikroskopu atomarnich sil
Dimension ICON (Bruker Corporation, Némecko) s pouzitim modulu PeakForceTUNA.
Tento modul umoziiuje zaznamenavani maximalni sily kontaktu pro jednotlivé cykly pii-
bliZzeni hrotu. Béhem kazdého cyklu je navic hrot v kontaktu s povrchem vzorku po desitky
nebo stovky mikrosekund, coz je dostate¢né dlouhd doba pro méfeni elektrického proudu
mezi hrotem a vzorkem. Lokalni vodivost byla detekovana pomoci software NanoScope
Analysis v 1.5 a je vyjadiena jako hodnota elektrického proudu detekovana na vice nez
90 % méfenych bodech za konstantniho napéti 200 mV. Drsnost je detekovana jako arit-
meticky pramér absolutnich hodnot vyskovych odchylek od povrchu (jednotka Ra [nm])

a vyjadiena graficky pomoci barevné stupnice odpovidajici vzdalenosti konkrétni ¢asti

filmu od povrchu.

400.0 nm

1.0 ym 1.0 ym

Obrazek 23 — AFM mikrofotografie zobrazujici drsnost a vodivost polyanilinovych filmt
(PANI-S a PANI-B). A1) PANI-S drsnost, A2) PANI-S vodivost, B1) PANI-B drsnost,
B2) PANI-B vodivost (Humpolicek et al., 2015)
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Na obrazku 23 jsou prezentovany vybrané mikrofotografie polyanilinovych filmia (PANI-S
a PANI-B) z AFM mikroskopu. Je zjevné, ze potvrzuji i vyhodnocené vysledky. Co se
drsnosti tyce, byl zaznamenan vyrazné drsnéjsi povrch v piipadé vzorka filmu PANI-S (Ra
= 45 nm) oproti vzorkiim filmi PANI-B (Ra = 28 nm). Rozdily v lokalni vodivosti téchto
dvou druhti polyanilinovych filmu byly jesté vyrazngjsi. V piipadé zelenych filmi polyani-
linové soli PANI-S c¢inila lokdlni vodivost 1120 + 10 pA, u filma polyanilinové baze
PANI-B ¢inila lokalni vodivost jen 0,38 = 0,01 pA. Tuto skute¢nost dokazuji
i mikrofotografie, kde jsou barevnou Skalou oznac¢eny oblasti s riznymi hodnotami lokalni

vodivosti ve form¢ odezvy elektrického proudu o rizné velikosti.

5.3 UV-vis spektroskopie

Pomoci metod schopnych vyhodnotit barevné zmény vzorku je mozné stanovovat
oblasti pfechodu vodiva — nevodiva forma neboli dopovani a tzv. dedopovani polyanilinu.
K tomuto piechodu dochazi pti ur¢itych hodnotach pH (Casto 5 — 6) a projevuje se zménou

barvy (ze zeleného proponovaného emeraldinu na modrou nevodivou bazi a naopak).
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Obrazek 24 — zavislost absorbance na vinové délce (absorpéni spektrum) PANI
filmu ve form& emeraldinu pfipraveného pfi riiznych teplotach vychozi reakéni

sméesi (Stejskal et al., 1999b)
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Z obrazku 24, tedy absorp¢niho spektra polyanilinového filmu ve formé& emeraldinu
je patrné, ze zelené barvé filmu odpovidaji absorbance v oblastech vinovych délek bliz-
kych 400 nm a nad 800 nm (Stejskal et al., 1999b). Prace Nekrasov a Vannikov (2009)
dale popisuje absorp¢ni spekra pro dalsi formy. Oblast absorbance bezbarvé leukoemeral-
dinové formy se pohybuje od 300 do 350 nm, modrofialovy pernigranilin vykazuje nej-

vy$si absorbanci pii 550 — 650 nm.

5.4 Mechanicka profilometrie

Pomoci mechanické profilometrie je mozné analyzovat morfologii povrchu. Nejéas-
t&jSim cilem této metody je zjisténi tloustky deponované tenké vrstvy. Obecné se profilo-
metrem oznacuje zatizeni, uré¢eno k méteni profilu povrchu, za ticelem zjisténi jeho drsnos-
ti, tvaru povrchovych struktur ¢i jiz zminované tloustky vrstvy. Svislé rozliseni piistroje se
obvykle pohybuje v fadu nanometrl, vodorovné rozliSeni je mensi, nej¢astéji v rozmezi od
20 nm do 25 pm, podle konkrétniho rozméru méficiho hrotu a nastaveni parametrii méteni.
Jelikoz o mechanického profilometru dochazi k pfimému kontaktu hrotu se vzorkem, je
nastavovana pfitlacnd sila udavana ekvivalentni hmotnosti plisobici na hrot vimg a to
v rozmezi od 0,03 do 15 mg. Pii méfeni spociva vzorek na podlozce a pohybuje vici ne-
hybnému hrotu, ktery vykonava vertikalni pohyb, méfi tedy nerovnosti na vzorku. U nékte-

rych profilometru je tomu naopak. Jedna se o lehce pochopitelnou piimou metodu znaéné

usnadnujici manipulaci se vzorkem (Vorburger et al., 2007).

i

Obrazek 25 — detail pohyblivého stolku se vzorkem a nehybnym méii-
cim hrotem (Ceplant, 2015)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 48

5.5 Méieni mérné elektrické vodivosti pani filmu

Prozjisténi mémé elektrické vodivosti polyanilinovych filml je mozné pouzit Ctyt-
bodovou metodu dle van der Pauwa. Metoda je urcena pro ploché, tenké vzorky konstantni
tloustky v pfipad¢ dostate¢né¢ malych kontakti elektrod umisténych na obvodu vzorku.
Jedna se o metodu méfeni relativné malych odporti pomoci ¢tvetice elektrod. Méfeni pro-
biha v cyklech, kdy je dvéma elektrodam dodavan konstantni proud | a vysledné hodnoty
napéti U mezi druhym péarem elektrod. Vysledky nékolika téchto cykli jsou pomoci pfti-
slusného software vyuzivajici permutaci, pfepoc¢itavany na mérny elektricky odpor, ktery

je prevracenou hodnotou mérné elektrické vodivosti (Kim et al., 1999).

Square or Square or rectangle:
Cloverleaf rectangle: contacts at the edges
contacts at or inside the
1 4 the corners perimeter

w
-

(a) (b) (©
Preferred Acceptable Not Recommended

Obrazek 26 — doporuceny tvar vzorkd a umisténi elektrod pro

méfteni rezistivity ctyfbodovou metodou (van der Pauw, 1958)
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II. PRAKTICKA CAST
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6 MATERIAL A METODIKA

V praktické ¢asti budou prezentovany postupy a vysledky méfeni materialovych cha-
rakteristik jako je tloustka vrstvy, mérna elektrickd vodivost a povrchova energie PANI
filmt pfipravenych za pfitomnosti riiznych stabilizatort ve dvou odlisnych reakénich pro-
stiedich. Z hlediska bunééné kompatibility budou vyhodnocovany testy bunécné adheze,

proliferace a migrace bunék linie mySich fibroblasti NIH/3T3 na piipravenych filmech.

6.1 Syntéza polyanilinovych filmu

Pro piipravu vzorkd, tedy pro syntézu polyanilinovych filmi pomoci disperzni po-
lymerace byl zvolen postup dle IUPAC popsany v praci Stejskal a Sapurina (2005). Filmy
byly pfipravovany polymeraci ve dvou riznych reakénich prostiedich - v deionizované
vodé av 1 M roztoku HCI. Krom¢ popsaného stabilizatoru polyvinylpyrrolidonu, pouzité-
ho v reakci pro adsorpci anilinovych oligomeri a nasledné polyanilinovych fetézcu, ktery
jiz prokazatelné v obou ptipadech reakénich prostiedi filmy tvofi, byly piipravovany i fil-
my lisici se latkou v roli stabilizatoru. Konkrétné byl zvolen dodecylsiran sodny (SDS,
L3771, Sigma-Aldrich Co.) na zaklad¢ v kapitole 3.1.3. popsanych postupi Kim et al.
(2001) a Yu et al. (2003). Zmifiované postupy byly pro syntézu filmu také vyzkousSeny,
ale nevedly k uspokojivym vysledkim vzniku a ptipadné kvality filmt. Jako dalsi alterna-
tivni latky nahrazujici PVP byly zvoleny latky pouzité v praci Kuczynska et al. (2010),
ktera sleduje vliv surfaktantl pouzitych k ptipravé modifikovanych polyanilinovych pras-
kia. Témito latkami jsou neionicky tiiblokovy kopolymer polyethylenglykolu a polypropy-
lenglykolu (PEG-PPG-PEG, Pluronic F-108, 07579, Sigma-Aldrich Co.) a polyoxyethy-
lensorbitanmonolaurat (Tween 20, P9416, Sigma-Aldrich Co.).

6.1.1 Polyvinylpyrrolidon (PVP)

Tento polymer se fadi mezi polyvinylacetaly, poprvé byl syntetizovan pted vice nez
sedmdesati lety Walterem Reppem. PVP je prasek svétle bézové barvy, rozpustny ve vodé
a jinych polarnich rozpoustédlech. V roztoku ma smacivé vlastnosti a snadno tvoii film.
Vyborna rozpustnost je dadna polarni laktamovou skupinou, zvysujici hydrofilni vlastnosti.
Lipofilita polyvinylpyrrolidonu je zajistovana nepolarnimi metylenovymi skupinami. Niz-
ka toxicita pro organizmy, vysokd biokompatibilita (prokazana tkanova kompatibilita

s kizi, o¢ima a mukozni sliznici) a chemicka stabilita vedou K jeho Sirokému vyuziti ve
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farmaceutickém primyslu pro riizné obvazové materialy a prakticky pro vsechny typy 1é-

kovych podani (potahované tablety, injek¢ni roztoky) (Liu et al., 2013).

Primérna molarni hmotnost tohoto polymeru se pohybuje v rozmezi od 10000 do
360000 g/mol, hustota ini 1,2 g/cm?, teplota skelného piechodu se pohybuje v rozmezi
150 az 180 °C, hodnota pH vodného roztoku o koncentraci 10 g/ dosahuje hodnot 5 az 8
(Sigma-Aldrich Co., 2015a). Povrchové napéti vodnych roztoki PVP o koncentracich
v rozmezi tadové 1x10° az 1x10™* mol/l, m&fené pomoci kapkové metody zafizenim
FTAZ200, ¢ini pii teploté 20 °C cca 69 mN/m. Pro srovnani tabulkova hodnota povrchové-
ho napéti vody je 73 mN/m (Aguila-Hernandez et al., 2011).
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Obrazek 27 — vzorec

PVP (Sigma-Aldrich
Co., 2015a)

6.1.2 Dodecylsiran sodny (SDS)

Jedna se o sodnou siil organosulfatu se dvanacti uhliky. Hydrofobni uhlikaty fetézec je
navazan na zaporn¢ nabitou, silné hydrofilni sulfatovou skupinu. Vykazuje tedy amfifilni
charakter. SDS je aniontova povrchové aktivni latka (surfaktant) nachazejici uplatnéni
v mnoha ¢isticich (odstraiovace mastnych skvrn) ¢i hygienickych (zubni pasty, pény na
holeni) prostiedcich (Dennison, 2002). Dodecylsiran sodny je také vyuzivan v metodé
elektroforetického stanoveni molekulové hmotnosti proteini SDS-PAGE (polyakrylami-
dova gelova elektroforéza), kde se vdze na povrch proteinli a zplisobuje jejich denaturaci

(Kas, Kodicek a Valentova, 2005).
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Obrazek 28 — struktura dodecylsiranu sodného (Sigma-
Aldrich Co., 2015b)
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Podle ¢lanku Marrakchi a Maibach (2006) zkoumajiciho vliv pisobeni vodného roz-
toku SDS o koncentraci 2 hm. % po dobu jedné hodiny na kazi lidského obliceje, mize
u citlivéjsich jedinct zptsobovat vyrazku. Zavére¢na zprava v ¢asopise International Jour-
nal of Toxicology (1983) posuzuje SDS jako nerakovinotvorny pfti aplikaci na kizi i pii

vnitini konzumaci.

