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ABSTRAKT

Této bakalérska praca sa zaoberd studiom uvolfiovania aktivnych 1atok z porovitych Struktar
na baze poly(3-hydroxybutyratu) (P3HB). Teoreticka Cast’ popisuje zakladné charakteristiky
polyhydroxyalkanoatov, ich G¢inky na organizmus a priblizuje metodu elektrostatického
zvlaknovania.

V experimentalnej casti boli elektrospinningom vytvorené Struktary z roztoku poly(3-
hydroxybutyratu) v zmesi rozptstadiel dichlormetanu a chloroformu v troch réznych
pomeroch. Morfologia vytvorenych vilaknitych pérovitych struktar bola posidena pomocou
skenovacej elektronovej mikroskopie, na zaklade ktorej bola do vhodnych Struktar
inkorporovand aktivna latka, antibiotikum Levofloxacin. Antimikrobiélna aktivita antibiotika
uvolfiovaného z pripravenych porovitych struktir bola testovana agarovou difuznou metddou
proti gram-negativnym baktéridm Escherichia coli a Serratia marcescens, gram-pozitivnej
bakterii Micrococcus luteus, a proti kvasinke Candida glabrata, pricom vysledky ukazali
vyrazny antimikrobialny u¢inok pripravenych vzoriek voc¢i vsetkym bakterialnym kmetiom,
v pripade kultary kvasinky nedoslo k vzniku inhibiénych zo6n pri Ziadnej zo vzoriek. TieZ bol
spektrofotometricky Studovany vplyv uvolfiovania aktivnej latky z pripravenych vldken
v zavislosti od vytvorenej morfologickej struktary. Bolo zistené, Ze antibiotikum bolo do tychto
Struktar Uspesne inkorporované a jeho uvolfiovanie zaviselo od morfologie vzorky.

KLZUCOVE SLOVA
antimikrobidlna aktivita, uvolfiovanie lieCiva, elektrospinning, poly(3-hydroxybutyrat),
porovité Struktary



ABSTRACT
This bachelor thesis deals with the study of the release of active substances from porous
structures based on poly(3-hydroxybutyrate) (P3HB). The theoretical part describes the basic
characteristics of polyhydroxyalkanoates, their effect on the organism and method of
electrospinning.

In the experimental part, solutions of poly(3-hydroxybutyrate) in a solvent mixture of
dichloromethane and chloroform were electrospun in three different ratios. The morphology of
the formed fibrous porous structures was assessed by scanning electron microscopy, based on
which the active substance, the antibiotic Levofloxacin, was incorporated into suitable
structures. Antimicrobial activity of the antibiotic released from prepared porous structures was
tested by the agar diffusion method against gram-negative bacteria Escherichia coli and
Serratia marcescens, the gram-positive bacterium Micrococcus luteus and against the yeast
Candida glabrata. The results showed a significant antimicrobial effect of the prepared samples
against all bacterial cultures, in the case of the culture of yeasts, no zones of inhibition occurred.
Next, the course of the active substance release from the prepared electrospun meshes was
studied spectrophotometrically depending on the morphological structure. It was found that the
active substance was successfully incorporated into electrospun fibers and the course of the
drug release depended on the morphology of P3HB electrospun meshes.

KEYWORDS
antimicrobial activity, drug release, electrospinning, poly(3-hydroxybutyrate), porous
structures
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1 UVvOD

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) st biopolyméry patriace do skupiny biopolyesterov. Medzi PHA
patria napriklad poly(3-hydroxybutyrat) (P3HB), poly(4-hydroxybutyrat) (P4HB), kopolymér
na baze P3HB a PAHB P3HB4HB, kopolyméry 3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyhexanoatu
(PHBHHXx) a terpolyméry 3-hydroxybutyratu, 3-hydroxyvalerdtu a 3-hydroxyhexanoatu
(PHBVHHX). Ich molekulova hmotnost’ sa pohybuje v rozmedzi niekol’ko desiatok tisic az
niekol’ko miliénov daltonov. V zavislosti od ich molekulovej hmotnosti, Struktary (amorfne;j
alebo semikrystalickej) a funkénych skupin sa menia ich fyzikalno-chemické vlastnosti. PHA
st biodegradovatel'né a biokompatibilné biopolyméry produkované biotechnologickymi
metodami pomocou Sirokého spektra baktérii za podmienok limitného mnozstva nutrientov,
napriklad dusika a zaroven vyrazného nadbytku zdroja uhlika. Za poslednych 20 rokov
prebehlo mnozstvo vyskumov zameranych na vyvoj lieCebnych aplikacii s pouzitim PHA.
Medzi priklady aplikécii in vivo patria zdravotnicke pomocky, ako su stehy, adhézne bariéry a
ventily, regeneracné zariadenia tkaniv, kardiovaskularne néaplasti, kibové opravné ,scaffoldy
(tzv. leSenia), nahrady kostného $tepu, nervové vodice ¢i matrice nosicov lieku. Ich vyhodou
na rozdiel od nebiodegradovatel'nych polymérov je biokompatibilita a odbtratel'nost’ v tele bez
vzniku toxickych latok [1,2].

PHA sU jedinym typom polymérov vyrabanym cisto mikrobidlnou syntézou. Mechanické
vlastnosti PHA je mozné upravit’ pouzitim roznych monomérov a ich réznych pomerov, aby sa
splnili poziadavky na material implantatu. Zatial’ boli vyvinuté rézne technoldgie povrchovej
modifikacie, vratane modifikacie pomocou lipaz, kyslych alebo alkalickych ¢inidiel, chemické
Stiepenie, fyzikalne pripojenie ligandov (a/alebo receptorov), ako aj tvorba PHA nanovlaken na
zlepsenie ich u¢inkov pri procese regeneracie tkaniva [3,4].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty su linearne polyestery skladajiuce sa z monomérov na béaze
hydroxyalkanovych kyselin. Hydroxylova skupina sa vyskytuje vyhradne v R konfiguracii, ¢o
je dané Specifitou enzymov zapojenych do syntézy PHA. Jedna sa o polyestery produkované
intracelularne celou radou mikroorganizmov, teda gram-negativnymi a gram-pozitivnymi
baktériami, ktoré si baktérie vytvaraju ako zasobny zdroj uhlika a energie pre pripad zhorSenia
zivotnych podmienok prostredia, v ktorom ziju [3,5].

2.1.1 Struktiira a rozdelenie

Zéakladnt $truktaru polyhydroxyalkanoatov tvoria jednotlivé monomérne jednotky (obrazok ¢.
1). Monomérne podjednotky sa vicSinou vyskytuju vo forme 3-hydroxy-substituovanych
mastnych kyselin. Hydroxyskupina jednej kyseliny je esterifikovana karboxylovou skupinou
nasledujucej kyseliny za vzniku linedrneho polyesteru [6].

R1 o) Rz o)

| Il | Il

CH C CH C

TN AN S
o) (CH2fx o (CH2)« o .

Obrazok ¢. 1: Vseobecna Struktiira polyhydroxyalkanoatov [6]

Polyhydroxyalkanoaty (PHA), podla po¢tu uhlikovych atomov v jednotlivych monoméroch,
mozeme rozdelit’ do troch zakladnych skupin, na PHA s kratkym ret'azcom (short-chain length
PHA, scl-PHA) s dizkou 35 uhlikov v monomérnej jednotke, PHA so stredne dlhym ret'azcom
(medium-chain length PHA, mcl-PHA) s dizkou 6-14 uhlikov a PHA s dlhym retazcom (long-
chain length PHA, Icl-PHA) s dizkou viac ako 15 uhlikov. Do sti¢asnej doby bolo popisanych
asi 150 jednotlivych monomérov, z ktorych sa mézu PHA skladat’. Va¢sinou sa jednd o 3-
hydroxykyseliny, vzacnejSie 4,6-hydroxykyseliny nasytené i nenasytené, vetvené, pripadne
s d’alsimi funkénymi skupinami [7,8].

2.1.2 Vlastnosti

PHA su biodegradovatel'né semikrystalické termoplasty. Vyrazna vacsina mikroorganizmov
syntetizuje bud’ scl-PHA, obsahujlce predovsetkym jednotky 3HB alebo mcl-PHA obsahujlce
3-hydroxyoktanoat (3HO) a 3-hydroxydekanoat (3HD) ako hlavné monoméry, no medzi
najviac prebadané patri hlavne poly(3-hydroxybutyrat) (P3HB). Termické a mechanické
vlastnosti (hlavne pevnost’ v tahu) P3HB, sa podobaju vlastnostiam polypropylénu (PP). PP je
nebiodegradovatelny, ale recyklovatelny termoplast, ktory patri do skupiny polyolefinov,
vznika polymerizaciou propylénu za pomoci katalyzatorov (napr. Ziegler-Nattové katalyzatory)
a ziskava sa konverznymi procesmi (tepelnym krakovanim) z ropy. Nevyhodou P3HB oproti
PP je jeho nizdia termicka stabilita a nizke hodnoty prediZenia v £ahu (Es = 1-10 % pre P3HB
a Ep = 100-600 % pre PP). Hodnoty Ey sa daju zvysit’ produkciou poly(3-hydrohybutyratu-co-
hydroxyvaleratu) (P3HBHV), pricom Vv zavislosti od koncentracie zabudovaného
hydroxyvaleratu (HV) dosahuje hodnoty E, 20 az 200 %. Mcl-PHA a Icl-PHA kopolyméry
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majl vd’aka svojmu zloZeniu a dizkam retazcov mechanické vlastnosti podobné elastomérom.
Konkrétny typ vznikajiceho PHA zavisi hlavne na pouzitom mikrobialnom kmeni, pouzitom
substrate (zdroj uhlika) a jeho koncentracii, pripadne na pridavhom substrate (anglicky co-
substrate). Mechanicka pevnost’ a termicka stabilita PHA polymérov je ovplyvnena hlavne
hodnotou ich molekulovej hmotnosti a stupnom krystalinity [7,9].

Dizka retazca monomérov a ich molarny pomer ma vyrazny vplyv na fyzikalne a mechanické
vlastnosti. Molekulova hmotnost PHA sa liSi podl'a typu producenta, vSeobecne sa vSak
pohybuje v rozmedzi od 50 000 do 1 000 000 Da. Rozsah molekulovej hmotnosti polyméru
alebo kopolyméru nepriamoumerne ovplyviiuje hodnotu jeho rozmedzia teploty topenia. P3HB
polymér ma teploty topenia (Tm) okolo 170 az 180 °C a teplotou skelného prechodu (Tg) okolo
60 °C. Molekulova hmotnost PHA je tak dostato¢ne vysoka pre dosiahnutie mechanickych
vlastnosti, ktoré sa podobaji mechanickym vlastnostiam konvenénych termoplastov, ako je
napr. polypropylén. Scl-PHA polyméry dosahuju stupen krystalinity okolo 40-60 %. U PHA
so strednou dizkou retazca dochadza ku zniZeniu stupiia krystalinity, zniZeniu teploty topenia
a znizeniu teploty skelného prechodu v porovnani s PHA s kratkym bo¢nym ret'azcom. Tieto
polyméry sa stavajii méaks§imi, pruznej$imi a maji odlisny rozsah aplikacii v porovnani s scl-
PHA. Mechanickeé vlastnosti polymérov zavisia na skladbe monomérnych jednotiek. Napriklad
poly(3-hydroxybutyrat) (P3HB) je uplne stereoregularny, vysoko krystalicky, pomerne tvrdy a
krehky s bodom topenia okolo 180 °C, pri¢om teplotna degradacia za¢ina okolo teploty 190 az
200 °C. Zaujimavé je, ze P3HB izolovany z baktérii vykazuje stupen krystalinity okolo 55—
80 %, zatial’ ¢o molekuly vo vnutri baktérii si amorfné a existuji ako vo vode nerozpustné
stcasti. Kopolyméry P3HB mozu taktiez viest' k vzniku polymérov, ktoré obsahuju monoméry
3-hydroxyvaleratu (3HV) alebo 4-hydroxybutyratu (4HB), ktoré s potom oproti samotnému
P3HB maksie a elastickejsie [6,7,9,10].

2.1.3 Biosyntéza

Biosyntéza alebo tzv. mikrobiologicka produkcia PHA je podporena v mikroorganizmoch, ako
napriklad Rhizobium melitoli ¢i Escherichia coli, stresovymi podmienkami prostredia, ktoré
vyvolava nedostatok dusika, priGom ale musi byt zabezpeceny nadbytok uhlika. P3HB je
primarnym produktom asimilacie uhlika a je produkovany ako zasobna forma energie, ktora
moze byt vyuzita v pripade, ked’ nie st k dispozicii iné energetické zdroje. To znamena, ze ak
baktériam dojde substrat, zaénu rozkladat’ PHA, ktoré vyprodukovali. Ako zdroj uhlika pre
syntézu PHA moze poslazit’ aj cela rada substratov, ako su cukry (napr. glukoza a fruktdza),
Skrob, celuldza, triacylglyceroly, fosilne zdroje (metdn, minerdlny olej, hnedé alebo Cierne
uhlie), vedlajSie priemyslové produkty (melasa, srvatka, glycerol), organické kyseliny
(kyselina propionové a 4-hydroxymaslova) alebo oxid uhli¢ity. K hromadeniu P3HB dochadza
v okamihu, kedy je k dispozicii nadbytok zdroja uhlika a zaroven je vyCerpana niektora
Z ostatnych Zzivin, ¢o ma za nasledok nevyvazeny rast. Limitujiicou Zivinou mdze byt nielen
zdroj dusika, ale aj siry, fosforu, Zeleza, hor¢ika alebo draslika. Hromadenie PHA je u va¢siny
aerobnych baktérii indukované nedostatkom kyslika [2,4,11,12].

