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ABSTRAKT

V soucasné dobé¢ se zvySuje vyuzivani polymerti v medicing, a to diky jejich vlast-
nostem, jako je dobra zpracovatelnost ¢i modifikovatelnost. Problém vS§ak mohou zpusobit
rezidudlni necistoty, které mohou pouziti materidlu zna¢n¢ omezit ¢i uplné znemoznit. Ta-
to bakalaiska prace se v teoretické ¢asti zaméfuje predevsim na biomateridly — jejich vyuzi-
ti v mediciné a volbu vhodného materidlu k vyrobé zdravotnického prostiedku. Zvlastni
pozornost je vénovana ne€istotam vyskytujicich se v polymernich slouéeninach a jejich
detekci. Jako ptiklad polymernich latek s potencidlem pro vyuziti v mediciné byl pak vy-
bran polyanilin. V praktické ¢asti byla provedena série analyz k zji§téni zbytkovych necis-

tot v polyanilinu pomoci metody HPLC.

Kli¢ova slova:

biomaterial, zdravotnicky prostiedek, polymer, polyanilin, rezidualni necistoty, HPLC

ABSTRACT

Use of polymers in medicine is increasing thanks to their unique properties as easy
preparation or subsequent modification. However, residual impurities can cause problems
and consequently greatly reduce the use of materials or to preclude it. This thesis has fo-
cused on the application of polymers in medicine. The choice of a suitable material for the
manufacturing of medical devices is also outlined. In theoretical part, particular attention is
paid to impurities occurring in polymers and to their detection. The polyaniline was chosen
as representative of polymers with wide potential in medicine. In the practical part a series
of analyses was done to determine the residual monomers by using the polyaniline HPLC

method.

Keywords:

biomaterial, medical device, polymer, polyaniline, residual impurities, HPLC
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UvVOD

Aplikace polymernich materiali v medicin€ a tkaniovém inzenyrstvi je dnes velmi
aktualni otazkou a proto je nutné znat vlastnosti a potenciondlni rizika daného materialu.
Na biomateridly jsou kladeny vysoké pozadavky zhlediska nejen mechanického,
ale i chemického a biologického. Problém pfi aplikaci mohou zpusobit napiiklad zbytkové
monomery ¢i oligomery polymerd, které mohou byt pro ¢loveka toxické. Z tohoto divodu
je nutné najit co nejvhodné&jsi metodu detekce a stanovit tak koncentraci téchto rezidual-
nich necistot v materialu. Tato bakalafska prace se v ¢asti teoretické zamétuje na vymezeni
zakladnich pojml pouzivanych v kontextu biomaterialii a zdravotnickych prostredkii. Na-
sledné jsou shrnuty materialy, které se bézné pouzivaji k vyrob¢ zdravotnickych prostredkt
a to — kovy, keramika, kompozity a v samostatné kapitole je feSena problematika polymeru.
Zvlastni pozornost je vénovana neéistotam vyskytujicich se v polymernich slou¢eninach
a specialné jejich detekcei, kde jsou podrobné probrany nékteré metody (HPLC, IR a NMR
spektroskopie). Na zaveér jsou shrnuty vlastnosti vodivého polymeru polyanilinu, ktery ma
velky potencional pro vyuziti v medicing. V praktické ¢asti pak byla metodou HPLC pro-
vedena série analyz ke zjisténi zbytkovych monomert v polyanilinu a to peroxodisiranu
amonného (neboli amonium persulfatu — APS) a anilin hydrochloridu (AH). Byly vyzkou-
Seny celkem tfi mobilni faze o rtizném slozeni a rizném pH, které se lisily mirou separace

jednotlivych monomerd.
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|. TEORETICKA CAST
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1 BIOMATERIALY

Biomaterial miize byt jakykoliv material pouzivany k vyrob¢ zatizeni k ndhradé urcité
funkce lidského téla (detailnéj$i definice v kapitole 1.1.1) (Park, Lakes, 2007). Véda
0 téchto materidlech je znama pfiblizn¢ 60-70 let (Ratner, 2013), ovSem vyuziti riznych
(ptirodnich 1 syntetickych) zdravotnickych prostiedkli a materialti datujeme uz pied zhruba
2000 lety (Boutrand, 2012) a prvni zminky o téchto materialech jsou staré dokonce 32 000
let (Bimyamin, Shafi, Mery, 2006). Jiz stati Egyptané, Aztékové, Ciané a Rimané vyrabé-
li umélé néhrady oci, usi, zubli a nost. K vyrobé umélého chrupu pouzivali predevsim zla-
to, dfevo ¢i slonovinu. Ze skla zase vyrabéli ocni protézy (Guney et al., 2013). Obrovsky
impuls K rozvoji této védy ptisel v letech 1950-1960 s objevem, ze ¢asti lidského téla mo-
hou byt efektivné nahrazeny umélymi materidly. Rozvojem tohoto vyznamného primyslo-
vého sektoru a uvedenim téchto materialti do praxe doslo k zachran¢ miliont lidskych zi-
votl a dal$i miliony pacientt mohly diky nim zlepsit svijj zivot (Ratner, 2013). Biomateria-
ly nabizeji chirurgovi vykonnou sadu nastroja pro klinickou 1é¢bu pacientii a jsou obsazeny
v prakticky kazdém nastroji, pfistroji, implantatu nebo zafizeni na operacnim sale (Bi-

nyamin, Shafi, Mery, 2006).

Biomaterialy maji vliv nejen na lidské zdravi, ale i na ekonomiku a dalsi védni obory.
Biomaterialy a medicinské prostfedky maji Siroké spektrum vyuziti v mediciné, naptiklad
jako protézy v kardiologii, ortopedii, stomatologii, oftalmologii, rekonstrukéni chirurgii
a v mnoha dalsich 1ékaiskych intervencich (napft. pfi fizeném uvoliiovani 1€kit). Rist této
védni discipliny zajistilo hned nékolik faktord: starnuti populace, rlst zivotni urovné

V rozvojovych zemich a v neposledni fad¢ feSeni diive nefeSitelnych zdravotnich obtizi.

Véda o biomateridlech v jeji moderni podobé je ptiklad nového vyzkumného modelu,
nazyvané¢ho konvergence, vznikajiciho paradigma, pro které¢ je nutnd multidisciplinarni
spoluprace mezi fadou odbornikd. Na této mezioborové spolupraci zavisi pokrok nejen
na poli biomaterialti, ale i pokrok bioinformatiky, syntetické biologie, systémové biologie,
nanobiologie a dalSich védnich obort (Ratner, 2013). Multidisciplinarni piistup k této véde
a také interakci technickych a biologickych védnich obort, podilejicich se na navrhovani

biomateriall, znazornuje trojuhelnikové schéma na Obrdzku 1 (Basu, Nath, 2009).
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Odezva materiilu a hostitele A\
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Obrazek 1 — Trojuhelnikové schéma znazornujici multidisciplindrni pristup k bi-
omaterialiim a interakci jednotlivych védnich oborii (Upraveno podle: Black,

2006)

1.1 Definice pojmii

V této kapitole budou vydefinovany zakladni pojmy tykajici se biomateriali (bioma-
terial, zdravotnicky prosttedek, biokompatibilita, biointegrace, biodegradace, biomimetika,

biologicky material).

1.1.1 Biomaterial

Definice biomateridlu ma mnoho podob. Jedna z nich uvadi, Ze biomateriél je mate-
ridl ptirodniho nebo umélého ptivodu, ktery je pouzivan k fizeni, doplnéni, poptipadé na-
hrazeni funkce zivé tkan€ (Black, 2006). Pokud bychom vzali pojem biomaterial obSirnégji,
mohli bychom jej nadefinovat jako material, ktery byl navrzen pro upravu biologické akti-
vity. Podstatné pro tento typ materidlu je vybér surovinového zakladu pro vyrobu. Kazdy
materidl reaguje odlisn€ na fyziologické podminky lidského téla, ¢imz se tato tivaha o bio-
logickych a materidlovych vlastnostech stava primarni. Dtlezitou vlastnosti biomateridlu je

také co mozna nejmensi naruSeni normalnich télesnych funkci. Proto je podstatnym aspek-
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tem biokompatibilita materialu, naptiklad jak biomaterial reaguje pii implantaci do zivé

tkan¢ (Basu, Nath, 2009).

1.1.2 Zdravotnicky prostiredek

Zdravotnické prostfedky se pohybuji od dobie znamé Spachtle do krku az po kom-
plexni technologie, jakymi jsou robotické chirurgické systémy. Dale sem patii naptiklad
I diagnostické pristroje emitujici zafeni a mnoho dalSich. Zdravotnicky prostiedek je defi-
novan jako néstroj, pfistroj, implantat, prostiedek nebo jiné podobné zatizeni ¢i vyrobek
(v€etné veskerého jeho prislusenstvi), uréeny pro pouziti v diagnostice onemocnéni,
Kk oSetfovani nebo prevenci onemocnéni nebo ma vliv na strukturu ¢i funkci téla (Jarow,
Baxley, 2014). Soucast zdravotnického prostiedku muize byt i 1éCivo, ale své hlavni zamys-
lené funkce nedosahuje zdravotnicky prostiedek farmakologickym, imunologickym nebo

metabolickym G¢inkem (Zakon ¢. 123/2000 Sb.).

Ptiklady konkrétnich zdravotnickych prostiedkli pouzivanych v kardiovaskularnim
systému jsou uvedeny v Tabulce 1. Na Obrdzku 2 je vyobrazena za a) bioprosteticka srdec-
ni chlopen, vyrobena z pfirodni praseci aortalni chlopné nebo osrde¢niku, s polymerem
(napt. acetylovym kopolymerem) nebo kovem (napi. Elgiloy). A za b) intravaskularni stent,
vyrobeny bud’ roz§ifovanim slitiny s tvarovou paméti, jako je niklo-titanova nebo plasticky

deformovatelné slitiny, jako je chirurgicka ocel (Williams et al., 2009).

Tabulka 1 — Konkrétni aplikace biomaterialii (upraveno podle: Ratner, 2013)

Zdravotnicky prostredek Uzité biomaterialy

Cévni protézy Dacron, Teflon

Srde¢ni chlopné Dacron, karbon, kov, upravené pfirodni
tkang

Kardiostimulatory (pacemaker) Titan, polyurethan

Implantabilni defibrilatory Titan, polyurethan

Stenty Chirurgicka ocel, dalsi kovy

Katétry Teflon, silikon, polyurethan
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Obrdazek 2 — a) Bioprosteticka chlopen b) Intravaskuldrni stent (prevzato z: Williams et al.,
2009)

Cesta biomaterialu ke koneéné aplikaci je zdlouhava. Nejprve je nutny vyzkum bi-
omateridlu pro vyrobu, vyvinuti medicinského zafizeni, preklinické a klinické testovani,
schvaleni prostifedku, a az teprve nasledné zhodnoceni komer¢niho vyuziti a klinicka apli-

kace (Ratner, 2013).

1.1.3 Biokompatibilita

Podle mezinarodni normy ISO 10993 (Biologické hodnoceni prostfedkd zdravot-
nické techniky), jsou vSechny pouzité materialy u lidi podrobeny in vitro a in vivo zkous-
kam biokompatibility, aby se ovéfila reakce a chovani bunék v interakci s nimi (Goonoo
et al., 2013). Stru¢né feceno bychom biokompatibilitu mohli definovat jako schopnost bi-
omaterialu vyvolavat v urCité konkrétni situaci vhodnou hostitelskou reakci (Black, 2006).
Ptiklady vhodné hostitelské reakce zahrnuji odolnost proti srazeni krve, odolnost vici bak-
terialni kolonizaci a normalni nekomplikované hojeni (Ratner, 2013). Timto zpisobem
biomaterial vykonava svoji zdravotni funkci, aniz by vyvolal neZadouci lokélni nebo sys-
témovy ucinek na piijemce této 1éCby. To znamend, ze material a tkané téla existuji bez
nezadouciho nebo nevhodného vlivu na sebe navzajem (Basu, Nath, 2009). Naopak by m¢l
biomaterial generovat co nejvyhodnéj§i bunécnou, tkanovou ¢i systémovou reakci,
aby se optimalizovaly relevantni vysledky 1é¢by (Boutrand, 2012). Ptikladem praktického
vyuziti biomateriala je tvorba scaffoldl (urcité ,,leSeni* ¢i ,,matrice pro tkanové inzenyr-
stvi). Scaffold je vhodnym podkladem pro generovani bunécné aktivity majici za cil opti-
malizovat regeneraci tkani bez nezadouci lokalni ¢i systémové odezvy hostitele (Williams

et al., 2008).
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Dulezitym aspektem ovlivitujicim biokompatibilitu je prostiedi, pro které byl bio-
material navrzen (Basu, Nath, 2009). Je nezbytné, aby bylo zvazeno, k ¢emu a kde chceme
dany material pouzit — zda v mékkych tkanich, tvrdych tkanich popf. v kardiovaskularnim
syst¢tmu (Ratner, 2013). Biokompatibilita zavisi na misté¢ aplikace (material vhodny
ve styku s kosti, nemusi byt vhodny pfi pfimém styku s krvi atd.) Materidl musi také splnit
fadu kritérii. V prvni fadé musi byt material kompatibilni po strance biochemické. Nesmi
byt jedovaty, drazdivy, alergenni ani karcinogenni a musi byt kompatibilni s okolni tkéni
(Basu, Nath, 2009). Jelikoz nejsou piesné definice a kritéria pro kompatibilitu pevné dané,

hodnoti se z hlediska GspéSnosti ¢i prospéSnosti pii konkrétni aplikaci (Ratner, 2013).

1.1.4 Biointegrace

V poslednim desetileti se zacalo vyuzivat bioaktivnich materiali, které se vhodné
integruji do okolni tkan€. Biointegrace znac¢i déje, které se odehravaji na rozhrani mezi
implantatem a hostitelskou tkani bez vyvolani Skodlivych G¢inkt jako jsou zanétlivé reakce

¢i abnormalni rist tkdn¢ (Guney at al., 2013).