Molarni hmotnost SDS ¢&ini 288,38 g/mol, hustota 0,37 g/cm?®, teplota tani 204 aZ
207 °C, hodnota pH vodného roztoku o koncentraci 10 g/ ¢ini 9,1. Kritickd micelarni kon-
centrace, tedy koncentrace povrchové aktivni latky, pti které se zacinaji tvotit micely, do-
sahuje hodnoty 7x10° az 1x102mol/l (Sigma-Aldrich Co., 2015b). Povrchové napéti SDS
se v zavislosti na koncentraci ve vodném prostfedi méni, p¥i koncentracich od 1x10° do
1x10™* mol/l se pohybuje okolo 66 mN/m. V oblasti kritické micelarni koncentrace (tj. od
koncentrace 1x10™ do 1x10 mol/l) se zatina povrchov napéti snizovat a s dal$im zvy3o-
vanim koncentrace SDS klesa az na ustalenou hodnotu cca 38 mN/m pii 20 °C (Rao
a Leja, 2004).

3

Povrchové napeti [mN/m]

40+ —a
A Sodium Dodecyl Sulfate at 20°C
20t :
o il ' " e e
0 0 0°¢ 103 n=2 10!

Koncentrace [mol/]

Obrazek 29 — zavislost povrchového napéti vodného roztoku

SDS na koncentraci (Rao a Leja, 2004)

6.1.3 Tween 20

Tween 20, neboli polyoxyethylensorbitan monolaurat, je neionicka povrchové aktiv-
ni, viskozni, ¢ira tekutina nazloutlé barvy. Jedna se o syntetickou latku vyrobenou polyme-
raci sorbitolu s etylenoxidem a estery kyseliny laurové. Je misitelny s vodou a alkoholy.

V potravinafstvi nese oznaceni E432 a je pouzivan jako emulgator ¢i stabilizator pén. Ve



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

zdravotnictvi se pouziva ke stabilizaci vodnych soucasti 1é¢iv nebo jako nosi¢ latek ve
vakcindch. Muze byt pouzit také pro extrakci perifernich membranovych proteinti napfi-
klad pro gelovou elektroforézu (Sigma-Aldrich Co., 2003). Dle WHO (1974) je limitni

doporucena denni davka této latky 0 az 25 mg na jeden kilogram hmotnosti.

Molarni hmotnost Tweenu 20 je 1227,54 g/mol, hustota 1,1 g/cm® a hodnota pH
vodného roztoku o koncentraci 10 g/l ¢ini 5 az 7 (Sigma-Aldrich Co., 2015c).
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Obrazek 30 — strukturni vzorec Tweenu 20 (Sigma-Aldrich Co., 2015).

Povrchové napéti Tweenu 20 je popsino pro koncentrace viadu 1x107 do
1x10™ mol/l a pohybuije se v rozmezi od 33 do 38 mN/m pri¢emz vyssi koncentrace vyka-
zuji niz§i hodnoty povrchového napéti (Kothekar et al., 2007). Kriticka micelarni koncen-
trace je o dva fady niz&i nez v piipadé SDS a pohybuje se okolo 1,2x10™ mol/l (Sigma-
Aldrich Co., 2015c).

6.1.4 Pluronic F-108

Pluronic F-108 je neionicky tfiblokovy kopolymer polyethylenglykolu a polypropy-
lenglykolu. Obsahuje centralni, hydrofobni fetézec polypropylenglykolu obklopeny dvéma
fetézci polyethylenglykolu. Diky své amfifilni struktufe mé tento kopolymer vyuziti jako

surfaktant. Jedna se o bilou latku ve form¢ vlocek (Nace, 2006).

O
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Obrazek 31 — strukturni vzorec Pluronicu F-108 (Sigma-Aldrich Co., 2015d).
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Molarni hmotnost kopolymeru s hmotnostnim podilem polyethylenglykolu 82,5 %
&ini cca 14600 g/mol, hustota 1,05 g/cm®, teplota tani je 60° C, pH vodného roztoku o kon-
centraci 25 g/l ma hodnotu 6 az 7,4. Povrchové napéti vodného roztoku o koncentraci

v fadu 1x10™° mol/l &ini pii 25°C 41 mN/m (Sigma-Aldrich Co., 2015d).

6.1.5 Postup pripravy filmi

V praxi ptiprava vzorkd polyanilinovych filmi zahrnovala nejdtive volbu substratu,
ktery mél byt filmem opatien. Pro testy bunécné adheze, proliferace a migrace byly zvole-
ny misky o priméru 40 mm a hloubkou 11 mm z tkafiového polystyrenu urc¢eného pro kul-
tivaci bundk v médiu (TPP, Svycarsko), jejich vnitini povrch byl po ukonéeni syntézy
a vyplachu disperze pokryt souvislou vrstvou polyanilinového filmu. Méfeni mérné elek-
trické vodivosti vyzadovalo vzorky filmi deponované pouze na jedné stran¢ sklenéného
substratu, k tomuto ucelu bylo pouzito podlozni sklicko z mineralniho skla (Marienfeld,
Némecko) jehoz jedna stana byla zalepena jednostrannou prihlednou lepici paskou (3M,
Ceska Republika). Pro méfeni povrchové energie filmidl, pomoci zjistovani kontaktniho
uhlu sedici kapky a profilometrické zkoumani tloustky filmu, byl zvolen substrat v podobé
polypropylenové folie (Snopake, Anglie). Tyto substraty (podlozni sklo s paskou i PP fo-
lie) byly opatfeny filmem ponofenim do reak¢éni smési béhem zacatku polymerace. Jako

reak¢ni nadoby v tomto ptipad¢ slouzily sklenéné Petriho misky.

Obrazek 32 — polyanilinova disperze vznikla polymeraci v polystyrenovych

a sklenénych Petriho miskach. Po vyplachu disperze zlstava na substratech vrstva

PANi filmu
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V dalsi fazi bylo nutné pripravit 50 ml roztoku stabilizatoru tak, aby jeho koncen-
trace v celkovém objemu reakéni smési (100 ml) odpovidala 2 hm. % a koncentrace v 50
ml roztoku ¢inila 40 g/l (navazka stabilizatoru = 2 g). Po dostateéném rozpusténi daného
stabilizatoru bylo ptidano 2,59 g anilin hydrochloridu (40008-CTO, Lach-Ner), koncentra-
ce AH ¢inila 0,2 mol/l. Tato smés byla nasledné oxidovana 50 ml 0,25 M roztoku amoni-
um persulfatu (A3678, Sigma-Aldrich Co.), navazka APS = 5,71 g. Po kratkém michani na

magnetickém michadle byla reakéni smés rozlita do reakénich nadob (Petriho misky a 40

mm misky z tkanového polystyrenu).

Obrazek 33 — barevné zmény reakéni smési slozené z roztokit AH a APS; vlevo 0,2 M roz-

tok AH; uprostied 10 s po pfidani roztoku APS; vpravo 20 s po pridani roztoku APS

Zvolené substraty byly ponofeny do smési a nasledovala vlastni oxida¢ni polymera-
ce, béhem které dochazelo k adsorpci nejprve anilinovych oligomert a nasledné polyanili-

novych fetézcu na dostupnych povrsich.

Reakeéni smés se bez nasledného michani ponechala v klidu po dobu jedné hodiny za
laboratorni teploty (20 °C). Béhem této doby bylo mozné pozorovat zménu zbarveni re-
akéni smési od Ciré bezbarvé, ¢iré fialové a modré (pfi vzniku prvnich oligomert) po tem-
né¢ modrou (vznik polyanilinovych fetézcl v penigranilinové formé) az po typické zele-
nocerné polyanilinové zbarveni formy emeraldinu. Po uplynuti dané doby polymerace byly
misky vyplachnuty pomoci 0,2 HCI z davodu odstranéni PANI disperze a stabilizace vodi-
vé formy filmu a nasledné metanolem pro Caste¢nou sterilizaci a rychlejsi schnuti filma.
Timto zpiisobem bylo vytvoieno osm riiznym PANI filmi liSicich se jak stabilizatorem
(PVP, SDS, Tween 20 a Pluronic F-108), tak i reak¢nim prostfedim, kterym byla v jednom

piipadé deionizovana voda a ve druhém 1 M roztok HCI v deionizované vod¢.
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Obrazek 34 — vzorky PANI filma pfipravené na sklenéném a polystyrenovém

substratu

6.2 Mechanicka profilometrie

Mgfeni tloustky pomoci hrotového profilometru DektaxXT™ (Bruker Corporation,
Némecko), probihalo na vzorcich PANI filmt, ptipravenych na polypropylenovych foliich.
Profilometr DektaxXT™ byl propojen se stolnim pogitatem vybavenym software Visi-
on64 (Vision24, Némecko). Pomoci HD kamery bylo moZné v redlném case sledovat
Z horni perspektivy oblast horizontalniho pohybu hrotu po vzorku. Profilometr byl dale
vybaven LVDT detektorem (magneticky snima¢ pro kontaktni detekci malych pohybi
pevnych predmétii vyuZzivajici zmén magnetického toku v linearnim proménném diferenci-

alnim transformatoru) a 16 bitovym A/D ptfevodnikem analogového signalu na digitalni.

QEktakXT,

Obrazek 35 — hrotovy profilometr DektaxXT™ se
vzorkem PANI filmu na PP folii
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Na vzorcich bylo mechanicky vytvofeno rozhrani mezi oblasti folie s filmem a bez
filmu. Vzorky byly nésledn¢ umistovany na motorizovany, automaticky posuvny stolek.
Pomoci software a kamery bylo vybrano vhodné misto blizko oblasti s pfechodem Cisté
folie na folii opatienou filmem. Nasledné byla zaddna méfici zatéz hrotu 0,03 mg a hori-
zontalni vzdalenost, kterou ma byt hrot béhem méfeni v kontaktu se vzorkem. Pro vSechny
vzorky bylo méfeni provedeno na draze dlouhé 1,5 mm, v ptipadé filmu stabilizovaném
pomoci SDS v prostiedi H,O, bylo pro uspésné zméteni nutné vzdalenost zvysit na 20 mm.
Délka méficiho intervalu byla nastavena na 10 s, v ptipad¢ filmu SDS v H,O na 60 s. Na-
zakladné detekovaného pohybu hrotu byla ziskana 2D ktivka profilu vzorku, neboli zavis-

lost vertikalni polohy hrotu na horizontalni draze, kterou v kontaktu se vzorkem urazil.

