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Uvod

Celulosa je nejrozsifenéjSim obnovitelnym zdrojem
na Zemi. Je Siroce vyuZivadna v papirenském, textilnim,
chemickém, potravinarském, kosmetickém, farmaceutic-
kém a medicinském primyslu'? Celulosa vynika piede-
v§im svymi biologickymi vlastnostmi: je bezpecna, biode-
gradabilni a biokompatibilni® a diky tomu se u celuloso-
vych materialti obvykle neobjevuji problémy se zanétlivy-
mi reakcemi piipadng toxicitou®. Mezi jejich dalii vyhody
patii také cenova dostupnost a nasledné nizké naklady na
zpracovani’.

Celulosa je linearni polysacharid sloZzeny z anhydro-
glukosovych jednotek spojenych B-1,4 glykosidickymi
vazbami. Kazda jednotka obsahuje tfi hydroxylové skupi-
ny, jednu primérni a dvé sekundarni, diky nimz mtize celu-
losa podléhat fadé reakci, napf. dochazi ke vzniku nitratu,
esterifikaci, etherifikaci ¢i oxidaci®. Pravé oxidace je jedi-
nou reakci, ktera umoziuje vyrobit z celulosy oxidovanou
celulosu, tj. oxycelulosu, coz je materidl resorbovatelny
v lidském téle. Oxidace hydroxylové skupiny na karboxy-
lovou probihé na uhliku C-6; neprobihd vSak zcela selek-
tivn€, protoze muze dochazet i ke vzniku aldehydickych ¢i
ketonickych skupin na uhlicich C-2 a C-3 (cit.*").

Oxidaci vznik4 kysel4 forma oxycelulosy, coZ je dano
pritomnosti karboxylovych skupin na uhliku C-6. Je rela-
tivné dobie rozpustnd v zavislosti na pH prostiedi (typicky
nad pH 7 (cit.*)). Lze ji proto rozpustit ve vodnych rozto-
cich organickych bazi (pfedev§im v aminech), koncentro-
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vanych alkaliich a hydroxidu amonném. Nerozpustna je
naopak ve vod¢, kyselindch a béznych organickych roz-
poustédlech’. Meéla by byt skladovéana v chladu
(doporucuje se neptekracovat teplotu 25 °C). V idedlnim
ptipadé by se teplota skladovani méla pohybovat do 10 °C,
nebot’ jiz pfi laboratorni teploté mize dochazet k pomalé
degradaci. Rovnéz pfimé svétlo pii skladovani podporuje
degradacni procesy”.

Dulezitost oxycelulosy tkvi v jeji hemostatické funk-
ci, kdy je zastava krvaceni doprovazena jejim znacnym
nabotndnim pfi styku s t€lnimi tekutinami a vytvofenim
efektivni ,,zatky“. To je podpoteno i koagulaci krevnich
globulinti a albuminu v disledku poklesu pH diky jejimu
kyselému charakteru. Oxycelulosu lze s vyhodou pouzit
i u pacientii s poruchou koagulace krve’.

Tato prace studuje vliv skladovani oxycelulosy za
vhodnych/nevhodnych podminek na vlastnosti v souvis-
losti s jeji hemostatickou funkci (nasakavosti). Bylo studo-
vano jeji chovani ve vodnych roztocich: (i) gravimetricky
byla méfena nasékavost a (ii) potenciometricky pH. Povr-
chova morfologie byla sledovana skenovaci elektronovou
mikroskopii (SEM) a zmény chemického slozeni povrchu
byly méfeny rentgenovou fotoelektronovou spektroskopii
(XPS). Pro zjisténi antibakterialni aktivity byly provedeny
in vitro testy na environmentalnim bakteridlnim kmenu
S. epidermidis.
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Experimentalni ¢ast
Pouzivané chemikalie

V praci byly pouZity nasledujici chemikalie: chlorid
sodny (Lach-ner, Ceska republika), fosfatovy pufr (PBS)
ve formé tablet (Sigma-Aldrich, USA) a destilovana voda.

