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ABSTRAKT

W niniejszej pracy dyplomowej przedstawiono wtasciwo$ci wodnego roztworu
ciprofloksacyny zaadsorbowanego w jednoSciennych nanorurkach weglowych. Zbadano
wptyw rozmiaru nanorurek i ich struktury na oddziatywania z wodnym roztworem leku.
Charakterystyka ukfadu ciprofloksacyna — nanorurki weglowe pozwolita na zbadanie ich
wptywu na bakterie E. Coli.

Do charakterystyki nanorurek weglowych wykorzystano spektroskopi¢ Ramana,
dzigki ktérej okreslono ich charakter metaliczny jako pétprzewodnikowy, ktéry wskazuje
na wyzszg amorficzno$¢ nanorurek weglowych. Badania izotermy adsorpcyjne;j
pozwolity wyznaczy¢ dystrybucje rozmiaréw i objetoS¢ poréw, niezbednych do
pézniejszej analizy mikrobiologicznej. Oddzialtywanie roztworéw ciprofloksacyny z
nanorurkami weglowymi analizowano przy uzyciu spektroskopii podczerwieni. Zbadano
jakie wibracje grupy funkcyjnej w czasteczce ciprofloksacyny zostaty wygaszone przez
zamkniecie jej w porach.

Energia oddziatywan adsorbat-adsorbent oraz adsorbat-adsorbat zostata
oszacowana w oparciu o parametr a,, ktory charakteryzuje zwilzanie w nanoskali.
Eksperymentalnie mierzony kat zwilzania jest funkcja mikroskopowego parametru
zwilzania a1 maleje wraz ze wzrostem a,,, niezaleznie od podtoza.

Mikroskopia AFM w potgczeniu z testami mikrobiologicznymi pozwolita okres§li¢
jakie zmiany wystepuja w strukturze komoérek bakterii E. Coli pod wpltywem
ciprofloksacyny zaadsorbowanej w nanorurkach weglowych. Dziatanie ciprofloksacyny
zaadsorbowanej w nanorurkach weglowych jest wydtuzone, a zmniejszenie si¢ adhezji
bakterii powoduje zwigkszenie dzialania antybakteryjnego. Antybiotyk zaadsorbowany
w nanorurkach weglowych dziata na wigkszg ilo§¢ bakterii E. Coli, gdyz SWCNTs
odrywaja bakterie tworzgce biofilm umozliwiajac jego skuteczniejsze dziatanie. W
przypadku potraktowania bakterii nanorurkami z ciprofloksacyng proces destrukcji Scian
komoérkowych trwa diuzej, a jednoScienne nanorurki weglowe aglomeruja si¢ wokot

mikrobow.

Stowa kluczowe: celowe dostarczanie lekéw, zjawisko ograniczenia w uktadach

nanoporowatych, ciprofloksacyna, nanotuby weglowe, testy mikrobiologiczne



ABSTRACT

This thesis presents the properties of an aqueous solution of ciprofloxacin
adsorbed in single-walled carbon nanotubes. Ciprofloxacin is a well-known antibiotic
used against Gram-positive and Gram-negative bacteria. The impact of carbon nanotube
size and structure on interactions with an aqueous solution antibiotic was investigated.
The characterization of the ciprofloxacin-carbon nanotubes system enabled the study of
its effects on E. Coli bacteria.

Raman spectroscopy was used to characterize carbon nanotubes, which
determined their metallic character as semiconducting, which indicates the higher
amorphous nature of carbon nanotubes. The adsorption isotherm experiments enabled the
measurement of pore size distribution and volume, which was crucial for microbiological
analysis.

The interaction of ciprofloxacin solutions with carbon nanotubes was analyzed
using infrared spectroscopy. It was investigated which vibrations of the functional group
in the ciprofloxacin molecule were quenched by encapsulating it in the pores.

The energy of adsorbate-adsorbent and adsorbate-adsorbate interactions was
estimated by approximating the parameter ., that characterizes wetting at the nanoscale.
The wetting angle is a function of the microscopic wetting parameter o, and it decreases
as a,, increases, regardless of the surface.

AFM microscopy in combination with microbiological tests allowed to
determine what changes occur in E. Coli bacteria under the influence of ciprofloxacin
adsorbed in carbon nanotubes. Ciprofloxacin adsorbed in carbon nanotubes has a longer-
term effect, and the decreased bacterial adhesion leads to an increase in antibacterial
activity. The antibiotic adsorbed in carbon nanotubes affects E. Coli, as SWCNTs detach
biofilm-forming bacteria, allowing the antibiotic to kill bacteria more effectively. When
microbes are treated with ciprofloxacin confined in nanotubes, the process of cell wall
destruction is prolonged, and the single-walled carbon nanotubes agglomerate around the

bacteria.

Keywords: drug delivery, confinement effect in porous materials, ciprofloxacin,

carbon nanotubes, microbiological test



WYKAZ SKROTOW

NPs (z ang. Nanoparticles) - nanoczastki

CNT (z ang. carbon nanotubes) — nanorurki weglowe

SWNT (z ang. single wall carbon nanotubes) — jednoSciennie nanorurki weglowe
DWNT (z ang. double wall carbon nanotubes) — dwuSciennie nanorurki weglowe
MWNT (z ang. multi wall carbon nanotubes) — wieloSciennie nanorurki weglowe
CPX (z ang. ciprofloxacin) - ciprofloksacyna

FT-IR (z ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy) — fourierowska spektroskopia
podczerwieni

ATR (z ang. attenuated total reflection mode) - metoda spektroskopii adsorpcyjnej
RBM (z ang. radial breathing mode) - mod oddychania w kierunku promienia

FQ (z ang. fluoroquinolone) - fluorochinolon

SCID (z ang. severe combined immunodeficiency) - ciezki ztozony niedob6r odpornosci
PEG (z ang. polyethylene glycol) - politlenek etylenu

CVD (z ang. chemical vapor deposition) - chemiczne osadzanie z fazy gazowej
EPR (z ang. enhanced permeability and retention) - efekt zwigkszonej
przepuszczalnoSci i retencji