Obrazek 36 — detail vzorku filmu umisténého na posuvném stolku,

HD kamera umisténa vpravo nahote

6.3 Ctyibodova metoda

Pro zjiSténi mérné elektrické vodivosti polyanilinovych filma pfipravenych na jedné
stran¢ podloznich skli¢ek byla pouzita aparatura uspisobena pro meéteni rezistivity tenkych
vzorkl ¢tyifbodovou metodou dle van der Pauwa. Aparatura sestavéd ze scanneru Keithley
K7002 (Keithley Instruments, Inc., USA), spinaci karty Keithley K7011-S (Keithley In-
struments, Inc., USA), programovatelného napétového zdroje Keithley K2410 (Keithley
Instruments, Inc., USA), digitalniho elektrometru Keithley K6517 (Keithley Instruments,
Inc., USA) a osobniho pocitace vybaveného dvéma PCI kartami (GPIB a pfevodnikovou
AD25PCI kartou).
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Obrazek 37 — fotografie aparatury pro méteni konduktivity PANI filmu ¢tyfbodo-

vou metodou (osobni pocita¢, zdroj, scanner, elektrometr a stolek s elektrodami)

Samotné méfeni probiha pomoci programu VDP, ktery provadi cyklické méfeni rezi-
stivity pfi konstantni hodnoté proudu. Kromé této hodnoty byla pted zacatkem méfeni za-
dana tloustka vzorku a maximalni povolené napéti pfiloZené na elektrody. Hodnota méfi-
ciho proudu byla zvolena konstantnich 1x10™ A a hodnota maximélniho napé&ti prilozené-
ho na elektrody byla urcena na 200 V. Zadavana tloustka filmu, ktera je piimo imérna
mérnému odporu, odpovidala hodnotdm ziskanym p#i méfeni mechanické profilometrie.
Vzorek byl vlozen na méfici stolek tak, aby bodové kontakty elektrod byly rozmistény po
jeho obvodu, aby byl zajistén dobry kontakt se vzorkem, a zéaroven, aby nedoSlo
k mechanickému poskozeni filmu. Vzorek byl nasledné protékan elektrickym proudem
(jeden par elektrod) za soucasného méteni napéti (druhy par elektrod) k tomu potiebného.
Z takto ziskanych hodnot napéti a tloustky vzorku byl spocitdn mérny elektricky odpor
daného typu polyanilinového filmu, a z n&j byla nasledné vypocitana jeho mérna elektricka
vodivost (kap. 1.1.2). Méfeni probihalo u kazdého méfeného vzorku ve étyfech cyklech
odecitani, tedy tak, aby byly ziskany pozadované hodnoty ze vSech moznych pozic elek-

trod.
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Obrazek 38 — umisténi vzorku podlozniho skla s polyanili-
novym filmem na méficim stolku s elektrodami pti méteni

konduktivity
6.4 Kontaktni thel sedici kapky

Pro méfeni kontaktniho thlu sedici kapky a nasledné vyhodnoceni povrchové ener-
gie filmi byl pouzit SEE System (Advex Instruments,Ceska Republika). V testu byla pro
vypocet aplikovana tzv. acidobazicka metoda za pouziti tfi méficich kapalin se standardi-
zovanou hodnotou povrchové energie — deionizovana voda, dijodmetan (158429, Sigma-
Aldrich Co.) a etylenglykol (85978, Sigma-Aldrich Co.). Pficemz objem kapek byl stano-
ven na 100 pl a byl na film aplikovan pomoci mikropipety. Pro vyhodnoceni byla pomoci
CCD kamery o rozliseni 1600 x 1200 pixeld s vodorovné posuvnym stolkem vyfocena
série kapek jednotlivych kaplin a nasledné¢ byl pomoci software SeeSystem 6.2, ktery
umoziuje pievadét profil kapky na kruznici pomoci tfi bodi vyzna¢enych na povrchu vy-

focené kapky, spocitan kontaktni tthel kapky na daném povrchu.

Voda: SDS HCl

Obrazek 39 — ptiklad chovani kapky vody na filmu pfipraveného z disperze za ptitom-
nosti SDS a Pluronicu F-108 v prostiedi 1 M HCI
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K vyhodnoceni byly vyuzity udaje zméfenych kontaktnich uhld, vzdy péti kapek
kazdé ze tii méficich kapalin na jednotlivych typech filmu. Software (SeeSystem 6.2) po
zméfeni automaticky stanovi a zobrazi hodnoty kontaktnich uhlu kapek pro jednotlivé ka-
paliny a pfepocita tyto hodnoty pomoci acido-bazické metody na celkovou povrchovou

energii, véetné obou jejich slozek (disperzni a polarni) a stanoveni chyb méteni.

6.5 Testy bunécné aktivity

Pro vyhodnocovani bunécné aktivity je potifeba specifického vybaveni laboratote

a dodrzovani postupii kultivace bun¢k zvolené bunééné linie.

6.5.1 Vybaveni laboratoie pro kultivaci bunék in vitro

Jednim z hlavnich pozadavku laboratote pro kultivaci bun¢k in vitro je udrzeni steri-
lity a zabranéni kontaminacim. Je vhodné pracovat ve vyhrazené Cisté laboratoti podléhayji-
ci specidlnimu rezimu. Mezi zékladni vybaveni laboratofe patii laminarni box s fizenym
pfivodem i odvodem vzduchu, inkubator s regulaci teploty, relativni vlhkosti a parcialniho
tlaku oxidu uhli¢itého. Pro kontrolu vzorkl je nutny mikroskop vybaveny fazovym kon-
trastem. Pro kultivaci bun€k se pouzivaji sterilni jednorazové plasty a kutivac¢i nadoby,

mikropipety a chemikalie urcené pro praci s bunéénymi kulturami (Freshney, 2005).

6.5.2 Pouzité bunééné linie a kultivaéni média

V ramci zvolenych testll byla pouzita bunécna linie mysich fibroblastd NIH/3T3
(ATCC® CRL-1658™). Jedna se o bun&nou linii, kterou dodala firma American Type
Culture Collection (USA). Jako kultiva¢ni médium bylo pouzito Dulbecco’s Modified Ea-
gle Medium (PAA The Cell Culture Company, Anglie), se zvySenym obsahem glukézy.
K médiu bylo dle ndvodu pro kultivaci bun¢k ptidavano 10 % fetadlniho bovinniho, neboli
teleciho séra (Biosera, Anglie) a antibiotikum Penicillin/Streptomycin (PAA Laboratories
GmbH, Australie) v koncentraci 100pg/ml. Idealni kultiva¢ni podminky (teplota 37° C,
konstantni relativni vlhkost a 5 % atmosféra oxidu uhli¢itého) byly zajistovany pomoci inku-

batoru Heracell 150i (ThermoScientific, USA).

Meédia pouzivand pro kultivaci bunéénych kultur jsou smési aminokyselin, anorga-
nickych iontt, pufrujici slozky pro stabilizaci pH, vitaminu, ristovych faktort, stopovych
prvka, mastnych kyselin, lipida, specifickych proteinti a peptidi podporujicich bunééné
déleni. Sérum slouzi jako zdroj ristovych faktord (Sigma-Aldrich Co., 2010).
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6.5.3 Kultivace bunék

Bunky byly kultivovany jako adherentni kultura v polystyrenovych kultiva¢nich nado-
bach pfi¢emz idealni podminky byly zajistény pomoci inkubatoru Heracell 150i. Po dostatec-
ném namnozeni adherovanych bunék bylo nutné provést trypsinizaci a prekultivaci. Kulti-
vacni nadoba s adherovanymi bunkami byla nejprve zkontrolovdna pomoci invertovaného
svételného mikroskopu s fazovym kontrastem (Olympus XI 81, Japonsko) a poté piesunuta
do laminarniho boxu s fizenou cirkulaci vzduchu HERAsafe KSP (ThermoScientific,
USA). Zde bylo z kultiva¢ni nadoby s buiikami pomoci odsavaciho zatizeni co nejdokona-
leji odsato kultivaéni médium. Zbytky média a séra byly potom jesté odstranény oplachnu-
tim 15 ml fosfatového pufru (PBS, konc. 0,2 ml/cm?) a jeho naslednym odsatim. Déle bylo
provedeno pieruseni vazeb jak mezi adherovanymi buiikami a kultivaénim povrchem, tak
I mezi jednotlivymi bunkami pomoci 7,5 ml serinové proteazy, trypsinu (konc. 0,1
ml/cm?). Trypsin byl ponechan puisobit za pribézného kontrolovani mikroskopem Olympus
X1 81v inkubatoru Heracell 1501 do oddéleni bunék, nejdéle vSak po dobu 20 minut. Po
oddéleni bunék bylo v boxu HERAsafe KSP ptidano do kultiva¢ni nadoby 7,5 ml kultivac-
niho média a roztok s buitkami byl pomoci pipety pfeveden do centrifugani zkumavky.
Centrifugace probihala v chlazené centrifuze Eppendorf 5702 R (Eppendorf, Némecko) pii
teploté 37°C, po dobu tii minut a 1100 rpm. Po centrifugaci byly bunky viditeln€ koncen-
trovany na dn¢ zkumavky, coZ umoznilo odsati supernatantu. Timto postupem byl ziskan
piiblizny podet 2.10” bungk v 1 ml média, coz odpovida povrchu kultivaéni nadoby a hus-

toté bunék.

6.6 Bunécna adheze

K testovani schopnosti bun¢k adherovat se na vytvofenych polyanilinovych filmech
byly spolu s referenci (Cista polystyrenova miska) osazeny bunikami ve formé 1 ml suspen-
ze bunék v médiu o koncentraci 1x10” bunék v 1 ml média, viechny typy filmi vytvoie-
nych na 40 mm miskach z tkanového polystyrenu. Po 1 hodiné€ v inkubatoru Heracell 150i,
zajistujicim idealni podminky, bylo buinkam odsato médium a nasledné bylo provedeno
mikropipetou jemné oplachnuti pomoci 1 ml pufrovaného fyziologického roztoku (PBS,
Gibco Life Technologies, USA). Po odsati PBS nasledovala analyza a foceni mikrofoto-

grafii bun¢k adherovanych na testovanych filmech za pomoci mikroskopu Olympus XI 81.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 62

6.7 Bunécna proliferace

Pro porovnani bunécné proliferace bunék na konkrétnim typu filmu byly potizeny
mikrofotografie mikroskopem Olympus XI 81 v ¢ase 24, 48 a 72 hodin od osazeni vzorka
2 ml suspenze o koncentraci 1x10° bunék v 1 ml média. Pied kazdym focenim (tedy po 24
hodinach) bylo v kultivacnich miskach ménéno médium za nové ptipravené. Pomoci inku-
batoru Heracell 1501 byla v pribéhu proliferace zajisténa pozadovana teplota, konstantni

relativni vlhkost a atmosféra CO».

Polovina testovanych vzorkil také prosla modifikaci povrchu ptisobenim hovéziho
bovinniho albuminu - BSA, Bovine Serum Albumine (Sigma-Aldrich). Albuminy jsou
globularni proteiny rozpustné ve vodé, které jsou produkovany jaternimi buiikami. U ¢lo-
véka se vyskytuji zejména v krevni plazmé, kde udrzuji osmoticky tlak krve. Zaroven, diky
své struktufe, slouzi jako transportni proteiny napi. mastnych kyselin, bilirubinu, médi,
zinku, vapniku, hof¢iku, hormoni a n¢kterych 1éku ¢i antibiotik. Jeho normalni koncentra-
ce v lidském téle se pohybuje okolo 40 g/l (Fusek, Kas a Ruml, 2008). Pro pfiblizeni fyzio-
logickych podminek byla pro modifikaci filmt, majici teoreticky za nasledek vznik novych
specifickych skupin na povrchu filmu predpokladajici zvysenou proliferaci, pouzita prave
koncentrace BSA 40 g/l v médiu. 2 ml tohoto roztoku byly odpipetovany do polystyreno-
vych misek opatienych PANI filmem, po 1 hodin¢ ptisobeni byl roztok BSA z misek odsat
a dale nasledoval postup osazeni vzorkd bunéénymi suspenzemi shodny s postupem apli-

kovanym u filmi bez modifikace BSA.

Obrazek 40 — suspenze bun€k v médiu kultivované

v inkubatoru
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Pomoci pratokové cytometrie byla u vzorki albuminem nemodifikovanych PANI
filmt vyhodnocena proliferace kvantitativné. Prakticky bylo toto méfeni provedeno po
stanovené dob¢ proliferace (72 hodin) trypsinizaci (rozruseni vazeb) vrstvy adherovanych
bunék pfidanim a pusobenim 300 pl trypsinu a to po dobu maximaln¢ 20 minut. Po oddé-
leni bunék od testovaného povrchu, bylo pridano ekvivalentni mnozstvi média (300 pl). Za
pomoci mikropipety byla vznikla suspenze bunék pfevedena do zkumavky kompatibilni
s pritokovym cytometrem BD FACSCanto ™ Il (BD Biosciences, Anglie). Zkumavka byla
nasledné umisténa do pfistroje a za pomoci software BD FASCDiva (BD Biosciences,
USA) bylo spusténo méieni, které umoznilo kvantitativni vyhodnoceni poctu prezivsich

bunék.