V prirode bolo vyvinutych nickol'’ko moznych sposobov vzniku PHA. Kazdy z tychto spdsobov
je zavisly na Zivotnych podmienkach daného mikroorganizmu v ekosystéme. U viacsiny PHA
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produkujucich mikroorganizmov sa metabolicka dréha biosyntézy P3HB (obrazok ¢&. 2) sklada
ztroch na seba nadvézujucich reakcii katalyzovanych tromi réznymi enzymami, ato f-
ketoacyl-CoA tioldzou (phbA), acetoacyl-CoA reduktazou (phbB) a PHB polymerazou (phbC)
[4,13].

B-ketotiolaza Acetoacetyl-CoA reduktaza PHB polymeraza

l Poly-3-hydroxybutyryl l ,
Acetyl-CoA——  » Acetoacetyl-CoA————» CoA — Poly-3-hydroxybutyrat

Obrazok ¢. 2: Metabolicka dréha biosyntézy poly(3-hydroxybutyratu) [6]

V prvej reakcii posobenim enzymu B-ketoacyl-CoA tioldzy dochadza ku kondenzéacii dvoch
molekul acetyl-CoA za vzniku acetoacetyl-CoA. V druhej reakcii je acetoacetyl-CoA
redukovany na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA pomocou NADPH-dependentnej acetoacetyl-CoA
dehydrogenazy. Nasledne p6sobenim enzymu PHB polymerazy dochadza k polymerizéacii (R)-
3-hydroxybutyryl-CoA na P3HB [4,13].

2.1.4 Priemyselna vyroba

Podstatnou vyhodou polyhydroxyalkanoatov je to, Ze ich vyroba je mozna aj z biomasy
namiesto z neobnovitelnych zdrojov. V stcasnosti je biosyntéza PHA omnoho drahsia ako
vyroba zndmych polymérov, ktora je zaloZena na spracovani ropy. Predpoklada sa, ze cena
substratu ovplyviiuje priblizne 50 % vyslednej ceny PHA [7,8].

Tradi¢nym zdrojom uhlika pre produkciu PHA st predovsetkym sacharidy, surovinou tak mézu
byt odpady z pol'nohospodarskej vyroby (Skrobové plodiny — zemiaky, ryza, melasa ai.)
a sacharoza ziskavana hydrolyzou celuldézy. Okrem uvedenych zdrojov pre vyrobu zaloZentl na
baktéridch existuju aj iné spdsoby ziskavania PHA z obnovitelnych zdrojov, ako napriklad
s vyuzitim geneticky modifikovanych plodin (sja, kukurica, a i.). Dal§imi zdrojmi s odpady
z vyroby biodieselu (glycerol, odpadny olej), odpadné priemyslové vody obsahujlce organickée
latky (papierne), metan atd’. AvSak kazdy mikroorganizmus rastie na inom zdroji uhlika.
V tomto smere treba urcite vyzdvihnat dolezitost’ vyroby degradovatel'nych biokompatibilnych
plastov z prirodnych zdrojov, ktoré nie st zdrojom znecistenia nasej planéty [7,11].

Vyroba PHA sa sklada z dvoch zakladnych Ccasti: upstreamu, teda kultivacnej Casti
a downstreamu, teda izolacie a purifikacie produktu. Dolezitymi faktormi, ktoré rozhoduju
0 Uspesnej vyrobe, su pouzity kmen baktérii (najma Cupriavidus necator alebo Alcaligenes
latus), pomer uhlikatej suroviny k zdroju dusika, optimalizované mnozstvo stopovych prvkov,
pH, stratégia davkovania ziviny, odvodu produktov (napr. batch kultivacia, fed-batch
kultivacia), a d’alsie [7,8].

2.1.5 Priemyselné vyuzitie

Ako uz bolo spominané, polyhydroxyalkanoaty sa svojimi fyzikalne-chemickymi vlastnostami
podobaju petrochemickym plastom. Ale aj napriek svojim vyhodam zatial’ nedokazu naplno
konkurovat’ syntetickym polymérom. V prvom rade je to spdsobené vysokou cenou vyroby
PHA, proti vyrobnej cene syntetickych polymérov. Néklady na produkciu sa pripisuju
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predovsetkym vysokej cene pouzitého zdroja uhlika, ktorym je glukéza alebo sachardza. V
stiCasnosti je snaha tieto pomerne drahé substraty nahradit’ lacnej$imi odpadovymi materialmi
alebo vedlajsimi produktmi pol'nohospodarskej a potravinarskej vyroby, ktoré by zvysili
konkurencieschopnost PHA. Dalsim problémom biotechnologickej produkcie PHA je
nedostatok rychlych a spol'ahlivych analytickych nastrojov, ktoré by umoznili rychle a citlivé
stanovenie PHA vo vnutri buniek v priebehu biotechnologického procesu. V poslednom rade
je velkoobjemova produkcia PHA skomplikovana Specidlnymi rastovymi podmienkami, ktoré
st produkénymi mikroorganizmami vyzadované, atiez netreba zabudnat’ na komplikovanu
izolaciou PHA zvycajne chloroformom, ktory je toxickym rozptstadlom [7].

Najprv boli PHA navrhnuté a vyuzivané vyhradne pre vyrobu plastovych flias, vlaken, obalov,
latexu a produktov pre poI'nohospodarske alebo komeréné vyuzitie, neskor sa tieto polyestery
zacali vyuzivat' aj pre medicinske a farmaceutické aplikacie. Podl'a existujicich vyskumov
mozeme povazovat' za preukdzané, ze tieto polyestery vykazuji mnohé zndmky netoxicity pre
Pudsky organizmus a vd’aka svojim $trukturalnych, fyzikdlnym a chemickym vlastnostiam sa
stali idealnymi kandidatmi na vyuzitie prave v odbore medicinskych technoldgii [7].

2.2 Poly(3-hydroxybutyrat)

Uz v dvadsiatych rokoch dvadsiateho storo¢ia Lemoigne prvy krat izoloval poly(3-
hydroxybutyrat) (P3HB) z bakterialneho kmena Bacillus megaterium a popisal ho, no az
od roku 1958 bola tejto problematike venovana vacsia pozornost’ po tom, ¢o bolo zistené, ze
polyhydroxyalkanoaty moézu byt produkované baktéruami vo vyznamnych mnozstvach [7].

2.2.1 Struktira a charakteristika

Najznamejsim a najbeznej$im zastupcom scl-polyhydroxyalkanoatov, teda
polyhydroxyalkanoatov s kratkym retazcom, je poly(3-hydroxybutyrat) (P3HB), okrem
ktorého existuju este poly(4-hydroxybutyraty) (P4HB), polyestery 3-hydroxypropionéatu (3HP),
4-hydroxybutyratu (4HB), 5-hydroxyvaleratu a kopolyméry, napr. poly(3-hydroxybutarat-co-
3-hydroxyvalerat) — P(3HB-co-3HV), skratene P(3HB-3HV), ktorych $truktry st zobrazené

na obrazku ¢. 3 [5,14].
@) @]
/wo Oﬂ/
m n

P(3HB-co-3HV)

@) Q
{JK/L I G]
O
m n
P(3HB-co-4HB)

Obrazok ¢. 3: Struktiira P(3HB-c0-3HV) a P(3HB-co-4HB) [14]
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2.2.2 Vlastnosti

Poly(3-hydroxybutyrat) sa povazuje za polymér, ktory ma vysoky potencial ako
biodegradovatel'ny material pouzivany na vyrobu implantatov. Polymér je dobre preskimany
termoplasticky polyester s mikrobiadlnym pévodom, ktory vykazuje vynikajucu biologickd
kompatibilitu v kontakte s 'udskym i zvieracim tkanivom akrvou. Prirodzena pritomnost’
nizkomolekulového P3HB a produktu degradacie polyméru, kyseliny 3-hydroxymaslovej
Vv tele, je d’alsim dokazom netoxicity. Okrem nevyhnutnej biologickej kompatibility P3HB,
vyzaduje pouzitie materialu na vyrobu implantatov degradaciu pocas ¢asového obdobia, ktoré
je relevantné pre prislusni aplikaciu. P3HB je vysoko Krystalicky, teda jeho Strukttra
spomal’uje vniknutie vody do polymérnej matrice a zabranuje tak naslednému Stiepeniu
retazcov. Vdaka tejto vlastnosti je jeho degradacia in vivo pomalsia [15,16].

2.2.3 U¢&inky na organizmus

Boli skimané mozné u¢inky P3HB a P(3HB-3HV) na imunitny systém, ktoré ukazali, ze oba
tieto polyméry na urovni bunkovej odpovede neovplyviiuji systém homeostazy. Avsak, majd
tendenciu spustat’ systém koagulacie a reakciu komplementu. Za tento ucCinok su
pravdepodobne zodpovedné bakteridlne lipopolysacharidy, ktoré prichadzaju spolu
s polymérom. Preto na zdravotné ucely musi byt’ stratégia vyroby a purifikacie PHA prisna
a musi sa zabezpe¢it’ vysoka Cistota [3,17,18].

2.2.3.1 Cytotoxicita

Z vyskumov U¢inkov monomérnych jednotick PHA na celkovy tvar, fyzioldgiu, rast a
cytotoxicitu cielovych a okolitych buniek bolo preukazané, ze rozne monoméry 3HB, 3HB-co-
4HB, 3HB-co-3HHx a 3HHx neovplyvnili bunky fibroblastu, ak su pritomné v koncentrécii
nizsej ako 20 mg/l. AvSak, ked’ sa koncentracia zdvojnasobila, tieto monoméry spomal’ovali
rast buniek a sposobili naslednd apoptozu, zatial’ ¢o cytotoxicita oligomérov klesla nepriamo s
diZkou boéného retazca. Napriek tomu by cytotoxicita mohla byt povazovana za zanedbatel'nu,
pretoze zdrava ludska krv vzdy obsahuje hladinu 3HB 3 az 10 mg/100 ml a niektoré
monomeéry, ako napriklad 4HB, su tieZ pritomné v réznych organoch, v svalovych tkanivach,
ako aj v mozgu. V skutocnosti sa 4HB pouziva v dennej intraven6znej davke na dlhodobu

anestéziu [17,18].

Vzhl'adom na to, ze vlastnosti PHA sa m6zu menit pri vytvarani zmesi a kompozitov s réznymi
aditivami (organickymi alebo anorganickymi), takéto modifikdcie sa moézu tiez pouZzit na
prisp6sobenie rychlosti degradacie polyméru. Anhydrid kyseliny maleinovej ako doplnok
k materialu a modifikacia ultrafialovym ziarenim urychl'uju rozpad PHA. Vo vyskumoch
doktorky Basnettovej a jej skupiny bolo preukazané, ze nova kombinacia kompozitu P3HO/
P3HB vykézala vacsi potencial z hl'adiska zvySenej biologickej kompatibility a znizenej
cytotoxicity, v porovnani s homopolymérom P3HO na l'udské mikrovaskularne endotelialne
bunky. Tato vyhoda bola hlavne prisudzovana vysokej termodynamike, pevnosti a relativne
rychlejsej redukcii PHA. Je zrejmé, Zze PHA monoméry (3HB, 4HB a 3HV) sa ukazali byt
menej nebezpeéné v porovnani s bezne pouzivanymi polymérmi PLA (z kyseliny polymlie¢nej)
a PGA (z kyseliny polyglykolovej), kvoli ich nizsej kyslosti a zniZzenej bioaktivite. Zda sa, ze
terpolymér P(3HB-co-3HP-co-5HV) a d’alsi 5HV obsahujuci kopolymér, by mali vykazovat’
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eSte niz$iu toxicitu pre zivé bunky. Podobne P(3HB-c0-3HHXx), s vysSou pevnost'ou v t'ahu a
pruznost'ou ako P3HB a P(3HB-3HV), ukazal dobru hemokompatibilitu, ¢o je vyhodnejsie pre
aplikéacie medicinskych stehov. Niektoré zmeny fyzikalnych vlastnosti PHA, ktoré sa spéjaju s
niektorymi d’al§imi funkénymi skupinami, by mohli byt uZzito¢né pri konStrukcii takmer
netoxickych PHA ,scaffoldov‘. Na zaklade tychto informacii mozno dospiet’ k zaveru, ze
cytotoxicita PHA moze byt’ zniZend na minimdlnu Groven, alebo ze Gplna necytotoxicita by sa
mohla dosiahnut’ pri lekarskych implantaciach, ak je vhodna kombinacia monomérov zamerana
na urcité typy zivocisnych buniek [3,18-20].

2.2.3.2 Karcinogenita

NajdolezitejSim aspektom vyuzivania PHA v lekérskych aplikaciach je ich nekarcinogenita.
Doterajsie Stadie testovania in vivo preukazali, ze P3HB, P(3HB-3HV), P(3HB-co-3HHX),
P(3HB-co-4HB), a P(3HBVco-3HHx) neovplyvnili rakovinovl proliferaciu primarnych
osteoblastov. In vitro experimenty s filmom P(3HB-3HV), zamerané na retinalne pigmentové
epitelové bunky dokazuju zdravd bunkovu proliferaciu pri riadenej rychlosti rastu [18].