1.1.5 Biodegradace

Biodegradaci se rozumi rozpad materidlu zprostfedkovany biologickym systémem
(Black, 2006). U této specialni degradace dochazi k rozkladu materidlu plisobenim orga-
nismu a jejich enzyml (Palmisano, Pettigrew, 1992; Honzik, 2004) — naptiklad enzym
peptidaza muze $tépit polyamidovou i esterovou vazbu. Organismy miizeme rozumét mi-
kroorganismy, hlodavce, hmyz, plisn¢ atd. Konkrétné u polymerd mizou degradaci zptso-
bit i metabolity produkované plisnémi a bakteriemi (Honzik, 2004). Pokud se jedna o bio-
degradaci zplsobenou bakteriemi, G€innost zavisi na slozeni bakteridlni populace. Tyto
bakterialni populace jsou vysoce ptizptsobivé okolnim podminkam a praveé diky tomu jsou
potencialnimi kandidaty pro specifickou degradaci (Vondracek, 2011). Co se tyCe biode-
gradovatelnych polymert, mizeme zde zatadit naptiklad polyethylentereftalat (PET), ko-
polymery ethylenu a vinylacetatu, N-butyl akrylat, polyurethany a mnoho dalSich. Konkrét-
ni vyuziti biodegradovatelnych polymert je napiiklad u tzv. ,,chytrych* steht. Tato vldkna
se vyrabi z kopolymert oligo(e-kaprolaktam)diolu a oligo(p-dioxanon)diolu, kte-
ré umoziuji biodegradaci za fyziologickych podminek. Vldkna u tohoto termoplastického

polymeru s tvarovou paméti jsou naprogramovana tak, aby bylo umozZnéno protazeni asi
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200 %, za vzniku docasné volného uzlu. Pfi zahtati nad jeho piechodovou teplotu (do

40°C) se vlakna smrsti a dotahnou do 20 s — viz Obrdzek 3. Cely tento mechanismus

umoziuje minimalizovat invazivitu operaci (Zhang, 2015).

Obrazek 3 — Degradovatelny steh pro uzavieni rany — viakna se smrstuji se zvysu-

Jjici se teplotou zleva doprava pri: 20 °C, 37 °C, 41 °C (Prevzato ze: Zhang, 2015)

1.1.6 Biologicky material

Biologickym materidlem mtizeme oznacit napiiklad kostni matrici nebo zubni gla-

zuru. Je to material produkovany biologickym systémem (Koutsky, 1997).

1.1.7 Biomimetika

Biologie, jejiz hybnou silou je evoluce, vzdy ovliviiovala vyvoj techniky (Rizzi
et al., 2015; Naik, Stone, 2005). Védni obor, vyuzivajici vzdalené evolu¢ni principy napf.
pro navrhy staveb, pohontl, senzort (Rizzi et al., 2015), v 1ékafstvi, strojirenstvi, materia-
lovém inZenyrstvi a dalSich oborech se nazyva biomimetika (Mueller, 2008; Rizzi et al.,
2015). Prikladem miiZze byt naptiklad vyuZiti poznatkli o barevném zbarveni a antireflexi
hmyzu, které daly vzniknout jasné&jSim obrazovkam pro mobilni telefony. Dale vyroba
kosmetiky napodobujici ptirozeny lesk rozsivek ¢i prvky solarnich paneld, které jsou inspi-
rovany 45 miliont let starou mouchou uvéznénou v jantaru, u niz si védci vS§imli mikro-
skopického zvinéni, které¢ snizovalo odraz svétla (Mueller, 2008). Zajimavou aplikaci je
CardioARM (Obrdzek 4), kde si védci vzali jako pifedlohu hada. CardioARM je operacni
piistroj, ktery vyuziva pfi intraperikardidlnich operacich. Jeho vyhoda je obrovska pruz-
nost, dokaze se ptizpusobit tvarim lidského t€la a zapamatuje si cestu, kterou do daného
mista dospél — tim v§im limituje moZzné poskozeni okolni tkan¢. Cela tato procedura je

minimaln¢ invazivni a Setrnd pro pacienta (Ota et al., 2008).
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Obrazek 4 — Cardio-ARM — hadi robot (prevzato z: Ota et al., 2008)

1.2 Rozdéleni biomateriali, jejich vlastnosti a vyuziti

Materialy se déli do tiid dle jejich prevladajici chemické vazby (a vyslednych fyzi-
kalnich vlastnosti) spiSe, nez dle jejich primarniho uréeni a aplikace v biologickém pro-
stiedi. To je pravé ztoho divodu, Ze biologicka odpovéd materidlu zavisi predevsim
na stavbé konkrétniho materidlu (véetn¢ necistot) a metod, kterymi se vyrabi (Black, 2012).
Protoze jsou biomateridly bézné uzivany jako nosice 1é¢iv ¢i rustovych faktord a genti, ne-
bo v tkanovém inzenyrstvi jako leseni (scaffold), nachdzeji prakticky vSechny druhy bio-
materialti — tedy polymert, kovi, keramiky a kompozitt, své uplatnéni pravé v tomto od-
vétvi. Prave naptiklad scaffold by totiz mél poskytnout tolik dilleZitou mechanickou oporu
a zaroven by m¢l mit vhodnou strukturu k udrzeni transplantovanych bunék (Shi, 2004).
Dulezity je tedy strukturni charakter daného biomaterialu a jeho schopnost poskytnout ma-
trici pro regeneraci tkdni. Takovym piikladem miiZze byt tvorba srdecniho $tépu. Pro tento
typ materialu byva velmi podstatné najit konstrukci nejen mechanicky robustni, ale i oheb-
nou. Zaroven zlstava nutné, aby material byl fyziologicky relevantnim prostfedim pro kar-
diomyocyty. Biopolymerni matrice musi v tomto piipad¢ poskytnout jiZ zminénou mecha-
nickou oporu, podporovat bunéénou proliferaci, migraci a angiogenezi (Ramalingam,
2012).

I v dnesni dobé se myokard z hlediska tkanového inzenyrstvi povazuje za jednu

wvewr

ajeji strukturu tvofi tenké a slozité vrstvy. Z toho divodu je omezené pouzivani konven-

¢niho tkdnového inzZenyrstvi k regeneraci naptiklad po infarktu myokardu. Nicméné, 3D
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scaffoldy na bazi néplasti byly implantovany v epikardu, coz vedlo k Gspésné angiogenezi

(Shi, 2004).

Vlastnosti daného polymeru lze pozménit 1 napiiklad upravou jeho povrchu. Napii-
klad signalni molekula mize posilit interakci mezi buitkou a adherentnim substratem. Spe-
cifickymi ligandy pro buné¢nou adhezi jsou napiiklad sekvence arginin-glycin-asparagové
kyseliny (RGD). Tyto sekvence mohou byt imobilizovany na povrchu daného biomaterialu,
kde nejenze koexistuji s tkani, ale také mohou mit vliv na srdecni mikroprosttedi na mole-

kuldrni Grovni, jez ma rozhodujici vliv na obnovu tkédni (Ramalingam, 2012).

Tkéanové inZenyrstvi dava Casto prednost pouziti biologicky odbouratelného materia-
lu. Jeho vyhoda spociva v tom, Ze vyvijejici se nova tkan postupné nahrazuje leSeni. Ne
vzdy vSak takovy material spliuje vSechny klinické podminky, a proto musi byt pouzity
nebiodegradabilni materialy (Shi, 2004). Pravé rozd¢leni dle typu tkané, kterd ma byt na-
hrazena, byva dal$i mozZnosti déleni biomateriali do skupin. Obecné se mohou rozdélit
do skupiny tvrdych materiald, které se pouzivaji k nahradé¢ kosti (naptiklad zubni a ortope-
dické aplikace) a do skupiny mé&kkych materiali pro kardiovaskularni systém a plastickou
chirurgii. Na prvni pohled Ize fici, Ze prvni skupina tzv. tvrdych materiali (keramika, kov)
je primarn¢ urena pro tvrdé tkanové nahrady a polymery pro mekké tkanové nahrady.
Ovsem pravdou je, Ze vSechny typy téchto pevnych materiali se pouzivaji jako kostni na-
hrady ve formé kompozitl a jejich pouzivani se stalo velmi aktualnim trendem (Boutrand,
2012). V této kapitole nebudou feSeny polymerni materialy, které jsou dale popsany v sa-

mostatné kapitole.

1.2.1 Kovové materialy

Kovy a slitiny se jiz dlouhou dobu pouzivaji pro chirurgické a dentalni aplikace,
kde jsou pozadovany materialy s vysokou pevnosti (Lee, Henthorn, 2012). Jako prvni
se k implantaci pouzila ,,Shermanova‘“ vanadova ocel. Diky rychlé korozi vSak nebyla pfilis
uspésna (Koutsky, 1997). Pravé koroze, ktera nastava v biologickém prostiedi, byva nej-
castéjSim problémem téchto materiald a jejich aplikaci. Koroze nejenze ovliviiuje negativ-
n¢ Zivotnost materialu, ale také zpiisobuje uvoliiovani toxickych kovovych iontt, které jsou
Casto karcinogenni ¢i mutagenni (Lee, Henthorn, 2012). Proto pokud chceme korozi mini-

malizovat, je dilezité dodrzovat n¢kolik pravidel jako:

- pouzivat vhodné kovy
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- zabranit implantaci rGznych typt kovi do stejné oblasti

- pfi vyrob¢ pouzivat na ¢asti stejnou tavbu téze varianty dané slitiny

- pti konstrukci minimalizovat dutiny a Stérbiny, pii operaci zabranit pfenosu kovu
Z nastroje na implantat ¢i tkan

- pripustit moznou korozi v odliSnych typech prostiedi lidského téla (Koutsky, 1997)

V soucasnosti je v biomedicinskych aplikacich nejrozsitenéjsi typ nerezové oceli
316L, coz je zelezo-chrom-niklova slitina, ktera obsahuje nizky obsah uhliku. Navic chrom

zde poskytuje tolik kyzenou odolnost viici korozi.

Kovové biomateridly bychom mohli rozdélit do 4 kategorii: 1) materidly z nerezové
oceli, 2) materidly z titanu a titanovych slitin na bazi kobaltu, 3) chromové slitiny a 4)
amalgamy. Krom¢ jiz zminénych se nyni provadi vyzkum na nové fadé kovovych biomate-
ridll ze vzacnych kovi s tvarovou paméti (nachazeji vyuziti napiiklad v rovnatkéch).
Obecné plati, ze nerezova ocel ma lepsi vlastnosti a je 1épe tvarovatelnd, ale na druhou
stranu ma horsi korozni odolnost nez naptiklad slitiny na bazi titanu. Titan vykazuje vyni-
kajici biokompatibilitu a protikorozni odolnost. Problém nastava s nedostate¢nou pevnosti
- napiiklad pfi pouziti pro ortopedické aplikace je naprosto nedostacujici, a proto se pouZi-
va ve form¢ slitin. Za nejoblibengj$i material pro nosné ortopedické aplikace se aktualné
povazuje Ti6Al4V. Ostatni slitiny, které se pouzivaji pro 1ékarské aplikace, jsou: Ti2,5A12,
SFe, Ti6Al17Nb a Ti50Ta. VSechny tyto slitiny vykazuji vyS$i pevnost v tahu nez titan,
ale jejich odolnost vici korozi neni moc vysoka. Také maji Spatnou pevnost v smyku,
aproto by se nemély uzivat pro aplikace, jako jsou naptiklad ortopedické Srouby (Lee,
Henthorn, 2012). Dals$i mozné zpracovani je ve formé nanostrukturovaného titanu. Vyrabi
se technikou SPD (Severe Plastic Deformation) (Zemko, 2009). Jde o pfipravu ultrajem-
nozrnnych kovi a slitin metodou intenzivni plastické deformace. Dosahne se tak zjemnéné
struktury bez vyraznéjs$i zmeény rozméra télesa (Navratilova, 2012) a zaroven zlepSeni ko-

ne¢nych mechanickych vlastnosti (Zemko, 2009).

V zubnim lékatstvi se pouzivaji slitiny kobaltu a chromu jako CoCrMo,CoCrNiMo
(ma vysokou pevnost v tahu, vyuziva se na nahrady siln¢ naméahanych kloubtl). Amalgamy
jsou obvykle vicefazové slitiny a pouzivaji se v zubnich aplikacich (Lee, Henthorn, 2012).

V dnesni dobé¢ se vSak uz od pouziti klasickych amalgdmovych vyplni ustupuje, protoze
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obsahuji velké procento rtuti (az 50 %), ktera je pro lidské télo ve velkych koncentracich

toxicka (Manousek, 2013).

1.2.2 Keramické materialy

Keramické implantaty jsou zaruvzdorné, polykrystalinické slouceniny, obvykle
anorganické, zahrnujici silikaty, kovové oxidy, karbidy a rizné zaruvzdorné hydridy, sulfi-
dy a selenidy (Koutsky, 1997). V porovnani s kovy mnoho keramickych materialti zlepSuje
biologickou biokompatibilitu a navic odpada problém s korozi (Lee, Henthorn, 2012). Pro-
to byly povazovany za vhodnou alternativu nahrazeni nékterych kovovych protéz a hlavné
kovovych zubnich implantatd (Boutrand, 2012). Keramika mé vysokou pevnost (Lee,
Henthorn, 2012), vysokou teplotu taveni (Koutsky, 1997), ale na druhou stranu je kiehka,
snadno v ni vznikaji trhliny, s ¢imz souvisi velmi mala odolnost viéi tepelnému Soku (Li et
al., 2015). Dale je citliva k vrubtim, ma nizkou pevnost v tahu (Koutsky, 1997) a nizkou
taznost (Lee, Henthorn, 2012). Pevnost keramiky vsak siln¢ zavisi na hustoté a velikosti
zrna, coz je nutné brat v potaz pti komercni ptiprave (Black, 2012). Pokud bychom tedy
chtéli vyrobit napfiklad nosny prvek pro nahradu v kosternim systému, pouZzili bychom
implantat, ktery obsahuje kuptikladu vysoce €isty hlinik, u kterého by velikost zrn neméla

ptrekrocit 5 pm (Boutrand, 2012).

Nejdulezitéjsi keramicky biomaterial je hydroxyapatit (HAP), Caio(PO4)s(OH),,
coz je synteticky analog kostniho materidlu. HAP se casto pouziva v kombinaci
s kovovymi implantaty kvili indukci adheze s okolni tkéni a podpofe biologické aktivity
(Lee, Henthorn, 2012). Kromé HAP se pouzivaji materialy na bazi oxidu hlinitého (Al,Og).
Tyto biomaterialy jsou Siroce pouZivany v ndhradach kycelnich kloubi a dalSich endopro-
tézach. U takovych materiald se klade diraz na vysokou Cistotu. Necistot (oxidu kiemicité-
ho a ostatnich oxida alkalickych zemin) je dovolena jen nizka koncentrace. Dal$im typem
je keramika zalozena na ZrO,, stabilizovana Y,O3 nebo CeO,. Tyto slouceniny vykazuji
vysS§i pevnost v ohybu a odolnost proti prasknuti, i kdyz na druhou stranu niz§i pevnost

v tlaku.