®BD FACSCanto 11

=
=N

Obrazek 41 — prittokovy cytemetr BD FACSCanto ™ 1

6.8 Buné¢na migrace

Pro zhodnoceni parametrti bunécné migrace byla provedena metoda Scratch-wound
assay napodobujici proces hojeni ¢i zacelovani rany. Builky o koncentraci 1x10° bunsk
v 1 ml média byly v objemu 2 ml suspenze odpipetovany do jednotlivych misek s riznymi
typy PANI filmut a nasledné byly ponechany v inkubatoru Heracell 150i pfi idealnich kulti-
vacénich podminkach. Bunky byly kultivovany za pravidelné vymeény Cerstvého média (kaz-
dych 24 hodin) po dobu potiebnou k riastu dostateného mnozstvi bun€k tvoticich souvis-

lou vrstvu.

Provedeni testu bunééné migrace nedovolil stav bun€k kultivovanych na filmech
ptipravenych za stabilizace polyvinylpyrrolidonem a to ani v pfipadé¢ modifikace pomoci
BSA. V ptipad¢ filmu piipravenych za pfitomnosti Tweenu 20 a Pluronicu F-108 byly pro

testy bunécné migrace pouzity pouze ty, které byly vytvoreny v reakénim prostiedi 1 M
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HCI a byly vystaveny ptsobeni BSA, jen ty totiz umoznily vytvofeni souvislé vrstvy
umoznujici provedeni ryhy. Tyto vrstvy bunék vSak nepokryvaly celou plochu kultivacnich
misek a tvofily utvary piipominajici ostrivky, nachazejici se uprostied misek. Scratch
assay byl dale proveden na vrstvé bunék vytvoienych na vSech filmech pfipravenych
z disperze za pritomnosti SDS, a to jak u vzorkt modifikovanych BSA, tak i u nemodifi-

kovanych.

Do vrstvy bun¢k byla $pi¢kou mikropipety vytvofena souvisla ¢ara tak, aby doslo
k oddé€leni bun¢k a zaroven k zachovani filmu. Stav buné¢né vrstvy a piipadna migrace
bunék do volného prostoru byl ihned po provedeni ¢ary mikropipetou (tedy v ¢ase 0 h),
nasledné v Case 5, 24 a 48 hodin od vytvofeni ¢ary, zaznamendvan pomoci mikroskopu

Olympus XI 81 s fazovym kontrastem.
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7 VYSLEDKY

7.1 Priprava filmi

Rozdilnost v ptipravé jednotlivych druhti filma je mozné shleddvat mimo jiné v roz-
pustnosti a chovani daného stabilizatoru v reakéni smési. Z tohoto pohledu mezi PVP, Plu-
ronicem F-108 a Tweenem 20, jejichz roztoky s anilin hydrochloridem zustavaly i po smi-
chani s reak¢i smési obsahujici 0,25 M APS az do samotné polymerace ¢iré, vybocoval
SDS. V jeho piipadé po rozpusténi 2 g ve vode ¢i 1 M HCI a po nésledném piidani 2,59 g

AH vznikala micelarni smés.

Obrazek 42 — micelarni smés SDS a AH
v1MHCI

| v tomto ptipadé vSak po smichani s roztokem APS k polymeraci a vzniku polyani-

linovych filml dochézelo, i kdyz se nastup polymerace pozorovatelny zménou barvy smési

posunul fadove z vtetfin na minuty.

Obrazek 43 — polymerace polyanilinu v 1 M HCI za ptitomnosti SDS (doba polymerace 1, 3
a 15 minut)
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Z hlediska kvality filma lze jednozna¢né konstatovat nejlepsi adhezi vSech typt filmt na
polymernich povrsich. V ptipad¢ kultivacni misek z tkanového polystyrenu prakticky vzdy
doslo ke vzniku souvislé vrstvy polyanilinového filmu a to bez ohledu na pouzity stabiliza-
tor, ¢i prosttedi. Bezpochyby k tomu pfispiva i idealni tvar misek, které jsou zaroven re-

akéni nadobou 1 substratem.

Obrazek 44 — PANI film pfipraveny na polystyrenovém substra-

tu, stabilizator SDS, reakéni prostfedi HC1

Dalsi polymerni povrch, na kterém byly filmy tvofeny, piedstavovala polypropyle-
nova folie. U filmi liSicich se pouzitym stabilizdtorem, deponovanych na tomto substratu,
bylo mozné pozorovat riiznou adhezi i kvalitu. Filmy pfipravené za pfitomnosti Tweenu 20
vykazovaly (zejména Vv ptipadé pouziti vody jako reakéniho prostfedi) ponékud méné
odolny povrch pripadnym mechanickym otértim, naptiklad mirnému ptejeti prstem. Navic
byl ve vétsi ¢asti ptipravenych vzorkd pozorovan i nehomogenni povrch. V piipadé pouziti
Pluronicu F-108 je adheze filmu k folii v porovnani s Tweenem 20 vyssi, ale na ¢asti vzor-
ka byly také pozorovatelné nehomogenity povrchu. Nejlepsi kvalitu filmu z hlediska ho-
mogenity i1 adheze vykazovaly postupy za pouziti PVP a SDS. Piedevs§im druhy jmenova-
ny daval vznik velmi odolnym a celistvym filmim, které odolavaly i vétsim intenzitam

tteni, naptiklad celulézovou priimyslovou utérkou.

Obrazek 45 — PANI filmy na polypropylenové
folii — vlevo SDS HCI, vpravo SDS H,0
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Na sklenéném substratu vykazovaly nejhorsi adhezi filmy stabilizované Tweenem 20
a F-108. Vzorky celistvych filml pro méfeni elektrické vodivosti byly ve velmi malém
poméru oproti tém velmi nehomogennim, ¢i filmim, které byly omyty hned pti oplachu
disperze. Ostatni filmy (zejména ty stabilizované PVP a SDS) prokazovaly pomérné dob-

rou adhezi ke sklu. Jako nejvhodngjsi uprava sklenénych povrchl pfed ponofenim do re-

akéni smési se osvédCilo mechanické otieni substratu buni¢inou.

7.2 Mechanicka profilometrie

Pomoci hrotového profilometru byly ziskany 2D ktivky profilu vzorku, vyneseny
jako zavislosti vertikalni polohy hrotu, kontaktné kopirujiciho profil vzorku na horizontalni
draze, kterou hrot po vzorku urazil. Tloustka filmu byla poté urovana jako rozdil mezi
pramérnymi hodnotami vysky vzorku ve vyznacenych oblastech kiivek (absolutni profily
oblasti vzorku sa bez filmu vnm). Pomoci pfislusného programu (Vision64) byly
v kiivkach vyznaceny oblasti pohybu hrotu po Cistém substratu, kde se film nenachazel,
a zony, na kterych hrot kopiroval povrch filmu. Naslednym odectem rozdilii mezi primér-

nymi hodnotami profilt software vyhodnotil vyslednou tloustku charakterizovaného filmu.

Tot;lrlr’;'oﬂle: Total Profile: 7 [ Thickness: [
-213 nm | -16nm | 197 nm

pm
o

00 AAJV‘M M‘

00 02 04 06 08 10 12 14 1.5
mm

Obrazek 46 — ptiklad 2D kiivky profilu povrchu filmu pfipraveném za pouZziti stabilizatoru
Tween 20 v prosttedi 1 M HCl s vyhodnocenim tloustky vrstvy

Tloustky polyanilinovych filmi pfipravenych za pfitonosti riznych stabilizatori jsou
I S primérnymi hodnotami profili vyznacenych oblasti znazornény v nasledujici tabulce.
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Pramérny profil Primérny profil Tlougtka
Stabilizator Prostredi oblasti bez filmu oblasti s filmem
[nm]
[nm] [nm]
H,0 -109 10 119
PVP
1 M HCI -149 16 165
H,O -273 21 294
SDS
1M HC -117 18 135
H,0 -164 58 222
Tween 20
1M HC -213 -16 197
H,0 -195 93 288
F-108
1M HC -63 30 93

Tabulka 3 — primérné hodnoty profili v oblastech vzorku s danym filmem ¢i bez ngj

a hodnoty tlousték filmu, které jsou jejich rozdilem

Pro nédzorn&jsi srovnani tlousték jednotlivych filma jsou vysledky prezentovany

i formou sloupcového grafu.
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Obrazek 47 — sloupcovy graf znazorfiujici hodnoty profilometricky naméfenych tlous-

ték jednotlivych typl polyanilinovych filma

Z uvedenych vysledkd profilometrického méteni tloustky PANI filmi vyplyva, Ze
nejvyssi tloustku vykazovaly filmy pfipravené za stabilizace pomoci SDS a F-108 v re-
akcénim prostiedi deionizované vody (filmy SDS H,0 a F-108 H,0), konkrétn¢ 294 a 288

v

meraci v reakénim prostfedi 1 M HCI za pfitomnosti stabilizatoru F-108 (film F-108 HCI).
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U filmt vzniklych polymeraci za pfitomnosti surfaktanti (SDS, Tweenu 20 a Pluronicu F-
108) je mozné pozorovat trend, kdy reakcni prostiedi 1 M HCI vede ke vzniku tensich fil-
mul v porovnani s vodnym reakénim prostiedim. V tomto ohledu filmy ptipravené za pfti-
tomnosti PVP neodpovidaji danému trendu a tloustka filmu piipravenych polymeraci ve

vode¢ (filmy PVP H,0) je mensi, nez v prostiedi 1 M HCI (filmy PVP HCI).

Primérna hodnota filmu pfipravenych za pouziti reakéniho prosttedi 1 M HCI ¢ini
148 nm, v piipadé prostiedi deionizované vody je primérna tloustka filmt 231 nm. Pra-

mérna hodnota tloustky vSech ptipravenych PANI filmu poté ¢ini 189 nm.

7.3 Meérna elektricka vodivost

Ctyibodovou metodou méfeni elektrické vodivosti dle van der Pauwa byly zjistény
hodnoty mérného elektrického odporu riznych druhli PANI filml. Tyto vysledky byly
prepocitainy na mérnou elektrickou vodivost jednotlivych filml s pfislusnou smérodatnou
odchylkou. Hodnoty mérné elektrické vodivosti jsou prezentovany pro tloustky filmu na-
méfenych pomoci mechanické profilometrie (oprori). Vysledky méfeni jsou shrnuty na-

sledujici tabulce.