Biokompatibilita PHA bola podrobena roznym $tadiam, stale vSak neexistuju jasné dokazy
0 uplnej nekarcinogenite na vSetky bunkové linie. Pri kazdom procese moznej indukcie
rakovinovych buniek je dolezité zvazit’ potencialne zmeny jadrového tvaru a poSkodenie DNA
spésobené PHA implantatmi, pretoze akékol'vek naruSenie normalnej regulacie bunkového
cyklu tymito materialmi méze spdsobit’ karcinogenézu [18].

2.2.4 Medicinske aplikacie

Biologicky rozloziteI'né polyméry dosahuji vyznamné aplikacie v oblasti mediciny, o vyplyva
aj Z obrazku ¢. 4. Pri tkanivovom inzinierstve sa ¢asto pouzivaju polyhydroxyalkanoaty najma
v podobe P3HB, P(3HB-3HV), P4AHB, P3HO a P(3HB-3HHX). Pouzivaju sa ako kostné pletiva,
osteosyntetické materidly, chirurgické stehy, atiez sa vhodné pre koncept pomalého
uvolfiovania liekov a horménov [17].

Pouzitie P3HB v takychto aplikéciach je z casti obmedzené svojou rychlostou biodegradacie a
vysokou odolnostou voci hydrolyze v sterilnych tkanivach. RieSenim je zaclenenie
hydroxyapatitovych (HA) ¢astic do P3HB, ¢im vznika bioaktivny a biologicky odburatelny
kompozit, ktory sa moéze pouZzit' pri tvorbe tkaniv. Prikladom moéZe byt kombinacia
hydroxyapatitu s P3HB alebo P(3HB-3HV), za vzniku kompozitov s podobnymi
mechanickymi vlastnostami, akymi disponuju 'udské kosti [17].

Najviacsi prispevok PHA do mediciny sa vyskytol v kardiovaskularnej oblasti, v podobe
perikardidlnych néplasti, arteridlnych augmentov, kardiologickych stentov, cievnych Stepov,
srdcovych chlopni, implantatov a tabliet, stehov aobvidzov a nosiCov s mikrocasticami
aktivnych latok. PHA vlakna sa tiez v sicasnej dobe vyuZzivaji na vyrobu tamponov a
obvézovych materialov [17].
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Obrdzok ¢. 4: Mikrobidlne intracelularne polyhydroxyalkanoaty, Struktury PHA dostupné v
dostatocnom mnozstve pre biomedicinsky vyskum a ich pouzitie v medicine [1]

V zévislosti od funkcie materialu a jeho pouzitia sa menia aj poziadavky na vhodné $truktury,
napriklad biologicky odburatel'ny implantat méze byt husty a neporézny alebo na druhej strane
porézny s nizkou hustotou. Husté materialy st vyuziteIné ako nervové voditka a porézne
materialy sa vyzivaju na vyrobu tzv. leseni alebo ,scaffoldov® pre tkanivové inzinierstvo
[21,22].

2.3 NosicCové systémy lie€iv

Nosicové systémy (NS) lieiv st multifunkéné zariadenia, ktoré poskytuji uvolfovanie
aktivnych latok alebo lieciv, napriklad antibiotik v pozadovanych koncentraciach, vyssiu
biologicku dostupnost’ lieCiva, znizuji vyskyt vedlajSich t€inkov lieciv, minimalizuju moznost’
degradacie aktivnej latky, umoziujt zniZenie davkovania a davkovacich frekvencii. Maju teda
za ciel’ zvysit’ biologicku dostupnost’ aktivnej latky, ako aj jej kontrolované uvolniovanie s
ohl'adom na ¢as a priestor. Biopolyestery, medzi ktoré patria aj PHA, sa vd’aka biokompatibilite
a biologickej odburatel'nosti stali obrovskou skupinou potencialnych kandidatov pre polymérnu
matricu, pouzivanu ako zaklad pre NS [23-25].

Povaha aktivnej latky pouzitej v NS a jej uvolfiovanie zavisi od konkrétnej liecby a aplikacie.
Vdaka moznosti vyroby porovitych materidlov z polyhydroxyalkanoatov, a tym padom aj
jednoduchsim zakomponovanim molekul aktivnych latok do tychto Struktar, mézu byt v NS
vyuzité antibiotika na liecbu alebo prevenciu infekcie, avSak tieto materidly nie su obmedzené
iba na jeden druh lie¢iva. Lie¢ivom moze byt protein, peptid, polysacharid, molekula nukleove;j
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kyseliny, syntetickd latka alebo prirodné organické zluceniny. Percentudlne zat'aZenie lieCiva
tiez zavisi od lie¢by a pozadovanej kinetiky uvolnovania. Polyméry su vhodné pre davky
lie¢iva na najmenej 33 %, aby sa zachovala ich pruznost’ a dobré mechanické vlastnosti. Dizka
uvolniovania lieku méze byt riadena vyberom lieCiva, pricom sa meni davka lieciva, tvar a
konfigurécia materialu NS [26].

2.3.1 Porovité struktary

Vyroba vysoko poréznych materialov (obrazok ¢. 5) so vzajomne prepojenymi pormi sa
stretava s vel'kym zaujmom v spojeni s NS, pretoze umoznuju prechod tekutiny a transport
malych molekul, ako su Ziviny, lie¢iva alebo bioaktivne molekuly, do mékkych tkaniv a buniek.
Ak sa material vytvori makroporézne, bunky mézu prenikat’ cez Struktury porov. Ak sa material
vyraba mikroporézne (s vel'kostou porov niekol’ko mikrometrov a menej), ma potencial sluzit’
ako biokompatibilnd do¢asnd bariéra zabranujuca bunkovému rastu a napomahajica preprave
latok do pril'ahlych mikkych tkaniv a buniek [12,15].

26 Sep 304 DT 300w Sagre A ¢ e Owte 19 Jen 200
Mags S00KX " WO 41w Mags S00KX Teve 119814

Obrdzok ¢. 5: Porovité Struktury polyhydroxyalkanodtov [15]

V sucasnosti existuje niekol’ko rdéznych technik ako je vysolovanie, fazova separacia a iné
Struktirne techniky, na vyrobu vysoko poréznych biologicky odburatenych materidlov.
Velkost porov sa moéze menit, ale vo vSeobecnosti tieto techniky vedu k materidlom
s makroporéznymi Struktirami s vel’kost'ou od 10 do 500 pum [15,27].

Dal§imi technikami na vyrobu pérovitych materialov su extrizia pomocou napetiovacich aditiv,
ktoré indukuja pérovitost’, kompresné lisovanie s naslednym vylihovanim ¢astic, lyofilizacia,
technoldgia superkritickych kvapalin s vyuzitim oxidu uhli¢itého a d’alSie. Pri technikach
vyroby pérovitych materialov v podobe filmov sa stretdvame napriklad s procesom odlievania
rozpustadla, priCom je mozno tymto spdsobom vytvorit’ Struktiru pripominajicu Spongiu pri
rychlom odpareni rozpustadla (obrazok ¢&. 6), anaopak, pri pomalom odpareni vytvorit
spominany poérovity film [28,29].
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Obrazok ¢. 6: Porovité filmy PHA vyrobené metodou odlievania s rychlym odparenim rozpustadia
[30]

2.3.2 Nanovlakna

Nosi¢ové systémy lie¢iv vyuzivajiace elektrospinningom vyrobené nanovlékna, boli vyvinuté v
poslednom desatro¢i 20. storo¢ia hajma na aplikaciu v mnohych medicinskych oblastiach, ako
st tkanivové ,scaffoldy‘, antibakteridlne néaplasti a protinddorova terapia. Scl-PHA vdaka
svojej krystalickosti a hydrofobite tvoria na svojom povrchu mnohé pory, ktoré vedia umoznit’
uvolnovanie aktivnych latok zo svojich struktar bez akejkol'vek degradacie materialu [22].

Najvicsou vyhodou nanovlaken je relativne velky merny povrch, vd’aka ¢omu maju vel’ky styk,
a tym aj vel’kua reaktivitu s prostredim. V zavislosti na materiali, z ktorého st vyrobené, vedia
dobre prijimat’ vodu, niest’ iné latky na svojom povrchu, pri procese zvldkinovania sa d4 upravit’
ich porovitost’, a tym moézu fungovat’ aj ako polopriepustné membrany a kryty otvorenych ran.
Do nanovlaken je mozné v priebehu zvlaknovacieho procesu alebo uz na hotové nanovlakna
inkorporovat’ lie¢iva, ktoré zlepSuju vlastnosti nanovlakennych vrstiev, ateda ich lieCivy
ucinok [31,32].

Vyroba nanovlaken mdze prebiechat metodou zalozenou na tzv. samozoskupovani malych
castic do nanovldken, fazovou separaciou, medzifazovou polymerizaciou, rychlo iniciovanou
polymerizaciou, metodou rastu vldken podl'a predlohy, metddou rastu vldken z g-1-g fazy,
a mnohymi d’al§imi, no v sucasnej dobe je najvyuZivanejSou technikou na vyrobu nanovlaken
elektrospinnig — elektrostatické zvlakniovanie, aj vdaka svojej jednoduchosti a nizkym
nakladom [33,34].

2.3.2.1 Elektrospinning

Elektrospinning je metdda, ktord vyuziva na tvorbu polymérnych filamentov elektrostaticku
silu, teda vytvara nanovlakna prostrednictvom elektricky nabitého pradu polymérneho roztoku
alebo polymérnej taveniny [35].

Proces elektrostatického zvlaknovania v najjednoduchSej podobe pozostava zo striekacky
obsahujucej zvlakniovaci polymérny roztok, z dvoch elektréd a zdroja jednosmerného napatia.
Na polymérnu kvapalinu sa aplikuje vysoké napitie, dosledkom ¢oho sa v nej indukuje naboj,
z kvapocky na konci striekacky sa vytvara Taylorov kuzel’, z ktorého po prekroceni kritického
napétia za¢ne vytekat’ prud tekutiny. Tento prad, teda vlakno, smeruje do oblasti s niz§im
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potencialom a dopada ako siet’ vlaken na zaporne nabity alebo uzemneny ter¢ (kolektor).
Snimku zvlaknovacej ststavy zobrazuje obrazok ¢. 7 [35-37].

Obrazok ¢. T: Stolny elektrostaticky zvidakinovac (viastny obrazok sustavy pouzitej pri bakalarskej
préci)

Pri procese zvlaknovania treba dbat’ na niekol’ko dblezitych zasad. Na rozpustanie polyméru
by malo byt vybrané vhodné rozpustadlo, ktoré sa pri zvlakiovani odparuje vhodnou
rychlostou tak, aby si vzniknuté vlakna udrzali celistvost’ pri kontakte s kolektorom, no
nevytvrdili sa skor, nez dosiahnu pozadovany rozsah rozmerov. Vysledny roztok polyméru
a rozpustadla musi byt stabilny. Vo vSeobecnosti plati, Ze pri vel'mi nizkych koncentraciach
polyméru v roztoku a nizkych hodnotach viskozity vysledného zvlakiovaného roztoku bude
miesto elektrospinningu prebiehat’ elektrospraying. Viskozita a povrchové napétie daného
rozpustadla nesmu byt prili§ velke, s ¢im svisi aj napajanie sustavy, ktoré musi byt vhodné
na prekonanie viskozity apovrchového napétia roztoku polyméru audrzanie pradu zo
striekaCky. A tiez medzera medzi hrotom strickac¢ky a uzemnenym kolektorom by nemala byt’
prili§ mala, pretoze by mohlo dojst’ k iskreniu medzi oboma elektrodami, no dostatocne velka
na odparenie rozpustadla v ¢ase, kym nevznikna vladkna [35-38].

Morfologia vyslednych vldken sa d4 menit’ mnozstvom parametrov, ktoré mozu byt rozdelené
na parametre roztoku polyméru (viskozita, povrchové napatie, molekulovd hmotnost’),
procesné podmienky (aplikované napétie, teplota, vzdialenost medzi hrotom a kolektorom)
a okolité podmienky (vlhkost, tlak) [35].

2.3.2.2 Inkorporécia aktivnej latky do nanovlaken

Podra typu zacleneného lieciva, ako st malé molekuly liekov, proteiny a gény sa lisi aj pristup
zavadzania aktivnej latky do nanovlaken. Lie¢iva mozu byt zmieSané s roztokom polyméru,
fyzikalne alebo chemicky povrchovo imobilizované, alebo nepriamo nanesené na nanovlakno.
Spominané techniky su ilustrované na obrazku ¢. 8. Podl'a typu zaclefiovania lieCiva na
nanovlakna sa 1i8i aj uvolfiovanie aktivnych latok z tychto Struktar [39].
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Co-elektrospinning
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Krok 1:
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» Chemickd absorpcia

Obrdzok ¢. 8: Schematicky diagram jednoduchej metody nandasania lieku do alebo na povrch
nanovlakna a jeho kinetiky uvoliovania [39]

Najjednoduchsia metdda inkorporacie liecku do nanovakna je rozpustenie lieku a polyméru v
rovnakom rozpustadle a nasledny co-elektrospinning. Rozpustnost’ lieiva v roztoku polyméru
je jednym z hlavnych faktorov rozhodujucich o spésobe nakladania NS s liekom [39,40].