ACA (z ang. advancing contact angle) - rosnacy kat zwilzania

RCA (z ang. receding contact angle) - malejacy kat zwilzania

WCR (z ang. Washburn capillary rise) - metoda wzrostu kapilarnego Washburna
DSC (z ang. differential scaning calorymetry) - skaningowa kalorymetria réznicowa
AFM (z ang. atomic force microscopy) - mikroskopia sit atomowych

MIC (z ang. minimum inhibitory concentration) — minimalne st¢zenie hamujace

MBC (z ang. minimum bactericidal concentration) - minimalne st¢zenie bakteriobdjcze



WSTEP

Nanotechnologia to szeroka dziedzina badafi, ktéra zajmuje si¢ manipulacja materii
na poziomie atomowym lub subatomowym. Jest ona wykorzystywana w takich
dziedzinach jak medycyna, energetyka, inzynieria lotnicza i kosmiczna. Jednym z
zastosowan nanotechnologii jest terapia celowana, ktéra ma ufatwi¢ precyzyjne
dostarczanie lekéw. Jest to proces, w ktérym nanoczgsteczki sg wykorzystywane do
przenoszenia i dostarczania lekdw do okre§lonego obszaru w organizmie. Istnieje kilka
zalet stosowania nanotechnologii w procesach dostarczania substancji terapeutycznych,
w tym precyzyjne ukierunkowanie na okre§lone komoérki, zwigkszona sita dziatania leku
i obnizona toksyczno$¢ dla komérek, ktdre nie sg celem leczenia.

Nanotechnologia jest jedng z najszybciej rozwijajacych si¢ dziedzin nauki, ktéra swdj
poczatek miata w XX wieku. Pierwsza wzmianka o celowo tworzonych i stosowanych
procesach i Srodkach technologicznych, ktére nastgpnie nazwano nanotechnologia, wigze
si¢ zwykle ze znanym wykladem R. Feynmana, wygloszonym w 1959 r. na sesji
Amerykanskiego Towarzystwa Fizycznego [1]. Stowo "nanotechnologia" zostato
wprowadzone po raz pierwszy do Swiata nauki przez N. Taniguchi na migdzynarodowej
konferencji poSwigconej produkcji przemystowej w Tokio w 1974 r. w celu opisania
supercienkiej obrobki materialéw z nanometrowg doktadnoS$cig. Natomiast w 1990 roku
firma Sigma-Tau Pharmaceuticals wypuscita na rynek Adagen - pierwszy nanolek
wykorzystujacy syntetyczne nanoczgstki (PEG) do leczenia cigzkiego zlozonego
niedoboru odpornoéci (SCID). Podstawowe obszary, w ktérych stosujemy
nanotechnologi¢ to m.in. obrazowanie, inzynieria tkanek, nanosensory oraz dostarczanie
lekéw (ang. drug delivery).

Nanoczgstki o r6znych rozmiarach sg wykorzystywane do rozmaitych zastosowan
biomedycznych. Nanotechnologia jest powigzana z mechanikg kwantowg oraz
zachowaniem elektronéw 1 fotonéw w fizyce, i inzynierii elektrycznej. Profesor
Whitesides zbadat i przeanalizowal powigzania mig¢dzy nanotechnologig, chemig i
biologig [2]. Nanotechnologia jest obecnie wykorzystywana jako narzedzie do badania
najbardziej niejasnych obszaréw nauk medycznych takich jak obrazowanie, wykrywanie
najdrobniejszych zmian chorobowych i ukierunkowane dostarczanie lekow. Nowoczesne
leki to uktady o rozmiarach rz¢gdu nanometréw wykonane z polimeréw, metali lub
ceramiki, ktére mogg zaréwno leczy¢ infekcje bakteryjne, wspomagaé terapi¢

onkologiczng, tworzy¢ nowoczesne protezy i diagnozowac choroby [3]. Ukierunkowane



dostarczanie lekéw polega na dostarczaniu go do miejsca docelowego bez wptywu na
inne tkanki organizmu [4]. Zainteresowanie metodami drug delivery znacznie wzrosto ze
wzgledu na jego potencjalne implikacje w leczeniu nowotworéw i innych choréb
przewlektych [5-6]. Aby osiggngé skuteczne i precyzyjne dostarczanie czgstek,
zaprojektowany system musi omijaé mechanizmy obronne gospodarza i dotrze¢ w
zamierzone miejsce dziatania. Przebadano wiele nos$nikow lekéw, aby skutecznie
celowaé w okres§lone tkanki, w tym liposomy, czy nanozele. Niektére badania wykazaty,
ze nanoczgsteczki mogg przyczynia¢ si¢ do rozwoju nowotworéw w obszarach
niebedgcych celem terapii. Istniejg réwniez rosngce obawy, Ze nanoczgsteczki mogg mieé
szkodliwy wptyw na Srodowisko. Pomimo tych potencjalnych wad, zastosowanie
nanotechnologii w dostarczaniu lekéw jest nadal obiecujagcym obszarem przysztych
badan [7].

Nanomedycyna odnosi si¢ do wykorzystania nanotechnologii w zapobieganiu,
leczeniu, diagnozowaniu, monitorowaniu i kontrolowaniu choréb. Chociaz
wykorzystanie nanotechnologii w medycynie wydaje si¢ by¢ stosunkowo nowym
trendem, podstawowe metody wykorzystania nanotechnologii w medycynie si¢gajq
wielu lat wstecz. Ze wzgledu na szereg cech, w tym rozmiar zblizony do biomolekut,
takich jak biatka i kwasy polinukleinowe, nanoczastki majg specjalne wiasciwosci i
zastosowania [8]. Dodatkowo, do tworzenia nanoczastek mozna wykorzystywaé
metalowe 1 potprzewodnikowe materialy, nadajac im cenne cechy, takie jak
fluorescencja, aktywnoS$¢ magnetyczna, ktére sg wykorzystywane do funkcjonalizacji
powierzchni [9].

W swojej pracy doktorskiej skupiam si¢ na zagadnieniach dostarczania antybiotyku
za pomocg matryc porowatych. Dzigki rozwojowi nanotechnologii dysponujemy nowym
narzgdziem umozliwiajagcym aplikacje farmaceutykow do konkretnych komorek za
pomocg nanoczastek [10]. Celowane leczenie pozwala na ograniczenie skutkéw
ubocznych, obnizenie iloSci zuzywanego leku oraz umozliwia zwigkszenie jego
efektywnoSci w miejscu chorobotwérczym [11]. Nanoczastki stanowia niezwykle
atrakcyjng platforme dla szerokiego zakresu zastosowan biologicznych. W przypadku
pojedynczych i multimodalnych zastosowan, w tym rozpoznawania biomolekularnego,
dostarczania lekéw, biosensingu i bioobrazowania, mozna modyfikowa¢ powierzchni¢
oraz podstawowe wtaSciwosci tych systemow.