Mérny odporprorL OPROFIL
Typ filmu

[Q.cm] [S/cm]

PVP H,0 0,510 1,963
smodch 0,002 0,009
PVP HCI 0,0544 18,4
smodch 0,0005 0,2
SDS H,0 0,2776 3,60
smodch 0,0008 0,01

SDS HCl 0,0329 30,40
smodch 0,0001 0,08
TWEEN H,0 0,1647 6,07
smodch 0,0009 0,03
TWEEN HCI 0,1192 8,39
smodch 0,0006 0,04
F-108 H,0 0,573 1,74
smodch 0,004 0,01
F-108 1M HCl 0,0386 25,9
smodch 0,0002 0,1

Tabulka 4 — vysledky méfeni konduktivity vzorku ¢tyfbodovou metodou
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Podobné jako v ptipad¢ vysledkii méteni tlousky filmt budou i vysledky méteni vo-

divosti prezentovany i formou ptehledné&jsiho sloupcového grafu.
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Obrazek 48 — sloupcovy graf zavislosti mérné elektrické vodivosti na typu filmu

Prezentované vysledky mérné elektrické vodivosti PANI filmi ptfipravenych za pfi-
tomnosti ruznych stabilizatorti dokazuji vliv reakéniho prostedi (H2O ¢i 1 M HCI) na hod-
noty elektrické vodivosti filmi v disledku jiného stupné dopovani (protonace) polyanili-
nového fetézce. U vSech typl filmh pfipravenych v prostiedi 1 M HCI byly naméteny
vy$§i hodnoty mérné elektrické vodivosti v porovnani s jejich analogy pfipravenymi
v prostiedi deionizované vody. Z vysledku je dale zjevné, Ze nejvyssi mérnou elektrickou
vodivost vykazovaly filmy pfipravené polymeraci za pouziti stabilizatoru SDS v 1 M HCI
(film SDS HCI). Tento typ filmu dosahoval mérné elektrické vodivosti pies 30 S/cm. Vy-
sokych hodnot vodivosti také dosahovaly filmy PVP HCI a F-108 HCI. Konduktivita prv-
niho z téchto typl filmi dosahovala hodnot vyssich nez 18 S/cm, u filmu F-108 HCI do-
séhla témef na hodnotu 26 S/cm. Filmy pfipravené z disperze stabilizované Tweenem 20
vykazaly v pfipadé reakéniho média 1 M HCI (filmy TWEEN HCI) nejnizsi hodnotu kon-
duktivity ze vsech filmu pfipravenych v tomto prostiedi, konkrétné pies 18 S/cm. Pouziti
deionizované vody misto roztoku HCI vSak u tohoto typu stablizatoru (filmy TWEEN
H.0) vedlo ke vzniku filmi s mérnou elektrickou vodivosti pfes 6 S/cm, tedy hodnotou
nejvyssi mezi ostatnimi filmy pfipravenymi v tomto prostiedi. Konduktivita filma nasledné

klesala v potadi SDS, PVP, F-108 a SDS H,0 a odpovidala hodnotdam od 1,7 do 3,6 S/cm.
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7.4 Povrchova energie

Pomoci méfici sestavy SEE Systém (Advex Instruments,Ceska Republika) byly na-
méfeny hodnoty kontaktnich thla tii riznych kapalin - deionizovana voda (H,O), dijodme-
than (DIM) a ethylenglykol (EG), na osmi riznych PANI filmech, liSicich se stabilizato-
rem a reakénim prosttedim. Hodnoty naméfenych kontaktnich uhli jsou uvedeny

V nasledujici tabulce.

kontaktni dhlel [°]

PVP SDS TWEEN 20 F-108

Méfici kapalina H,O 1M HCl H,0 1M HCl H,O 1IMHCI H,0 1M HCI

H,0 45+4 30+x3 694 58*4 33 27+3 345 376
DIM 24+t6 24+4 36+4 3716 8+2 11+2 63 74
EG 21+5 1716 40+6 26+4 6+4 10+2 10+5 8+*3

Tabulka 5 — hodnoty naméfenych kontaktnich thla kapek jednotlivych méficich kapalin na
osmi riznych typech PANI filmi

Pouziti tfi riznych méficich kapalin: vody, dijodmetanu a etylenglykolu umoznilo
zvolit v programu SEESystem 6.2 k vyhodnoceni povrchové energie filmil acido-bazické
metody. Timto zpisobem byly ziskany hodnoty celkové povrchové energie danych filmi

yTOT véetnd jeji disperzni a polarni slozky y-V a y"®.

PVP SDS TWEEN 20 F-108

H, O 1MHCI H,0O 1MHCI H,0O 1MHCI H,0O 1MHC

v [mN/m] 49+5 55+4 43+3 46+2 692 61+2 59+4 56+4
vy [mN/m] 46+1 46+1 41+2 41%1 50+1 50+1 51+1 50#1
v*® [mN/m] 3+4 9+3 243 5+2 19+1 11+2 8%4 64

Tabulka 6 - hodnoty celkovych povrchovych energii danych filmi y'°" véetng jejich dis-

perznich Y= a polarnich slozek y*®

Vysledky méteni kontaktniho uhlu sedici kapky tfi riznych méficich kapalin a na-
sledny pfepocet na hodnoty povrchovych energii, dokazuji rozdily mezi polyaniliovymi

filmy liSicimi se latkou v roli stabilizatoru i v této materialové charakteristice.
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S ohledem na chybu méfeni, neni mozné statisticky prikazné odlisit hodnoty celko-
vych povrchovych energii filma shodujicich se stabilizatorem a lisicich se v reakénim pro-
sttedi. V tomto sméru pouze filmy stabilizované Tweenem 20 vykazuji vyssi celkovou
povrchovou energii v piipadé reak¢éniho prostfedi HO (69 + 2 mN/m) v porovnani s cel-
kovou povrchovou energii tohoto filmu ptipraveného v prosttedi 1 M HCI (61 = 2 mN/m).
Filmy vzniklé z disperze stabilizované Tweenem 20 zaroven vykazovaly ze vSech pfipra-
venych typt PANI filmt nejvyssi hodnoty celkové povrchové energie. Povrchova energie

dale klesa v fadé¢ Tween 20, F-108, PVVP a SDS.

Hodnoty kontaktniho uhlu sedici kapky deionizované vody podavaji informaci
0 hydrofilité ¢i hydrofobité¢ danych filmt. Namétené hodnoty kontaktnich uhli kapek vody
na vSech pfipravenych typech PANI filmt dosahovaly uhli mensSich nez 90°, ve vSech pfi-
padech se tedy jedna o povrchy hydrofilni. Voda nejvice smacela povrch filmu TWEEN
H.0, naopak nejvyssi kontaktni uhel kapky vody byl naméten u filmia vzniklych z disperze

za ptitomnosti SDS.

7.5 Bunéc¢na adheze

Pro posouzeni bunéc¢né adheze byly, stejné jako v ptipadé hodnoceni bunééné proli-
ferace a migrace, pofizovany mikrofotografie pomoci invertovaného mikroskopu
s fazovym kontrastem Olympus XI 81 vybaveného digitalnim zrcadlovym fotoaparatem
s optikou Leica. Pro pofizeni mikrofotografii byl vyuzit software Leica, kterym byl opatien

stolni pocita¢ propojeny s mikroskopem.

Na obrazku 49 jsou prezentovany vybrané mikrofotografie bun¢k adherovanych na fil-

mech po 1 hoding od osazeni bunéénou suspenzi o koncentraci 1x10” bunék na 1 ml média.

Obrazek 49 — mikroskop Olympus XI 81 se stolnim PC
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Obrazek 50 — adheze NIH/3T3 bunck na testovanych filmech
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Z uvedenych mikrofotografii je patrné, ze se bunky linie mysSich fibroblasti
NIH/3T3, v pouzité koncentraci bunék v médiu, dokazaly adherovat na povrchu vsech typt
ptipravenych filmu. Patrné jsou vSak rozdily v jejich morfologii a po¢tu zdravych, zivota-
schopnych bun¢k. Mira adheze se projevuje zménou tvaru bunék. Adherované buiiky se
v mikroskopu s fazovym kontrastem jevi, diky plochému tvaru pfijimajicimu povrch sub-
stratu, jako tmaveé zbarvené. Oproti tomu buiiky, které se dosud volné pohybuji v médiu,

zaujimaji piiblizné sféricky tvar a v mikroskopu jsou pozorovany jako svétlé ttvary.

Nejvyssi pocet zdravych, adherovanych bunék Vv porovnani s ostatnimi typy PANI
filmt i referenci je pozorovatelny u filmi SDS H,0 a SDS HCI. V piipadé téchto filmu je
patrna dobra adheze bunék k povrchu s nizkym podilem neadherovanych bunék. Relativné
velkou plochu vzorku také zaujimaly bunky v ptipadé filma F-108 H,O a F-108 HCI, podil
adherovanych bungk je vsak v tomto piipadé jiz vyrazné nizsi. Nejmensi povrch zaujimaly
bunky na filmech pfipravenych za stabilizace Tweenem 20 a PVP. V piipad¢ téchto filmu
byl u bunék patrny i nefyziologicky tvar a vysoky podil neadherovanych bunék. Z pohledu
poctu bunek poskytoval nejméné vhodné podminky pro adhezi film PVP H,O. Na filmech
TWEEN 20 H,0 i HCI pak maji buriky viditelnéodlisnou morfologii.

7.6 Bunécéna proliferace

Vysledky bunécné proliferace budou pfedstaveny na sériich mikrofotografii (obrazky
51 az 54), potizenych po 24 a 72 hodinach od osazeni testovanych filma 2 ml suspenze
0 koncentraci 1x10° bunék linie mysich fibroblastii NIH/3T3 v médiu. Bude také rozliso-
vano mezi vzorky modifikovanymi pomoci sérového albuminu BSA (obrazky 53 a 54)

a vzorky, které touto modifikaci neprosly (obrazky 51 a 52).

Dale budou prezentovany vysledky kvantitativniho vyhodnoceni po€tu namnozenych

bunck po 72 hodinéch proliferace.
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Obrazek 51 — proliferace NIH/3T3 bunék na testovanych filmech bez modifikace pomoci BSA (po 24 hodinach

kultivace)
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Obrazek 52 — proliferace NIH/3T3 bunék na testovanych filmech bez modifikace pomoci BSA (po 72 hodinach

kultivace)
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Na prvnich dvou prezentovanych sériich mikrofotografii, hodnoticich proliferaci
(obrazky 51 a 52), jsou zobrazeny stavy bun¢k po dob¢ kultivace 24 a 72 hodin od osazeni
misek s riznymi polyanilinovymi filmy, které nebyly modifikovany pomoci BSA, suspenzi
o koncentraci 1x10° bungk v médiu. Na t&chto mikrofotografiich, potfizenych pfi celkovém
zvétseni mikroskopu 40 x, miizeme pozorovat zcela odlisné pocty proliferujicich, adhero-
vanych bunék na jednotlivych povrSich. Filmy TWEEN H,O, TWEEN HCI, F-108
H,0 a F-108 HCI] neumoznily buiikdm v dané koncentraci ztstat zivotaschopné a prolife-
rovat, z fotografii téchto filma, potfizovanych v oblastech stfedu vzorkt jsou jiz po 24 ho-
dinéach patrné pouze bunky majici nefyziologicky tvar, buiiky poskozené ¢i apoptické a ve
vétsing piipadl volné se pohybujici v médiu. V kultivacnich miskach pokrytych filmy pfi-
pravenymi z disperze stabilizované pluronicem F-108 vSak bylo mozné na krajich vzorku
nalézt mista s lozisky desitek Zivych bunék. Naopak velmi dobie se z hlediska bunécné
proliferace fibroblasti jevily filmy jak SDS H,O, tak i SDS HCI. Pti hodnoceni proliferace
po 24 hodinach bylo u filmt SDS HCI pozorovatelné vétsi mnozstvi bun€k nez v ptipadé
referen¢niho vzorku. Na filmech SDS H,0 byl v porovnani s referenci pocet bun¢k srovna-
telny. Proliferujici bunky na zminénych typech filma (SDS H,0 a HCI) byly v dobrém,
fyziologickém stavu, proliferujici, bez vyrazného vyskytu poskozenych bunck. Buiiky na
filmech PVP H,O narostly v o néco mensi mife nez v piipadé reference, zaroven bylo
mozZné pozorovat oproti referenci €1 filmim SDS, zvySené mezibunétné interakce
a pocatky shlukovani bunék. Filmy PVP HCI poskytovaly buitkam oproti analogim pfi-
pravenym ve vodnim prostfedi o poznani horsi podminky a ptfeZivsi buiiky bylo nutné na
vzorku vyhledévat. Po 72 hodinach byla opét pozorovana mohutna proliferacni aktivita
u bun€k adherovanych na filmech SDS H,0 a SDS HCI, kdy oba tyto typy filmi byly zce-
la pokryty vrstvou bunék. Pocet bun¢k bylo moZzné odhadnout, zejména opét v piipadé
filmt SDS HCI, jako vyssi, nez v piipade reference. Na filmech PVP H,O proliferace bu-
n¢k nedosahovala takové miry jako u reference, bunky se vSak stadle mnoZily a vytvarely
bunééné shluky. Vyvoj stavu bunék byl sledovan po dobu 192 hodin od osazeni, zatimco
buniky na filmech SDS a referenci se jevily jako konfluentni (stav bunék se jiz neménil), na
filmech PVP H,O dochazelo k rozsSifovani shluki a pozorovatelnému naristani tloustky