Pouzivané materialy a jejich znaceni

Oxycelulosa (Synthesia, Ceska republika), nesterilni
tkanina svétle zluté barvy, byla skladovana dvéma zpiiso-
by za definovanych podminek: (i) spravné skladovani
v laboratorni chladnicce (4 °C, vlhkost 70-85 %), (ii) ne-
vhodné skladovani v laboratofi (24 °C, vlhkost 40-60 %)
po dobu dvou let. V obou ptipadech byly vzorky uchovany
v polyethylenovych saccich na vzorky se zipovym uzaveé-
rem a bez pristupu svétla. Abychom provétili miru degra-
dace oxycelulosy, studovali jsme i urychlenou degradaci
spravné skladované celulosy a Spatné skladované oxycelu-
losy a to po dobu 72 h pti 60 °C. Pro snadnéjsi orientaci
budou vzorky v dal§im textu oznaceny nasledovné: nede-
gradovana oxycelulosa (A), degradovana oxycelulosa (B),
urychlené¢ degradovand oxycelulosa (C) a degradovana
oxycelulosa nasledné podrobena urychlené degradaci (D).
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Analyza vzorka

Nasakavost vzorkll byla stanovena standardnim po-
stupem’, kdy absorpce vody byla vypoéitana jako rozdil
hmotnosti nasdklého a suchého vzorku vztaZzeného na
hmotnost suchého vzorku. Vzorek byl po zvézeni ponofen
na 1 min do kadinky s destilovanou vodou. Poté byl vzo-
rek vyjmut a ponechdn po dobu 1 min ve svislé poloze
okapat a poté opét zvazen. Kvuli statistice méfeni bylo
véazeno 10 vzorku.

Potenciometrické stanoveni pH bylo méfeno na pii-
stroji Orion Star A211 (Thermo Scientific). Vzorky o veli-
kosti 5x5 cm? byly ponofeny do 50 ml destilované vody
a PBS (pH 7,4) a hodnoty pH byly méfeny v kontinualnim
rezimu sbéru dat kazdych 15 s po dobu 10 min.

Chemické slozeni povrchu vzorkdl bylo studovéno
rentgenovou  fotoelektronovou  spektroskopii’  (XPS,
ESCAProbeP spectrometr, Omicron Nanotechnology Ltd.,
Némecko). Rozmér exponované oblasti byl 2x3 mm®. Byl
pouzit monochromaticky zdroj rentgenového zafeni
(1486,7 ¢V) s méticim krokem 0,05 eV a vzorky byly mé-
feny pod thlem 0° vzhledem k normale povrchu. Zafeni
pronikalo do hloubky 1nm. Méfeni byla provedena
v ultravysokém vakuu.

Povrchova morfologie oxidované celulosy byla studo-
vana technikou skenovaci elektronové mikroskopie'®
(SEM, VEGA 3 LMU, TESCAN, Ceska republika), pfi
napéti 20 eV. Pied vlastnim méfenim byly kvuli vodivosti
vzorky pokoveny vrstvou 15 nm zlata.
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Testy antibakterialnich vlastnosti byly provedeny
invitro na  bakteridlnim  kmenu  S. epidermidis
(DBM 3179) z kolekce mikroorganismii VSCHT Praha'’.
Bakterialni kultury byly kultivovany 12 h v médiu Luria
Bretani (LB) pfi 37 °C na orbitalni tfepacce. V den experi-
mentu byla zméfena optickd hustota pii 600 nm (ODgg)
a inokulum bylo zfedéno sterilnim fyziologickym rozto-
kem na hodnotu ODg = 1. S. epidermidis byl rozetfen na
predsusené misky s LB agarem. Disky vzorkd o ploSe
0,785 cm’ byly poté umistény na misky. Viechny vzorky
byly inkubovany za statickych podminek 24 h pii 37 °C.
Byly provedeny i kontroly (tj. misky bez vzorkl). Kazdy
vzorek i kontrola byly testovany po tfech separatnich
kusech. Po uplynuti 24 h byly misky vyfotografovany
a zony vyhodnoceny v programu Image] 1.43 software
(NIH, USA). Antibakterialni testy probihaly za sterilnich
podminek.