W poréwnaniu z tradycyjnymi odpowiednikami lekéw, farmakokinetyke i dziatanie

terapeutyczne zwigzkOéw mozna znacznie poprawié, faczac je z nanoczastkami poprzez
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fizyczng enkapsulacje, adsorpcje lub reakcje chemiczng. Wykorzystanie ich do
dostarczania lekéw przynosi wiele korzySci, w tym zwigkszona rozpuszczalno$é,
wydtuzony czas krazenia ogdélnoustrojowego, trwate i kontrolowane uwalnianie lekéw
oraz celowane dostarczanie lekow do tkanek [12-14]. Ponadto, w celu leczenia infekcji
wewnatrzkomérkowych wywotanych przez mikroorganizmy, nanoczgstki zawierajace
leki mogg przenika¢ do komérek gospodarza poprzez endocytoze, a nastepnie uwalniaé
fadunki farmaceutyku.

Zwiazek chemiczny moze by¢ transportowany do miejsca docelowego za pomocg
réznych strategii, procesow produkcyjnych, systeméw przechowywania i technologii w
celu uzyskania zamierzonego efektu terapeutycznego [15-16]. Aby zmaksymalizowac
skuteczno$¢ 1 bezpieczefistwo, stosuje si¢ rézne metody zwigzane z produkcjg lekéw,
droga podania oraz ukierunkowaniem na konkretne miejsce [17-18]. Aby poprawié
wyniki leczenia, ktadzie si¢ dodatkowy nacisk na wydtuzenie czasu dziatania leku i jego
biodostepnosci [19]. Od czasu zatwierdzenia pierwszego preparatu o kontrolowanym
uwalnianiu mingto 70 lat, a rozwdj nowych systemOw dostarczania lekéw wcigz
postepuje. Badania nanotechnologiczne pozwalaja na wykorzystanie znanych
preparatéw, ulepszanie ich skutecznoSci wraz z ograniczeniem dziatah niepozadanych.
Natomiast opracowywanie catkowicie nowych lekow to dtugi, kosztowny i ryzykowny
proces trwajacy 10 — 15 lat. PrzejScie od odkrycia potencjalnego leku do jego
wprowadzenia do powszechnego uzytku wigze si¢ z ogromnymi naktadami finansowymi,
a farmaceutyka boryka si¢ z rosngcymi trudno$ciami w odkrywaniu nowych lekéw [20].
Gtéwnych celem pracy doktorskiej byta adsorpcja ciprofloksacyny w porach weglowych
oraz krzemionkowych oraz charakteryzacja takiego uktadu i wptywu na bakterie E. Coli.

Dla realizacji tego celu wykonano nastgpujgce badania:

I.  Adsorpcja wodnych roztworéw ciprofloksacyny przez uklady nanoporowate -
jednoScienne nanorurki weglowe oraz mezopory krzemionkowe.
II. Zbadanie zjawisk zwilzania oraz oddzialywan adsorbat — adsorbent metodami
spektroskopii Ramana i FT-IR roztworéw w uktadach nanoporowatych.
III. Zbadanie wplywu jednoSciennych nanorurek weglowych wypetnionych
roztworem ciprofloksacyny na zachowanie bakterii E. Coli oraz ich

cytotoksycznos¢.
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CZESC TEORETYCZNA

1. Podstawowe wlasnoSci nanoczgstek

Nanoczgstki to niewielkie czgstki materii o Srednicy od jednego do stu nanometréw
(nm) [21]. WtaSciwoSci materiatu zmieniaja si¢, gdy ich rozmiar zbliza si¢ do skali
atomowej. Wynika to ze wzrostu stosunku powierzchni do objetoSci, a atomy
powierzchniowe materialu dominujg nad jego wiasciwoSciami. Ze wzgledu na bardzo
maty rozmiar, nanoczgstki maja bardzo duzy stosunek powierzchni do objetoSci w
poréwnaniu z materiatami masowymi np. proszkami. Ich mniejszy rozmiar wptywa na
rézne cechy fizyczne lub chemiczne (wtasnosci koloidalne, elektryczne lub ultraszybkie
efekty optyczne), sa wystarczajagco mate, aby wywotywaé efekty kwantowe [22].
Wiekszo§¢ czastek mozna znaleZé w bliskiej odlegtosci od jej powierzchni, co powoduje,
ze wlasciwosci warstwy wierzchniej przewazajg nad wlasciwoSciami catego materiatu.
Istotne znaczenie majg takze interakcje na granicy dwdch materiatéw, a efekt ten jest
szczegOlnie silny w przypadku nanoczgstek umieszczonych w o§rodku o réznym sktadzie
[23].

Nanoczgstki sg znacznie mniejsze niz dtugos¢ fali §wiatta widzialnego (400-700 nm),
co uniemozliwia ich obserwacj¢ za pomocg standardowych mikroskopéw optycznych.
Do ich detekcji wykorzystuje si¢ mikroskopy elektronowe lub mikroskopy laserowe [24].
Oddzielanie nanoczgstek od cieczy wymaga unikalnych technik nanofiltracji, poniewaz
tatwo przechodzg one przez zwykte filtry [25].

Nanoczgstki mozna podzieli¢ na rézne typy, w zaleznoSci od ich rozmiaru, ksztattu i
wilaSciwoS$ci materiatowych. Niektdre klasyfikacje rozrézniajg nanoczgstki organiczne i
nieorganiczne; pierwsza grupa obejmuje dendrymery, liposomy i nanoczastki
polimerowe, podczas gdy druga obejmuje fulereny, kropki kwantowe czy nanoczastki
ztota. Inne klasyfikacje dzielg nanoczastki w zaleznoSci od tego, czy s3q one oparte na
weglu, ceramiczne, pétprzewodnikowe czy polimerowe. Sposéb, w jaki nanoczastki sg
klasyfikowane, zazwyczaj zalezy od ich zastosowania lub moze byé zwigzany ze
sposobem, w jaki zostalty wyprodukowane [26]. Nanoczgstki znajdujg zastosowanie w
wielu dziedzinach, w tym w chemii, fizyce, geologii i biologii, gdyz wystepuja w

przyrodzie na duza skalge. Czesto ujawniajga cechy, ktére nie sa widoczne w skali
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makroskopowej takich materiatéw, dzieki temu moga by¢ dowolnie modyfikowane
poprzez zmiany w ich ksztalcie oraz rozmiarze [27].