jejich stifednich ¢asti.
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Obrazek 53 — proliferace NIH/3T3 bun¢k na testovanych filmech modifikovanych pomoci BSA (po 24 hodinédch

kultivace)
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Obrazek 54 — proliferace NIH/3T3 bunék na testovanych filmech modifikovanych pomoci BSA (po 72 hodinach

kultivace)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 80

Dalsi série mikrofotografii (obrazky 53 a 54) zachycuji chovani bunék na polyanili-
novych filmech modifikovanych po dobu 1 hodiny roztokem bovinniho sérového albuminu
BSA v deionizované vod¢ o koncentaci 40 g/l pfed osazenim bunéénou suspenzi. Na mi-
krofotografiich potizenych po 24 i 72 hodinach proliferace je znatelna vyssi proliferacni
aktivita bun¢k, zejména u filmd TWEEN H,O, TWEEN HCI, F-108 H,0 a F-108 HCI,
které bez modifikace BSA proliferaci bun¢k neumoznovaly. Zaroven byla u vSech vzorki
polyanilinovych filmt (reference a filmy PVP byli vyjimkou), jiz po 24 hodinach pozoro-
vatelna orientace bun¢k ke stfedu vzorku. Po 72 hodinach byly jiz okraje oblasti pokrytych
vrstvou bunék znatelngjsi. Nejvétsi plochu bunky porostly na filmech SDS H,O a SDS
HCI. Ty spolu s filmy F-108 HC1 a TWEEN HCI modifikovanych BSA tvofily vrstvu bu-
nék dostateéné celistvou a velkou pro provedeni testi bunééné migrace. Naopak velmi
mala plocha vrstvy bun€k byla pozorovana u filmi TWEEN H,0. Filmy PVP H,0, PVP
HCI po modifikaci BSA poté podnécovaly u bunék vznik shluk bun¢k v nefyziologickém
stavu, nachézejicich se separovan¢ adherované na povrchu filmu. Nedostate¢na celistvost
vrstvy buné¢k na filmech F-108 H,O po modifikaci BSA také neumoznila zafadit vzorek do

testll bunééné migrace.

Pomoci pritokové cytometrie byla suspenze bunék, vznikla trypsinizaci adherova-
nych bunék, kultivovanych po dobu 72 hodin na polyanilinovych filmech bez modifikace
pomoci BSA, podrobena kvantitativnimu vyhodnoceni poctii bunék. Test nebyl provadén
v piipad¢ filmi TWEEN 20 H,O a TWEEN 20 HCI, jak jiz bylo naznaceno vyse, tyto fil-
my neumoznily pfeZiti bunck a test by tedy byl bezptedmétny. V ptipadé¢ filma F-108 H,0O
a F-108 HCI, u kterych z mikrofotografii neni patrna pfitomnost zivych bunék, bylo mozné
mikroskopem pozorovat oblasti s proliferujicimi buitkami na krajich vzorkd, proto byly
tyto filmy do kvantitativniho vyhodnoceni zatfazeny také. Vysledky poctii bun€k nachéze-
jicich se po 72 hodinach po osazeni 2 ml suspenze o koncentraci 1x10° bungk v 1 ml kulti-
vaéniho média, jsou zobrazeny v nasledujici tabulce. Vysledky poctu bunék jsou uvadény

jako prumér tii vedle sebe provadénych méteni samostatnych vzork.
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Typ filmu Pocet bunék
PVP H,0 6811
PVP HCI 653
SDS H,0 43402
SDS HCl 155686

F-108 H,0 4474
F-108 HCI 1338

REFERENCE 48812

Tabulka 7 — kvantitativni vyhodnoceni po¢tu bunék po 72 hodinach prolife-
race na polynilinovych filmech a referen¢nim vzorku, stanovené pomoci pri-

tokové cytometrie

Pro piehlednost jsou vysledky poctu bun¢k na PANI filmech a referenci po 72 hodi-
nach od osazeni zobrazeny i graficky.

150000
i
Y 100000
>
e}
=]
[
Q9
<]
8 50000

o  mm —
PVPH20 PVPHCI SDSH20 SDSHCI F-108 H20 F-108 HCI reference
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Obrazek 55 — sloupcovy graf zavislosti poctu bun€k po 72 hodinach od osazeni bu-

nécné suspenze na typu polyanilinového filmu

Z vysledkt kvantitativniho vyhodnoceni poctu bunék nachézejicich se v kultiva¢nich
miskach po proliferaci trvajici 72 hodin, uvedenych v tabulce 7 a na sloupcovém grafu
(obrazek 55) lze zcela jednoznaéné pozorovat, ze polyanilinové filmy typu SDS HCI
umoznovaly bunkdm linie mySich fibroblasti proliferaci ve vyrazné vysSim métitku nez

ostatni typy PANI filma. V porovnani s referenénim vzorkem (tkdnovym polystyrenem)
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bylo naméfené mnozstvi bun€k na filmech SDS HCI trojnasobné vyssi. Filmy SDS H,0
vykazaly také, z hlediska miry proliferace, velmi slibné hodnoty poctl bunék. Dosahovaly
vSak vyrazn€ nizsich poctl nez jejich analogy pfipravené v prostiedi 1 M HCI. I tak 1ze
oznacit schopnost proliferace bunék na téchto filech za srovnatelnou s referencnim vzor-
kem. Vyhodnoceni ¢itelné z mikrofotografii potvrdily také vysledky kvantitativniho vy-
hodnoceni poctu bun¢k na fimech pfipravenych z disperzi stabilizovanych pomoci PVP
a F-108. U téchto typu filma byly naméfeny vyrazné nizsi pocty bunék v porovnani s filmy
SDS H,0, SDS HCI ¢i referenci. V piipad¢ téchto filmi Ize také pozorovat opacny vliv
reakéniho prostfedi na miru proliferace nez u filmi SDS, kde pouziti reakéniho prostiedi
1 M HCI vedlo k vyraznému zvySeni po¢tu bun¢k. Filmy pfipravené v 1 M HCI, tedy F-
108 HCI a PVP HCI vykazovaly niz§i poéty bun¢k nez odpovidajici filmy pfipravené

Vv prostiedi deionizované vody.

7.7 Bunééna migrace

Pro tento test bylo pouzito bunck kultivovanych (kromé reference) na povrsich poly-
anilinovych filmid SDS H,0O, SDS HCI, a to jak u vzorki modifikovanych pomoci BSA,
tak i u nemodifikovanych. Dale byl test proveden na populaci bunék narostené na filmech
TWEEN HCI BSA a F-108 HCI BSA.

Na mikrofotografiich prezentovanych na obrazku 55 je mozné pozorovat, ze bunkam
na filmech SDS H,0, SDS HCI a referenénimu vzorku misky z tkanového polystyrenu
doslo k zaceleni ryhy bez bunék jiz po 24 hodinach. Stav bun¢k byl nadéle konfluentni. Se
stejnym vysledkem probehl test migrace bunck u filma stabilizovanych SDS modifikova-
nych pomoci BSA. Nizsi schopnout regenerace bunééné vrstvy vykdzaly buiiky v ptipadé
filmt F-108 HCI modifikovanych pomoci BSA. Migrace bun¢k do prostoru ryhy probihala
vyrazn¢ pomaleji a k iplnému zaceleni plochy bez bunék doslo az po 72 hodinéach od pro-
vedeni ryhy. Buniky kultivované na filmech TWEEN HCI modifikovanych BSA ryhu zace-
lit nedokézaly ani po uplynuti doby 72 hodin a prakticky viibec nemigrovaly do prostoru

ryhy.
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Obrazek 56 — migrace NIH/3T3 bunék na testovanych filmech
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8 DISKUZE

Na zéklad¢ publikovanych studii, zabyvajicich se polyanilinem ve vSech jeho for-
mach, byl pro charakterizaci polyanilinovych filmt pfipravenych za pfitomnosti riiznych
stabilizatorti zvolen design a metodika praktické ¢asti, umoznujici ziskat reprodukovatelné

a srovnatelné vysledky.

Postup syntézy filmi byl zvolen dle metodiky IUPAC publikované ve ¢lanku Stej-
skal a Sapurina (2005). Tento postup vyuziva polyvinylpyrrolidon (PVP) jako stabilizator
disperzni polymerace polyanilinu. Jako reakcni prostfedi autoii uvadéji dvé alternativy:
1 M kyselinu chlorovodikovou a vodu, ptfi¢emz reakce probihéd za laboratorni teploty. Ve
stejné publikaci byly uvedeny také vysledky tloustky a mérné elektrické vodivosti filmu.
Pticemz tloustka byla métena pomoci hodnot optické absorbance pii vinové délce 400 nm

a mérna elektricka vodivost pomoci ctyfbodové metody dle van der Pauwa.

S ohledem na zamyslené testy bunécné kompatibility, jejichz vysledky v pfipadé
filma zjevné souvisi i s povrchovou energii a s ni souvisejici hydrofobitou ¢i hydrofilitou
povrcht, byly kromé polyvinylpyrrolidonu zvoleny jesté tii odlisné latky, které byly pouzi-
ty ve stejném mnozstvi. Na zakladé postupt syntézy koloidniho polyanilinu popsanych
Vv publikacich Kim et al. (2001) a Yu et al. (2003), byly jako alternativy PVP zvoleny po-
vrchové aktivni latky: aniontovy dodecylsiran sodny (SDS) a déale dvé neionické povrcho-
vé aktivni latky pouZzité napiiklad v praci Kuczynska et al. (2010), ktera sleduje vliv sur-
faktanti pouzitych k pfipravé modifikovanych polyanilinovych praski. Témito latkami
jsou neionicky tiiblokovy kopolymer polyethylenglykolu a polypropylenglykolu (PEG-
PPG-PEG, Pluronic F-108) a polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween 20). S ohledem
na zjevné ovlivnéni vysledné elektrické vodivosti pouzitym reakénim prostiedim, byly
vSechny filmy pfipravovany v obou z nich (tedy ve vodé a v 1 M kyseliné chlorovodiko-
ve).

Vlastnosti pfipravovanych filmi budou dale porovnavany z hlediska hodnot povr-
chové energie ziskané metodou méteni kontaktniho uhlu sedici kapky a bunécné aktivity
predstavované vysledky testti adheze, proliferace a migrace bunék mysich fibroblasti linie
NIH/3T3. Metodika téchto testl je inspirovana dosud nepublikovanou studii provedenou
na pracovisti UTB ve Zlin¢ studujici polyanilinové filmy ve formé elektricky vodivé poly-

anilinové soli (PANI-S) a nevodivé polyanilinové baze (PANI-B) pfipravené pomoci sra-
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zeci polymerace za nepfitomnosti stabilizatoru. Navic budou vysledky bunécné proliferace

vyhodnocovany i kvantitativné pomoci pritokové cytometrie.