Obecné se tedy materialy na bazi keramiky vyuzivaji pro téméi vSechny myslitelné
druhy kostnich rekonstrukci véetné obnovy lebky po operaci, Celistnich rekonstrukei, zub-
nich implantat a vyplni, osazovani lozisek kosternimi elementy, roubovani a stabilizacich

lebky, alveolarnich s§tépii, rekonstrukéni chirurgie sttedniho ucha (Lee, Henthorn, 2012).
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1.2.2.1 PIM technologie (powder injection molding)

Praskové vstiikovani ozna¢ované souborn¢ jako PIM technologie kombinuje proces
vstiikovani a praskové metalurgie. Tato technologie ma Sirokou Skalu pouziti od automobi-
lového primyslu (airbagové senzory), elektroniky (soucastky pevného disku), leteckého
primyslu (Sroubové tésnéni leteckého motoru), zdravotnického pramyslu (Iékatské kleste)
az po bizuterii (naramkové hodinky) (Checot-Moinard, Rigollet, Lourdin, 2011). Jeji vyho-
da tkvi ve vysoké tvarové piesnosti a soucasné¢ nizkonakladové vyrobé ve srovnani
S konvekénim obrabénim. Tato technika umoZnuje vytvofeni kompozitnitho materidlu

bez pajeni (Antusch et al., 2013). Princip PIM technologie 1ze rozdé&lit na Ctyfi stupné:

1. Surovinova piiprava — kovové ¢i keramické prasky jsou smichany s pojivem
ve form¢ polymeru, a vytvoii surovinovou zakladnu pro dalsi zpracovani. V tomto kroku je
podstatna charakteristika praSku, pomér prasku a pojiva a zpisob a intenzita michani,
coz ma podstatny vliv pro nasledné zpracovani. Dilezité je zaclenit co nejvice prasku
do polymerniho pojiva, aby byla vznikla hmota co nejvice soudrzna. Pojivo se nejéastéji
sklada z vice slozek — ruznych polymert a piisad jako jsou zmékcovadla atd. (Checot-
Moinard, Rigollet, Lourdin, 2011). Obvykle obsahuje smés 30-52 hmotnostnich % pojiva
(Alcock, Stephenson, 1996).

2. Vstiikovani — probiha ve vstiikovacich strojich podobnym tém, ve kterych se vstfi-
kuji plasty.
3. Odstranovani pojiva — dochazi k odstraiovani vétsiny pojiva, aniz by doslo k defek-

tu na vyrobku. Odstraiovani pojiva mize byt provadéno chemickou cestou (katalyzou —
rozpousténim polymeru v organickém rozpoustédle; pyrolyzou nebo kombinaci téchto me-
tod). Tato faze je velice naroCnd, co se tyCe Casu a energie a navic zde muze dojit
k poskozeni vyrobku.

4, Slinovani — metalurgické tepelné spékdni. Tepelnym zpracovanim se lepi Céstice
do koherentni, pevné hmoty a vede k zahustovani. Tento krok se provadi pfi teploté blizké
teploté tani materidlu. V disledku odstranéni pojiva (viz pfedchozi krok) dochézi k 15-
20% smrsténi (Checot-Moinard, Rigollet, Lourdin, 2011). Cely princip je znazornén
na Obrdzku 5 (Alcock, Stephenson, 1996).
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Obrazek 5 — Princip PIM technologie (prevzato a upraveno podle: Alcock,
Stephenson, 1996)

1.2.3 Kompozitni materialy

Kompozity jsou materialy slozené ze dvou ¢i vice odlisnych slozek (Koutsky,
1997). Je to tedy material, kde se specificky poji 2 ¢i vice komponentt s odlisnymi fyzikal-
nimi a chemickymi vlastnostmi. RozliSujeme 5 druhd kompoziti 1) kov-kov, 2) keramika-
kov, 3) keramika-polymer, 4) keramika-keramika a 5)polymer-polymer (Janéat, 2003).
Mechanické vlastnosti kompozitnich materidlti zavisi na vlastnostech jednotlivych fazi
a jednotlivych fazovych rozhrani (Black, 2012). Vyhodou polymernich kompozitl je fada
specifickych vlastnosti. Témi jsou napiiklad nizk4 hustota (1600-2000 g/m?), Siroky inter-
val pevnosti (200-4000 MPa) a tuhosti (10-400 GPa). Dalsi pfednosti téchto materiala je
vysoka odolnost vici rliznym typim chemikalii, nizk4 tepelna vodivost, elektroizolacni
vlastnosti, prakticky nulovy Gtlum elektromagnetickych vin a vysoky utlum zvukovych vin

(Janéat, 2003).
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2 POLYMERY

2.1 Zakladni pojmy

V této kapitole budou vysvétleny zakladni pojmy tykajici se polymert (polymer,

konstitu¢ni jednotka, oligomer).

2.1.1 Polymer

Polymery jsou vysokomolekularni latky, zalozené na velkych molekulach — mak-
romolekulach, ve kterych se mnohokréat opakuje urcity usek fetézce, ktery nazyvame mo-
nomerni jednotka (Lapc¢ik, Raab, 2004). Odtud jejich nazev — poly = mnoho, meros = ¢ast
(Rybnikat, 2000). Mer je stavebni jednotkou polymeru. Molekuly této jednotky mohou
tvofit jednu & vice konstituénich jednotek (Stuparek, 2014). Jejich relativni molekulova
hmotnost je mnohonasobné vys$i nez u tzv. nizkomolekularnich latek a pohybuje
se od desitek tisic az do milionti (Duchacek, 1995). Polymerni materialy maji Casto niz$i
pevnost a modul pruZnosti nez kovy ¢i keramika. Jejich struktura a vlastnosti jsou ovlivné-
ny riznymi faktory, jako je naptiklad: molekulova hmotnost, molekulova hustota, okolni

podminky (teplota, pH, iontova sila, atd.) (Lee, Henthorn, 2012).

2.1.2 Konstitu¢ni jednotka

Konstituéni jednotka je strukturni jednotka polymeru. Jde o nejmensi periodicky
se opakujici atom (Stuparek, 2014) ¢&i skupinu atomtl piitomnych v molekule polymeru
popt. oligomeru (Prokopova, 2004). Rozdil mezi strukturni a stavebni jednotkou je znézor-

nén na Obrazku 6.

Stavebni Stavebni
— NH(CH,)sNHOC(CH,)sCO 54—

S t r u kK t u r m i

Obrdazek 6 — rozdil mezi strukturni a stavebni jednotkou (upraveno podle:

Sriuparek, 2014)
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2.1.3 Oligomer

Je tvotfen molekulami, jez maji ve své struktufe nékolik atomu ¢i skupin atomi
(konstitu¢nich jednotek) opakované spojenych mezi sebou (Prokopova, 2004). Odtud oligo
= n¢kolik, malo. Na rozdil od polymert jde zde vlastné¢ o nizkomolekularni produkty
(Rybnikaft, 2000). U oligomerti jde ménit fyzikalni vlastnosti a to bud’ ptidanim ¢i odebra-

nim jedné popt. nékolika konstitu¢nich jednotek (Prokopova, 2004).

2.2 Typy

Polymery délime na elastomery, termoplasty a reaktoplasty. Elastomer je vysoce elas-
ticky, dobie deformovatelny jiz za malych sil bez poruseni. Deformace je vétSinou vratna.
Ptiklad je pryz vyrobend z kaucuku. Termoplasty se stavaji za vyssich teplot plastickymi
a tvarovatelnymi. Prob¢hlé zmény jsou vratné a opakovatelné. Ptikladem je PE, PP, PS.
Reaktoplast je polymer, ktery je za béznych teplot tuhy, tvrdy, kiehky, za zvySenych teplot

neni schopen tvarovani. Pfikladem je epoxidova pryskyfice (Kroisova, 2009).

2.3 Syntéza

Polymery vznikaji zfetézenim malych molekul pomoci kovalentnich vazeb. Zakladni
kostru tvofi prvky C, H, O, Si atd. K soudrZnosti dlouhych fetézch ptispivaji jak Van der
Waalsovy sily a vodikové vazby (sekundarni vazebné sily), tak i primarni sily ve formé
pti¢nych spoji mezi jednotlivymi fetézci. Dlouhé fetézce se snadno zaplétaji — jsou velice

ohebné (Koutsky, 1997).

2.3.1 Mechanismus polymerace

Je mozno rozlisit n¢kolik rozdilnych mechanismi polymerace. Jedna se konkrétné

0 polykondenzaci, polyadici a fet€zovou polymeraci (viz dale).

2.3.1.1 Polykondenzace

Pro vznik dostate¢né velkych makromolekul polykondenzaci je nutné, aby vychozi
slouceniny byly dostatecné stalé viici agresivnim vliviim okoli a jejich kondenzace schopné
funkéni skupiny byly reaktivni. Jedna se o mnohonasobné se opakujici kondenzace funke-

nich skupin monomert. (Kucera, 2003). Pii této reakci vznika vzdy nizkomolekularni pro-
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dukt, kterym muze byt voda, alkohol, stl atd. Reakce je v nékterych ptipadech rovnovazna
(Stupérek, 2014). Polykondenzaci dvojfunkénich monomert vznikaji linedrni polymery,
polykondenzaci troj- a vicefunk¢énich monomert se pfipravuji vzdy vicerozmérné polymery
(Prokopova, 2004). Ptiklady polymert vzniklych primyslovou polykondenzaci jsou uve-
deny v Tabulce 2.

Tabulka 2 — Priklady polymeri vyrabénych polykondenzaci (Upraveno podle Kucera,
2003)

Polykondenzujici monomery Produkt Technicky nazev

dikarboxylové kyseliny dioly polyestery Terylen, Dacron,

estery dikarboxylovych kyselin Diolen,

anhydridy dikarboxyovych kyselin PES lici pryskyfice

dikarboxylové kyseliny diaminy polyamidy Nylon 6,6
aminokarboxylové kyseliny - Rilsan
diisokyanaty diaminy polyuretany Lycra

2.3.1.2 Polyadice

Polyadice je reakce monomeru s nasobnou vazbou funkénimi skupinami monomeru
nasycen¢ho. Jedna se tedy o jakysi prunik polymerace s polykondenzaci (Kucera, 2003).
U polyadice na rozdil od polykondenzace nedochazi k odstépovani vedlejsiho nizkomole-
kularniho produktu (Prokopova, 2004; Rybnikat, 2000). Tento typ reakce je nerovnovazny
(Stuparek, 2014). Pii reakci funkénich skupin monomerti dochézi k piesunu atomu vodiku
zZ funkéni skupiny jednoho druhu na heteroatom funkéni skupiny dal§iho druhu. Tim vznika
novy typ chemické vazby. Zakladni slozeni produktu samoziejmée odpovida sloZzeni vycho-
zi smési. Rovnovaha je u polyadi¢nich reakci obvykle posunuta ve prospéch vznikajicich
produkti. Polyadici se oznacuje i mnohonasobné opakovani ristového procesu, ktery
se uplatiluje ptfi vzniku makromolekul. V tomto ptipadé¢ se monomer (zde nenasycena
popft. cyklicka slou¢enina), v propagacni fazi naaduje na rastové centrum. Polykondenzac-
nich reakci je porovndni s polyadicnimi véEétSsi mnozstvi  (Prokopova, 2004).

[ 24

akci diisokyanati s dioly.
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2.3.1.3 Retézové polymerace

Timto zpisobem polymerace reaguji slouceniny s dvojnymi vazbami nebo hetero-
cyklickou strukturou. Kdyz dojde k otevieni cyklu ¢i ndsobné vazby umozni se propojeni
monomera do fetézce a tim vznik makromolekuly. Charakteristickym rysem téchto reakci
je zmensSeni objemu cca 13-35%. To je dusledkem tésnéjSiho uspotfaddani molekul

v polymeru.

2.3.2 Zpusoby polymerace

Stejné jako u mechanismtl, rozliSujeme i rizné zpisoby polymerace — polymerace

v bloku, roztoku, suspensi a emulzi (viz dale).

2.3.2.1 Polymerace v bloku

-----

je pomocné latky, jako jsou rozpoustédla, emulgatory atd. a tim padem se proces nekom-
plikuje izolaci polymeru, coZz je pii ostatnich zplisobech polymerace nezbytnd operace
(Mleziva, Kalal, 1986). Problémem je horsi odvod tepla, ktery Ize provést pouze povrchem
polymerujici nasady. Konkrétnim piikladem mulzZe byt vyroba polymethylmethakrylatu
(Kucera, 2003).

2.3.2.2 Polymerace v roztoku

Zfedénim monomeru inertnim rozpoustédlem dojde k vyfeSeni problému
s odvodem tepla, protoZe 1ze danou smés jiz michat 1 pfi kompletni polymeraci monomeru
(Mleziva, Kélal, 1986). Snizenim koncentrace monomeru tedy dojde k ovlivnéni kinetiky
(zmens$i se rychlost reakce) i technologie polymerace. Pfidanim rozpoustédla do nasady
vSak dojde k problémim novym. Rozpoustédlo je tfeba vycistit a ani samotné neni inertni
za pritomnosti radikald. Téméi vzdy vznikaji mensi makromolekuly, nez pfi jinych rezi-
mech (Kucera, 2003). Z téchto ditvodi je tento typ polymerace nevhodny pro ptipravu tu-
hych polymeria o vysSich polymeracnich stupnich. Naopak se uplatiiuje pii vyrobé polyme-
ri ve formé roztoku, kde nizsi polymeraéni stupent neni nezadouci. Jde o vyrobu napiiklad

lakti, lepidel, impregnacnich prostiedki atd.
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2.3.2.3 Polymerace v suspensi

Pfi tomto typu polymerace polymeruje monomer radikélové ve vodné disperzi —
Vv perlickach ve vodé nerozpustného monomeru dispergovanych ve vodé. V podstaté zde
jde o vodou chlazenou blokovou polymeraci (Mleziva, Kalal, 1986), ptficemz se kazda
kapka chova jako samostatny reaktor, v némz tato blokova polymerace izolované probiha.
Co se ty¢e odvodu tepla, z malych ¢astic se odvadi velmi jednoduSe. Co ¢ini problém, je

zbytek emulgatoru v polymeru, popt. vysoké naklady na jeho odstranéni (Kucera, 2003).

2.3.2.4 Polymerace v emulzi

vvvvvv

Polymerace v emulzi je podobné jako ta v suspensi také disperzni polymeraci, ale mecha-
nismus reakce a charakter produktu je zna¢né odlisny (Mleziva, Kalal, 1986). Produktem
této polymerace jsou latexy, jejichz charakter je dan prostorovym oddélenim iniciace
od rustu. Disperznim prostfedim je vétsinou voda. Pfidanim emulgatoru vzniknou micely —
agregaty molekul s hydrofilnimi ¢astmi orientovanymi do okolni vody a s hydrofobnim
koncem, ktery se nachdzi uvnitf micel. Emulgatorem muiZe byt naptiklad mydlo. Ptidav-
kem hydrofobniho monomeru k emulzi vzniknou dalsi ¢astice a ptidanim i iniciatoru roz-

pustného ve vod¢ dojde k rychlé polymeraci a vzniku vysSich makromolekul (Kucera,

2003).