Odmienne wlaSciwoSci  wynikaja z przestrzennego zamknigcia czastek
subatomowych (tj. elektronéw, protonéw, fotonéw) i pdl elektrycznych wokdét nich.
Istotnym czynnikiem w tej skali jest rGwniez duzy stosunek powierzchni do objetoSci
[28]. Materiaty masowe (o wielkoSci >100 nm) majg state wtaSciwosci fizyczne (takie
jak przewodnoS¢ cieplna i elektryczna, sztywnoS$¢, gestoS¢ 1 lepkoS¢) niezaleznie od ich
wielkoSci. Jednak w przypadku nanoczastek warstwa powierzchniowa (o szerokoSci
kilku Srednic atomowych) staje si¢ znaczaca czeScig objetoSci czastki; podczas gdy
utamek ten jest nieistotny dla czastek o Srednicy jednego mikrometra lub wigkszej.
Stosunek powierzchni do objetoSci ma wigkszy wpltyw na niektére wilaSciwosci

nanoczastek niz w przypadku czastek masowych [29].
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Rysunek 1 Wtasnosci nanomateriatow

Duza powierzchnia materialu umozliwia dyfuzje ciepta, czasteczek i jonéw do lub z
czastek z bardzo duza szybkoScig. Z drugiej strony, mata Srednica molekut pozwala
catlemu materialowi osiaggnaé réwnowage w bardzo krétkim czasie. W ten sposéb wiele
procesow zaleznych od dyfuzji, moze zachodzi¢ w nizszych temperaturach i w krétszych
skalach czasowych.

Materiaty nanostrukturalne maja wyzszy udzial atoméw na powierzchni i na
granicach ziaren niz wewnatrz (w poréwnaniu z materiatami objgtoSciowymi), a liczba
atomOw powierzchniowych ro$nie wraz ze spadkiem rozmiaru. Gdy amplituda drgaf
atomu przekracza dtugo$¢ jego wigzania, nastepuje topnienie substancji. Po przytozeniu

ciepta atomy na powierzchni i granicach ziaren wibruja tatwiej niz atomy we wnetrzu,
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umozliwiajac rozpoczg¢cie topnienia na powierzchni i rozprzestrzenianie si¢ go do
wnetrza. Ta cecha powoduje, Ze temperatura topnienia swobodnej substancji jest wyzsza
niz temperatura topnienia materiatu objgtoSciowego [30].

Wiasciwosci elektryczne NPs zalezag od ich rozmiaru, powierzchni, sktadu
chemicznego i modyfikacji. Rézne rodzaje zastosowanych monomeréw ligandowych
moga mie¢ rowniez wpltyw na wlaSciwoSci strukturalne wytworzonego materiatu. Na
zwigkszong absorpcje dlugoSci fal w pétprzewodnikowych NPs ma wptyw kilka
czynnikéw, takich jak rozktad wielkoSci, ksztatt, rozmiary i rodzaj modyfikatoréw. Na
wlasciwosci optyczne wplywa skiad nanostruktur, domieszkowanie jonami metali i
modyfikacja powierzchni. Wtasciwosci optyczne, w szczegblnosci wspdiczynnik odbicia
i zjawiska rozpraszania, zalezg od wielkosci czastek. Wspoétczynnik odbicia wzrasta wraz
ze wzrostem wielkoSci czastek i maleje wraz ze wzrostem wspéiczynnika zatamania
Swiatta.

Nanomaterialy majg nizszg przewodno$¢ cieplng i elektryczng niz materiaty masowe.
Klasyczna teoria swobodnych elektronéw metali stwierdza, ze ruch elektronéw w
metalicznym ciele stalym prowadzi do przewodnictwa elektrycznego. Nanomateriaty
majg wysoka gesto§¢ granic ziaren, co sprawia, ze rozpraszanie elektryczno-fononowe i

fononowo-fononowe jest wigksze co zmniejsza ich przewodnos¢ [31].

2. Matryce porowate

W inzynierii materiatowej, porowate medium lub porowaty material to materiat
zawierajacy pory (puste przestrzenie), a szkieletowa czg$¢ materiatu jest czgsto nazywana
"matrycg" [32]. Materiat szkieletowy jest zwykle ciatem stalym, ale struktury takie jak
pianki sg czgsto rowniez analizowane przy uzyciu koncepcji medidw porowatych [33].
Porowato$¢ osrodka jest parametrem najbardziej charakterystycznym dla takich struktur.
Inne wtaSciwosci osrodka, takie jak przepuszczalno$é, wytrzymalo$¢ na rozcigganie czy
przewodno$¢ elektryczna, mozna wywnioskowaé z wtaSciwosci jego sktadnikow (statej
matrycy i ptynu), a takze porowatoSci i struktury poréw oSrodka. Zgodnie z klasyfikacja

IUPAC materialy porowate dzieli si¢ na trzy grupy [34], tj:
* mikroporowate — §rednica poréw < 2 nm;

* mezoporowate — Srednica poréw od 2 do 50 nm;

* makroporowate — §rednica poréw > 50 nm.
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Ze wzgledu na swoje intrygujace wilaSciwosci zwigzane z transportem ciepta
(izolatory), filtracja réznych mediéw i chionnoScig lub zdolnoScig do pochtaniania /
przechowywania gazéw i oparOw, materiaty porowate od wielu lat sa badane pod katem
ich mozliwych zastosowan. WtasnoSci porowatych mediéw sg wykorzystywane w wielu
dziedzinach nauki tj. filtracji, mechanice, inzynierii (inzynierii naftowej, bioremediacji,
inzynierii budowlanej), geonaukach, biologii i biofizyce, materiatoznawstwie. Dwa
wazne obecnie obszary zastosowan materiatdbw porowatych to konwersja i
magazynowanie energii, gdzie materialy porowate s3 niezbedne do budowy
superkondensatoréw, (foto)katalizy, ogniw paliwowych i baterii [35].