Fyzikadlna a chemicka povrchova imobilizacia lieckov moéze zabranit' denaturdcii lieciv
sposobenému vysokym napdtim alebo organickymi rozpuStadlami, pricom sa vyuZzije
unikatneho charakteru vysokého pomeru povrchu k objemu nanovlaken. Tato metdda tiez
umoziuje kontrolu mnoZstva imobilizovaného lie¢iva riadenim pomeru jeho davkovania. Pri
fyzikalnej absorpcii su hlavnymi silami, ktoré zachovavaju aktivne latky na nanovlaknach
elektrostaticke interakcie, hydrofébne interakcie, vodikové vazby a van der Waalsove
interakcie. Chemickd modifikacia nanovlakenného povrchu aminovymi, karboxylovymi,
hydroxylovymi alebo tiolovymi skupinami je d’alsou metédou imobilizacie liekov [39,40].

2.3.3 Pdrovité nanovlakna

Pri tvorbe poérovitych nanovldkennych §truktir procesom elektrospinningu (obrazok ¢. 9)
okrem vlhkosti prostredia zohrava velka 1lohu aj vyber polyméru, rozpustadla
a elektrospinningovych podmienok. Existuju 3 typy poérovitosti nanovlaken vyrobenych
metddou elektrostatického zvlaknovania, a to povrchova, vnitorna a kombinovana porovitost'.
Na vytvorenie povrchovej porozity sa vyuziva rozpustadlo s vysokym tlakom par, kedy
v dosledku ochladzovania povrchu pradu zvlaknovaného roztoku vodna para zo vzduchu na
tomto povrchu kondenzuje avytvara pory. Pocet avelkost vytvorenych porov je
redukovatel'na zmenou vlhkosti pri procese zvlakiiovania. Pri vysokej vlhkosti prenika vodna
para do pradu zvlakinovaného roztoku a spésobuje fdzové oddelenie, vytvéara sa faza bohata na
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polymér a faza bohata na rozpustadlo. Tento jav je I'ahko dosiahnutelny aj pouzitim zmesi
dvoch rozpustadiel s rozlicnou, ale vysokou vyparnostou. Zatial’, ¢o koncentrovana faza bohata
na polymér tuhne kratko po oddeleni faz a tvori vlakno, fdza s nedostatkom polyméru vytvéra
pory. Tento typ fazovej separécie sa nazyva separacia faz indukovanou parou (VIPS). Okrem
tohto typu je mozné pouzit na vyrobu podrovitych nanovldken metédu separdcie faz
s nesolventnou indukciou (NIPS) alebo metddu tepelne indukovanej separacie faz (TIPS). NIPS
spo¢iva vo vymene rozpustadla s latkou, v ktorej sa polymér nerozpusta, v tomto pripade
vldkna tuhnu sucasne, a teda obe latky (rozpustadlo a ,nerozpustadlo‘) musia byt Uplne
miesitel'né. TIPS nastava, ked sa teplota roztoku polyméru rychlo znizuje, a nésledne sa
vytvaraju dve fazy — bohata na polymér a bohata na rozptstadlo [35,41-43].

Existuju aj d’alsie viackrokové metddy pripravy zalozené na pridavani Castic, napriklad sol,
mikrocastice, nanocastice alebo iné polyméry, do polymérnych roztokov, ktoré su nasledne
zvlaknené. Pridané zlozky sa z vytvorenych vlaken odstrania a vznika porézna Struktira [41].

Obrazok ¢. 9: Porovité vlakna polypropylénkarbonatu (PPC)/poly(3-kaprolaktonu) (PCL) vytvorené
metodou elektrospinningu obsahujuce: A0, B 5, C 10, D 20 hm. % PCL [42]
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3 CIELE PRACE

Ciel'om tejto bakalarskej prace je priprava nanovlakennych pdrovitych morfol6gii na baze
poly(3-hydroxybutyratu) s pridavkom aktivnej latky anasledné stadium jej uvolfiovania.
V rdmci tejto préace boli plnené nasledovné dlohy:

1.
2.

Literarna reser$ na zadanu tému.

Priprava nanovlaken na baze PHB metodou elektrostatického zvlakfiovania a posudenie
ich morfol6gie metdédou SEM.

Inkorporéacia aktivnej latky do PHB nanovléaken.

Stadium vplyvu uvoliovania aktivnej latky z pripravenych nanovlaken v zavislosti na
vytvorenej morfologii.

Stanovenie aktivity inkorporovanej latky v nanovlaknach.

VVyhodnotenie vysledkov, diskusia a zaver.
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4 EXPERIMENTALNA CAST
4.1 Pouzité mikroorganizmy, chemikalie, materialy a metody

4.1.1 Pouzité mikroorganizmy

Za ucelom stanovenia antimikrobidlnej aktivity samotnej aktivnej latky a neskér aj pérovitych
Struktar s obsahom aktivnej boli na testovanie vybrané dva druhy baktérii zo skupiny gram-
negativnych baktérii, Serratia marcescens (CCM 8587) a Escherichia coli (CCM 7395), jeden
druh gram-pozitivnych baktérii, Micrococcus luteus (CCM 1569), ajeden typ kvasiniek,
Candida glabrata (CCM 8270). Vsetky vyuzité mikrobialne kultiry pochédzaji z Ceskej
zbierky mikroorganizmov Masarykovej univerzity v Brne.

Serratia marcescens

Serratia marcescens je fakultativne anaerébna chemotrofnd pohybliva baktéria s kratkym
ty¢inkovitym tvarom zrodu Enterobakteriaceae. Patri do skupiny gram-negativnych
nesporulujucich baktérii, ktoré majt respiracny aj kvasny charakter. Vyskytuje sa prevazne vo
vode apdde, vytvara charakteristické cervené kolonie aje rezistentnd Kk nieckolkym
antibiotikam, ¢o je spdsobené pritomnost'ou R-faktorov [45,46].

U l'udi méze spésobovat’ infekcie mocovych a dychacich ciest, zriedkavejSie zapal vnatorne;
strany srdca, zapal pl'tc, sepsu ¢i infekciu kosti najmé u l'udi uZivajacich drogy intravendzne,
a tiez u nemocniénych pacientov s oslabenou imunitou [47].

Escherichia coli

Escherichia coli je fakultativne anaerébna baktéria tyCinkovitého tvaru z rodu enterobaktérii.
Radi sa do skupiny gram-negativnych baktérii, je jednym z najdélezitejSich zastupcov ¢revnej
mikroflory a jej pritomnost’ je potrebna pre spravny priebeh traviacich procesov v ¢érevach. Pre
hostitel'a je vd’aka svojej produkcii vitaminu K prospesna, no jej pritomnost vo vode je
indikatorom fekalneho znecistenia [45,46].

Niektoré kmene tejto baktérie su za ur¢itych podmienok patogénne a mézu produkovat’ toxiny,
ktoré spdsobuju hnacku ¢i infekcie mo¢ového traktu [47].

Micrococcus luteus

Micrococcus luteus je striktne aerobna gram-pozitivna nesporulujuca nepohybliva kokova
baktéria gul'ovitého tvaru patriaca do druhu Micrococcaceae. Vyskytuje sa v zhlukoch alebo
paroch anema biciky. Je fyziologickou stucastou mikroflory cicavcov, da sa najst’ na kozi
¢loveka, a tieZ je bohato rozsirena vo vode, pdde a vo vzduchu [45,46].

Tato baktéria u ¢loveka v mnohych pripadoch kolonizuje sliznice Ustnej dutiny a hornych
dychacich ciest, povazuje sa za neSkodnt, no v pripade znizenej imunity moze vyvolat’ infekcie
alebo iné ochorenia ako je pneumoénia, meningitida ¢i endokarditida [49].

Candida glabrata
Candida glabrata patri medzi kvasinky rodu Candida, ktoré sa v nizkych poc¢toch prirodzene
nachéadzaju v tstnej dutine, na kozi alebo ako stcast’ ¢revnej mikroflory ¢loveka. Bunky tejto
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kvasinky maju prevazne ovalny az pretiahnuty tvar a z ddvodu jej mnohopocetnej liekove;j
rezistencie je povazovana za patogén [46].

Je povazovana za pévodcu placnych hubovych infekcii, ¢asto sa nachadza v urogenitdlnom
trakte au pacientov s oslabenym imunitnym systémom moze spdsobovat kandidédzy,
kandidémiu ¢i problémy so zubnymi protézami [50].

4.1.2 Chemikalie pouzité na kultivaciu mikroorganizmov
Nutrient Broth s 1% prepténom — HiMedia, India

Yeast Extract Powder — HiMedia, India

Monohydrat glukozy — p.a., Lach-Ner, Ceska republika
Peptone — HiMedia, India

Agar Powder — HiMedia, India

LB Broth — Sigma, Ceska republika

4.1.3 DalSie pouzité chemikalie a materialy
Destilovana voda

Poly(3-hydroxybutyréat) — Nafigate Corporation a.s. (Mw = 600 kDa, My ~ 400 kDa), Cesk4
republika

Chloroform stabilizovany amylénom — p.a., Lach-Ner, Cesk4 republika
Dichlérmetan — gisty, Penta, Ceska republika

Levofloxacin —>98,0 %, Sigma, Ceska republika

Hydroxid sodny mikroperly — p.a., Lach-Ner, Ceska republika
Dihydrogénfosfore¢nan draselny — p.a., Lach-Ner, Ceska republika
Polyfenoly 1 — Fakulta chemicka VUT, Ceska republika
Polyfenoly 2 — Fakulta chemicka VUT, Ceska republika

Hlinikova félia

4.1.4 PouZité metédy a pomocky

Laminarny box Airstream — ESCO, Singapur

Laboratdrne vahy SAS 50 — Scaltec, Velka Britania

Analytické vahy HR-120 — Helago, Ceska republika
Elektrostaticky zvlakiiovac

Viskozimeter Alpha H — Fungilab s.a., Spanielsko

Elektronovy mikroskop Versa 3D — FEI, USA

Plazmovy pokovovaci pristroj Pt 5 nm

Temperovana trepacka ES-20 — Biosan, Lotyssko

UV-VIS Spektrofotometer S-220 — Boeco, Nemecko

Mikropipety

Laboratdrne sklo
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4.2 Kultivacia mikroorganizmov

Na kultivaciu bol pouzity bakterialny kmen Micrococcus luteus zo skupiny gram-pozitivnych
baktérii, bakteriadlny kmen Serratia marcescens a Escherichia coli patriace do skupiny gram-
negativnych baktérii a kvasinka Candida glabrata. Praca stymito mikroorganizmami
prebiehala v sterilnom boxe a kultary boli ockované na tuhé a kvapalné média. Pred kultivaciou
mikroorganizmov boli média vzdy vysterilizované v tlakovom hrnci pri teplote 120 °C po dobu
30 minut. Kvapalné médié v Erlenmeyerovych bankéch s objemom 50 ml boli zaockované pred
kazdym testom, prenesenim jedného oc¢ka daného mikroorganizmu vykultivovaného na tuhom
médiu. Takto zaoCkované tuhé a kvapalné média boli premiestnené na temperovanu trepacku,
kde pri 30 °C a po dobu 24 hodin prebiehala inkubacia.

4.2.1 Priprava médii
Na pripravu kvapalného média gram-negativnej baktérie Escherichia coli bolo pouzité zivné
médium Luria Bertani (LB) Broth, so zlozenim:

Tryptone 10 g/l
Yeast Extract 59/l
NaCl 59/l

Priprava prebichala podl'a pokynov vyrobcu. Na pripravu 100 ml kvapalného média boli
navazené 2 g prasku, ktory bol rozpusteny v 100 ml destilovanej vody.

Pri priprave tuhého media bol naviac k navazke LB média pridany agar. Na pripravu 100 ml
tuneho média boli navazené 2 g prasku a 2 g agaru. Po sterilizacii bol hortici roztok ihned’
vyliaty do Petriho misiek, kde sa nechal 20 minut tuhnut’.

Na pripravu kvapalného média gram-pozitivnej baktérie Micrococcus luteus a gram-negativnej
baktérie Serratia marcescens bolo pouzité zivné médium Nutrient broth (NB) with 1% Peptone,
so zlozenim:

Peptone 10 g/l
Beef extract 10 g/l
NaCl 59/l

Priprava prebiehala podl'a pokynov vyrobcu. Na pripravu 100 ml kvapalného média bolo
navazenych 2,5 g prasku, ktory bol rozpusteny v 100 ml destilovanej vody.

Pri priprave tuhého média bol naviac k navazke NB média pridany agar. Na pripravu 100 ml
tuhého média bolo navazenych 2,5 g prasku a 2 g agaru. Po sterilizacii bol horuci roztok ihned’
vyliaty do Petriho misiek, kde sa nechal 20 minuat tuhntt’.

Na pripravu kvapalného média kvasinky Candida glabrata bolo pouzité Yeast Extract-Peptone-
Dextrose (YPD) médium, so zlozenim:

Yeast extract 10 g/l
Peptone 20 g/l
Glucose 20 g/l
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Na pripravu 100 ml kvapalného média bol navazeny 1 g extraktu z kvasnic, 2 g pepténua 2 g
glukdzy, ktoré boli rozpustené v 100 ml destilovanej vody.

Pri priprave tuhého média bol naviac k navazke YPD média pridany agar. Na pripravu 100 ml
tuhého média bolo navazenych 2,5 g prasku a 2 g agaru. Po sterilizcii bol horuci roztok ihned’
vyliaty do Petriho misiek, kde sa nechal 20 minut tuhnut’.