2.4 Pouziti v mediciné

Polymerni biomaterialy mohou mit podobné fyzikalni vlastnosti jako mékkeé tkané,
coz souvisi s tim, pro¢ se vyuzivaji jako soucast implantatl a scaffoldti. DalSim divodem
je jejich relativné snadna vyroba do rtuznych tvart a struktur. Jsou také snadno chemicky
¢i biochemicky modifikovatelné. Také mohou byt biodegradabilni. V mediciné se vzhle-
dem K jejich vlastnostem pouzivaji nej¢astéji pro nahradu mékkych tkani a jako nosice 1€kt
(Lee, Henthorn, 2012). Vyuzivaji se v nahradach srde¢nich chlopni, prsnich implantatd
(Boutrand, 2012), jako scaffold nebo mohou slouZit i jako bariéra, kterd zamezi nezddou-
cimu zjizveni tkané. Biomedicinské aplikace polymerii mohou byt ve formé hydrogeld,
béznych termoplastli, blokovych kopolymert, polysacharidii, syntetickych proteint atd.
(Lee, Henthorn, 2012).
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Mezi nejbéznéjsi pouzivané pirirodni polymery v tkanovém inzenyrstvi patii kolagen
a glykosaminoglykany (kyselina hyaluronova, keratin, chondroitin atd.) (Shi, 2004). Me-
zZi hojné pouzivané syntetické polymery patii napiiklad PVC, PE, PMMA (Wong, Bronzi-
no, 2007) a Kk pfirodnim chitosan, kolagen, fibrin, alginat atd. (Furth et al., 2007). Souhrn
syntetickych polymer a jejich konkrétni aplikace uvadi Tabulka 3 (Wong, Bronzino,
2007). Kritickym problémem syntetickych materialt vSak stale ziistdva nezadouci tkanova
reakce spojend naptiklad s obsazenymi necistotami. Nevhodné zvoleny material mize zpu-
sobit krvaceni, prasknuti implantatu, infekci, autoimunitni reakci a dokonce i rizné formy
rakoviny. Proto je nutné pii ndvrhu budoucich implantati a aplikaci brat tuto otdzku

v potaz (Boutrand, 2012).

Tabulka 3 — Souhrn konkrétnich aplikaci polymeri (upraveno podle: Wong, Bronzino,
2007)

Synteticky polymer Aplikace

PVC (polyvinylchlorid) Vaky na krev, kanyly, katetriza¢ni lahve, chirurgické
obaly

PE (polyethylen) Lahvicky na Iéky, netkané tkaniny, katétry, ortope-

dické implantaty

PP (polypropylen) Jednorazové injekéni sttikacky, membrany, netkané
tkaniny, umélé cévni §t€py, chirurgické nité

PMMA (polymethylmetakrylat) Krevni pumpy a rezervoary, membrany pro krevni
dialyzu, implantabilni o¢ni ¢ocky, kostni cement

PS (polystyren) Lahve pro tkanové kultury

PET (polyethylentereftalat) Implantabilni $ici nité, sitoviny, umé¢lé cévni nahra-
dy, srde¢ni chlopné

PTFE (polytetrafluorethylen) Katétry, umélé cévni Stépy

PU (polyurethan) Folie, hadice, komponenty

Nylon (polyamid) Folie, katétry, siti,
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2.5 Schvaleni polymeri pro pouziti v medicinskych aplikacich

Vlastnosti medicinskych prostfedkt definuje zakon 123/2000 Sb. (a s nim souvisejici
vyhlagky a nafizeni vlady). Ugelem tohoto zakona je po pravni strance osetfit, aby pouZi-
vanim medicinskych prostiedki nedoslo k poSkozeni zdravi lidi. Nezddouci piihodou
u téchto prostiedku je jakékoliv selhani nebo zhorSeni charakteristik, Gi¢innosti zdravotnic-
kého prostfedku, popfipadé nepiesnost v oznaceni €i navodu pouziti, které mohou ne-
bo by mohly vést k tmrti uzivatele nebo jiné fyzické osoby anebo k zhorSeni jejich zdra-
votniho stavu. Vhodnost zdravotnického prostfedku pro dany ucel se ovéiuje klinickym
testovanim. Toto testovani se provadi dle pfedem vypracovaného planu klinickych zkou-
Sek. Cilem tohoto testovani je prokazat vhodnost vyuziti z hlediska bezpecnosti a ucinnos-
ti, zjisténi vlivu prostfedku na testovany subjekt, specifikace vedlejSich U¢inkd a zhodno-
ceni rizik. Klinické testovani muze probihat az po souhlasu etick¢é komise a provadi

se pod dohledem kvalifikovaného zkousejiciho (Zakon ¢. 123/2000 Sb.).

Konstrukce medicinskych prostfedkli (konkrétné implantati, dale (aktivnich) pro-
stiedkil) musi byt dostate¢né bezpe¢na a musi odpovidat stavu védy a techniky v dob& uve-
deni na trh. Tyto prostiedky musi byt vyrobeny a zabaleny v obalu pro jedno pouziti tak,
aby zistaly sterilni aZ do samotné implantace. Déale musi byt omezena rizika: fyzického
poranéni (napt. kvili jeho rozmérim), spojend se zdrojem energie, prostiedim (napt. mag-
netické vlivy, elektrostatické vyboje, tlak), 1é¢bou (napf. pii pouziti defibrilatort), ionizuji-
cim zafenim radioaktivnich latek pouzitych v téchto prostredcich atd. Dale se musi brat
zfetel na toxicitu, kompatibilitu, jakost spojii, spolehlivost zdroje energie, hotlavost, tés-
nost, ¢innost programovacich a kontrolnich systémt a programového vybaveni a také
se musi minimalizovat rizika zpsobena unikajicimi latkami (s karcinogennim, mutagen-
nim, toxickym efektem) (Natizeni vlady ¢. 154/2004 Sb.; Natizeni vlady ¢. 336/2004 Sb.).
Velmi nebezpecné jsou i zdravotnické prostiedky, které se pouzivaji bez dozoru lékaie
¢i jeho rady, popiipadé jsou Casto pouzivany v rozporu s urCenym ucelem. Za tyto pro-
sttedky se povazuje nitrodélozni télisko, epiderm klZe prasat k pouziti jako biologicky
obvaz, koncentraty hemodialyzy, respira¢ni zdravotnické prostiedky a také prostiedky ob-
sahujic 1écivé latky vazané na lékatsky predpis atd. (Nafizeni vlady ¢. 342/2000 Sb.). Kon-
krétnim prikladem miize byt vyroba prsnich implantati, kterych bylo po celém svété im-

plantovano nékolik desitek milionti. Prsni implantaty se vyrab&ji z polymethylsiloxanu
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anormy pro jejich vyrobu jsou velice pfisné. Jsou pevné dany minimalni rozméry ¢astic
tvotici gel, dale pak pevnost, propustnost, mnozstvi necistot atd. V Evrop¢ je kontrolnim
organem EQUAM (European Committee on Quality Assurance & Medical Devices
in Plastic Surgery). Tyto protézy patii do medicinskych prostiedku III. tfidy, coz znamena
nejptisnéjsi kontrolu pii vyrob¢ a vyvoji. K schvaleni prostiedku je tieba preklinicka stu-
die, dale certifikaty kvality vyrobniho procesu (normy EN ISO 14971 : 2009 pro rizikové
medicinské prostfedky, EN ISO 14630 : 2008 pro neaktivni chirurgické implantaty — v§eo-
becna doporuceni a EN ISO 14607 : 2007 pro neaktivni chirurgické implantaty — prsni im-
plantaty — zvlastni opatieni). Samoziejmosti je také biologické testovani implantatu
dle normy EN ISO 10993-1 a klinické dle normy EN ISO 14155 (Molitor, Kalinova, M¢s-
tak, 2013).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

3 NECISTOTY

Pritomnost necistot v polymerech je z hlediska jejich vyuziti v biomediciné klicova,
a proto je nutné jejich pritomnost v materialu spolehlivé detekovat a v pfipadé nutnosti je

co nejvhodnéjsim zplisobem odstranit.

3.1 Definice necistot a jejich zdroj

Na prvni pohled ndam mohou polymerni materidly pfipadat jako ne pfili$ slozité latky,
ale opak je pravdou. Jsou to sloZité chemické slouceniny, které obsahuji nes¢etné mnozstvi
ptisad od rGznych typt ¢inidel (nukleacnich, antistatickych, antiblokacnich), retardérti ho-
feni, barevnych pigmentd, stabilizatorti az po vyplné (mineralni vyplnég, sklenéné vldkna).
Z tohoto diivodu je dilezita analyza téchto piisad nejen pro zjisténi necistot v daném mate-
ridlu, které mohou byt potencidlné Skodlivé pro organismus, ale také z divodu kvantitativ-
niho stanoveni znamych pfisad a tim pro kontrolu vyroby polymeru (Buchberger, Stiftinfer,

2011).

Polymerni necistota je definovdna jako neumyslné slozka ve vyrobeném polymeru,
ktera miZe pochazet jak z monomert ¢i jinych reakénich slozek, tak mize byt i produktem
vedlejsi reakce €1 netiplné reakce probihajici v procesu vyroby. Ptikladem necistoty mohou
byt nezreagované monomery, katalyzatory polymerace, atd. (CENIA). Ptiklady moznych
necistot v polymeru jsou uvedeny v Tabulce 4 (Wilkinson, Hearn, Steward, 1999). Ptitom-
nosti necistot a strukturnich nepravidelnosti vede ke snizovani stability polymeru a usnad-
fiuje jeho oxidaci. Casty je také vyskyt necistot, které jsou schopné absorbovat elektromag-
netické zafeni nizSich energii a indukovat degrada¢ni reakce. V polymerech se mohou vy-
skytovat 1 napt. kovové necistoty (zneciSténi pii zpracovani, skladovani, zbytky katalyzato-
i) (Sedlarik, 2011; Schnabel, 1981). Piisady a necistoty z vyrobniku procesu mohou pu-
sobit také jako tzv. fotosenzibilatory. Fotosenzibilator je molekula nebo jeji ¢ast, které ab-
sorbuje UV zéfeni a absorbovanou energii pfeddva molekuldm ¢i makromolekuldm jiné
latky, které v dasledku toho podléhaji fotolyze. I stopové mnozstvi fotosenzibilatorti zpi-
sobuje fotolyzu polymeru a jejich rychlost roste s jejich rostoucim obsahem. Proto Cistota
a zpusob zpracovani polymeru i pfitomnost pfisad vyznamné ovliviiuje stabilitu polymeru

vuci fotolyze a fotooxidaci (Schnabel, 1981).
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Tabulka 4 — Priklady necistot v polymernich koloidech (Upraveno podle Wilkin-
son, Hearn, Steward, 1999)

Typ necistoty Misto vyskytu
Vodni  Polymerni Rozhrani
faze faze

Nezreagované monomery v v v

Oligomery/ polyelektrolyty v v v

Vedlejsi produkty iniciace (napt. K%, HSO4 v X v

Z peroxisiranu draselného)

Vedlejsi produkty z monomeru (napt. benzaldehyd, v v v

formaldehyd atd.)

Emulgatory v X v

Pufry v X v

Inhibitory v X v

Bakterie a houby v X v

Rozpusténé atmosférické plyny (napi. COy) v X v

Material vyluhovany z nadob (napi. zmék&ovadla, po- v v v

lyelektrolyty)

3.1.1 Zmékcéovadla v PVC

Problém s necistotami je naptiklad u PVC, ktery je nejpouzZivangj$im syntetickym
polymerem na zdravotnickém trhu. Témeét 30% jednorazovych zdravotnickych prostiedkt
je vyrobeno pravé z PVC. Konkrétné napiiklad mékéeny PVC ma mnoho vyhod: chemic-
kou stabilitu, biokompatibilitu, jasnost, prihlednost, flexibilitu, odolnost, chemickou
a mechanickou odolnost, nizkou cenu. K dosaZeni pozadované pruznosti materidlu je
ale nutné ptidat zmékcovadla — u materialti ve zdravotnictvi to mize byt maximalné 40 %
celkové hmotnosti prostiedku (Bernard et al., 2014). Problémem je, ze zmékcovadla nejsou
chemicky vdzané na PVC a proto se mohou uvolnit béhem kontaktu s krvi €1 pfi parente-
ralni vyzivé a pacient mize byt vystaven jejich G€inku (Bernard et al., 2015). Nejpouziva-
néjsi zmekcovadla jsou ftalaty, zejména di(2-ethylhexyl) ftalat (DEHP). Nicméné je DEHP
klasifikovan jako karcinogenni, mutagenni a toxicky pro reprodukci a proto bylo jeho pou-
ziti v medicinskych prostiedcich pozménéno evropskymi organy, coz je velka vyzva
pro vyrobce, kteti musi hledat alternativni zmékcovadla. O téch ale neni jest¢ mnoho in-

formaci, co se zdravotniho rizika tyCe, proto je otdzka efektivni detekce zmeékcCovadel
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a obecné necistot velmi aktualni a urgentni (Bernard et al, 2014; Radaniel et al., 2014).
Metody pouzité k identifikaci a kvantifikaci téchto necistot v ramci zdravotnickych pro-
sttedkli musi byt schopné stanovit Castice ve hmoté jiz ve vysi 0,1 %. Pokud vezmeme
za priklad obsah zmékcovadel, musi byt dale z vysledkl jasné, jaké mnozstvi zmekéovadel
a jejich metaboliti se mohou uvolnit a dostat se tak tfeba do krevniho ob¢hu. Obecnou za-
sadou je, ze se neposuzuji dle jejich individualnich kvalit, ale az néasledn¢ jako integralni
prvek s plastem v daném prostiedi. Duvodem je, Ze se spousta latek v prostiedi téla chova
naprosto jedinecné. Zakladni vlastnosti téchto zmékcovadel jsou: 1) biokompatibilita 2)
silna a trvala plastifikace — Kk udrZeni pruznosti 3) stabilita pii zmén¢ teploty, oxidaci a de-
gradaci UV zafenim po ur¢itou dobu danou zivotnosti vyrobku (Bernard et al., 2014). Al-
ternativni zmékcovadla DEHP jsou sice jiz pouzivana, ale ¢asto je s nimi spojena spousta
obtizi (Bernard, 2015). Ku prikladu di-isonyl ftalat (DINP), ktery se pouzival jako nahrada
za DEHP a byl soucasti détskych hracek, byl oznacen za potenciondlné toxicky s tim,
ze muze mit chronické u¢inky naptiklad na ledviny a jatra. I kdyz to bylo vyvraceno mnoho
studiemi, i tak obavy o moZnou toxicitu pietrvavaji (Wilkinson, Lamb, 1999). Zmé&kcova-
dla a jejich konkrétni pouziti v medicinskych prostiedcich jsou uvedena v Tabulce 5 (Ber-
nard et al., 2014).