Catkowita powierzchnia ciata statego, w tym powierzchnia wszystkich
nieciggtosci i powierzchnia porowatej struktury, znana jest jako powierzchnia wtasciwa.
Powierzchnia mierzona jest w m?*g. W niektérych sorbentach mozna znalez¢ kilka
tysigcy metrow kwadratowych powierzchni na gram. Kluczowym czynnikiem w
okreslaniu wtasciwosci fizykochemicznych ciat statych jest ich powierzchnia wtasciwa.
Okreslenie pola powierzchni materialu moze poméc przewidzie¢ sposéb spalania,
rozpuszczania lub interakcji chemicznej z innymi substancjami. Metoda adsorpcji/sorpcji
gazu jest w stanie zapewni¢ najbardziej precyzyjng i powtarzalng warto$¢ pola
powierzchni [36].

Parametrami  okre§lajagcymi  wilaSciwoSci  fizykochemiczne  materiatéw
porowatych sg porowatoS$¢ i rozktad wielkoSci poréw (dystrybucja poréw). Stosunek
objetosci struktury porowatej (catkowita objetoS¢ poréw) do objetoSci badanego
materiatu  jest znany jako porowato$¢, podawana zazwyczaj w procentach.
[loSciowy/objetosciowy udziat ré6znych frakcji poréw obecnych w badanym materiale jest

reprezentowany przez rozktad wielkoSci poréw.

3. Materialy

3.1.Ciprofloksacyna

Nalezaca do rodziny antybiotykéw fluorochinolonowych (FQ) ciprofloksacyna
jest stosowana w leczeniu réznych choréb bakteryjnych. Nalezg do nich miedzy innymi
infekcje kosci i stawéw, jamy brzusznej, drég oddechowych i skory, dur brzuszny czy

infekcje drog moczowych [37]. Moze by¢ réwniez stosowana w pofgczeniu z innymi
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antybiotykami w przypadku niektérych choréb. Zazwyczaj jest podawana dozylnie, w
postaci kropli do oczu, kropli do uszu lub doustnie [38].

Ciprofloksacyna wykorzystywana jest do leczenia szerokiego spektrum bakterii
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Na rysunku 2 przedstawiono struktur¢ chemiczng
antybiotyku. Grupa fluorowa w pozycji C-6 i grupa piperazynowa powodujg rozszerzenie
spektrum  przeciwdrobnoustrojowego  cyprofloksacyny. Grupa piperazynowa,
wystepujaca w cefoperazonie i piperacylinie, zwigksza aktywno$¢ cyprofloksacyny
wobec bakterii Pseudomonas. Grupa cyklopropylowa jest zwigzana z wysoka
aktywnoScig przeciwbakteryjng cyprofloksacyny. Ciprofloksacyna jest antybiotykiem o
szerokim spektrum dziatania, ktéry wptywa na komorki bakteryjne poprzez hamowanie
gyrazy DNA (zawierajacej dwie podjednostki A i B), znanej jako topoizomeraza II i
topoizomeraza IV. Chinolony, takie jak ciprofloksacyna, zapobiegaja ponownemu
zamknieciu podwdjnej nici DNA przez podjednostke A, kontrolujg bakteryjne skrecanie
DNA, proces wymagany do replikacji, rekombinacji i naprawy DNA.

O O
| OH

ISas

Rysunek 2 Struktura chemiczna ciprofloksacyny [39]

Wykazano réwniez, ze ciprofloksacyna, opréocz wptywu na gyraze DNA, moze
powodowa¢ zmniejszenie iloSci DNA, RNA i bialka, a takze fosfolipidéw, galaktozy,
arabinozy, glukozaminy i kwasu mykolowego Sciany komérkowej bakterii [39 - 41].

Na rysunku 3 przedstawiono dokfadny mechanizm dziatania ciprofloksacyny. (A). Nowo
zsyntetyzowana ni¢ DNA pozostaje potagczona z chromosomem macierzystym, dopoki
widetki nie osiggng ter (B). Inicjacja nowych widetek w oriC nastepuje Srednio co
jednostke czasu. Gwiazdki reprezentujg gyrazy zatrute ciprofloksacyng. Zatrute gyrazy
sq przeszkodami dla widetek replikacyjnych, indukujac ich zatrzymanie, a takze moga
powodowac¢ nieodwracalne uszkodzenia DNA z prawdopodobienstwem pyy (C). Gdy
zatruta gyraza zostanie usuni¢ta z chromosomu, zablokowane widetki wznawiajg

replikacje [42].
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Rysunek 3 Model mechanizmu dziatania ciprofloksacyny. Nowe DNA jest
syntetyzowane w widetkach replikacyjnych (czarne strzatki). Replikacja
rozpoczyna si¢ w punkcie poczqtkowym (oriC) i konczy w punkcie

3.2.Nanotuby weglowe

3.2.1. Ogdlna charakterystyka

Nanomaterialy weglowe sg obecnie badane pod katem réznych zastosowan ze
wzgledu na ich wyjatkowe cechy. Niezwykle wtaSciwosci nanowegli wzbudzily duze
zainteresowanie pod katem ich wykorzystania w nowych technologiach i sprostania
wspélczesnym wyzwaniom [43]. Rodzina nanomateriatéw weglowych obejmuje
nanorurki weglowe, fulereny, grafen, kropki kwantowe na bazie wegla 1 wielu
innych. Nanorurki weglowe zostaty zsyntetyzowane w 1991 roku przez S. lijime [44].
Po odkryciu CNT przeprowadzono szeroko zakrojone badania w celu zbadania ich
wilaSciwodci. S. lijima i Toshinari Ichihashi opisali jednoScienne nanorurki weglowe o
Srednicy 1 nm [45]. Nanorurki weglowe to zwinigte arkusze jednowarstwowych
zhybrydyzowanych atoméw wegla sp?>. Nanorurki weglowe mozna podzielié w
zaleznoSci od liczby zrolowanych arkuszy grafenu na jednoScienne nanorurki weglowe,
dwuScienne nanorurki weglowe i wieloScienne nanorurki weglowe [46]. Przyktady
materialéw weglowych i ich struktury zostaty przedstawione na rys. 4.