4.3 Stanovenie antimikrobialnej aktivity aktivnych latok

Stanovenie antimikrobiélnej aktivity aktivnych latok prebiehalo formou jamkovej difuznej
metddy na tuhom agarovom zivnom médiu. Na zaklade vysledkov tejto metody bola neskor
vybrané vhodna aktivna latka na jej inkorporaciu do vlaken.

4.3.1 Priprava roztokov aktivnych latok

Fosfatovy timivy roztok s pH 7.4 bol pripraveny nasledovne: do 250 ml odmernej banky bolo
odmeranych 28 ml 0,2 M roztoku hydroxidu sodného, ktory bol pripraveny navazenim
hydroxidu sodného (0,8 g) a rozpustenim v destilovanej vode (100 ml), 62,5 ml 0,2 M roztoku
dihydrogénfosforecnanu draselného, ktory bol pripraveny navazenim dihydrogénfosfore¢nanu
draselného (2,721 8 g) arozpustenim v destilovanej vode (100 ml). Objem bol doplneny
destilovanou vodou (159,5ml) po risku. Takto pripraveny tlmivy roztok bol spolu
s destilovanou vodou sterilizovany v tlakovom hrnci pri 120 °C po dobu 30 mindt [51].

Standardny roztok aktivnej latky — Levofloxacinu s koncentraciou 1 g/l bol pripraveny
navazenim Levofloxacinu (0,05 g) arozpustenim vo fosfatovom timivom roztoku (50 ml).
Tento roztok bol d’alej riedeny za vzniku roztoku s koncentréciou 0,8 g/l.

Vzorky polyfenolov boli pripravené navazenim a rozpustenim prislusného mnozstva vzorky
v 1 ml vysterilizovanej destilovanej vody. V pripade vzorky polyfenoly 1 bola navazka
0,104 2 g, pri vzorke polyfenoly 2 bola navazka 0,118 9 g.

4.3.2 Jamkova difuzna metdda

Na Petriho misky s tuhym médiom bola naockovana 24 hodinova kultdra mikrobialnych
buniek. Na agarova platni¢ku bolo napipetovanych vzdy 100 pl tekutého média s obsahom
danej mikrobiélnej kultary, ktoré boli rozotreté sterilnou hokejkou po povrchu. Misky boli
nasledne ponechané asi 20 minut stat’. Do takto pripravenych Petriho misiek bolo sterilnym
sklenenym korkovrtom vyhibenych 6 jamiek. Do $tyroch jamiek bolo napipetovanych 100 pl z
kazdej vzorky aktivnej latky a do jednej jamky bolo napipetovanych 100 ul ¢istého rozpustadla
bez pridavku aktivnej latky. Postup bol pre kazdi mikrobialnu kultiru zopakovany dvakrat.
Petriho misky boli nasledne inkubované po dobu 24 hodin pri teplote 37 °C. Nakoniec bola
zmerana vel'kost” inhibiénych z6n a zhotovena fotodokumentécia jednotlivych Petriho misiek.

4.4 Zvlaknovanie P3HB na zhodnotenie morfologie

4.4.1 Priprava pracovnych roztokov

Poly(3-hydroxybutyrat) (5 g) bol navazeny a rozpusteny v zmesi dichlérmetanu a chloroformu
v pomere 1:1, 1:2 a 1:3 (45 g), ¢im bol vytvoreny 10% roztok. Priprava prebiehala v uzavretej
hrubostennej sklenej flasi s tlakovym uzaverom, ktora bola so zmieSanymi latkami vlozena do
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vyhriatej laboratdrnej susiarne na 80 °C. Pocas zhruba hodiny zahrievania vznikol visk6zny
roztok, ktory bol d’alej riedeny na pozadované koncentracie. Toto riedenie zahfa tabul’ka €. 1.

Tabulka & 1: Riedenie 10% roztoku P3HB

Koncentracia Hmotnost’ Hmotnost’
roztoku (hm. %) 10% roztoku (g) rozpustadla (g)
8 4,0 1,0
5 2,5 2,5
4 2,0 3,0
2 1,0 4,0
1 0,5 4,5

4.4.2 Charakterizécia roztokov
Pripravené roztoky bol charakterizovane zmeranim dynamickej viskozity pri teplote 20 °C
a nasledne boli zvlaknené.

4.4.3 Zvlaknovanie roztokov

Zvlaknovanie prebichalo na stolnom elektrostatickom zvlakfiovaci (sUstava zariadeni na
elektrospinning). Tato sUstava obsahuje kladny zdroj jednosmerného vysokého napatia, ktory
umoznuje pracu v rozpati 0 az 25 kV, a zdroj z&porného jednosmerného vysokého napétia,
ktory umoziniuje pracu v rozmedzi 0 az —15 kV. Kladné napétie je napojené na ihlu injekénej
striekaCky nachadzajiicej; sa na linedrnom davkovaci, ktory umoznuje kontinualny prietok
zvlaknovaného roztoku. Zaporné napétie je zavedené na kovovy kolektor — kovovy ter¢
s priemerom 10 cm. Tento kolektor je pokryty podpornym materidlom, hlinikovou féliou, na
ktorej sa zachytava vzniknuty zvlakneny material.

Do injekénej striekacky s velkostou 10 ml boli nabrané 2 ml roztoku a striekacka bola
uchytend na linearny davkovac. Bola upravend vzdialenost’ od konca ihly, ktora sluZzila ako
zvlaknovacia elektroda, po kolektor na 20 cm. K obom elektrédam, ihla a kovovy ter¢, boli
pripevnené svorky s elektrickym napétim. Na ihlu bolo privadzané kladné napatie 15 kV, na
kovovy kolektor bolo privadzané zaporné napétie -5 kV. Zapojenie zvlakiiovacej stistavy bolo
skontrolované, bolo zapnuté davkovanie a po vytvoreni prvej kvapdcky zvlakinovaného roztoku
na konci ihly boli zapnuté zdroje napéatia. Nadstavenia procesu sa pri jednotlivych
zvlaknovaniach nemenili a sU uvedené v tabulke ¢. 2.

Tabulka ¢. 2: Parametre laboratornej pripravy vléken

Elektrodova Priemer . ) ..
dial o triekatk Priemer Napétie (kV) Prietok Materiél
Za1 n Il
vadialenost: | striekacky | nly (mm) P (Ll/min) kolektoru
(cm) (cm)
20,0+£0,1 1,8 1,0 20,0+£0,1 100 hlinikova félia

Po vycerpani zvlaknovaného roztoku bolo vypnuté napétie a davkovac, bola premyta striekacka
s ihlou, bola odobrand hlinikova folia so zvlaknenym materidlom, ktord bola uchovana na
d’alSie tkony a zvlakiiovacia ststava bola pripravena na zvlaknenie d’alSich roztokov.
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4.4.4 Charakterizacia nanovlakennych Struktar

Morfologia vyslednych  Struktir  vzniknutych zvldknenim bola charakterizovana
a vyhodnotena. Vsetky vzorky boli pozorované elektronovou mikroskopiou, boli vytvorené
snimKky, z ktorych boli pomocou softwaru ImageJ ziskané distriblcie priemeru vlaken a pérov,
a priemerné hrabky vlaken a priemery porov. Po vyhodnoteni boli vybrané vhodné Struktary,
ktoré boli pouzité na inkorporaciu aktivnej latky.

4.5 Zvlakinovanie P3HB s pridavkom aktivnej latky

45.1 Priprava pracovnych roztokov

Prislusné mnozstva poly(3-hydroxybutyratu) boli navazené a rozpustené v zmesi rozpustadiel
dichlérmetanu a chloroformu v pomere 1:1 al1:2, a boli vytvorené tri roztoky s roznou
koncentraciou podl'a tabul’ky ¢. 3. Priprava prebiehala podobne ako je uvedené v odseku 4.4.1.
Po dostatoénom ochladeni vzniknutych viskéznych roztokov bolo do kazdého z nich pridané
prislusné mnozstvo aktivnej latky na koncentraciu 1 hm. %.

Tabulka ¢. 3: Priprava roztokov s pridavkom aktivnej latky
. Pomer .
Koncentracia o s Hmotnost’ Hmotnost’ zmesi
roztoku (hm. %0) rozpistadicl P3HB (g) rozpust'adla (g)
' (DCM:CHCl:) P 5

1.1 5 95

1:1 1 99

1:2 4 96

45.2 Zvlakiovanie roztokov

Zvlaknovanie prebiehalo na elektrostatickom zvlaknovaci, ako kolektor bol pouzity kovovy
ter¢ s priemerom 10 cm, ktory bol pokryty hlinikovou féliou. Do injekénej striekacky bolo
nabranych 10 ml zvlakiniovaného roztoku P3HB s pridavkom antibiotika a d’alsi postup bol
rovnaky ako v ¢asti 4.4.3, pri¢om bolo zvlakiovanie kazdého roztoku prevedené dvakrat.

4.5.3 Charakterizacia nanovlakennych Struktar

Morfolégia vyslednych Struktir vzniknutych zvlaknenim roztoku P3HB s pridavkom
antibiotika bola charakterizovana elektronovou mikroskopiou, pomocou ktorej boli vytvorené
snimky tychto §truktur.

4.6 Zhotovenie kalibra¢nej krivky pre §tidium uvoliovania aktivnej latky
z nanovlakennych Struktar

4.6.1 Priprava zasobnych roztokov

Bol pripraveny roztok hydroxidu sodného s koncentrdciou 0,2 M navazenim hydroxidu
sodného (0,8 g) a rozpustenim v destilovanej vode (100 ml), a roztok dihydrogénfosfore¢nanu
draselného s koncentraciou 0,2 M navazenim dihydrogénfosfore¢nanu draselného (2,721 8 Q)
a rozpustenim v destilovanej vode (100 ml) [51].

Na $tadium uvolnovania aktivnej latky z porovitych Struktar bol vyuzivany fosfatovy timivy
roztok s pH 7.4, ktory bol pripraveny nasledovne: do 250 ml odmernej banky bolo odmeranych
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28 ml 0,2 M roztoku hydroxidu sodného, 62,5 ml 0,2 M roztoku dihydrogénfosfore¢nanu
draselného a objem bol doplneny destilovanou vodou (159,5 ml) po risku [51].

Standardny roztok aktivnej latky — Levofloxacinu s koncentraciou 1 g/l bol pripraveny
navazenim Levofloxacinu (0,05 g) arozpustenim vo fosfatovom tlmivom roztoku (50 ml).
Z tohto roztoku bol odobrany 1 ml ado 100 ml odmernej banky bol doplneny po risku
fosfatovym tlmivym roztokom, za vzniku druhého Standardného roztoku Levofloxacinu
s koncentréaciou 10 pg/ml [51].

4.6.2 Priprava roztokov kalibra¢nej krivky

Boli vytvorené roztoky kalibra¢nej rady Levofloxacinu v desiatich rdznych koncentraciach
nasledovne: druhy standardny roztok Levofloxacinu s koncentraciou 10 pg/ml bol zriedeny na
pozadované koncentracie (riedenie zobrazuje tabulka ¢. 4) za vzniku desiatich roztokov
s koncentraciami 1 az 10 pg/ml.

Tabulka & 4: Riedenie roztoku Levofloxacinu

& rogtoku Objem roztoku Objem fosfatového | Vysledna koncentracia
Levofloxacinu (ml) pufru (ml) (ug/ml)
1 0,1 0,9 1
2 0,2 0,8 2
3 0,3 0,7 3
4 0,4 0,6 4
5 0,5 0,5 5
6 0,6 0,4 6
7 0,7 0,3 7
8 0,8 0,2 8
9 0,9 0,1 9
10 1,0 0 10

4.6.3 Zhotovenie kalibracnej krivky

Kalibra¢né roztoky boli podrobené UV-VIS spektrofotometrii. Absorbancie tychto roztokov
boli zmerané proti slepej vzorke, ktorou bol fosfatovy timivy roztok, pri 292 nm. Pre kazdy
roztok bolo meranie opakovaneé 3-krét a zo ziskanych udajov bol urobeny priemer, standardna
odchylka a kalibra¢na krivka v programe Excel. Pre meranie bola pouzitd kremenna kyveta
s dizkou optickej drdhy 1 cm a vonkaj§imi rozmermi 12,5 x 12,5 x 45 mm [51].

4.7 Stadium vplyvu uvoliiovania aktivnej latky z pripravenych nanovlakennych
Struktur v zavislosti od vytvorenej morfologickej Struktury

4.7.1 Priprava vzoriek

Z vytvorenych vlaknitych struktar s pridavkom antibiotika boli vystrihnuté vzorky v tvare
Stvorca s rozmermi 1X1cm, ktorych hmotnost bola odvazena na analytickych vahach
a zapisana. Odvazené vzorky boli umiestnené do sklenenych vialiek a zaliate 1,5ml
fostatového tlmivého roztoku. Pre kazdi koncentraciu zvldknovaného roztoku bol postup
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prevadzany trikrat. Takto pripravené vzorky boli neskdr pouzité na meranie uvolfiovania
antibiotika z vl&knitych Struktar do fosfatového timivého roztoku.

4.7.2 Meranie uvol'iiovania aktivnej latky a stanovenie u¢innosti jej enkapsulacie do
vzorky

Boli odoberané vzorky fosfatového tlmivého roztoku vo vopred uréenych casovych

intervaloch, ktoré boli premeriavané na UV-VIS spektrofotometri pri 292 nm, ako slepé vzorka

bol pouzity &isty fosfatovy timivy roztok. Na meranie bola pouZivana kremenné kyveta s dizkou

optickej drdhy 1cm avonkaj$imi rozmermi 12,5 X 12,5 X 45 mm. Po kazdom merani boli

vzorky ponechané na temperovanej trepacke pri 37 °C a 180 rpm [51].