Tabulka 5 — pouzivané zmekcovadla v medicinskych prostredcich (Upraveno pod-
le: Bernard et al., 2014)

Zkratka  Nazev Pouziti Koncentrace

zmékéovadla
(wt %)

DEHT Di(2-ethylhexyl) ftalat Infuzni sety, transfuzni sety 25-30
DINP Diisononyl ftalat Infuzni sety, transfuzni sety, 30-40
zilni sety, hadicky na umélou
vyzivu a Cerpadla

DINCH Di-isononyl-1,2- hadicky na umélou vyzivu a Okolo 40
cyclohexaandikarboxylat  Cerpadla, infuzni a extenzni
sety

DEHA Bis(2-ethylhexyl) adipat ~ Jednorazové infuzni pumpy, neuvedeno
arterioven6zni trubicky, hadic-
ky na krev a krevni produkty
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3.2 Detekce necistot

K detekci necistot a jednotlivych slozek v polymerech se vyuzivd mnoha metod
od termogravimetrie (TGA), diferen¢ni kompenzac¢ni kalorimetrie (DSC), nuklearni mag-
netické rezonance (NMR), infracervené spektroskopie (IR), potenciometrické titrace,
az po metody chromatografické, jakymi jsou napiiklad vysokouc¢inna kapalinova chroma-
tografie (HPLC), plynova chromatografie atd. V tomto textu jsou vsak vybrany jen 3 typy

metod a popsan jejich princip.

3.21 HPLC

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) neboli vysokoucinna kapalino-
va chromatografie se fadi mezi chromatografické separacni metody, zalozené na rozdilné
distribuci délenych latek ve smési mezi dvé ruzné nemisitelné faze. Mobilni (pohyblivou)
fazi je zde kapalina, kterd vyrazn¢ ovliviiuje interakci s fazi staciondrni, coz je v tomto pfi-
padé bud’ tuha latka nebo kapalina ukotvend na tuhém nosi¢i (Novakova, Dousa, 2003;
Klouda, 2003). Pro efektivni separaci je nutné uziti dostate¢n¢ malych zrnic¢ek sorbentu,
ktera kladou prostupujici kapaliné znaény odpor. Z tohoto divodu je nutné pracovat
pii vysokém tlaku (Klouda, 2003), proto se pouziva Cerpadlo, které pfivadi mobilni fazi.
Pti isokratické eluci je MF vedena ze zasobniku MF do vysokotlakého ¢erpadla, pii gradi-
entové eluci jsou piivadéné proudy ze dvou nebo vice zésobnikli miseny podle programu
ve smé&Sovaci, ktery je zatazen pred vysokotlakym ¢erpadlem. Odplynéni MF je provedeno
v odplynovaci (degaser). Dale je MF vedena pfes zafizeni pro davkovani vzorku do chro-
matografické kolony, ktera je pifimo spojena s detektorem. Z detektoru putuje signal
do datové stanice. Obecné schéma kapalinového chromatografu je uvedeno na Obrdzku 7

(Novakova, Dousa, 2003; Klouda, 2003).
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Obrazek T — Obecné schéma kapalinového chromatografu (prevzato z: Novikovad,

Dousa, 2003)

Uchovavani a transport MF (zasobniky MF, vysokotlaké Cerpadlo)
Déavkovani vzorku (autosampler, manudlni ddvkovaci ventil)
Separace latek (chromatograficka kolona, termostat kolny)

Detekce latek (detektor)

ok~ w N

Zaznam dat pro nasledné vyhodnoceni (pocita¢ a software)

Separaci a eluci jednotlivych slozek (analytd, solutil) ovliviiluje povaha obou fazi.
Eluce se mlze provést bud’ mobilni fazi o konstantnim sloZeni (stejné elucni sile) a jde
0 tzv. isokratickou eluci nebo mobilni fazi o zvySujici se elu¢ni sile a potom se jedna
0 tzv. gradientovou eluci, kde se sloZzeni mobilni fadze méni ve prospéch silnéjsi eluéni
slozky. Isokraticka eluce je vhodna, pokud maji latky podobné fyzikdlné-chemické vlast-
nosti, zatimco gradientova se pouziva v piipadé vlastnosti odliSnych. Oddélené zony analy-
ti vychézejici z kolony jsou zaznamenany pii priachodu detektorem a nasledné je signal
pfeveden do podoby chromatogramu. Chromatogram je ¢asova zavislost intenzity veli€iny,
ktera je sledovana detektorem (nejcastéji absorbance). Pro tento zdznam je charakteristické

vykresleni kiivek Gaussovského tvaru, které nazyvame piky (Novakova, Dousa, 2003).
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Charakteristicka veli¢ina pro délenou latku je retencni (elucni) ¢as R; nebo retencni
(elucni) objem Vg. Retencni ¢as je doba, kterd uplyne od néstiku vzorku do dosazeni ma-
xima elu¢ni kiivky (vrcholu piku) (Dousa, 2013). Reten¢ni objem je pak objem mobilni
faze (MF), ktera protece kolonou za tuto dobu. Pfi chromatografické separaci je R; kvalita-
tivni charakteristikou latky (Novakova, Dousa, 2003). Pro kvantitativni vyhodnoceni
zkoumané latky je podstatné urceni plochy piku (respektive jeho vysky). Toto vyhodnoceni

byva provedeno pomoci software nebo digitalnich integratorii (Dousa, 2013).

Problémy pti chromatografii ¢asto ¢ini Spatna piiprava ¢i uziti MF. Muze dojit
k zavzdu$néni Cerpadla, v detektoru se objevi vzduchové bubliny, nastiik vzorku je znaéné
nepiesny a nereprodukovatelny atd. Proto ma ptiprava MF urcitd pravidla a postupy.
Pti ptipravé by se mély vzdy pouzivat co nejcistéjsi rozpoustédla (HPLC grade) a dalsi
aditiva. Dale je také podstatné pH MF (viz Obrdzek 8). | jeho mala zména muze vést
ke zméné retence analytu. Kromé¢ jiz zminéného pH ma vliv na vyslednou hodnotu méfené

vinové délky absorpcniho maxima i typ rozpoustédla a iontova sila (Novakova, Dousa,

2003).
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Obrazek 8 — UV spektra namerena pro kyselinu askorbovou v roztocich o riizném

pH (prevzato z: Novakova, Dousa, 2003)
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3.2.2 NMR spektroskopie

Nukledrni magnetickd rezonance (NMR) slouzi k urceni struktury dané latky,
ale také ke studiu intra- a intermolekularnich interakci. Je velmi cennym nastrojem v su-
pramolekularni chemii a to at’ uz v kapalném, plynném nebo tuhém stavu. Témito moz-
nostmi dostihuje 1 RTG analyzu — jedinou absolutni metodu ur¢eni struktury. Vyuziti této
metody se stalo naprosto bézné i v medicing, v podobé MRI (magnetic resonance imaging)
(Milata, Segla, 2004). Magnetickd rezonance je povazovana za bezpecnou technologii,
protoze nepouziva ionizujiciho zafeni s vysokou energii k oddéleni elektronti z atomtli ne-
bo molekul (Hartwig, 2015). Fyzikalni podstata NMR spektroskopie je zaloZena na inter-
akci spind jader s radiofrekvencnim zafenim v pfitomnosti silného homogenniho magne-

tického pole.

Pfi struktufe polymertl je nutné uvazovat diastereotopické usporadani polymera
vznikajici reakci dle Obrazku 9, kde R = CHs, Cl, OH, OAc, Ph, atd. ale i jinych typa po-
lymerd. Jako jsou poyizobutyleny, teflony atd. V oblasti struktury polymerti je NMR prie-
dev8im vyuZivand k feSeni takticity polymert, struktury polymerace dienti a kopolymerQ

(Milata, Segl’a, 2004).

H H [

H R R

Obrazek 9 — Polymerizacni reakce (prevzato z: (Milata, Segla, 2004)

NMR spektroskopie byla také pouzita zasadnim zplisobem pro stanoveni velikosti
a oxida¢niho stavu oligomer pouZivanych pro pfipravu polymernich elektrolyti. Cilem
vyzkumu del Valle a kol. bylo kontrolovani elektrosyntézy polyanilinu (PANI) a poly(o-
anisidinu), k ziskani fragmentti o znamé velikosti pouzitim NMR a UV-VIS techniky. 1 H
NMR vzorky byly pfipraveny v deuterovaném DMSO a ziskana spektra vykazovala cha-
rakteristické signaly dimerG anilinu. Integralni analyza ukazala, ze pomér mezi signaly
v aromatické oblasti a mezi signaly protont piipojenych k atomu dusiku byl asi 5 : 1,

coz ukazuje, ze vétSina ziskanych molekul byly trimery (Abbrent, Greenbaum, 2013).
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3.2.3 Infracervena spektroskopie

IR spektroskopie se zabyva méfenim a vyhodnocovanim absorpcnich spekter latek
v rozsahu vinové délky 800 nm az 1000 um. Vyhodnou této metody je moznost studovat
ruzné typy vzorkl v riznych skupenstvich. V posledni dobé doslo k velkému vyvoji velmi
citlivych metod k méteni IR spekter polymert, olejti, biologickych vzorki, katalyzatort
atd. Této metody lze vyuzit jak na identifikaci molekul, tak i na diikaz novych sloucenin,
vyzkum chemickych rovnovah a mnoho dalSich. Metoda je zaloZena na vibraci atomil
v molekule, které odpovida dany vibrac¢ni stav molekuly, ktery se mize absorpci zareni
zménit. Pfi prichodu IR zafeni slouc¢eninou dojde k tomu, Ze se ¢ast zafeni (s ur€itym kmi-
to¢tem) absorbuje a zbytek zafeni (o jiném kmitoctu) latkou projde. Absorbované IR zareni
zpusobi zménu vibraénich stavli molekuly. IR zafeni mtizeme rozdé€lit do 3 kategorii — viz
Tabulka 6. Pii interpretaci IR spekter sledujeme 4 hlavni charakteristiky a to: polohu a tvar

absorp¢niho pasu, pocet pasii a jejich intenzitu.

U charakterizace polymert se tato metoda pouziva nejvice k uréeni jejich moleku-
lového sloZeni. Poskytuje totiZ velmi cenné informace o jejich struktufe, kterd ma zasadni
vliv najejich fyzikalni vlastnosti. Zkouma se predevSsim konfigura¢ni a konformacni
izomerie, vodikové vazby, velikost fetézce, krystalinita. Pfi interpretaci spekter se vibracni
mody skupin, jako je CHz, CH,, NH, CO atd. opisuji jako lokalizované vibrace, nezavislé
na zbytku fetézce. Polymerni fetézec ma prvky symetrie jako je skluzna rovina a rotacni
osa. Pfi zméné krystalinity polymert se méni i jejich poloha a intenzita nékterych past.
Obecné se da fici, Ze s rostoucim podilem krystalického podilu roste pocet pasti a Casto

dochazi k Sté€peni past (Milata, Segl’a, 2004).

Tabulka 6 — typy IR zdreni (Milata, Segla, 2004)

Zkratka Nazev Typ oblasti Vinova délka
NIR Near — infrared blizka 800 — 2500 nm
MIR Middle - infrared stiedni 2,5-50 um

FIR Far — infrared daleka 50 - 1000 pm




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

4 POLYANILIN (PANI)

Polyanilin je elektricky vodivy polymer, jehoZ monomery jsou anilin hydrochlorid

a peroxodisiran amonny.

4.1 Struktura

Struktura polyanilinu (PANI) je uvedena na Obrdzku 10.

H
N

PANI

Obrazek 10 — struktura polyanilinu (prevzato z: Lu et al. 2011)

411 Monomery

4.1.1.1 Anilin hydrochlorid (AH)

Anilin hydrochlorid je stl anilinu. Jde o pevnou bilou toxickou latku
s charakteristickym zapachem. Dalsi vybrané vlastnosti jsou uvedeny v Tabulce 7. Struk-
turni vzorec je uveden na Obrdzku 11. Pokud dojde k absorpci do téla, zacne se tvotit me-

themoglobin, ktery mlZe pfi urcité koncentraci zplisobovat cyandzu (PENTA, 2011).

Tabulka 7 — Vybrané viastnosti AH (upraveno podle: PENTA, 2011)

Molekulovy horlavy Relativni hustota Rozpustnost Molarni
vzorec 20°C) (20°C) ve vod@ hmotnost
[g/cm’] [9/1]

CeHsNH2.HCI ANO 1,22 1070 129,59
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NH, CI
R

o

Obrazek 11 — Strukturni vzorec AH (vytvoreno v programu ACD/ChemSketch
12.0)

4.1.1.2 Amonium persulfit (APS)

Amonium persulfat neboli peroxodisiran amonny je monomer polyanilinu. Struk-
turni vzorec této slouceniny je na Obrdzku 12. Jde o pevnou bilou nehotlavou latku
bez zapachu. Je to silné oxidaéni ¢inidlo. Dal$i vlastnosti jsou uvedeny v Tabulce 8
(PENTA, 2010). APS se mimo jiné vyuziva i pii polymeraci latexu, emulznich polymera-
cich, v elektronickém pramyslu (Signorin et al., 2001), miize se podilet na iniciaci tvorby

hydrogeli, které nésledné nachazeji vyuZiti napt. v tkanovém inZenyrstvi (Martens, 2008).

Tabulka 8 — Vybrané viastnosti APS (Upraveno podle: PENTA, 2010)

Molekulovy pH hoflavy Relativni hustota Rozpustnost Molarni
vzorec (20°C) (20°C) ve vodg hmotnost
[g/cm’] [9/1]
(NH4)2S204 3,2 NE 1,98 620 228,20

o €5
=
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Obrdzek 12 — Strukturni vzorec APS (vytvoreno v programu ACD/ChemSketch
12.0)
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4.2 Historie

Polyanilin je nejspiSe nejstarSim syntetickym polymerem piipravenym clovékem.
Jiz v roce 1826 jej ziskal némecky chemik Unverdorben jako produkt pyrolytické destilace
indiga. Roku 1840 ho popsal Fritzsch jeho zelené oxidacni produkty (polyanilin). V roce
1862 britsky profesor Letheby provedl elektrochemickou oxidaci, ktera zptsobila po alka-
lizaci modré zbarveni, které je charakteristické pro polyanilinovou bazi (Prokes, Stejskal,
Omastova, 2001). Vodivé polymery objevil Alan J. Heeger, Alan G. MacDiarmid a Hideki
Shirakawa a roku 2000 byli za tento objev ocenéni Nobelovou cenou za chemii (Lu et al.

2011).