JednoScienne nanorurki weglowe sktadaja si¢ z jednolitej warstwy grafitowej o
gruboSci jednego atomu, w ktdérej atomy wegla sg pofaczone silnymi wigzaniami
kowalencyjnymi [47]. W wieloSciennych nanorurkach weglowych zwinigtych jest wiele

arkuszy jednowarstwowego atomu wegla, mogg one sktadaé si¢ z jednej, dziesigtek lub
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setek koncentrycznych powtok weglowych, a powtoki te sg oddzielone od siebie na
odlegto§¢ ~0,34 nm [48]. Nanorurki weglowe moga byC syntetyzowane poprzez
chemiczne osadzanie z fazy gazowej, ablacj¢ laserowg, wyladowanie tukowe i wzrost

katalityczny w fazie gazowej [49-52].
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Rysunek 4 Schematy nanomateriatow weglowych [46]

JednoScienne nanorurki weglowe majg Srednice od 0.4 do 2 nm. Odlegto§¢ miedzy
Sciankami wewnetrznymi dwusciennych nanorurek weglowych wynosi od 0,33 do 0,42
nm. Srednice MWCNT zwykle mieszcza sie w zakresie 2-100 nm, a odlegtosé¢ miedzy
Sciankami wewnetrznymi wynosi okoto 0,34 nm. Przewodnos¢ elektryczna SWCNT i
MWCNT wynosi odpowiednio okoto 102-106 S*cm™ i 103-105 S*cm™'. SWCNT i
MWCNT wykazujg réwniez doskonatg przewodnos¢ cieplng. CNT pozostajg stabilne w
powietrzu w temperaturach wyzszych niz 600 °C. Srednica oraz heliakalnos¢ pier$cieni
grafenowych wplywa na rodzaj przewodno$ci nanorurek [53]. Parametry strukturalne
nanorurek weglowych okreslaja, czy bedg one miaty charakter pétprzewodnikowy czy
metaliczny. Sposéb w jaki zwijane sg arkusze grafenu prowadzi do powstania trzech
r6znych typéw CNT: chiralnych, ramienno-pier§cieniowych i zygzakowatych.

Teoretyczne 1 eksperymentalne badania nanorurek weglowych ujawnity ich
niezwykle wilasciwosci rozciggajace. J. R. Xiao i inni wykorzystali analityczny model
molekularnej mechaniki strukturalnej do przewidywania wytrzymatoSci SWCNT na
rozcigganie wynoszacej 94,5 (nanorurki zygzakowate) i 126,2 (nanorurki ramieniowe)
GPa [54]. W innych badaniach przeanalizowano modut Younga i Srednig wytrzymato§é
na rozcigganie wieloSciennych nanorurek weglowych o dugoSci milimetra i stwierdzono,
ze wynoszg one odpowiednio 34,65 GPai0,85 GPa [55]. Nanorurki weglowe ze wzgledu
na wysokg wytrzymato$¢ na rozcigganie sa wykorzystywane do poprawy wiaciwosci

mechanicznych kompozytéw.
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Nanorurki weglowe s3 z natury lekkie wigc wykorzystuje si¢ je do produkcji
biodegradowalnych pianek nanokompozytowych o niewielkiej masie [56-58]. Na
rysunku 5 przedstawiono rézne techniki syntezy materialéw weglowych, ich wlasnosci,

mozliwe ich sfunkcjonalizowanie oraz potencjalne aplikacje.

Rysunek 5 Schemat wlasnosci roznych nanokompozytow z
weglowymi nanorurkami [59]

Jednym z gtéwnych probleméw zwigzanych z nanorurkami weglowymi jest ich staba
dyspersja w Srodowisku wodnym ze wzgledu na ich hydrofobowy charakter. Klastry
CNT sa tworzone z powodu przyciggania van der Waalsa, wigzaf 7 i hydrofobowosci.
Agregacja CNT, ze wzgledu na ich silne interakcje, utrudnia rozpuszczalno$¢ lub
dyspersj¢ w wodzie, nawet w systemach opartych na rozpuszczalnikach organicznych.
Trudna dyspersja zwigzana z CNT ograniczyta ich wykorzystanie do niektérych
zastosowafl, takich jak urzadzenia biomedyczne, dostarczanie lekéw, czy biologia
komoérkowa [56].

Wiasciwosci materiatéw weglowych mozna dodatkowo modyfikowaé poprzez
odpowiednig funkcjonalizacj¢. Funkcjonalizacje nanorurek mozna podzieli¢ na dwie
gléwne kategorie: funkcjonalizacj¢ kowalencyjng i1 niekowalencyjna. Jedng z
najtatwiejszych do przeprowadzenia jest funkcjonalizacja niekowalencyjna (rysunek 6),
w ktdrej substancje oddzialujg z powierzchnig nanorurek za pomocg oddziatywaf -t lub
sitom Van der Waalsa. W tym przypadku nanorurki weglowe najczesciej zostaja owinigte
przez dtugotaficuchowe polimery czy polipeptydy. WasciwoS$¢ ta zostata wykorzystana
do zwigkszenia rozpuszczalnoSci nanorurek w wodzie. W tym celu stosuje si¢ zwigzki
powierzchniowo czynne, zawierajace na swoich koficach grupy hydrofilowe obdarzone
fadunkiem (np. dodecylosulfonian sodu). CNT ponadto chetnie oddzialujg ze zwigzkami

zawierajagcymi w swojej strukturze pierScienie aromatyczne, co zostalo wykorzystane
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przy przytaczeniu do ich powierzchni pochodnych pirenu. Innym rodzajem
funkcjonalizacji niekowalencyjnej jest wypetnianie nanorurek atomami lub czgsteczkami
innych zwigzkéw (rysunek 6b). Cechg wspdlng funkcjonalizacji niekowalencyjnej jest

zachowanie pierwotnej struktury elektronowej nanorurek.

c) Funkcjonalizacja defektow d) Funkcjonalizacja $cian bocznych

Rysunek 6 Metody funkcjonalizacji nanorurek weglowych [61]

Funkcjonalizacja kowalencyjna moze zachodzi¢ na defektach nanorurek oraz na ich
Scianach bocznych. W pierwszym przypadku (rysunek 6c¢) funkcjonalizacja zachodzi
najczesciej na grupach karboksylowych (lub ich pochodnych), znajdujacych si¢ gidwnie
na otwartych zakonczeniach nanorurek oraz w miejscach defektow §cian bocznych,
powstatych na skutek utleniania. Funkcjonalizacja §cian bocznych (rysunek 6d) zachodzi
bezposSrednio na atomach wegla i polega na addycji do wigzan podwdjnych, wywotujac
zmiang¢ hybrydyzacji sp? na sp’ atoméw wegla, co powoduje znaczng zmiane waSciwosci

elektronowych nanorurki [60].