Jako prvni budou diskutovany vysledky méteni tloustky a mérné elektrické vodivosti
polyanilinovych filmu se studiemi Stejskal a Sapurina (2005) a Riede et al. (2002). V prvni
jmenované studii byla polyanilinovym filmim, pfipravenym za piitomnosti stabilizatoru
polyvinylpyrrolidonu v reakénim prostiedi vody - PVP H;0O, naméfena tloustka
125+ 9 nm a mérné elektricka vodivost 2,6 S/cm, filmy PVP HCI (reakéni prostredi
1 M HCI) poté vykazovaly tlouStku 109 + 10 nm a mérnou elektrickou vodivost 18,8 S/cm.
Riede et al. (2002) uvad¢ji hodnoty pro filmy ptipravené z reakéni smési bez pridavku sta-
bilizatoru i pro filmy pfipravené za piitomnosti stabilizatoru PVP (dle postupu IUPAC)
a hydroxypropylcelulozy (HPC). Jako reakéni prostiedi autofi zvolili vodu. Tloustka
a elektricka vodivost filml byla méfena stejnym zplsobem jako v pfedchozi citované stu-
dii. Tloustka filmi pfipravenych za nepfitomnosti stabilizatoru se pohybovala kolem hod-
noty 560 nm. V pripad¢ filml z reakéni smési stabilizované 2 hm. % HPC ¢inila vysledna
tloustka cca 80 nm, film stabilizovany 2 hm. % PVP vykazoval hodnoty tloustky cca 200
nm. Hodnoty mérné elektrické vodivosti filmi se ve vSech ptipadech (stabilizace PVP,
HPC 1 srazeci polymerace) pohybovaly viadu jednotek, maximalné¢ pak doséhly
cca5S.cm™. Pro prehled je mozné uvést také hodnoty mémé elektrické vodivosti tablet
tvofenych zalisovanym praskem z PANI srazeniny métfené v ramci studie Prokes a Stejskal
(2004). Vodivost tablet, lisicich se druhem 1 M kyseliny, tvofici reakéni prostredi polyme-

race, se pohybovala v rozmezi od 1x10% do 15 S.cm™.

V ptipadé€ polyanilinovych filmi, pfipravenych a charakterizovanych v ramci expe-
rimentalni ¢asti této diplomové prace, byly naméfeny hodnoty tloustky 119 nm a mérné
elektrické vodivosti 2,0 S/cm u filmi PVP H,0 a 165 nm respektive 18,4 S/cm v piipadé
filmG PVP HCIL. Vysledky méfeni tloustky i mérné elektrické vodivosti se tedy priblizuji
hodnotam publikovanych ve zmitiovanych studiich a lze je povazovat za relevantni. Pii
méfeni téchto charakteristik se potvrdil vliv reakéniho prostfedi polymerace na vysledné
hodnoty mérné elektrické vodivosti - ve vSech ptipadech reakéni prostfedi 1 M kyseliny
chlorovodikové vedlo ve srovnani s reakénim prostfedim deionizované vody k vys§im
hodnotam mérné elektrické vodivosti. Nejvyssi hodnoty mérné elektrické vodivosti vyka-
zovaly filmy SDS HCI (30,4 S/cm) a F-108 HCI (25,9 S/cm). Nejniz$i hodnoty mérné
elektrické vodivosti byly naopak naméfeny u filmd F-108 H,O (1,7 S/cm) a PVP H,O

v
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hodnota u filmt F-108 HCI (93 nm), nejvyssi v ptipadé filma SDS H,O (294 nm) a F-108
H,O (288 nm). Z téchto vysledkt je také mozno usuzovat, ze pouziti reakéniho prostiedi
1 M HCI vede ve srovnani s vodnym prostfedim ke snizovani tloustky filmu ptipravenych
za primosti povrchové aktivnich latek (SDS, F-108 ¢i Tweenu 20). V ptipadé pouziti po-
lymeru PVP jako stabilizatoru toto pravidlo neplati. V souvislosti s tloustkou polaynilino-
vych filml je mozné vyslovit dvé teorie, prvni predpokladd, ze tloustka filmu, tvofeného
PANI fetézci, je konstantni bez ohledu na metodu piipravy, a ze na tuto vrstvu PANI pak
priléhaji mensi oligomerni fetézce této latky, které ovliviiuji redlnou tloustku filmt. Druha
pak, ze tloustka filmu PANI fetézct je odvisld od pouzitého stabilizatoru. Na zaklad¢ pro-
vedenych testii v§ak neni mozné rozhodnout, ktera z uvedenych teorii je pravdiva. Vzhle-
dem k tomu, Ze elektricka vodivost je zavisla na tloust’ce, méla by byt pfedmétem dalsiho
zkoumani otazka, zda elektrickd vodivost probiha pouze ve vrstvé polyanilinovych fetézcl

nebo v celém objemu filmu.

Vysledky métfeni povrchové energie polyanilinovych filmd budou porovnavany
s dosud nepublikovanou studii provedenou na UTB ve Zlin€. Postup piipravy filma odpo-
vidal postupu, uvedeném v kapitole 2.3. Polyanilinové sraZenina byla po 10 minutach po-
lymerace vyplachnuta pomoci 0,2 M HCI a nasledné¢ metanolem. Timto zplsobem byly
ziskany vzorky filmt polyanilinové soli (PANI-S) a pomoci ptuisobeni 1 M hydroxidu
amonného byla ¢ast vzorkl pfevedena na polyanilinovou bazi (PANI-B). Vysledky méteni
kontaktniho uhlu kapek tii rdznych kapalin (deionizované vody, dijodmethanu a ethylen-
glykolu) nanesenych ve stejném objemu na filmy PANI-S a PANI-B, byly v této praci pre-
zentovany jako prepocitané hodnoty povrchové energie - pro filmy PANI-S ¢inila povr-
chova energie 52 mN/m, pro filmy PANI-B 51 mN/m. Vysledky méfeni povrchové energie
PANI filmi v rdmci experimentalni ¢asti této diplomové prace ukazuji na rozdilné vlast-
nosti povrchil filmid pfipravenych za ptfitomnosti stabilizatorti. Nejvyssi povrchovou ener-
gii vykazovaly filmy TWEEN H;0 (69 + 2 mN/m), nejniz§i SDS H,0 (43 + 3 mN/m)
a SDS HCI (46 + 2 mN/m). Dulezitym faktorem z hlediska chovani bun¢k na danych fil-
mech je také kontaktni uhel kapky vody neboli mira hydrofility povrchu. V tomto ohledu
jednotek °) naopak jako nejméné hydrofilni se jevily filmy SDS H,0 (69 + 4 °) a SDS HCI
(58 £4°).

Dale byly v ramci UTB ve Zlin¢ provedeny testy bunécné adheze, proliferace a mi-

grace bunck linie mysich fibroblasti NIH/3T3. Vysledky testd bunééné aktivity byly
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v ramci diskutované studie stanoveny v podobé mikrofotografii. V ptipad¢ bunécné adheze
byly vzorky filmi PANI-S, PANI-B a referen¢niho vzorku ¢isté polystyrenové misky osa-
zeny bunécnou suspenzi o koncentraci 1x107 bun&k v 1 ml kultivaéniho média a po uply-
nuti 1 hodiny byly pofizeny fotografie (obrazek 18). Na snimcich je mozné sledovat dob-
rou schopnost bun¢k adherovat se na PANI-S i PANI-B filmech, v porovnani s referenci
dokonce lepsi. Filmy PANI-B i diky nizsi povrchové energii a mensi drsnosti povrchu
oproti filmim PANI-S, vykazovaly lepsi buné¢nou adhezi. Testy bunééné proliferace byly
prezentovany stejnym zpusobem (obrazek 19), metodika se vSak liSila koncentraci bunécné
suspenze, kterou byly vzorky osazovéany - 1x10° bungk v 1 ml média a dobou pofizovani
fotografii (24 hodin). Na vybranych mikrofotografiich bylo mozné pozorovat tvorbu sou-
vislé vrstvy bun¢k v obou piipadech polyanilinovych filmu oproti referenénimu vzorku, na
kterém proliferace neprobihala v takové mitre. V obou ptipadech PANI filmt vSak autor
uvadi snadnou odd¢litelnost narostlych a pomnozenych bunék od povrchu i po mirném
oplachu, napiiklad pfi vyméné¢ média. Testy bunééné migrace vyhodnocované pomoci
hodnoceni mikrofotografii potfizenych po 72 hodinach od provedeni ryhy do vrstvy bunék
narostenych na PANI filmech, neprokézaly schopnost bun¢k kompletné zacelit oblasti bez
bunck. Bunky kultivované na filmu PANI-B v tomto ohledu nemigrovaly do oblasti ryhy
prakticky vibec, na filmu PANI-B byla viditelna tendence malé ¢asti bunék migrovat,
k zaceleni ryhy vSak nedoslo ani v tomto pfipadé. V ¢lanku Humpolicek et al., (2012a) je
u stejnym zpasobem vytvoienych filmt PANI-S a PANI-B, studovana adheze a proliferace
bunék linie lidskych hepatocelularnich buné€k karcinomu jater HepG2. Z vysledki této stu-
die je patrné, ze se bunky dokazaly bez obtizi adherovat na obou typech filmi. Nasledna
proliferace bun¢k na sledovanych filmech ukazala, ze vodiva polyanilinova sil je pro rust
bun&k méné piizniva nez polyanilinva baze. Dale Ize diskutovat ¢lanek Bidez et al. (2006),
jehoz pfedmétem je testovani proliferace bunék linie mySich myoblastii H9¢2 na polyanili-
novych filmech pfipravenych filtraci roztoku s obsahem 4 hm. % polyanilinového prasku
a naslednym suSenim. Filmy dle této studie vykazovaly velmi dobré vysledky proliferace,
srovnatelné s referen¢nimi vzorky tkanového polystyrenu. Wang et al., (2008) pfipravili
polyanilinové filmy oxidacni polymeraci 0,16 M roztoku anilinu v metylchloridu roztokem
APS v 1 M HCI na polytetrafluorethylenovych substratech. Testy bunécné aktivity byly
provadény na linii nervovych bunék PC-12. Zavérem této studie je oznaceni vzorkl za
biokompatibilni s bezproblémovou bunéénou adhezi a proliferaci. Dalsi studie Liu et al.,

(2010) pracuje s filmy pfipravenymi srazeci polymeraci anilinu amonium persulfatem



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 88

v prostiedi 1,2 M HCI, na kiemikovém substratu. Buné¢éna aktivita téchto filmt byla stu-
dovana na linii nervovych bun¢k PC-12. Vzorky opatiené polyanilinovycm filmem vyka-

zovaly vyrazné lepsi bunécnou adhezi a proliferaci nez referencni kiemikovy vzorek.

Testy bunécné adheze, proliferace a migrace na polyanilinovych filmech pfiprave-
nych za ptitomnosti stabilizatort PVP, SDS, F-108 a Tweenu 20 v rtiznych reak¢nich pro-
stiedich, provedené v ramci experimentdlni ¢asti této diplomové prace, prokédzaly rozdily

Vv interakci bunék linie mysich fibroblasti s jednotlivymi typy filmu.

Z hlediska miry adheze buné¢k NIH/3T3 bylo jak pomoci pozorovani vzorkli mikro-
skopem, tak z vybranych mikrofotografii (obrazek 50) patrné, Ze se bunky, Vv pouzité kon-
centraci bunék v médiu, dokazaly adherovat na povrchu vSech typt pfipravenych filmu.
Nejvyssi pocet adherovanych bunék byl v porovnani s ostatnimi typy testovanych PANI
filma vcéetné referenéniho vzorku pozorovan u filmti SDS H;0 azejména u SDS HCL
V ptipadé téchto filml byla dobfe patrna rychla adheze bunék na povrchu s nizkym podi-
lem dosud neadherovanych bun¢k. Relativné velkou plochu vzorku také zaujimaly buiky
Vv piipad¢ filmt F-108 H,0 a F-108 HCl, podil adherovanych bunék byl v tomto ptipadé jiz
vyrazné niz§i. Nejmensi povrch zaujimaly buniky na filmech pfipravenych za stabilizace
Tweenem 20 a PVP. V piipadé téchto filmu (zejména TWEEN H,0 a HCI) byl u bunék
patrny nefyziologicky tvar a vysoky podil neadherovanych bunék. Z pohledu poctu bunék
poskytoval nejméné vhodné podminky pro adhezi film PVP H,O.