4.3 Priprava

Piiprava polyanilinu se provadi oxidaci anilinu peroxodisiranem amonnym. Reakce
probihd v kyselém vodném prostiedi, jde o reakce exotermni, probiha na vzduchu,
pfi laboratorni teploté a vytézek ¢ini témér 100 %. Pfi praktickém provedeni rozpustime
2,59 g (20 mmol) anilin hydrochloridu v 50 ml vody. Dale separované rozpustime 5,71 g
(25 mmol) peroxodisiranu amonného také v 50 mol vody a nasledné oba roztoky smicha-
me. Smeés zmodra a na konci polymerace bude zelena. Doba polymerace je zhruba 10 mi-
nut. Poté odfiltrujeme sraZeninu, promyjeme 0,2 M HCIl a acetonem. Produkt se susi
na vzduchu a nésledné pii 60 °C ve vakuu. Produktem je emeraldin (polyanilin hydrochlo-

rid) (Prokes, Stejskal, Omastova, 2001).

4.4 Formy

Existuje n¢kolik forem polyanilinu, které se 1i$i stupném protonace ¢i oxidace. M-
Zzeme tedy cilené ménit jeho vodivost a to odebranim nebo dodanim elektronti chemickou
nebo elektrochemickou oxidaci a redukci ziskame rizné formy, lisici se strukturou, stabili-
tou, zbarvenim a elektrickymi vlastnostmi (Prokes, Stejskal, Omastova, 2001). Mezi nej-
modrou bazi. Vodivost klesa pfi tomto prechodu z jednotek S/cm na 10° S/cm (Stejskal,
Gilbert, 2002). Na Obrazku 13 je znazornéna zakladni stabilni emeraldinova forma, perni-
granilin (oxidovany emeraldin) a leoukoemeraldin (redukovany emeraldin). Emeralgin

I pernigranilin maji také protonované formy a odpovidajici baze (Stejskal, 2006).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 44

Protonovany pernigranilin {modry) Pemigranilinova baze | falovi)
- - +21® — —
i
4 | +H
1 +e
Protonovany emeraldin (zeleny, vodivy) Emeraldinovi bize (modra, nevodivi)

O+0-50 | = OO~

Leukoemeraldin (bezbarvy)

Obrdzek 13 — Formy PANI (prevzato z: Stejskal, 2006)

4.5 Vlastnosti

V této kapitole budou shrnuty poznatky o vlastnostech PANI (fyzikaln¢ chemickych
a biologickych).

45.1 Fyzikalné chemické vlastnosti

Vodivost: K rozvoji vyuzivani vodivych polymert doslo v poslednim desetileti spolu
S rozvojem znalosti o tomto specialnim typu polymera (Humpolicek et al., 2012). Polyani-
lin patii mezi tyto vodivé polymery, jeZ jsou velice zajimavé diky svym elektrickym a oxi-
dacné redukénim vlastnostem a potencialnimu vyuziti v mnoha oblastech. Elektricky vodi-
vé polymery jsou také znamé jako ,,syntetické kovy*“ (Lu et al. 2011). Na Obrdzku 14 jsou
ptiklady vodivych polymert, véetné polyanilinu (Stejskal, 2006). Ve struktufe se témto
sloucenindm pravideln¢ stiidaji jednoduché a dvojné vazby (jde o konjugovany systém)
a také obsahuji nositele naboje, jez zajistuji prenos naboje po fetézci (Stejskal, 2006). Ty

vznikaji procesem zvanym dopovani. Nejde vSak o klasické dopovani jako u anorganic-
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kych polovodicti — u polymert je nutna vyssi koncentrace (fadové az desitek procent) (Pro-
kes, Stejskal, Omastova, 2001). U téchto polymert se vodivost pohybuje okolo 0,01 — 30
S/cm. Srovnani anorganickych latek a organickych polymert je uvedeno na Obrazku 15

(Prokes, Stejskal, Omastova, 2001).

trans-polyacetylen

NH NH FMH
NH NH

polypyrrol

5 5 5

5 5 5
polythiofen
Ol DOl o
polyanilin (bize)

Obrdazek 14 — Priklady vodivych polymerii (prevzato z: Stejskal, 2006)
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Obrazek 15 — Mérna elektricka vodivost vybranych latek (prevzato z: Prokes,
Stejskal, Omastova, 2001)

Morfologie: Podle typu polymerace a reakénich podminek se 1isi i morfologie

vzniklych produkti. Pfi klasické polymeraci anilinu vznikéa produkt s granuldrni morfolo-

gii, pfi polymeraci pfi snizeni kyselosti vznikaji nanotrubky (viz Obrdzek 16). Piesna pfici-

na tvorby téchto tvarli neni znama4, ale je dalSim divodem atraktivity tohoto polymeru

(Stejskal, 2006).
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Obrdzek 16 — PANI nanotrubky (prevzato z Chiou, Epstein, 2005)

4.5.2 Biologické vlastnosti

Bunécna proliferace: Obecné povrchy pokryté polyanilinovymi filmy umoziuji
bunéénou adhezi. Vazba a rust bun€k na polyanilinovém povrchu je dana jeho hydrofilitou,
fyzikalnimi vlastnostmi povrchu atd. Co se ty¢e proliferace, je zde rozdil mezi formami
PANI. Pii porovnani filmu z polyanilinové soli, bazi a filmem oplachnutym ,,ultracistou*
vodou byla nejvyssi proliferace pozorovana u posledniho zminéného. Tento vysledek jde
odivodnit tim, Ze pisobenim ultracist¢ vody dojde mimo jiné k odstranéni potencidlné
toxickych necistot a v ptipad¢ polyanilinové soli dojde k deprotonaci a pfeméné na poly-
anilinovou bazi (ta umoziiuje proliferaci vice). Toto zjisténi omezuje biomedicinské vyuziti
polyanilinové soli bez toho, aniz by doslo k dal§im upravam, jako piecisténi atd. Na Ob-
razku 17 vidime morfologii rostoucich bun¢k na filmu (PANI baze) (Humpolicek et al.,

2012).
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Obrazek 17 — Morfologie rostoucich bunék na filmu (PANI badze) (prevzato z:
Humpolicek et al., 2012)

4.6 Vyuziti a aplikace

Polyanilin a obecné vodivé polymery pfildkaly velkou pozornost mimo jiné diky
snadnosti syntézy (Lu et al., 2011). Polyanilin nalezi mezi polymery, pro néz se hledalo
vyuziti pravé s ohledem na jeho schopnost reagovat na vnéjsi stimuly zménou své elektric-
ké vodivosti (Humpolicek et al., 2012). Této vlastnosti se da velmi dobie vyuzit
V biomedicin€ a to specidlné v aplikacich ve tkanich jakymi jsou ku ptikladu mozek, ner-
vova tkan ¢i srdce (Kucekova et al., 2014). I kdyz jsou biologické aplikace ted” velmi aktu-
alni, je zde jisté omezeni pii zpracovani. Polyanilin je totiz Spatn€ rozpustny ve vodé
i v organickych rozpoustédlech. Resenim tohoto problému by mohla byt kopolymerace

nebo protonace s kyselinami, coz by vedlo k lepsi rozpustnosti (Kucekova et al., 2014).

Vodivé polymery se daji také vyuzit jako biosenzory nebo pro kontrolu nad bunéc-
nou proliferaci a diferenciaci. Biosenzor se sklada ze snimaciho prvku (tj. biomolekuly)
a prevodniku. Snimaci prvek interaguje s analytem produkujicim chemicky signal, ktery je
pfeveden na snimac, ktery nakonec transformuje vstup na elektricky signal. Na Obrazku 18
je znazornéno schéma prenosu elektronti v amperometrickém biosenzoru. Enzym katalyzu-
je redoxni reakci specifického analytu, coz ma za nasledek snizeni vodivosti polymeru

(snimace) a méfeni proudu (Guimard, 2007).
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Obrazek 18 — Schéma amperometrického biosenzoru (prevzato z Guimard, 2007)

Vysoka vodivost pii dopingu cini tyto polymery slibnymi pro aplikace

v elektrooptickych, molekularnich a nanoelektrickych zatizenich a také jako natéry odolné
vici korozi. Kromé toho se schopnosti reverzibilniho dopingu da vyuzit v senzorech, sepa-
racnich membranach (Lu et al., 2011), pfi katalyze organickych reakcich, palivovych ¢lan-
cich, superkondenzatorech, nebo analytickych elektrodach (Humpolic¢ek, Kasparkova, Sa-
ha, Stejskal, 2012). Némecka firma Bayer pouZivd PANI v antistatickych vrstvach fotogra-
fickych filmi. Tyto vrstvy zabraiiuji vzniku elektrostatickych vyboji pii jejich rychlém
previjeni. Zmény optické absorpce PANI pii vlozeném elektrickém potencialu a elektro-
chemismus se uplatiluji v zobrazovaci technice. V tomto kontextu se hovofi o ,,elektronic-
kych tapetach® ¢i ,.inteligentnich oknech®. Tyto ,.inteligentni* vyrobky dok4zou reagovat
ameénit se dle pfani zakaznika. Tohoto principu se vyuziva 1 pfi vyvoji ,,neviditelnych*
letadel. Také byly navrZzeny optické senzory na bazi PANI indikujici zmény pH (Prokes,
Stejskal, Omastova 2001). Vodivé polyanilinové nanovlakna byly pouZity také jako nano-
plniva pro zlepSeni vlastnosti feroelektrického kopolymeru. Kromé toho byly polyanilinové
nanovlakna s pfimési zlatych nanoc¢astic oznafeny za potencialné vhodné k vyrobé digital-

niho energeticky nezavislého pamétového zatizeni (Long et al., 2011).
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cile bakalaiské prace byly stanoveny nasledovne:

e 'V teoretické Casti:

e definovat pojmy z oblasti biomaterali;

e shrnout poznatky o necistotdch v polymernich materialech a o moznych

zpusobech jejich detekce;

shrnout poznatky o polyanilinu a monomerech pouzitych pro jeho pfipravu.
e V praktické casti:

e vyvinout metodu HPLC vhodnou pro stanoveni zbytkovych monomert a tu-
to metodu ovérit;

stanovit zbytkové mnoZstvi monomert v realnych vzorcich polyanilinu me-
todou HPLC.
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6 METODIKA

6.1 Pristrojové vybaveni

o Vysokoucinny kapalinovy chromatograf Waters 600E (System Controller)

o Analytické vahy Sartorius, BA 110 S

Obrdazek 19 — kapalinovy chromatograf

6.2 Chromatografické podminky

Analyzy byly provedeny za pouziti HPLC moduladrniho systému skladajiciho
se z Cerpadla Waters 600E, vakuového odplynovate VD 040 (Watrex, Ceska republika)
a detektoru UV200 (Watrex, Ceské republika). Byla pouzita kolona C18 X-select (300 mm
X 7,8 mm, Waters). Analyza zbytkového anilin hydrochloridu a peroxodisiranu amonného
byla provedena za pouziti isokratického rezimu. Rychlost pritoku mobilni faze byla 0,8 ml
min™ a nasttikovy objem c¢inil 20 ml. Vzorky byly proméfeny UV detektorem pii vinové

délce 235 nm. Analyza dat byla provedena softwarem Clarity.
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6.3 Vzorky

V experimentalni ¢asti byly studovany vzorky PANI pfipraveného v pfitomnosti do-
povacich kyselin, jejich pehled je uveden v Tabulce 9. Vzorky byly pfipraveny na Ustavu
makromolekularni chemie Praha, dle postupu IUPAC (Stejskal, Sapurina, 2005).

6.3.1 Priprava vzorku
Priprava PANI

Vzorky polyanilinu byly syntetizovany oxidaci 0,2 mol L™ anilinu (Fluka, Svycar-
sko) 0,25 mol L™ peroxodisiranem amonnym (Lach-Ner, Ceské republika) v pritomnosti
1mol L vodnych roztokl kyseliny sirové (S), dusi¢né (N), fosfore¢né (P), chlorovodikové
(C1) a methansulfonové (M), (vie P-Lab, Ceska Republika). Vodné roztoky obou prekurzo-
ri a piislusné kyseliny se smisily, kratce se promichaly a nechaly v klidu polymerovat
pies noc. Protonované, vodivé PANI soli (PANI_S, PANI_N, PANI_P, PANI_CI,
PANI_M), pfipravené polymeraci, byly izolovany filtraci, promyty 0,2 M roztokem pfi-

slusné kyseliny, acetonem a vysuSeny na vzduchu.
Priprava vyluhii

Vyluhy PANI pro HPLC analyzu byly pfipraveny extrakci dle normy CSN EN ISO
10993-12 v pomeéru 0,2 g praSkového PANI na 1 ml ultracisté vody. Doba extrakce ¢inila
24 hod.

Tabulka 9 — Vzorky PANI pripravené v pritomnosti riiznych dopovacich kyselin

Oznaceni Typ kyseliny
PANIL_S sirova
PANI_M methansulfonova
PANI_P fosfore¢na
PANI_N dusi¢na

PANI_CI chlorovodikova
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6.4 Chemikalie

Chemikalie, které byly pouzity pro ptipravu mobilni faze a k neutralizaci PANI vylu-

hd, jsou uvedeny v Tabulce 10.

Tabulka 10 — Pouzité chemikalie

Nazev Vzorec Vyrobce/Dodavatel
Acetonitril, HPLC gradient grade CH3CN Chem-Lab
Demineralizovana voda H,O -
Kyselina octova CH3;COOH Ing. Petr Lukes
Octan sodny CH3;COONa Lachema Brno
Hydroxid sodny NaOH Ing. Petr Lukes

6.5 Standardy

Ke kalibraci byly pouzity komeréné dostupné standardy a to anilin hydrochlorid a pe-

roxodisiran amonny (amonium persulfat) — viz Tabulka 11.

Tabulka 11 — Pouzité standardy

Nazev Vzorec Vyrobce/Dodavatel
Ammonium persulfate (NH4)2S,04 Sigma-Aldrich
Anilin hydrochlorid CeHsCIN Sigma-Aldrich

6.6 Volba mobilni faze

V této bakalaiské praci bylo testovano né€kolik typti mobilnich fazi (MF), které se li-
Sily sloZzenim (smési acetonitrilu (ACN), acetatového pufru, kyseliny octové a deminerali-
zované vody). Testované mobilni faze jsou uvedeny v Tabulce 12. Acetatovy pufr pro pii-

pravu MF, (pH = 4) byl pfipraven smichanim 847 ml 0,1 M kyseliny octové a 153 ml



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

0,1 M octanu sodného a pro ptipravu MF3 (pH = 5) bylo smichano 357 ml 0,1 M kyseliny

octové a 643 ml 0,1 M octanu sodného.