3.2.2. Zastosowanie nanorurek weglowych w medycynie

Nanorurki s3 jednymi z konkurencyjnych nanomaterialéw, ktére sg szeroko
stosowane  do  uzyskiwania  powierzchni  antybakteryjnych.  AktywnoS$¢
przeciwdrobnoustrojowa nanorurek zalezy od ré6znych czynnikéw, w tym od ich sktadu i
powierzchni, takich jak diugo$¢, rozmiar, liczba warstw grafenu i rozmieszczenie
fizyczne (dyspersja lub agregacja). W tabeli 1 wymieniono kilka badafi dotyczacych
przeciwdrobnoustrojowych wiasciwosci SWCNT i MWCNT przeciwko réznym

patogennym szczepom drobnoustrojow [62].
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Do chwili obecnej zaproponowano rézne mechanizmy stuzace iloSciowemu
okreSleniu toksycznosci nanorurek CNT i ich bezpieczenstwa biologicznego. W 2007
roku Kang i wsp. po raz pierwszy doniesli, ze jednoScienne nanorurki CNT wykazywaty
silng aktywnoS§¢ przeciwdrobnoustrojowa, co powodowalo zniszczenie blony
komérkowej w wyniku bezpoSredniego kontaktu, a tym samym zmniejszenie zywotnoSci
komoérek o 80% [63].

W 2008 r. inne badanie dotyczace analizy ekspresji gendw wykazato, ze gféwnym
mechanizmem dziatania biobdjczego CNT jest uszkodzenie blony komérkowej. Autorzy
odkryli, ze patogeny narazone na dziatanie nanorurek CNT wykazujg stres oksydacyjny,
ktéoremu towarzyszy zniszczenie bton komoérkowych 1 uwolnienie zawartoSci
wewnatrzkomoérkowej [64-65]. Nagai i Toyokuni réwniez donieSli o wystepowaniu
uszkodzenia blony komoérkowej w wyniku bezpoSredniego przeklucia powierzchni
patogenu. Z drugiej strony donoszono, ze dtugo$¢ nanorurek CNT odgrywa kluczowg
role w ich interakcjach z btong komoérkowsq, gdzie diuzsze rurki wykazuja mniejszg
toksyczno$¢ dla patogenu [66 - 68].

Jednym z przykitadéw dziatania antybakteryjnego nanorurek weglowych jest
mechanizm pokazany na rysunku 7:

(1) przytaczanie CNT do powierzchni komoérek drobnoustrojéw w celu
promowania transbtonowego transferu elektronéw i wywotywania uszkodzenia Sciany
komérkowej i btony;

(2) dysfunkcja biatek i uszkodzenie DNA, gdy CNT przenikaja do komdrek
bakteryjnych;

(3) tworzenie produktéw wtérnych, takich jak np. ROS (Reaktywne formy tlenu).

Mechanizm opisujacy Smier¢ komoérek bakteryjnych czesto zaczyna si¢ od
zniszczenia blon komodrkowych, a nastgpnie nastgpuje uwolnienie materialéw
wewnatrzkomérkowych.  Przyleganie CNT  zmienia  struktur¢  komorkowa,
przepuszczalnos¢ i site¢ napedowa protonéw btony komérkowej. W niektérych badaniach
zaobserwowano, ze CNT maja tendencj¢ do znieksztatcania morfologii komérek i
integralno$ci btony komérkowej w kontakcie z komérkami bakteryjnymi. W badaniu
przeprowadzonym przez Kanga wigkszo§¢ komoérek bakteryjnych E. coli ulegta
sptaszczeniu po godzinnej inkubacji z SWCNT, ale pozostaty nienaruszone po inkubacji

z MWCNT [69].
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Tabela 1 Skutecznos¢ przeciwdrobnoustrojowa czystych nanorurek weglowych w
roznych badaniach [62]

Rodzaje CNTs Stezenie Gatunek bakterii

Gléwny mechanizm dzialania

SWCNTs

SWCNTs,
MWCNT

MWCNT

DWCNT,
MWCNT

MWCNT

SWCNT,
DWCNT,
MWCNT

Sug/mL  E.coli

Uwolnienie zawartoS$ci
wewngtrzkomérkowej z powodu
nieodwracalnego uszkodzenia btony
zewngtrznej. Komérki drobnoustrojow

utracily swoja integralno$¢ komérkowa.

20 ug/mL, L.acidophilus, E. Mechanizm przeciwdrobnoustrojowy

50 ug/mL, coli, B.
100 ug/mL adolescentis, E.
faecalis, S.

aureus

jest zwigzany z uszkodzeniem btony
komérkowej drobnoustrojow i
uwolnieniu zawartoS$ci

wewnatrzkomoérkowej.

1.5-100 E. coli, B. subtilis, WartoSci MIC MWNT byty wysokie, co

mg/L and P.aeruginosa wskazuje na niskg toksyczno§é

20 pg/mL —Staphylococcus

100 pg/mL aureus, P.
aeruginosa, K.
pneumoniae

20 mg/20 P. fluorescens

mL

100 pg/mL Staphylococcus
aureus, P.
aeruginosa, C.

albicans

mikrobiologiczng.

MWNT wykazaty wyzszg aktywno§¢
przeciwdrobnoustrojowg niz DWNT

wobec wybranych patogenow.

Zaobserwowano, ze MWNT wykazaty
znaczacy wptyw na hamowanie adhezji
drobnoustrojéw ze wzgledu na potencjat

elektrochemiczny.