Vysledky a diskuse

Povrchova morfologie vzorkid oxycelulosy byla stu-
dovana metodou SEM. Ze snimki na obr. 1 je patrna zmé-
na zpisobena degradaci. U vzorku nedegradované oxyce-
lulosy (obr. 1A) jsou ziejma neposkozena propletena vlak-
na. Naopak, u vzorku degradované oxycelulosy (obr. 1B)
jsou patrna vlakna rozvolnéna, rozst€pend a popraskana.
Dale byl pozorovan vliv piirozené a urychlené degradace
vzorkl. Vldkna se béhem pfirozené degradace lamou, za-

Obr. 1. SnimKy oxycelulos pofizenych pomoci SEM: nedegradovana oxycelulosa (A), degradovana oxycelulosa (B), urychlen¢ degra-
dovana oxycelulosa (C) a degradovana oxycelulosa podrobena urychlené degradaci (D)
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Tabulka I

Laboratorni pfistroje a postupy

Koncentrace sledovanych prvki (C a O) a jejich koncentra¢ni podil (O/C) stanoveny metodou XPS ve studovanych vzor-

cich oxycelulosy

Vzorek Koncentrace prvku [at. %] Podil

C (1s) 0 (1s) o/C
Nedegradovana oxycelulosa 70,60 29,40 0,42
Degradovana oxycelulosa 68,16 31,84 0,47
Urychlen¢ degradovana oxycelulosa 69,18 30,82 0,45
Degradovana oxycelulosa podrobena urychlené degradaci 67,99 32,01 0,47

timco urychlenou degradaci (obr. 1C) dochazi ke vzniku
trhlin ve struktufe jednotlivych vldken. Z obr. 1D je patr-
né, ze udegradované oxycelulosy podrobené nasledné
urychlené degradaci dochazi k jakémusi ,,rozbalovani®
vlaken. Lze predpokladat, jak bude potvrzeno dale, ze diky
Stépeni a poSkozeni jednotlivych vlaken dochazi ke snizeni
pH a také ke zvyseni rozpustnosti vzorkii oxycelulosy.

vvvvvv

nosti oxycelulosy pfi jeji aplikaci v medicing. Diky nasa-
kavosti dokéze oxidovand celulosa zabranit odtoku krve
mechanickou cestou, protoze dochazi k jejimu nabotnani
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Obr. 2. Nasakavost oxycelulosy v PBS: nedegradovana oxycelu-
losa (A), degradovana oxycelulosa (B), urychlené degradovana
oxycelulosa (C) a degradovana oxycelulosa podrobena urychlené
degradaci (D)
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a vytvoteni efektivni ,,zatky*®. Z obr. 2 je patrné, Ze nej-

nizs§i hodnotu nasdkavosti ma nedegradovana oxycelulosa
a nejvyssi hodnotu ma degradovana oxycelulosa. I u vzor-
ki, které byly podrobeny urychlené degradaci, se nasaka-
vost mirné zvysila.

Degradované vzorky byly hydrofilnéj$i nez nedegra-
dovana oxycelulosa, coz by mohlo byt zptisobeno napf.
oxidaci oxycelulosy pii degradaci. Povrch vzorkl oxycelu-
losy se zchemického hlediska sklada zuhliku, vodiku
a kysliku. Miru oxidace a slozeni vzorku lze studovat me-
todou XPS. Vysledky XPS analyzy vSech vzorkd jsou
uvedeny v tab. 1. Byla sledovana koncentrace C a O v po-
vrchové vrstvé vzorku (68 atomovych vrstev) a pomér O/C.
Cim vy$§i pomér byl stanoven, tim vy$3i je mira oxidace
vzorkl. Nedegradovana oxycelulosa skladovana za sprav-
hem degradace doslo u urychlené degradované oxycelulo-
sy (72 h pti 60 °C) k oxidaci vzorku. Degradovana oxyce-
lulosa skladovana za laboratornich podminek po dobu 2 let
a degradovana oxycelulosa podrobena urychlené degradaci
skladovand za laboratornich podminek po dobu 2 let
a vystavena podminkam urychlené degradace (72 h pii
60 °C) mély stejnou hodnotu poméru O/C. Z téchto vy-
sledk je patrné, ze degradace oxycelulosy zpisobena
skladovanim za laboratornich podminek po dobu 2 let
a urychlena degradace v laboratofi (72 h pti 60 °C) vede
k velice podobnym zménadm. Ale nedochazi ke stejné vy-
znamné oxidaci jako v piipadé nevhodné skladovanych
vzorkl, tudiz proces degradace nebyl zcela dokoncen.
Degradovana celulosa vystavena podminkam urychlené
degradace jiz nevykazovala vyssi miru oxidace. Z toho lze
vyvodit zavér, Ze po 2 letech byl material jiz zdegradovan.