Tabulka 12 — Slozeni pouzitych MF

Oznaceni SloZeni Pomér
MF, ACN : H,0 : CH3;COOH 60:40:0,4
MF, ACN : acetatovy pufr (pH = 4) 60 : 40
MF; ACN : acetatovy pufr (pH =5) 60 : 40

6.6.1 Mobilni faze MF; (ACN : H,O : CH3COOH)

Jako prvni byla testovana mobilni faze MF; o slozeni ACN : H,O : CH;COOH
v poméru 60 : 40 : 0,4.

e Kalibrace

Pro sestrojeni kalibra¢nich piimek bylo navazeno cca 420 mg peroxodisiranu
amonného (APS) a toto mnozstvi bylo kvantitativné pfevedeno do 50 ml odmérné banky
a doplnéno mobilni fazi. Dale bylo navazeno cca 15 mg anilin hydrochloridu (AH), kvanti-
tativné pirevedeno do 100 ml odmérné banky a rovnéZ doplnéno mobilni fazi. Z kazdého
z roztokl bylo pipetovano a smichano 25 ml. Z takto vzniklého roztoku byly pfipraveny
kalibra¢ni roztoky o koncentraci 1,684; 0,4211; 0,8422; 1,1791; 1,6844 g.ml'l APS
a0,032; 0,0079; 0,0158; 0,0221 g.ml™* AH. Tyto roztoky byly postupn& analyzovany vyse

uvedenou chromatografickou metodou. Kazdy roztok byl analyzovéan 3x.

o Piiklady vypo¢ta koncentraci standardi v Mobilni fazi MF;:

Vypocet koncentrace APS po 1. fedéni: (navazka APS =421.1 mg)

m 4211 m HL
Caps1 = VAPE ~ Ts0 ig - B2z _f
MF m m

Piiklad vypodtu koncentrace APS po 2. fedéni:

Capsa- Vi = Capsz-Va
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myg
) _CapsaVa _ 8422.25_7. ml a1 ™I
APS 2 v 50 ml ! ml

s

Vypocet koncentrace AH po 1. fedéni: (navazka AH = 15.8 mg)

Myy 15,8 mg B

0,158 —2
c = s R
il oy 100ml ml

Piiklad vypodtu koncentrace AH po 2. fedéni:

Cama-V1 = Capa- Vo

mg
_ CAH_.l' Vl _ D,lEB.EE_ml . ml B mg
’ 15 50 ml 1l

&

e Vzorky vyluhii PANI

Z kazdého ze vzorku vyluhu (kap. 6.3.1) bylo odebrano po 25 ul a doplnéno mobil-
ni fazi na objem 10 ml. Ze vzorku PANI_P bylo odebrano 50 pl a doplnéno mobilni fazi
na tentyz objem. Vzhledem k tomu, Ze vyluhy mély pH v siln€ kyselé oblasti, byla prove-
dena i HPLC analyza neutralizovanych vyluht. V tomto ptipadé byly vzorky pfipraveny

obdobnym zptsobem, po piedchozi neutralizaci vyluht hydroxidem sodnym.

6.6.2 Mobilni faze MF, (ACN : acetatovy pufr (pH = 4))

Jako druha byla testovana mobilni faze MF; o sloZeni ACN: acetatovy pufr o pH =
4 v poméru 60 : 40.

o Kalibrace
Kalibrace probihala stejnym zptsobem, jak je popsano v kap. 6.6.1.
o Piiklady vypoc¢ta koncentraci pro Mobilni fazi MF, :

Vypocet koncentrace APS po 1. fedéni:

m 4206 m HL
Capsq = V‘”’E = — ig = 8,412 —f
MF m m

Vypocet koncentrace APS po 2. fedéni:

Capsa- Vi = Capsz-Va
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mg

c . V. 841225°% ml m
Cipsy = ST _ ml — 4.206 g
= 1, S50 ml ml
Vypocet koncentrace AH po 1. fedéni:
1 158 m HL
Capp g = —= = 9= 0,158 2
g Vir 100 ml ml
Vypocet koncentrace AH po 2. fedéni:
Cama-V1 = Cama-Va
m
s Vi u,155.25ﬁ‘. ml mg
Cagg o = : = = 0,0790 —
- |2 S0ml ml

&

o Vzorky vpluhit PANT
Z jednotlivych vzorkd vyluhtt PANI, pfipravenych v pfitomnosti rtiznych dopova-
cich kyselin (PANI_S, PANI_M, PANI_P, PANI_N, PANI_CI) bylo odebrano vzdy 25 ul

a doplnéno mobilni fazi na objem 10 ml. Mobilni faze MF; (ACN : acetatovy pufr
(pH = 4)).

6.6.3 Mobilni faze MF, (ACN : acetatovy pufr (pH = 5))

Nasledné byla testovana MF; o sloZzeni ACN: acetatovy pufr o pH = 5 v poméru

60 : 40.

e Kalibrace

Vzhledem ke skutecnosti, Ze pfi pouZiti této mobilni faze nedoslo k vyraznéjSimu
posunu retencnich cast pika sledovanych standardt oproti MF; s acetatovym pufrem o pH
4, byla pro vypocet pouzita kalibrace z kap. 6.6.2. Kontrola reten¢nich ¢ast byla provedena
za pouziti standardu APS o koncentraci 0,04227 g.ml™ a AH 0,0079 g.ml™ . Tento roztok
byl analyzovan 3x s prakticky totoznymi vysledky.

o Vzorky vyluhii PANI

Ze vzorkl vyluhti bylo odebrano vzdy 25 pl a doplnéno mobilni fazi MF3 na objem
10 ml. U vzorku PANI P bylo odebrano 50 ul a doplnéno na tentyz objem.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Volba mobilni faze

Za ucelem stanoveni koncentrace prekurzori/monomertt ve vodnych vyluzich
z PANI prasku, které byly pfipraveny v pfitomnosti riznych dopovacich kyselin (chlorovo-
dikové, sirové, dusi¢né, fosfore¢né a methansulfonové), byly testovany tfi mobilni faze
0 slozeni uvedeném v Tabulce 12. Vysledky stanoveni jsou piedstaveny a diskutovany

Vv nésledujici ¢asti prace.

7.1.1 MF; (ACN : H,O : CH3;COOH)

Jako prvni byla pouzita mobilni faze MF; 0 slozeni ACN : H,O : CH3COOH
v poméru 60 : 40 : 0,4. Tato mobilni faze byla shledana jako vyhovujici, protoze doslo
k dobré separaci AH i APS. Ztohoto divodu byly sestrojeny kalibra¢ni zavislosti
jak pro APS, tak pro AH a nasledné byly analyzovany i vzorky vyluhi PANI pfipravenych
V pfitomnosti vySe uvedenych dopovacich kyselin. Byla provedena i analyza zneutralizova-
nych vyluhil s cilem zjistit, jestli zmény pH vyluhu ovlivni charakteristické chromatogra-
fické veli¢iny, jako je retencni Cas a tvar chromatografického piku v pfipadé, ze je pouzita

tato nepufrovana mobilni faze.

Tabulka 13 — Data pouzita pro sestrojeni kalibracnich zavislosti pro stanoveni anilin

hydrochloridu (AH) a peroxodisiranu amonného (APS). Mobilni fize MF1,

Retenéni ¢as APS Ri= 2,8 min Retenéni ¢as AH Ry= 3,9 min
Koncentrace APS Plocha piku APS Koncentrace AH Plocha piku AH
[g/mlI] [mV.s] [g/mi] [mV.s]

0,1684 11,20+ 1,13 0,0032 176,05 + 2,05
0,4211 141,03 + 8,08 0,0079 442,50 +£4,75
0,8422 340,70 + 3,97 0,0158 870,70 £ 6,16
1,1791 536,47 + 1,29 0,0221 1209,10 + 9,38

1,6844 783,57 £ 5,05 0,0316 1781,63 £2,06
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Obrdazek 20 — Kalibracni graf zavislosti plochy piku na koncentraci standardu
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Obrazek 21 — Kalibracni graf zavislosti plochy piku na koncentraci AH
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Obrazek 22 — Priklad chromatogramu kalibracniho roztoku obsahujiciho APS o koncen-
traci 0,4211 mg/ml a AH 0,0079 mg/ml AH. Stanoveno v MF;,

Z chromatogramu standardniho roztoku uvedeného na Obrdzku 22 (koncentrace
APS 0,4211 mg/ml a AH 0,0079 mg/ml) je patrna dobra separace obou analytt, APS s re-
tenénim ¢asem 2,78 min a AH s reten¢nim ¢asem 3,96 min. Analyzou dalSich standardu,
Vv ostatnich fedénich, se retencni Casy vyrazné nemeénily, ¢imz byla potvrzena vhodnost
pouzité mobilni fdze pro analyzu vyluhl. Obecné je chromatogram jasny bez dalSich Sumu

a nezadoucich vlivu.

Z chromatograml ziskanych pii analyze standardii o rGznych koncentracich AH
a APS byly integraci ziskany ptislusné plochy pikli analyti a hodnoty byly vyneseny
do kalibracniho grafu proti koncentracim. Byly tak sestrojeny kalibracni zavislosti, ze kte-
rych byly ziskany regresni rovnice, které slouZily k zjiSténi koncentrace jednotlivych zbyt-
kovych monomert ve vyluzich. Pfi vypoctu bylo nutné zvazit faktor ziedéni, zohlednujici

piipravu vzorku.
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Vypoctem byly stanoveny nasledujici regresni rovnice:

Regresni rovnice pro APS (viz Obrdzek 20):

¥+E0,061

¥y =511,39x — 80,061 — x = .
- 511,39

kde: y ... plocha odpovidajiciho piku z chromatogramu [mV.s]

X ...hledana koncentrace monomeru [mg/ml]
f ... faktor fedéni [1]

Vzorovy vypocet koncentrace APS pro PANI S:

339,499 + 80,061 10 000
x= . = 328mg/ml
511,39 25

Regresni rovnice pro AH (viz Obrdzek 21):

¥+E.TTE

y =56110x — 8,778 = x = .
- 56110

kde: y ... plocha odpovidajiciho piku z chromatogramu [mV.s]
X ...hledana koncentrace monomeru [mg/ml]
f ... faktor fedéni [1]

Vzorovy vypocet koncentrace AH pro PANI_S:

_ 84,79 + 8,778 10 000
N 56110 25

= 0,667 mg/ml

e Vzorky vyluhii vzorki PANI pfipravenych v pfitomnosti riznych dopovacich
kyselin
Priklady chromatogramti vyluhti PANI S, PANI_N a PANI_M jsou uvedeny
na Obrdzku 23, 24, 25. Z chromatogrami je patrné, ze APS a AH byly dobfe separovany
I v redlnych vzorcich. Kromé sledovanych analyti byly na chromatogramech pfitomny
i dalsi neidentifikované piky. Nejzieteln€jsi byl neznamy pik/analyt vyluhu PANI_N
Vv retenénim case 5,4 min. Mohlo by se jednat napfiklad o hydrochinon ¢i jinou latku.

Pro konkrétni zjisténi této latky by vSak bylo nutné provést fadu dalSich analyz, coz nebylo
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soucasti této prace. Vysledky stanoveni koncentrace zbytkovych monomert ziskané

z kalibra¢nich ptimek (Obrazek 20 a 21) jsou pak uvedeny v Tabulce 14.
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Obrazek 23 — Chromatogram vyluhu PANI _S. Stanoveno v Mobilni fazi MF .
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Obrazek 24 — Chromatogram vyluhu PANI _N. Stanoveno v Mobilni fazi MF1 |
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Obrdazek 25 — Chromatogram vyluhu PANI M. Stanoveno v Mobilni fazi MF

Tabulka 14 — Koncentrace monomerii ve vyluzich vzorkit PANI pripravenych v pritomnosti

uvedenych dopovacich kyselin, stanovené HPLC pri pouziti MF

Vzorek Koncentrace APS [mg/ml] Koncentrace AH [mg/ml]
PANI_S 328 0,37
PANI_M 147 0,53

PANI_P 39 0,13
PANI_N 80 0,48
PANI_CI 89 0,38

e Vzorky neutralizovanych vyluhii vzorku PANI pFipravenych v pFitomnosti
ruznych dopovacich kyselin

V dal§im kroku byly analyzovany vyluhy PANI vzorki, jejichZ pH bylo upraveno
pfidavkem NaOH do neutréalni oblasti. Pfiklady chromatogramii vyluhtt PANI_S, PANI N
a PANI_M jsou uvedeny na Obrdzku 26, 27, 28. Z chromatogram je patrné, ze APS a AH
byly rovnéz dobie separovany. | po tprave pH vyluhu vsak nedoslo ke zlepseni v separaci
nejzietelnéjsiho neznamého piku/analytu ve vyluhu PANI_N (pouze se zménila doba elu-
ce, retencni ¢as €inil v tomto ptipadé 4,85 min). Souhrnné vysledky z tohoto stanoveni jsou

uvedeny v Tabulce 15.
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Obrdazek 26 — Chromatogram neutralizovaného vyluhu PANI S. Stanoveno
vV Mobilni fazi MF .
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Obrazek 27 — Chromatogram neutralizovaného vyluhu PANI _N. Stanoveno
V Mobilni fazi MF; .
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Obrazek 28 — Chromatogram neutralizovaného vyluhu PANI M. Stanoveno

V Mobilni fazi MF1

Tabulka 15 — Koncentrace monomerii v neutralizovanych vyluzich vzorkit PANI priprave-

nych v pritomnosti uvedenych dopovacich kyselin, stanovené HPLC pri pouziti MFy

Vzorek Koncentrace APS [mg/ml] Koncentrace AH [mg/ml]
PANI_S 228 0,39
PANI_M 175 0,55
PANI_P 67 0,11
PANI_N 135 0,45
PANI_CI 138 0,30

7.1.2 MF,(ACN : acetatovy pufr (pH = 4))

Jako dalsi byla pouzita mobilni faze MF; o slozeni ACN: acetatovy pufr o pH = 4.

V poméru 60 : 40. Tato mobilni faze byla vybrana kvili predpokladu, Ze by zména pH

mohla zlepsit separaci neznamého piku ve vyluhu PANI_N. Bylo mozné rovnéz predpo-

kladat, ze pufrovana mobilni faze bude zarukou dobré separace anilin hydrochloridu. Mo-

bilni faze byla shledana jako vyhovujici, a proto byla provedena kalibrace i analyza jednot-

livych vodnych vyluht PANI.
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Tabulka 16 — Data pouzita pro sestrojeni kalibracnich zavislosti pro stanoveni anilin

hydrochloridu (AH) a peroxodisiranu amonného (APS). Mobilni fize MF.