Utinnost’ enkapsulacie antibiotika bola stanovena spektrofotometricky zo vzoriek abiotickou
hydrolyzou vo fosfatovom pufri pri teplote 85 °C po dobu 21 dni.

4.8 Stanovenie antimikrobialnej aktivity inkorporovanej latky v nanovlaknach
Stanovenie antimikrobialnej aktivity prebiehalo agarovou difiznou metddou.

4.8.1 Priprava vzoriek
Z pripravenych vrstiev vlaken s pridavkom antibiotika s koncentraciou P3HB a pomerom
rozpustadiel 1 % 1:1, 4 % 1:2a 5 % 1:1 boli vystrihnuté kriizky s priemerom 13 mm.

4.8.2 Agarova difuzna metoda

Na Petriho misky s tuhym médiom bola naockovana 24 hodinova kultira mikrobidlnych buniek
napipetovanim vzdy 100 pl tekutého média s obsahom danej mikrobialnej kultary, ktoré boli
rozotreté sterilnou hokejkou po povrchu. Misky boli nasledne ponechané asi 20 mintt stat’. Na
takto pripravené Petriho misky boli pokladané vystrihnuté vzorky vlaken tak, aby kazda
obsahovala tri vzorky vldken z 1% a 4% roztoku P3HB a jednu vzorku z 5% roztoku P3HB.
Nasledne boli vSetky vzorky popritla¢ané, aby mohla prebehnit’ diflzia. Tento postup bol
zopakovany pre kazdt mikrobialnu kultdru. Petriho misky boli nasledne inkubované po dobu
24 hodin pri teplote 37 °C. Nakoniec bola zmerana velkost' inhibi¢nych zoén a zhotovena
fotodokumentacia jednotlivych Petriho misiek.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Stanovenie antimikrobialnej aktivity aktivnych latok a vyber aktivnej latky
pre inkorporaciu do P3HB vldken

Boli testované 3 aktivne latky: polyfenoly 1, polyfenoly 2 a Levofloxacin. Na stanovenie
antimikrobialnej aktivity tychto latok bola vyuzita jamkova difizna metoda a pre kazdy
mikroorganizmus (Escherichia coli, Serratia marcescens, Micrococcus luteus, Candida
glabrata) bola metoda opakovana dvakrat. Boli odmerané vel’kosti utvorenych inhibi¢nych zon,
urobené fotografie jednotlivych pokusov audaje zo vSetkych pokusov boli spracované do
tabul’ky ¢. 5.

Na obrazku €. 10 je ukdzka sledovania antimikrobidlnej aktivity aktivnych latok voci
bakterialnemu kmenu Escherichia coli. Je viditeI'né, ze v pripade tejto gram-negativnej baktérie
vykazuje silny antimikrobialny u¢inok antibiotikum v oboch koncentréciach, s velkost'ou
inhibi¢nych z6n 9 £ 1 mm a 7 £ 1 mm. Slabsi, ale viditeI'ny G¢inok, bol taktiez pozorovany pri
vzorke polyfenoly 2 s velkost'ou inhibi¢nej zony 1 £ 1 mm.

Obrazok ¢. 10: Ukdzka sledovania antimikrobidalnej aktivity voci bakterialnemu kmenu Escherichia
coli: B —slepa vzorka, Al — Levofloxacin s koncentraciou 1 g/l, A2 — Levofloxacin s koncentraciou
0,8 g/l, P1 — polyfenoly 1, P2 — polyfenoly 2.

Obrazok ¢. 11 zobrazuje sledovanie antimikrobidlnej aktivity aktivnych latok voéi gram-
negativnej baktérii Serratia marcescens, na ktort ma inhibi¢ny ucinok rovnako ako u
predoslej gram-negativnej baktérie, Escherichia coli, antibiotikum v oboch koncentraciach
s vel'kostou inhibiénych zoén 10 £ 1 mm a 9 = 1 mm. Antimikrobiélna aktivita v tomto teste
nebola pozorovana pri ziadnej vzorke polyfenolov.
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Obrazok ¢. 11: Uk&zka sledovania antimikrobidlnej aktivity voci bakterialnemu kmernu Serratia
marcescens: B — slepé vzorka, Al — Levofloxacin s koncentraciou 1 g/l, A2 — Levofloxacin
s koncentraciou 0,8 g/l, P1 — polyfenoly 1, P2 — polyfenoly 2.

Obrdzok ¢. 12 zobrazuje ukazku sledovania antimikrobidlnej aktivity aktivnych latok voci
bakterialnemu kmenu Micrococcus luteus, ktory patri medzi gram-pozitivne baktérie. V tomto
pripade mali inhibi¢ny G¢inok vSetky testované aktivne latky, pricom najvacsi u¢inok mé prave
Levofloxacin v oboch koncentréciach s velkost'ou inhibiénych zéon 9 £ 1 mm a 7 £ 1 mm. Pri
vzorkach polyfenolov bola vel’kost’ inhibi¢nych zo6n zhodnd, ato 2 + 1 mm.

Obrazok ¢. 12: Ukazka sledovania antimikrobidlnej aktivity voci bakterialnemu kmenu Micrococcus
luteus: B — slep& vzorka, Al — Levofloxacin s koncentraciou 1 g/l, A2 — Levofloxacin s koncentraciou
0,8 g/l, P1 — polyfenoly 1, P2 — polyfenoly 2

Sledovanie antimikrobialnej aktivity aktivnych latok voci kvasinke Candida glabrata zobrazuje
obrazok ¢. 13. Z tejto snimky je zjavné, ze na kvasinku nepdsobi antibiotikum ani polyfenoly 1,
no v pripade vzorky polyfenoly 2 bola pozorovana inhibi¢na zona s velkostou 1 = 1 mm.
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Obrazok ¢. 13: Ukdzka sledovania antimikrobidalnej aktivity voci kvasinke Candida glabrata: B — slepa
vzorka, Al — Levofloxacin s koncentraciou 1 g/l, A2 — Levofloxacin s koncentréciou 0,8 g/l, P1 —
polyfenoly 1, P2 — polyfenoly 2

Tabulka ¢. 5: Zhrnutie velkosti inhibicnych zén u jednotlivych mikroorganizmov, 0 — Ziadna inhibicna
zOna; rozmery s udavané v mm

E. coli S. marcescens
vzorka 1 2 priemer 1 2 priemer
Al 9 9 9+1 10 10 10+1
A2 7 7 7+1 9 9 9+1

P1 0 0 0 0 0 0

p2 1 1 1+1 0 0 0
M. luteus C. glabrata

Al 9 9 9+1 0 0 0

A2 7 7 0 0 0

P1 2 2 0 0 0

P2 2 2 + 1 1 1+1

Vysledkom tychto experimentov bol vyber vhodnej aktivnej latky na inkorporéciu do P3HB
vléken, ktorou je antibiotikum, vd’aka svojim u¢inkom na jednotlivé bakterialne kultury. Tiez
bola vybrana aj vhodna koncentracia Levofloxacinu, a to 1 g/l, na zaklade vyskumu skupiny
doktora C. V. Nachiyara, v ktorom bolo sledované uvolfiovanie Levofloxacinu s koncentraciou
prave 1 g/l z nanocastic poly(3-hydroxybutyratu) [52].

5.2 Charakterizacia roztokov a pripravenych P3HB nanovlaken

5.2.1 Priprava pérovitych Struktar

Na ziskanie porovitych Struktir metodou elektrostatického zvlaknovania bola pouzita zmes
rozpustadiel, a to chloroformu a dichlormetanu, kvoli ich rozliénej vyparnosti, vd’aka ¢omu je
mozné vytvorit’ r6zne morfologie zvldkneného materidlu. Principiélne sa pri tvorbe vlakna
prednostne odparuje chloroform avznika vlakno s obsahom dichlérmetanu. Nasledne pred
dopadom vytvoreného vlakna na kolektor sa postupne vyparuje aj dichlormetan a vo vlakne po
sebe zanecha roznu porovith Struktiru v zavislosti od pomeru rozpustadiel.
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5.2.2 Dynamicka viskozita pripravenych roztokov

Pripravené roztoky poly(3-hydroxybutyratu) boli charakterizované zmeranim viskozity, ktorej
hodnoty pre jednotlivé roztoky s uvedené v tabulke ¢. 6. Z tychto hodn6t bola vytvorena
graficka zavislost’ viskozity na koncentracii (obrazok ¢. 14) pre vSetky zriedené roztoky.

Z grafu zavislosti dynamickej viskozity na koncentrécii roztokov vyplyva, ze so zvySovanim
objemu chloroformu v zmesi rozpustadiel sa zvySovala aj dynamicka viskozita roztokov, ¢o je
sposobené vysSou hodnotou dynamickej viskozity ¢istého chloroformu, ktord je pri teplote
20 °C udavana ako 0,57 mPa-s. Dynamicka viskozita dichlérmetanu je pri 20 °C udavana ako
0,43 mPa-s [53,54].

Pri merani bolo taktiez zistené, Ze so stpajucou viskozitou a koncentraciou polyméru v roztoku
narastal nielen priemer vléken a pérov, ale tiez samotné zvlaknovanie bolo pri koncentraciach
5 a8 hm. % zlozitejsie z dovodu hromadenia a tuhnutia roztoku uz na hrote ihly injekénej
striekacky, a nie na kolektore. Pri roztokoch s vysokymi koncentraciami, a teda aj s vysokymi
hodnotami dynamickej viskozity nedochadzalo k tvorbe Taylorovho kuzel’a.

Tabulka ¢. 6: Hodnoty viskozity zriedenych roztokov

Pomer zmesi
rozpustadiel 1 12 13
¢ (hm. %) U (mPa-s) U (mPa-s) U (mPa-s)
1 4 11 24
2 32 44 67
4 346 368 443
5 652 785 898
8 2026 2891 4288
4500 -
4000 -
3500 -
3000 -
= 2500 - ——1:1
éé“ 2000 - —fl—1:2
= 1500 -+ 1:3
1000
500 - .
0 [3—————12—“"7'__--h- ; ; .
1 3 c(h%.%) 7 9

Obrazok ¢. 14: Graf zavislosti viskozity na koncentracii roztokov

5.2.3 Charakterizacia pripravenych nanovlakennych $truktir metédou SEM

Pripravené vlaknité porovité Struktury boli charakterizované metédou SEM, pomocou ktorej
boli vytvorené snimky. Podla tychto snimok boli vzniknuté Struktiry rozdelené podla
prevladajucich javov na péry a vlakna, a boli zmerané hodnoty ich priemerov. Zo zmeranych
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Udajov boli vytvorené distriblcie priemerov pérov adistriblcie priemerov vildken
V jednotlivych Struktarach. Tieto Udaje spolu so SEM snimkami $truktir meranych vzoriek sU
pri zodpovedajucich kapitolach zhrnuté na obrazkoch ¢. 15 az 54.

So stupajucou viskozitou sa zviac¢Soval aj priemer vlaken a porov, ktorych velkosti boli v rade
submikronov az mikronov. V tejto suvislosti bola tiez pozorovana aj tvorba odlisSnych
porovitych Struktar naprie¢ r6znymi koncentraciami vzoriek, no aj v ramci danych koncentrécii
Vv roznych pomeroch rozpustadiel, ktoré boli medzi sebou porovnavané. Pri 1% a 2% roztokoch
P3HB vznikali prevazne porovité kompaktné struktury, v ktorych sa v ramci danej koncentracie
vo vsetkych pomeroch rozpustadiel so stipajicou viskozitou objavovali aj vlakna. Pri 4%
vzorkach bola situacia obdobna, no podiel pérovitych Struktar a vlaken bol v ramci vSetkych
pomerov rozpuStadiel tejto koncentracnej skupiny na pohlad porovnatelny. V pripade
zvlédknenych 5% roztokov bol vo vzorkach pritomny vacsi pocet vlaken ako suvislych
porovitych vrstiev a pri 8% roztokoch P3HB s najvyssimi hodnotami viskozit prevladala tvorba
prevazne vlaken s najva¢§imi priemermi zo vSetkych zvlaknenych materidlov, pricom bola tiez
pozorovana tvorba porovitych vlaken.

V ramci porovnania vel'kosti priemerov porov a vlaken jednotlivych rodin tvorenych rovnakym
pomerom zmesi rozptstadiel (t. j. 1:1, 1:2, 1:3), v ktorych boli rézne koncentracie P3HB
rozpustené moézeme povedat’, Ze aZ na malé odchylky spdsobené nejednotnymi podmienkami
pri merani v programe ImagelJ, vznikali so zvySujicim sa objemom chloroformu aj vicsie
priemery sledovanych objektov.

Ciel'om tychto experimentov bolo najst’ najvhodnejsie struktury pre inkorporaciu aktivnej latky
podla predpokladu, Zze vyskyt porov umozni lepsie fyzikalne uchytenie tejto latky, a tym aj
odlisi uvolfiovanie z vybranych Struktur.