Diskovy test je typicky experiment pro zjistovani
antibakteridlnich vlastnosti materiali. Antibakterialni u¢i-
nek se hodnoti podle inhibi¢ni zony (zény s nulovym ris-
tem bakterii) vzniklé kolem materialu béhem kultivace
bakterii'”. Testy ukazaly, Ze antibakterialni uginek oxyce-
lulosy neni negativné ovlivnén degradaci. Naopak — vliv
degradace byl pozitivni a po degradaci oxycelulosy se
inhibi¢ni zéna zvétsila (obr. 3). Nejveétsi inhibi¢ni zona
byla pozorovana u vzorku degradované oxycelulosy
a nasledn€ urychlen¢ degradované oxycelulosy (tab. II).

To lze vysvétlit zvySenou kyselosti materialu, ktera
byla provéfena chovanim v destilované vod¢ a v PBS
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Tabulka II

Laboratorni pfistroje a postupy

Primérné velikosti inhibi¢nich zon pii antibakterialnich testech pii nasazeni na kmenu S. epidermidis na studovanych vzor-

cich oxycelulosy

Vzorek Primér [mm] Odchylka
Nedegradovana oxycelulosa 1,96 +0,03
Degradovana oxycelulosa 2,18 +0,01
Urychlen¢ degradovana oxycelulosa 2,10 +0,01
Degradovana oxycelulosa podrobena urychlené degradaci 1,88 +0,08

Obr. 3. Diskovy test antibakterialnich vlastnosti na kmenu
S. epidermidis: nedegradovana oxycelulosa (A), degradovana
oxycelulosa (B), urychlené degradovana oxycelulosa (C) a degra-
dovana oxycelulosa podrobena urychlené degradaci (D)

(obr. 4). Zvysena kyselost je dana vznikem kyselych
funk¢énich skupin — zejména karboxylovych a hydroxylo-
vych — vlivem oxidativni degradace. Dobrym ukazatelem
oxidace je pomé&r O/C, ktery s rostouci mirou oxidace ma-
terialu nardsta (tab. I). Vysledek je podpoten nasi pedcho-
zi studii, kdy oxycelulosa byla modifikovana v argonovém
plazmatu a také dochazelo k oxidativni degradaci’. Nej-
mensi inhibi¢ni zéna byla pozorovana u degradované oxy-
celulosy podrobené urychlené degradaci a to navzdory

Oxycelulosa je jednim =z nejrychleji degradujicich
polymert pfi fyziologickém pH. Je dokonce oznaCovana
také jako bioerodovatelny material, ktery se rozklada
v organismu i bez enzymatické podpory. Oxycelulosa se
ve fosfatovém pufru kompletné¢ rozklada do 21 dni
a v podminkach in vivo se rozlozi 80 % bcéhem 14 dni
(cit."). Na obr. 4 je zndzornéna zavislost pH prostiedi na
dobé expozice jednotlivych vzorkd v destilované vodé
av PBS pufru. Vobou roztocich byl pozorovan stejny
trend, tzn. nejvyssi hodnotu pH mé nedegradovand oxyce-
oxycelulosa podrobend urychlené degradaci. Dlivodem
nizkych hodnot pH u rliznym zpisobem degradovanych
vzorkill je oxidace materidlu. Diky degradaci poskozenym
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Obr. 4. Zavislost hodnoty pH prostfedi na dobé expozice oxy-
celulosy v destilované vodé (nahoie) a v PBS (dole) pro nede-
gradovanou oxycelulosu (A), degradovanou oxycelulosu (B),
urychlené degradovanou oxycelulosu (C) a degradovanou oxyce-
lulosu podrobenou urychlené degradaci (D)
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vlakniim u téchto vzorkt dochazi také ke zvySeni rychlosti
rozpousteéni.