Testy bunécné proliferace jak pomoci hodnoceni mikrofotografii potfizovanych po
stanovené dob& od osazeni vzorkli bunéénou suspenzi, tak pomoci kvantitativniho hodno-
ceni poctu bunek nachézejicich se v kultiva¢nich miskach po 72 hodinach kultivace potvr-
dily piedpoklady slibné interakce bunék s filmy SDS HCI. Na sériich mikrofotografii, hod-
noticich proliferaci (obrazky 51 a 52), jsou zobrazeny stavy bunék po dob¢ kultivace 24
a 72 hodin od osazeni misek s riznymi polyanilinovymi filmy. Na téchto mikrofotografi-
ich, muzeme pozorovat zcela odlisné pocty adherovanych a proliferujicich bunék na jed-
notlivych povrsich. Filmy TWEEN H,O, TWEEN HCI, F-108 H,0 a F-108 HCI neumoz-
novaly bunkam v dané koncentraci zustat Zivotaschopnymi a proliferovat. Naopak velmi
dobie se z hlediska bunécné proliferace fibroblastt jevily filmy jak SDS H,O, tak i SDS
HCI. Pti hodnoceni proliferace po 24 hodinach bylo u filmt SDS HCI pozorovatelné vétsi
mnozstvi bun€k nez v ptipadé referen¢niho vzorku, na filmech SDS H,0 byl v porovnani

s referenci pocet bunék srovnatelny. Po 72 hodinach byla pozorovana mohutna prolifera¢ni
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aktivita u bun¢k adherovanych na filmech SDS H,0 a SDS HCI, kdy oba tyto typy filma
byly zcela pokryty vrstvou bunék. Vysledky kvantitativniho vyhodnoceni poctu bunék
nachazejicich se v kultiva¢nich miskach po proliferaci trvajici 72 hodin, uvedenych v ta-
bulce 7 nésledné potvrdily, Ze polyanilinové filmy typu SDS HCl umoznovaly buiikdm
linie mysich fibroblastl proliferaci ve vyrazn¢ vyssim méfitku nez ostatni typy PANI fil-
mu. V porovnani s referencnim vzorkem (tkdnovym polystyrenem) bylo V piipad¢ tohoto
filmu naméfeno trojnasobné mnozstvi bunék. Filmy SDS H,0O dosahovaly nizSich pocti
bunék nez jejich analogy ptipravené v prostiedi 1 M HCI. I tak 1ze oznacit schopnost proli-
ferace bun¢k na téchto filmech za srovnatelnou s referen¢nim vzorkem. Vyhodnoceni ¢i-
telné z mikrofotografii potvrdily také vysledky kvantitativniho vyhodnoceni poc¢tu bunék
na fimech pfipravenych z disperzi stabilizovanych pomoci PVP a F-108. U téchto typil
film byly naméteny vyrazné nizsi po¢ty bun¢k v porovnani s filmy SDS H,0, SDS HCI
¢i referenci. PoCty bunek nachazejicich se po kultivaci na ostatnich typech polyanilinovych

filmt byly o jeden az o dva fady niz§i nez hodnoty reference.

Dalsi série mikrofotografii (obrazky 53 a 54) zachycuji chovani bunék na polyanili-
novych filmech modifikovanych po dobu 1 hodiny roztokem bovinniho sérového albuminu
BSA. Na mikrofotografiich je znatelna vyss$i proliferacni aktivita bunck, zejména u filmu
TWEEN H,0, TWEEN HCI, F-108 H,0 a F-108 HCI, které bez modifikace BSA prolife-
raci bun€k neumozinovaly. Zaroven modifikace pomoci BSA umoznila provedeni testu
bunécné migrace u filma SDS H,0 a SDS HCI, diky vytvorfeni dostate¢né velké, souvislé
vrstvy nachazejici se uprostied vzorku. Naopak velmi malé plocha vrstvy bunék byla pozo-
rovana u filmi TWEEN H,0 modifikovanych pomoci BSA. Filmy PVP H,0, PVP HCI po

modifikaci BSA podnécovaly u bun¢k vznik shlukti bunék v nefyziologickém stavu.

Poslednim testem bunécné aktivity provadénym v rdmci experimentdlni ¢asti této
préce bylo testovani bunééné migrace pomoci zaznamenéavani mikrofotografii po vytvoreni
ryhy do vrstvy bun€k. Pro tento test bylo pouzito bunék kultivovanych na povrsich poly-
anilinovych filmd SDS H,0O, SDS HCI a také na filmech TWEEN HCI BSA a F-108 HCI
BSA. Na mikrofotografiich pfedstavenych na obrazku 55 je moZzné pozorovat, ze buiikdm
na filmech SDS H,0, SDS HCI a na referenénim vzorku (misky z tkanového polystyrenu)
doslo k zaceleni ryhy bez bunék jiz po 24 hodinach, pfi¢emz byl stav bun¢k nadale konflu-
entni. Se stejnym vysledkem probehl test migrace bunék u filml stabilizovanych SDS mo-
difikovanych pomoci BSA. Niz§i schopnout regenerace bunécné vrstvy vykazaly bunky

Vv ptipadé filmt F-108 HCl modifikovanych pomoci BSA. Migrace bun¢k do prostoru ryhy
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probihala vyrazn¢ pomaleji a k uplnému zaceleni plochy bez bunék doslo az po 72 hodi-
nach od provedeni ryhy. Bunky kultivované na filmech TWEEN HCI modifikovanych
BSA poté ryhu zacelit nedokazaly ani po uplynuti doby 72 hodin a prakticky viibec nemi-
grovaly do prostoru ryhy.

Z hlediska biologické aktivity se tedy filmy SDS HCI jevi jako nejlepsi z ptiprave-
nych filma. Na tomto povrchu byl po 72 hodinach proliferace naméten nejvyssi pocet bu-
nek. Tento vysledek odpovida predpokladu dobré interakce bunék s povrchy, které vykazu-
ji povrchovou energii filmti srovnatelnou s povrchovou energii vrstvy bunék pouzité linie.
Navic tyto filmy vykazuji evidentn¢ vhodnou miru hydrofility odvozovanou z v porovnani
s ostatnimi filmy pomérné vysokym kontaktnim tthlem kapek vody. Tyto filmy vykazovaly
také vysoké hodnoty mérné elektrické vodivosti, coz je Zadouci pro potencialni aplikaci
V oblasti biosenzorii ¢i v tkdnlovém inZenyrstvi. Vysokou vodivost déale vykazovaly také
filmy F-108 HC1 a PVP HCI, u nich vSak vyss§i hodnoty povrchové energie a hydrofility
neposkytovaly buiikdm prosttedi vhodné pro pteziti a proliferaci. Nevhodnost vysoké po-
vrchové energie a silné hydrofility potvrdily také filmy TWEEN H,0 a TWEEN HCI, kte-
ré na buniky NIH/3T3 pusobily siln¢ toxicky. Dobrou biologicko aktivitu, potvrzenou dru-
hym nejvyssim poctem bunck namétenym po 72 hodinach proliferace (na trovni refenren-
ce) m¢l také film SDS H;0O. Tomuto filmu byla naméfena také nejvyssi hydrofilita ze
byla relativné nizka, podobné jako u filmt PVP H,0 a F-108 H,0, které vSak nevykazova-
ly dobrou proliferaci bunék. Z téchto dvou filmt v§ak PVP H,O umozioval, pravdépodob-
n¢ diky nizkym hodnotam povrchové energie blizicich se vrstvé adherovnych bunék, lepsi

rust bunék za tvorby zfetelnych bunécnych shluki.
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ZAVER

V experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo pfipravovano osm riiznych typt
polyanilinovych filmd, liSicich se typem stabilizatoru disperzni polymerace (PVP, SDS,
Tween 20 a Pluronic F-108) a reakénim prostiedim (voda nebo 1 M HCI). Filmy byly na-
sledné charakterizovany z hlediska materialovych vlastnosti, jako je tloustka, mérna elek-
trickd vodivost a povrchova energie. Vyhodnocovana byla také jejich bunéc¢na aktivita po-

moci testovani bunééné adheze, proliferace a migrace.

Z vysledkt uvedenych a diskutovanych v piislusnych kapitolach stoji za ptipomenuti
meérna elektricka vodivost pfipravenych filmi. Jejich hodnoty se u filma pfipravenych
Vv reakénim prostiedi vody pohybuji v fadu jednotek S/cm, konkrétné od 1,7 S/cm pro fil-
my F-108 H,0 do 6,1 S/cm pro filmy TWEEN H,0. Filmy pfipravené v reakénim prostie-
di 1 M kyseliny chlorovodikové obecné vykazovaly vyssi mérou elektrickou vodivost
Vv porovnani s jejich analogy, ptipravenymi ve vodném prostiedi. Hodnoty mérnych elek-
trickych vodivosti téchto filmi se pohybovaly od 8,4 S/cm filmi Tween HCI do hodnoty

velmi zajimavych 30,4 S/cm, kterd byla zmétena filmiim SDS HCI.

Z hlediska bunééné aktivity byly provadény testy bunécné adheze, proliferace a mi-
grace pomoci osazovani buikami. Z vysledkt téchto testti I1ze za typ polyanilinovych filmu
nejvice vyhovujici bunikdm z hlediska miry adheze, proliferace a migrace, oznacit filmy
SDS HCI. Ty se diky své vysoké elektrické vodivosti a v porovnani s ostatnimi typy pfi-
pravovanych PANI filmi nizké povrchové energii a hydrofilite, jevily jako nejvice vhodné
pro aplikace vyZadujici rychlou adhezi velkého poc¢tu bunék ¢i vysokou proliferacni aktivi-
tu. Prikladem takové aplikace je moZnost vyuziti filml v elektrodach elektrosenzitivnich
zafizeni iniciujicich kontrakce neuromuskularniho systému paralyzovanych ¢i Céstecné

ochrnutych svalt (Peckham a Knutson, 2005).

V zapocatych vyzkumech polyanilinovych filml pfipravovanych za ptitomnosti riiz-
nych stabilizatort se bude v laboratofich Univerzity Tomase Bati i nadale pokracovat. Jako
mozné doplnéni poznatkli o danych filmech lze uvazovat méfeni stability elektrické vodi-
vosti filmu za fyziologickych podminek (pfedevsim pH) a dale méfeni mérné elektrické
vodivosti u filml pfipravenych V reakénim prostiedi riiznych kyselin o koncentraci vyssi
nez 1 mol/l. S ohledem na vyznam povrchovych vlastnosti filml na interakci s buiikami by

bylo vhodné charakterizovat i morfologii jejich povrchu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
AH Anilin hydrochlorid

AFM Mikroskopie atomarnich sil

APS Amonium persulfat

BSA Bovine Serum Albumine

DBSA  Dodecylbenzensulfonové kyselina

EDTA  Ethylendiamintetraoctova kyselina

eV Elektronvolt

HCI Kyselina chlorovodikova

HPC hydroxypropylceluldza

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry

mN/m  Milinewton na metr, jednotka povrchové energie

PANI  Polyanilin

PBS Phosphate — bufferes saline (pufrovanyfyziologicky rozrok)
PVP Polyvinylpyrrolidon

rpm Pocet otacek za minutu

Slcm Siemens na centimetr, jednotka mérné elektrické vodivosti
SDS Dodecylsiran sodny

uTB Univerzita Tomase Bati
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