5.2.3.1 Nanovlikenné struktury P3HB Vv zmesi rozpust’adiel v pomere 1:1

V pripade zvldknovania P3HB v zmesi rozpustadiel v pomere 1:1 vznikali porovité Struktary z
roztoku s koncentraciou 1,2 a4 hm. %. Pri 1% roztoku bol pozorovany vznik kompaktnej
porovitej vrstvy pripominajicej hubku, bez pritomnosti vidken. Z 2% roztoku vznikla pérovita
Struktara s vlaknami, ktoré mali najmensie stredné hodnoty priemerov a rovnako aj pri 4%
roztoku. So zvySujicou sa koncentraciou sa nevyskytovali pory ale vznikali vldkna, ktorych
priemery sa zvySovali so zvySujucou sa koncentraciou a viskozitou roztokov. Stredné hodnoty
priemerov porov aj vlaken su uvedené v tabul’ke ¢. 7.

Tabulka ¢. 7: Stredné hodnoty priemerov pérov a vliaken

Stredn& hodnota Stredna hodnota
¢ (hm. %) . . . )
priemeru pérov (um) priemeru vlaken (um)

1 0,766 + 0,446

2 0,573+0,428 0,346 + 0,206
4 0,747 £ 0,225 1,477 £ 0,541
5 1,416 + 0,158
8 4,186 + 0,354
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Obrazok ¢. 15: Distriblcia priemerov pdrov materialov zvlaknenych z 1% roztoku P3HB

pocetnost (-)
(o)} o]

N

N

Obrazok ¢. 16: SEM snimka 1% roztoku P3HB (zvdicsené 1500-krat)

24

21
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15
12

poletnost (-)

0.135 0.374 0.613 0.852 1.092 1.331 1.570 1.810

o w o v

d (um)
Obrazok ¢. 17: Distribucia priemerov pérov materialov zvlaknenych z 2% roztoku P3HB
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Obrazok ¢. 18: Distriblcia priemerov vléken zvlaknenych z 2% roztoku P3HB
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Obrazok ¢. 19: SEM
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snimka 2% roztoku P3HB (zvdicsené 3500-krat)
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Obrazok ¢. 20: Distriblcia priemerov porov materialov zvlaknenych zo 4% roztoku P3HB
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Obréazok ¢. 21: Distriblcia priemerov vlaken zvldknenych zo 4% roztoku P3HB
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Obrazok ¢. 22: SEM snimka 4% roztoku P3HB (zvdicsené 5000-krat)

10

0 I | | | I I I I

1.123 1.200 1.277 1.353 1.430 1.507 1.584 1.660
d (um)

Obrazok ¢. 23: Distribucia priemerov vlaken zvlaknenych z 5% roztoku P3HB
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Obrazok ¢. 24: SEM snimka 5% roztoku P3HB (zvdcsené 5000-krat)

pocetnost (-)
[e)]
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0

3527 3718 3909 4100 4291 4482 4673
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Obrazok ¢. 25: Distribdcia priemerov vléken zvlaknenych z 8% roztoku P3HB

4.864

Obrazok ¢. 26: SEM snimka vlaken 8% roztoku P3HB (zvdcsené 2000-krat)
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5.2.3.2 Nanovlikenné struktury P3HB Vv zmesi rozpust’adiel v pomere 1:2

V pripade zvlaknovania P3HB Vv zmesi rozpustadiel v pomere 1:2 boli vo vzniknutych
Struktarach pritomné péry aj vldkna vo vSetkych koncentraciach roztokov. So zvySujucou sa
koncentréciou rastli aj priemery pérov a vlaken. Pri koncentracii 1 a 2 hm. % vznikali vo vyssej
miere porovité Struktury s men$im mnozstvom vldken, pri zvySnych koncentraciach vznikali
viac vldkna akoby pospajané mensim poétom poérovitych Struktar. Stredné hodnoty tychto

objektov su uvedené v tabul’ke ¢. 8.

Tabulka ¢. 8: Stredné hodnoty priemerov pérov a vléken

Stredna hodnota Stredna hodnota
¢ (hm. %) . . . .
priemeru pérov (um) priemeru vildken (um)
1 0,889 + 0,556 0,281 + 0,153
2 0,923 + 0,747 0,532 + 0,235
4 1,292 + 0,564 1,221+ 0,374
5 1,110 £ 0,595 2,276 + 0,502
8 1,602 + 1,387 7,687 + 3,264
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0.203 0.541 0.879 1.217
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1.556 1.894 2.232 2.570
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Obrazok ¢. 27: Distriblcia priemerov porov materialov zvlaknenych z 1% roztoku P3HB
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Obrazok ¢. 28: Distriblcia priemerov vléken zvlaknenych z 1% roztoku P3HB
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Obrazok ¢. 29: SEM snimka 1% roztoku P3HB (zvdcsené 3500-krat)
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Obrazok ¢. 30: Distribucia priemerov pérov materialov zvlaknenych z 2% roztoku P3HB
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Obrazok ¢. 31: Distribucia priemerov vlaken zvlaknenych z 2% roztoku P3HB
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Obrazok ¢. 33: Distribucia priemerov pérov materialov zvlaknenych z 4% roztoku P3HB
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Obrazok ¢. 34: Distribucia priemerov vliaken zvlaknenych zo 4% roztoku P3HB
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Obrazok ¢. 35: SEM snimka 4% roztoku P3HB (zvdcsené 1500-krét)
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Obrazok ¢. 36: Distribucia priemerov pérov materialov zvlaknenych z 5% roztoku P3HB
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Obrazok ¢. 37: Distribucia priemerov vliaken zvlaknenych z 5% roztoku P3HB
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Obrazok ¢. 38: SEM snimka 5% roztoku P3HB (zvdcsené 2500-krat)
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Obrazok ¢. 39: Distribucia priemerov pérov materialov zvlaknenych z 8% roztoku P3HB

14
12

10 |

: Il-l-

3615 5563 7510  9.457  11.405 13.352 15299  17.246
d (um)
Obrazok ¢. 40: Distribucia priemerov vliaken zvlaknenych z 8% roztoku P3HB
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Obrazok ¢.

41: SEM snimk

“Ngivhs '~\

a 8% roztoku P3HB (zvdicsené 6500-krét)

5.2.3.3 Nanovlakenné Struktury P3HB v zmesi rozpust’adiel v pomere 1:3

V pripade zvlaknovania P3HB v zmesi rozpustadiel v pomere 1:3 boli vo vzniknutych
Struktarach pritomné péry pri roztokoch s koncentraciou 2, 4 a5 hm. %. Podobne ako
v predoslych pripadoch, pri 1 a 2 % roztoku vznikali vo vyssej miere hubkovité vrstvy a menej
vlakna. VI&kna vznikali vo vsetkych koncentraciach roztokov a ich priemery sa so stupajucou

koncentraciou opat’ zvySovali. Tieto hodnoty su uvedené v tabul’ke ¢. 9.

Tabulka & 9: Stredné hodnot

priemerov porov a vlaken

Stredna hodnota Stredna hodnota
¢ (hm. %) . . . .
priemeru porov (pum) priemeru vlaken (um)
1 0,212 £ 0,125
2 1,057 £ 0,655 0,746 + 0,367
4 1,102 + 0,405 1,353 + 0,632
5 1,326 + 0,589 1,690 + 0,530
8 3,818 + 1,269
16

14

12

10

pocetnost (-)
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S

N

0.049

Obrazok ¢. 42: Distribucia priemerov vlaken zvlaknenych z 1% roztoku P3HB
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Obrdzok & 43: SEM snimka 1% rozto
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Obréazok ¢. 44: Distriblcia priemerov pérov materialov zvlaknenych z 2% roztoku P3HB
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Obrazok ¢. 45: Distribucia priemerov vliaken zvlaknenych z 2% roztoku P3HB
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Obrazok ¢. 47: Distriblcia priemerov porov materialov zvlaknenych z 4% roztoku P3HB
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Obrazok ¢. 48: Distribucia priemerov vliaken zvlaknenych z 4% roztoku P3HB
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Obrazok ¢. 49: SEM snimka 4% roztoku P3HB (zvdcsené 2000-krat)
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Obrazok ¢. 50: Distribucia priemerov pérov materialov zvlaknenych z 5% roztoku P3HB
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Obrazok ¢. 51: Distribucia priemerov vliaken zvlaknenych z 5% roztoku P3HB
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Obrazok ¢. 52: SEM snimka 5% roztoku P3HB (zvdcsené 1200-krat)
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Obrazok ¢. 53: Distriblcia priemerov vléken zvlaknenych z 8% roztoku P3HB

Obrazok ¢. 54: SEM snimka 8% roztoku P3HB (zvdicsené 5000-krat)
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5.3 Charakterizacia pripravenych Struktir s pridavkom aktivnej latky

Na zaklade charakteristiky vzniknutych struktur pomocou SEM, boli pre pripravu vlaknitych
vrstiev s pridavkom antibiotika vybrané tri rozne koncentracie roztokov tak, aby bolo mozné
Stadium vplyvu uvoltovania aktivnej latky v zavislosti na vytvorenych morfoldgiach. Bol
vybrany roztok s koncentraciou 1 hm. % P3HB v zmesi rozpustadiel v pomere 1:1, pretoze
vzniknuty reliéf sa najviac podobal prvotnej predstave porovitej Struktiry pripominajuce;j
hubku, d’alej roztok s koncentraciou 4 hm. % P3HB v zmesi rozptstadiel v pomere 1:2, ktorého
morfoldgia je vhodna na porovnanie uvolnovanie aktivnej latky v zavislosti od vytvorenej
Struktary, vd’aka obsahu vlaken aj na pohl'ad pravidelnych porov vo svojej morfologii a roztok
s koncentraciou 5 hm. % P3HB v zmesi rozptstadiel v pomere 1:1, pretoze zo vSetkych variant
roztokov, z ktorych vznikali iba vlakna, bol tento najlepsie zvlakniteIny, ¢o dokazuje aj vplyv
viskozity na proces elektrostatického zvlakiovania.

Vysledky zvlaknovania boli taktieZz charakterizované elektronovou mikroskopiou a boli
porovnané so SEM snimkami prislusnych Struktar bez pridavku antibiotika a su zobrazene na
obrézkoch ¢. 55 az 57. Na snimkach je viditeI'né, Ze antibiotikum bolo inkorporované do porov
tychto porovitych vrstiev a pory st nim vyplnené.

» . e b . e A\
Obrazok ¢. 55: Porovnanie SEM snimok Struktur vzniknutych zvlaknenim 1% roztoku P3HB v zmesi
rozpustadiel v pomere 1:1 bez pridavku (A) a s pridavkom antibiotika (B) (zvdcsené 5000-krat)
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Obrazok ¢. 56: Porovnanie SEM snimok Struktur vzniknutych zvlaknenim 5% roztoku P3HB v zmesi
rozpustadiel v pomere 1:1 bez pridavku (A) a s pridavkom antibiotika (B) (zvdcsené 5000-krat)

= f’( £

Obrazok ¢. 57: Porovnanie SEM snimok §truktu’rvzniknut)5ch zviaknenim 4% roztoku P3HB v zmesi
rozpustadiel v pomere 1:2 bez pridavku (A) a s pridavkom antibiotika (B) (zvdcsené 3500-krat)

Vysledky zvlaknovania sa na pohlad volnym okom proti predoslym zvlakiovanym vrstvam
bez pridavku aktivnej latky nemenili, no v pripade 5% roztoku P3HB doslo k vzniku
nehomogénnej vrstvy s mnohymi kopcekmi a vel'mi zatuhnutymi miestami, pripominajucimi
zrazeniny, ¢o v predoslom pripade zvlaknovania prislusného roztoku nebolo pozorované.

5.4 Stiadium uvolhovania aktivnej latky z pripravenych nanovlakennych
Struktar

5.4.1 Kalibraéna krivka antibiotika

Kalibraéna krivka bola vyhotovena z hodndt absorbancie roztokov Levofloxacinu vo
fosfatovom timivom roztoku s roznymi koncentraciami. Tato zavislost’ je zobrazena na obrazku
&. 58. Rovnica kalibra¢nej krivky je y = 0,07x — 0,070 1 a regresny koeficient R? = 0,997 9.
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Obrdzok & 58: Kalibracnd krivka Levofloxacinu vo fosfatovom timivom roztoku

5.4.2 Uvoliovanie aktivnej latky z pripravenych nanovlikennych Struktir

Vystrihnuté vzorky v tvare Stvorca s vel’kost'ou 1 X 1 cm boli odvazené a hodnoty boli zapisané
do tabul’ky ¢. 10. Meranie absorbancie fosfatového timivého roztoku prebiehalo v ¢asovych
intervaloch 10, 30, 60 a 120 minut po dobu 7 hodin a 40 minat, posledné meranie prebehlo 24
hodin od prvého merania. Po kazdom merani bol tlmivy roztok vliaty naspdt’ do vialky
s prislusnou vlaknitou vzorkou. Hodnoty absorbancii boli spracované v programe Excel, kde
boli urobené prepoéty uvolneného antibiotika zo vzorky vztiahnuté na 100 mg vléken, a taktiez
bola vytvorena zavislost mnozstva uvol'neného antibiotika vztiahnutého na 100 mg na ¢ase pre
vSetky koncentracie. Tuto zavislost’ zobrazuje obrazok ¢. 59.