Retenéni ¢as APS R;=2,7 min Retenéni ¢as AH Ri= 4,7 min
Koncentrace APS Plocha piku APS Koncentrace AH Plocha piku AH
[g/ml] [mV.s] [o/ml] [mV.s]
0,0841 49,23 £ 1,10 0,00158 131,67 £ 1,33
0,1682 94,63 £0,32 0,00316 290,00 + 12,60
0,4206 214,93 £ 3,73 0,00790 651,10 £ 8,09
0,6730 349,03 + 2,58 0,01260 976,40 £+ 5,94
0,8412 434,97 £ 6,16 0,01580 1281,77 + 6,83
1,1777 588,23 + 3,88 0,02210 1663,90 £ 2,00
1,6824 863,93 £4,65 0,03160 2493,10 £ 5,37
1000 -
900 - y=504,7x+7,2311
R2=0,9993
800 -
W 700 -
>
E 600 -
2 500 -
o
8 400 -
= 300 -
200 -
100 -
0 T T T 1
0 0,5 1 1,5 2
koncentrace APS {mg/ml)

Obrazek 29 — Kalibracni graf zavislosti plochy piku na koncentraci standardu

APS
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Obrazek 30 — Kalibracni graf zavislosti plochy piku na koncentraci standardu AH
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Obrazek 31 — Priklad chromatogramu kalibracniho roztoku obsahujiciho APS
0 koncentraci 0,4206 mg/ml a AH 0,0079 mg/ml AH. Stanoveno v MF,,

Z chromatogramu standartniho roztoku uvedeného na Obrazku 31 (koncentrace
0,4206 mg/ml APS a 0,0079 mg/ml AH) je patrna dobra separace APS s reten¢nim ¢asem
2,72 min a AH s reten¢nim ¢asem 4,69 min. Chromatografické piky jsou symetrické a za-
znam je bez dalSich Sumti a nezadoucich vlivi. Déle se pokrac¢ovalo jako u MF; — viz kapi-

tola7.1.1.
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Vypoctem byly z analyzovanych dat stanoveny nasledujici regresni rovnice:

Regresni rovnice pro APS (viz Obrdzek 29):

¥—7.231
304.7

y=5047x+ 7,231 - x= f

Regresni rovnice pro AH (viz Obrdzek 30):

»—17,181

y=78521x + 17,181 = x = .
73521

kde: y ... plocha odpovidajiciho piku z chromatogramu [mV.s]
X ...hledana koncentrace monomeru [mg/ml]

f ... faktor fedéni [1]

e Vzorky vyluhii vzorki PANI pripravenych v pfitomnosti riznych dopovacich
kyselin

Ptiklady chromatogramti vyluhi PANI S, PANI_N a PANI_M jsou uvedeny
na Obrazku 32, 33, 34. Z chromatogrami je patrné, ze APS a AH byly dobfe separovany
I v realnych vzorcich. | zde byly, kromé sledovanych analytd, na chromatogramech pii-
tomny dal$i neidentifikované piky. Vyznamny neznamy pik/analyt pfitomny ve vyluhu
PANI_N, ktery se pfti analyze vzorku v MF; eluoval v reten¢nim ¢ase cca 5,4 min zménil
diky zméné sloZeni mobilni fdze vyznamné svoji polohu a v této pufrované mobilni fazi
byl jeho retenéni ¢as vyrazné kratsi, a to 2,88 min. K dalsi zmén¢ doslo v retenci prvniho
piku, ktery by m¢l piedstavovat APS. Oproti mobilni fazi MF; byly v oblasti retence APS
zaznamenany dva elué¢ni piky v tésné blizkosti, jeden s Rt = 3,10 min a druhy s Rt = 3,31
min. Tato skute¢nost mize byt zptisobena tzv. splitem piku — tzn., ze APS (jedna slouceni-
na) se eluuje ve dvou picich, coz je obvykle disledkem ne zcela optimalnich chromatogra-
fickych podminek. Dalsi moznosti je, Ze se jedna o dvé rozdilné slouceniny, které v MF
nebyly viditelné a po zméné slozeni (a pH) doslo k jejich viditelné separaci. V Tabulce 17
je jako koncentrace APS uveden soucet koncentraci obou ,,rozdélenych® piku, i kdyz v tuto
chvili neni jasné, zda je tento pfistup spravny. Objasnéni tohoto problému pak bude pied-

métem dalsi prace.
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Obrazek 32 — Chromatogram neutralizovaného vyluhu PANI S. Stanoveno

vV Mobilni fazi MF, .
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Obrazek 33 — Chromatogram neutralizovaného vyluhu PANI _N. Stanoveno
vV Mobilni fazi MF .



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 70

135 -

130 -

= =
N N
o 8]

Napéti (mV)
=
=
9y

o \I\I\_AJ

105 -

100 T T T T T T T 1
2 2,5 3 3,5 4 4.5 5 5,5 )

Retendni ¢as (min)

Obrdazek 34 — Chromatogram neutralizovaného vyluhu PANI M. Stanoveno
V Mobilni fazi MF> .

Tabulka 17 — Koncentrace monomerii ve vyluzich vzorkit PANI pripravenych

V pritomnosti uvedenych dopovacich kyselin, stanovené HPLC pri pouZiti MF»,

Vzorek Koncentrace APS [mg/ml] Koncentrace AH [mg/ml]
PANI_S 221 0,44
PANI_M 164 0,51

PANI_P 0 0,02
PANI_N 13 0,32
PANI_CI 29 0,23

7.1.3 MF; (ACN : acetatovy pufr (pH =5))

Jako posledni byla pouzita mobilni faze MF3 0 slozeni ACN: acetatovy pufr
0 pH =5. V poméru 60 : 40. Tato mobilni faze byla vybrana kviili pfedpokladu, ze by dalsi
zména pH mohla pomoci zlepsit separaci pritomnych analyti. Mobilni faze byla shledana
jako vyhovujici také a proto byla provedena analyza vyluhti PANI. Analyzou kalibra¢niho
roztoku obsahujiciho standard APS o koncentraci 0,4227 mg/ml a AH 0,0079 mg/ml bylo
zjisténo, Ze jejich reten¢ni Casy se shoduji s retencnimi ¢asy zaznamenanymi v MF,. Z vy-
sledkii tedy vyplynulo, ze pro stanoveni muze byt pouzita kalibracni zavislost z analyzy

standardda v MF.
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Obrazek 35 — Priklad chromatogramu kalibracniho roztoku obsahujiciho APS o
koncentraci 0,4227 mg/ml a AH 0,0079 mg/ml AH. Stanoveno v MFj,

e Vzorky vyluhii vzorku PANI pripravenych v pritomnosti riiznych dopovacich
kyselin
Ptiklady chromatogramti vyluhi PANI S, PANI_N a PANI_M jsou uvedeny
na Obrdzku 36, 37, 38. Z chromatogramd je patrné, Ze APS a AH byly rovnéZ dobte sepa-
rovany i v realnych vzorcich. | zde byly kromé sledovanych analyti na chromatogramech
pritomny 1 dal$i neidentifikované piky. Situace vSak byla velmi podobna jako pii analyza
v mobilni f4zi s pH = 4. Doslo jen k zanedbatelnému posunu v retencnich casech sledova-

nych analytt (viz Tabulka 18).
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Obrdazek 36 — Chromatogram neutralizovaného vyluhu PANI S. Stanoveno

V Mobilni fazi MFs3 .
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Obrazek 37 — Chromatogram neutralizovaného vyluhu PANI _N. Stanoveno
vV Mobilni fazi MF3 .
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Obrdazek 38 — Chromatogram neutralizovaného vyluhu PANI M. Stanoveno
V Mobilni fazi MF3

Tabulka 18 — Koncentrace monomerii ve vyluzich vzorkit PANI pripravenych

V pritomnosti uvedenych dopovacich kyselin, stanovené HPLC pri pouziti MF3

Vzorek Koncentrace APS [mg/ml] Koncentrace AH [mg/ml]
PANI_S 366 0,39
PANI_M 184 0,50

PANI_P 8 0,04
PANI_N 37 0,32
PANI_CI 55 0,22

7.2 Srovnani stanoveni sledovanych analytii v jednotlivych mobilnich
fazich

Srovnéni koncentraci zbytkovych monomerti, pfitomnych v jednotlivych vyluzich,
které byly ziskany analyzou ve studovanych mobilnich fazich je uvedeno v Tabulce 19
a 20. U MF1 neobsahujici pufr (slozeni viz kapitola 6.6) byla koncentrace obou monomert
ve vyluzich PANI stanovena pomérné dobie a oba monomery piedstavovaly majoritni
podil pfitomnych necistot. Vyjimkou byl vyluh PANI N (polymer pfipraveny v pfitomnosti
kyseliny dusi¢né), kde byl v retenénim case 5,4 min zaznamenan vyskyt neznamého

piku/analytu. Mohlo by se jednat napiiklad o hydrochinon ¢i jinou latku, jeji pfesna
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identifikace vSak nebyla soucasti této prace. Z duvodu kyselosti vyluht byla u MF;
provedena i analyza neutralizovanych vyluhti PANI, ale nedoslo k vyraznéjSim zménam
chromatografickych veli¢in. Déle byla pouzitim MF, a MF3 (slozeni viz kapitola 6.6)
provedena analyza vyluhi PANI v pufrované mobilni fazi o rizném pH. Analyza
prokazala, ze vysledky stanoveni v MF, a MF; jsou obdobné. Pufry obecné zlepSuji tvar
piku, coz potvrdila i pfedstavena metoda. Ve srovnanim s MF; dosSlo u vyluhu PANI N
analyzovanych v téchto mobilnich fazich k dramatickému posunu neznamého piku/analytu
(Rt = 2,88 min) a zméné v oblasti eluce APS. V této souvisloti je tieba konstatovat, ze pH
mobilni fdze ma vliv na UV spektra ionizovatelnych analytil, a tedy ovliviiuje 1 detekci
pouzitym UV detektorem. U anilinu klesa odezva pii 235 nm s klesajici hodnotou pH
(anilin je vice protonizovan). Nejvyssi odezvu (a retenci) je tedy mozno océekavat

v mobilnich fazich, kde anilin neni protonizovany.

Na zékladé predstavenych vysledkd je mozno konstatovat, Ze koncentrace zbytko-
vého anilin hydrochloridu v polyanilinu se liSila v zavislosti na typu vzorku, resp. typu do-
povaci kyseliny, v jejichZ pfitomnosti byl polyanilin pfipraven. Nejvice zbytkového AH
bylo stanoveno V polyanilinu pfipraveném v ptitomnosti kyseliny methansulfonové, nej-
méné pak v polymeru pfipraveném s kyselinou fosforecnou. Obdobny zavér l1ze ulinit
I v ptipadé APS. I kdyz stanoveni APS neni tak spolehlivé jako AH vysledky naznacuji,
ze nejvice zbytkového APS je obsazeno ve vzorku polyanilinu polymerovaného
Vv piitomnosti kyseliny sirové a nejméné pak opét v polymeru piipraveném s Kyselinou fos-

fore¢nou.

Tabulka 19 — Srovndni koncentraci APS ve vyluzich vzorkit PANI pripravenych

V pritomnosti uvedenych dopovacich kyselin, stanovené HPLC, pri pouziti MF1,

MF,; a MF3
Vzorek Koncentrace APS [mg/ml]
MF; MF; (neutrali- MF, MF;
zované vyluhy)
PANI_S 328 228 221 366
PANI_M 147 175 164 184
PANI_P 39 67 0 8
PANI_N 80 135 13 37

PANI _CI 89 138 29 55
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Tabulka 20 — Srovndni koncentraci AH ve vyluzich vzorkit PANI pripravenych

V pritomnosti uvedenych dopovacich kyselin, stanovené HPLC, pri pouziti MF1,

MF, a MF;

Vzorek Koncentrace AH [mg/ml]

MF, MF, (neutrali- MF, MF;

zované vyluhy)

PANI_S 0,37 0,39 0,44 0,39
PANI_M 0,53 0,55 0,51 0,50
PANI_P 0,13 0,11 0,02 0,04
PANI_N 0,48 0,45 0,32 0,32
PANI_CI 0,38 0,30 0,23 0,22
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ZAVER

Bakalaiska prace byla zaméfena na stanoveni zbytkovych monomert, anilin hyd-
rochloridu a peroxodisiranu amonného ve vyluzich vodivého polymeru polyanilinu, ptipra-
veného v pfitomnosti riznych dopovacich kyselin. K tomuto ucelu byla pouzita HPLC.
Vyvoj metody pro tento ucel je dulezity, nebot’ s jeji pomoci je mozno sledovat zbytkové
nedistoty, jejichZ uvolnovani mize negativné ovliviiovat chovani bun¢k, napf. pfi in vitro

testech cytotoxicity.

Z vysledkl vyplyva, ze navrzena metoda je pro analyzu anilin hydrochloridu po-
meérné spolehlivé. Jednotlivé hodnoty koncentraci tohoto zbytkového monomeru, stanove-
né pro konkrétni vzorek v pouzitych mobilnich fazich, se do urc¢ité miry lisi. Pro analyzu by
vSak primarni volbou méla byt pufrovand mobilni faze. V mobilni fazi obsahujici pufr je
zajisténo zachovani stabilniho pH ve vzorcich vyluht, kde jsou ptitomny zbytkové dopo-

vaci kyseliny o rtizné sile.

Na rozdil od anilin hydrochloridu neni stanoveni druhého z monomera peroxodisi-
ranu amonného, zcela uspokojivé. Separace tohoto analytu se vyrazné lisila v zavislosti
na pouzité mobilni fazi.

Ve vzorcich vyluhii pak byly identifikovany i dal§i neznamé analyty, jejichZ mnoz-
stvi nebylo vyznamné s vyjimkou vzorku PANI N, pfipravené¢ho v pfitomnosti kyseliny
dusi¢né. Zde byl zaznamenan neznamy pik, jehoZ retencni Cas se vyznamné€ ménil se sloze-
nim mobilni faze. Snaha o identifikaci tohoto piku srovnanim jeho retencniho Casu
s reten¢nimi Casy dostupnych standardi (pfevazen¢ dimert anilinu jako benzidin, phenazin,
azobenzen) nebyla uspé$nd. V pokracujicich experimentech tedy budou testovany dalsi

mozné piitomné necistoty, napf. benzochinon nebo hydrochinon.

V dalS$ich krocich vyvoje spolehlivé metody pro stanoveni zbytkového peroxodisi-
ranu amonného (pfipadn¢ dalSich necistot) je mozno navrhnout nasledujic postup.
Z diavodi nespolehlivého stanoveni APS metodou HPLC s detektorem UV by bylo vhod-
né jeho stanoveni ovéfit pouzitim jiného detektoru — napt. ELSD detektor, ktery detekuje
vSechny analyty (i ty, které ve své molekule neobsahuji UV chromofory). Dal$i vhodnou
alternativou by bylo pouziti nékteré ze spektroskopickych metod, napt. UV-VIS spektros-
kopie (Liang et al., 2008).
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HAP Hydroxyapatit
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PE Polyethylen

PS Polystyren
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PMMA Polymethylmetakrylat
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DSC Diferen¢ni kompenzacni kalorimetrie

NMR Nuklearni magneticka rezonance
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IR spektroskopie Infracervena spektroskopie

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
ACN Acetonitril

APS Amonium persulfat (peroxodisiran amonny)
AH Anilin hydrochlorid

PANI Polyanilin

MF Mobilni faze

HAP Hydroxyapatit
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