Z vysledku je ziejmé, ze degradovana oxycelulosa by
mohla byt pouZzita k zastaveé krvéceni, pokud byla pfi skla-
dovéni dodrzena sterilita. Pro bezpecné pouziti degradova-
né oxycelulosy by bylo nutné ovéfit, zda narist aldehydic-
kych skupin neirituje lidské bunky (to bude nasledné stu-
dovéno). I na nasem pracovisti bylo prokazano, ze celulosa
a jeji derivaty jsou perspektivnim materidlem v oblasti
tkanového inzenyrstvi'* .

Zavér

Vlivem degradace oxycelulosy byly zaznamenany
zmény povrchové morfologie. Tyto zmény vSak neovlivni-
ly material v makroméfitku, nebot’ nedochazi k jeho rozpa-
déni ani masivnimu tfepeni vldken. Skenovaci elektrono-
vou mikroskopii bylo zji§téno, Ze morfologie degradované
anedegradované oxycelulosy je odlisSna. Vldkna se
,»prirozenou degradaci lamou, zatimco urychlenou degra-
daci dochédzi ke vzniku trhlin ve struktufe jednotlivych
vlaken. Materialové vlastnosti oxidované celulosy se vli-
vem degradace nezhorSily. Naopak vyssi nasakavost
aniz§i pH v destilované vod¢ a v prostiedi simulované
télni tekutiny jsou v souvislosti s hemostatickou funkci
matrialu vyhodnymi zménami. Vzorky oxycelulosy skla-
dované ,,nespravnym* zpisobem po dobu 2 let a urychlené
degradované oxycelulosy se rozpoustély v simulované
télni tekutin€ rychleji, nez se rozpoustely vzorky
,»spravné* skladované. Podle prvkové analyzy (XPS) povr-
chové vrstvy oxycelulosy bylo zjisténo, Ze degradace vli-
vem nespravného skladovani vede ke zvySeni mnozstvi
kysliku, tzn. k vyssi oxidaci. Vzorky si diky tomu zacho-
valy své antibakteridlni vlastnosti zplisobené pravé kyse-
lym pH a v piipadé degradované oxycelulosy se dokonce
zlepSily. Zavérem lze fici, Ze 1 degradovand celulosa by
mohla byt pouzita k zastavé krvaceni, pokud byla pfi skla-
dovéni dodrZena sterilita.

Autori dékuji za financni podporu Grantové agenture
CR v projektu P108/12/1168 a AZV CR 15-33018A.
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M. Pislova, M. Opltova, K. Kolarova, V. Vosmanska,
and V. Svor&ik (Department of Solid State Engineering,
University of Chemistry and Technology, Prague): Influ-
ence of Storage Conditions on Selected Properties of
Oxidized Cellulose

In this research, influence of storage conditions on
properties of oxidized cellulose was studied with respect to
its haemostatic function. The aim was to examine changes
of the properties of oxidized cellulose stored properly and
that stored at laboratory conditions for 2 years. We studied
surface morphology and chemical composition, as well as
absorption of the simulated body fluid, behaviour in aque-
ous environment via potentiometric measurement of pH,
and antimicrobial activity in vitro on the S. epidermidis
bacteria. It was found out that the material properties of
oxidized cellulose did not deteriorate. Higher absorption of
simulated body fluid, lower pH in water and simulated
body fluid represented positive changes with respect to the
haemostatic function. Due to the acidic nature of the mate-
rial, degraded oxidized cellulose preserved its antibacterial
properties.