Tabulka ¢. 10: Parametre vzoriek vlaknitych struktir

Pomer zmesi Koncentracia
rozpust’adiel P3HB v roztoku ¢. vzorky Hmotnost’ (MQ)
(DCM:CHCI3) (hm. %)
1 8,4%0,1
1:1 5 2 16,0+£0,1
3 10,8 +0,1
1 78%0,1
1:1 1 2 8,2+0,1
3 7,3%+0,1
1 185+0,1
1:2 4 2 13,0+£0,1
3 8,8+0,1
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Obrazok ¢. 59: Graf zavislosti mnoZstva uvolneného antibiotika vztiahnutého na 100 mg na case

Z obrézka ¢. 59 vyplyva, Ze najviac aktivnej latky sa uvolnilo zo vzorky pripominajicej hubku,
ktora bola pripravena zvlaknenim 1% roztoku P3HB v zmesi rozpustadiel dichlérmetanu a
chloroformu v pomere 1:1, kedy sa vacsina (73,8 %) uvolneného antibiotika uvolnila
v priebehu prvych 3 hodin a 40 mindt, ato v prepocte na 100 mg vladken 67,86 + 0,15 g
z celkovych 91,97 + 1,90 pg antibiotika. Uvoltiovanie zo vzoriek pripravenych zo 4% a 5%
roztoku P3HB ma podobny priebeh, kedy sa vic¢sina uvolnenej aktivnej latky uvolnila uz po 1
hodine a 40 mintutach. Pri prepocte na 100 mg vlaken sa za tento ¢as uvolnilo zo 4% vzorky
21,21 + 4,75 pg, ¢o predstavuje 78,1 % z celkovych uvolnenych 27,15 + 4,66 pg antibiotika
az5% vzorky 20,41 +5,58 pug, ¢o je 88,5% zcelkovych uvolnenych 23,06 % 7,13 pg
antibiotika.

Z tohto merania tieZ vyplyva, ze celkovo sa najviac Levofloxacinu uvolnilo z 1% vzorky
s morfologiou homogénnej poérovitej hubkovitej vrstvy nasledovanej 4%, ktorej Struktura
obsahovala porovita ¢ast’ aj vlakna a nakoniec 5% vzorkou P3HB, ktora bola tvorena iba
vldknami. Mé6zeme teda tvrdit, ze morfolégia nami pripravenych vlaknitych poérovitych
Struktar uvolnovanie aktivnej latky vyrazne ovplyviuje.

Treba tiez podotkntt, Ze sa celkovo uvolnilo menej aktivnej latky zo vzoriek pripravenych zo
4 a 5% roztoku P3HB, ato z dovodu mensicho mnozstva antibiotika vo vzorke. Sice bola
pridana vzdy rovnaka koncentracia antibiotika do roztokov P3HB, ale mnozstvo antibiotika
realne pritomného bolo odlisné a zaviselo ako od viskozity roztoku, tak aj od vzniknutej
morfoldgie.

Stanovend ucinnost’ tzv. enkapsuldcie antibiotika do vldken bola nasledovna: 1% roztok
P3HB = 40,9 %, 4% roztok P3HB = 11,3 %, 5% roztok P3HB = 7,2 %.

5.5 Stanovenie antimikrobialnej aktivity inkorporovanej latky v nanovlaknach

Na stanovenie antimikrobialnej aktivity vlaken s pridavkom antibiotika bola vyuzita agarova
difizna metoda, pri ktorej boli na naockované tuhé médium pokladané a mierne pritlacané
vzorky vlaken vystrihnuté do kruhu s priemerom 13 mm. Na kazdy mikroorganizmus boli
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vyuzité vzdy tri vzorky vlaknitych Struktir z kazdej koncentracie, v pripade vldken z 5%
roztoku bola vyuzitd vzdy iba jedna vzorka, z dévodu nehomogénnosti materidlu, ktora
spbsobovala zIU manipulaciu s vlaknitou vrstvou. Po 24 h inkubécie pri 37 °C boli odmerané
velkosti utvorenych inhibi¢nych zén, urobené fotografie jednotlivych pokusov a Udaje zo
vSetkych pokusov boli spracované do tabulky ¢. 11. Ukazku sledovania antimikrobidlnej
aktivity zobrazuje obrazok ¢. 60.

Tabulka ¢. 11: Velkosti jednotlivych inhibicnych zon, V pripade kvasinky C. glabrata inhibicné zony
nevznikali

Mikrobiélna Vzorka & vzorky Z6na (mm) Zbénag (mm)
kultara
1 5
1% 2 5 5+1
3 5
E. coli 1 2
4% 2 2 2x1
3 2
5% 1 3 3+1
1 4
1% 2 4 4+1
3 4
S. marcescens 1 1
4% 2 1 1+1
3 1
50 1 2 2+1
1 3,5
1% 2 35 3,710
3 4
M. luteus 1 1
4% 2 1 08+1,0
3 0,5
5% 1 2 2+1

K vzniku najvécsich inhibiénych zon dochédzalo v pripade vldken P3HB s koncentraciou
zvlaknovaného roztoku 1 hm. %, nasledoval roztok s koncentraciou 5hm. % a nakoniec,
najmensSie inhibi¢né zoény vznikali pri vlaknach s koncentriciou P3HB 4 hm. %. Tento jav
mohol byt’ spdsobeny dvomi javmi. Po prvé, hrubkou pouzitych vzoriek, pricom vzorky 1%
vlaken boli najtensie, tym padom sa dali 'ahSie pritlacit’ na agar, aby mohla prebiehat’ difuzia,
no pri 4% vlaknach bola vzniknuta vrstva prili$ hruba na to, aby sa prispdsobila povrchu agaru
(Co je viditel'né aj na obrazku ¢. 60, v pripade bakterialneho kmena M. luteus.). Alebo po druhe,
vzniknutd morfologia mohla mat’ tiez vplyv na lepSiu inkorporaciu a nasledné uvolfiovanie
antibiotika. V pripade 5% vlaken bola vzniknuta vrstva vel'mi nehomogénna, ale na testy
antimikrobialnej aktivity boli vybrané najtensie vzorky, a preto st aj velkosti inhibi¢nych zon
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véacsie ako pri 4% vlaknach. V pripade vzoriek vzniknutych z 1% roztoku boli najvacsie
inhibi¢né zony s priemernou velkost'ou 5 + 1 mm namerané u E. coli, s priemernou velkost'ou
4 +1 mm nasledovala kultdra S. marcescens a napokon M. luteus s priemernou velkost'ou
3,6 £ 1,0 mm. Priemerné velkosti inhibi¢nych zon 4% vzoriek boli namerané nasledovne: E.
coli 2+ 1 mm, S. marcescens 1 +1 mm, M. luteus 0,8 £ 1,0 mm, a pri 5% vzorkach: E. coli
3+ 1mm, S. marcescens 2 £ 1 mm, M. luteus 2 £ 1 mm. V pripade mikrobiélnej kultdry C.
glabrata, rovnako ako v predoslych antimikrobialnych testoch antibiotika, k tvorbe inhibi¢nych
z6n nedoslo.

Obrdazok ¢. 60: Ukdzka sledovania antimikrobidlnej aktivity voci mikrobialnym kmeiiom: A — M.
luteus, B — S. marcescens, C — C. glabrata, D — E. coli. Cislo poukazuje na typ vzorky: 1 %, 4 % a5 %
rozpusteného P3HB.
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6 ZAVER

Této bakalarska praca bola zamerana na uvolfiovanie aktivnych latok z porovitych Struktir na
baze P3HB. Boli vykonané testy na stanovenie antimikrobialnej aktivity troch rbéznych
aktivnych latok: antibiotika — Levofloxacinu, avzoriek polyfenoly 1 a2 voc¢i vybranych
mikroorganizmom — Escherichia coli, Micrococcus luteus, Serratia marcescens a Candida
glabrata. Na zéklade vysledkov tychto testov bola vybrand vhodna aktivna latka na
inkorporaciou do vlaknitych struktar P3HB, a to antibiotikum, ktoré spdsobilo v koncentracii
1 g/l vznik inhibi¢énych zon u vSetkych bakteridlnych kmenov s priemernou velkostou
9,5 £ 1,0 mm, s vynimkou kvasinky, a tiez kvéli rozpustnosti v chloroforme.

Metodou elektrostatického zvlaknovania boli pripravené porovité struktdry s obsahom vldken
zvlaknenim roztoku poly(3-hydroxybutyratu) v koncentracii 1, 2, 4, 5 a8 hm. % zmesi
rozpustadiel dichléormetanu a chloroformu v troch r6znych pomeroch (1:1, 1:2, 1:3), a nasledne
bola posudend ich morfolégia metédou SEM. Vznikali submikrovldkenné porovité Struktuary,
ktorych velkost’ porov a vldken bola zmerana pomocou programu ImageJ. Vel'kost’ vlaken sa
zvacSovala so zvySujucou sa koncentraciou a viskozitou roztokov, vel’kost’ porov sa zviac¢Sovala
so zvySujucim sa objemom chloroformu v zmesi rozpustadiel, teda najvicsie pory vznikali
v pripade zmesi rozpustadiel v pomere 1:3. Nasledne boli na zéklade tychto informéacii vybrané
vhodné Struktury na inkorporaciu antibiotika tak, aby mohlo byt Studované uvolfiovanie
aktivnej latky v zavislosti na vytvorenej morfologii. Na toto S$tidium a zvlakiovanie
s pridavkom aktivnej latky bol vybranych roztok P3HB s koncentraciou 1 hm. % v zmesi
rozpust'adiel v pomere 1:1, ktorého zvlaknenim vznikla hubkovita homogénna morfoldgia bez
pritomnosti vldken, d’alej roztok s koncentraciou 4 hm. % v zmesi rozpustadiel v pomere 1:2,
ktorého zvlaknenim vznikla pérovita Struktara s obsahom porov aj vladken a roztok P3HB
s koncentraciou 5 hm. % v zmesi rozptstadiel v pomere 1:1, ktorého zvlaknenim vznikali iba
vldkna. Tento roztok bol vybrany aj s ohl'adom na jeho viskozitu, ktora bola s pomedzi
koncentracii pri ktorych vznikali iba vlakna najnizsia, a tym padom bolo predpokladané aj
najl'ahSie zvlaknovanie daného roztoku.

Vybrané roztoky s pridavkom antibiotika boli zvladknené, ich morfoldgia a Struktira sa
v pripade 1 a 4% roztokov na pohl’ad voI'nym okom nelisila od vlaknitych vrstiev bez aktivnej
latky, no pri zvlédkiovani 5% roztoku doSlo k velkému zasychaniu roztoku na konci
zvlaknovacej elektrody a k celkovo tazsiemu zvlakinovaniu, ¢oho vysledkom bol vznik vel'mi
nehomogénnej vl&knitej vrstvy, aaj d’alSia manipulacia s touto vzorkou bola ovplyvnena
negativne.

Testovanie uvolfiovania inkorporovanej aktivnej latky do danych struktur ukézalo, Ze najvyssie
mnozstvo antibiotika sa uvolnilo pri 1% vzorke P3HB s hubkovitou Struktarou, kedy sa z tejto
vzorky uvolnilo najviac antibiotika a v priebehu 3 hodin a 40 minit uvol'nené mnozstvo
predstavovalo takmer 74 % z celkového uvolneného mnozstva aktivnej latky. V pripade
ostatnych vzoriek bolo celkovo uvolneného antibiotika asi 077 % menej, co ale sivisi
s odli$nou ucinnost'ou enkapsulacie antibiotika do vlaken.

Vsetky testované vlaknité vzorky s inkorporovanym antibiotikom (Levofloxacinom) prejavili
antimikrobialnu aktivitu vo¢i testovanym gram-pozitivnym a gram-negativnym baktériam, no
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vécSie inhibi¢né zony boli pozorované u vzorky s koncentrdciou P3HB 1 hm. %, ktord mala
hubkovitu $truktiru a pojala viac antibiotika, t. j. G¢innost’” enkapsulacie bola spomedzi
porovnavanych vzoriek najvyssia. Prave tato vzorku treba vyzdvihnit hlavne vdaka
jednoduchosti pripravy, s ¢im savisi aj vhodna hodnota dynamickej viskozity na proces
elektrospinningu, a takisto aj kvéli mechanickej stabilite a pruznosti.
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8 ZOZNAM SKRATIEK

PHA
P3HB
Icl-PHA
scl-PHA
mcl-PHA
HV

HB

HO

HD

PP
P(3HB-3HV)
(=

Tm

Tg
phbA
phbB
phbC
HP

HA
DMF
TFE
CHCl3
NS
VIPS
NIPS
TIPS
PPC
PCL
DCM
LB

NB
YPD

polyhydroxyalkanoat

polyhydroxybutyrat

polyhydroxyalkanoaty s dlhym retazcom
polyhydroxyalkanoaty s kratkym retazcom

polyhydroxyalkanoaty so stredne dlhym retazcom

hydroxyvalerat

hydroxybutyrat
hydroxyoktanoat
hydroxydekanoat

polypropylén
polyhydrohybutyrat-co-hydroxyvalerat
pevnost’ tahu

teplota topenia

teplota skelného prechodu
B-ketoacyl-CoA tiolaza
acetoacyl-CoA reduktaza

PHB polymeraza
hydroxypropionat

hydroxyapatit

dimetylformamid

trifluoretanol

chloroform

nosi¢ovy systém

separdcia faz indukovana parou
separacia faz indukovana nerozpustadlom
separacia faz indukovana teplom
polypropylénkarbonat
poly(3-kaprolaktén)
dichlormetan

Luria Bertani broth

Nutrient broth

Yeast Extract-Peptone-Dextrose
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