Smier¢ drobnoustrojéw indukowana
przez agregacje CNT, ktdre zostaty
uwiezione na powierzchni komérek
drobnoustrojéw. Aktywowane laserowo
CNT mogg potencjalnie kontrolowaé

wzrost bakterii.
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Rysunek 7 Mechanizm przeciwdrobnoustrojowy CNT: produkcja reaktywnych
form tlenu, rozrywanie DNA, zablokowanie transportu elektronow, zniszczenie
sciany komorkowej bakterii, utlenianie biatek [62]

Nanorurki weglowe sg skuteczne w walce z szerokg gamg mikroorganizméw, biorge pod
uwage fakt, ze ich dziatanie przeciwdrobnoustrojowe zostalo przeSledzone i
potwierdzone na réznych szczepach drobnoustrojéw, w tym S. aureus, E. coli,
Enterococcus faecalis, Lactobacillus acidophilus 1 Bifidobacterium
adolescentis [62]. Zastosowanie CNT w biomedycynie zostato przedstawione na
rysunku 8, ich wlasnoSci pozwalajag na uzycie ich w terapii oraz obrazowaniu i
diagnostyce jednak wymaga to sprostania kilku wyzwaniom. Pierwsze z nich zwigzane
jest z bezpieczenstwem i zaktada wykorzystanie CNT o bardzo wysokiej czystosci w celu
ograniczenia potencjalnego uwalniania toksycznych jonéw podczas pracy w dowolnym
Srodowisku biologicznym. Jest to prawdziwe wyzwanie, poniewaz probki CNT o
wysokiej czystosci zwykle nie mogg by¢ przygotowywane na bardzo duzg skale i czgsto
trzeba osiggnagé kompromis migdzy jakoscig a iloScig. Jednym z gléwnych wyzwan jest
uzyskanie dobrej dyspersji CNT w rozpuszczalnikach, a zwlaszcza w wodzie. Silna
hydrofobowos¢ CNT sprawia, ze nie tylko trudno je oddzieli¢/indywidualizowaé w
rozpuszczalniku, ale takze ustabilizowaé zawiesing. Mozna to osiggna¢ poprzez
funkcjonalizacje (na przyktad kowalencyjnie poprzez utlenianie chemiczne lub
najczesciej niekowalencyjnie poprzez dodanie Srodka dyspergujacego lub Srodka
powierzchniowo czynnego). Kolejnym wyzwaniem jest typowy wzrost lepkosci

zwigzany z odpowiednig dyspersja CNT w cieczy, nawet przy niskim stezeniu [71], co
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moze utrudnia¢ przygotowanie materiatow nanokompozytowych o wysokim udziale

objetoSciowym dobrze zdyspergowanych CNT.

Carbon nanotube
biomedical appllcatlons

[
/TN

Imagmg and dlagnisis

Lymphatic & Biosensors
tumor targeting
Mult/moda/ imaging:
Photoacoustic MRI, PET,
imaging fluorescence
microscopy

Rysunek 8 Najwazniejsze biomedyczne zastosowania nanorurek weglowych

[70]

Skuteczne podawanie lekow jest prawdziwym wyzwaniem w medycynie. Niska
selektywno$¢ 1 krétki okres péttrwania mogg prowadzi¢ do wielokrotnego podawania
leku, co skutkuje efektami wtérnymi. Ze wzgledu na oczekiwang biokompatybilno$¢ i
odpowiedni rozmiar, CNT sg szeroko badane jako nanonoS$niki do dostarczania lekéw i
gendéw, a takze do leczenia raka. Leki takie jak doksorubicyna (DOX) mogg by¢
umieszczane na powierzchniach SWCNT sprzezonych z poli(glikolem etylenowym)
(PEG) dzigki niekowalencyjnym wigzaniom i mogg dotrze¢ do tkanki nowotworowe;]
dzigki efektowi zwiekszonej przepuszczalnoSci i retencji (EPR). Zalezno$¢ uwalniania
od pH pozwolitaby réwniez na dostarczanie nanolekéw do tkanek nowotworowych [72].

Przyktad mechanizmu uwalniania si¢ lekow z nanorurek weglowych przestawiono na

rysunku 9.
Carbon
AUptake Nanotubes
Drug Release AEfficacy
s Linker
ANSelectivity
% Cleavable
Modulate Release Enable Imaging 7 Linker
ADrug Solubility (%) Drug
C Targeting
Group
. Magnetic
& s Particle
Concerns & Lmutatlonsl
* Imaging Probe
Toxicity
Drug Availabilif \ Pol
s X ANTumor Accumulation et
Lack of uniformity
ANEfficacy Gel Matrix
WToxicity

Rysunek 9 Schemat uwalniania substancji aktywnych z nanotub i ich rozna
funkcjonalizacja [72]
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CNT majg réwniez zdolno§¢ wnikania do komoérek [73], niezaleznie od grup
funkcyjnych, ktére mogg mie¢ na powierzchni [74], umozliwiajac wewnatrzkomoérkowe
dostarczanie lekéw, ale takze gendw i bialek. Jest to szczegdlnie interesujgce dla rozwoju
terapii genowej, dzigki dostarczaniu krétkich nici RNA (siRNA) do cytoplazmy. CNT
wykazaty réwniez obiecujacy potencjat do wykorzystania jako no$niki lub dodatki do
dostarczania takich lekow jak Srodki przeciwbakteryjne, przeciwzapalne,
przeciwnadci$nieniowe i przeciwutleniajgce. Substancje oparte na CNT, mimo ze sg
rzadziej stosowane, z powodzeniem zwigkszajg skuteczno$¢ terapeutyczng i modulujg

profil uwalniania réznych lekéw nienowotworowych [75 - 77].

3.3.Mezopory krzemionkowe

3.3.1. Ogoblna charakterystyka

Mezopory krzemionkowe o jednolitym wymiarze poréw i uporzadkowanej
strukturze zostaly po raz pierwszy wprowadzone przez naukowcéw korporacji Mobil w
1992 roku i oznaczono je jako (Mobil Crystalline Materials lub Mobil Composition of
Matter) MCM-41 [78]. Natomiast na Uniwersytecie Kalifornijskim w Santa Barbara
zsyntetyzowal materialy amorficzne SBA (Santa Barbara), gdzie stosunek tlenku etylenu
do tlenku propylenu byt zmieniany w celu uzyskania pozadanej symetrii materialéw
mezoporowatych (SBA-11 (szeScienny), SBA-12 (3-d szeSciokatny), SBA-15
(szeSciokatny) i SBA-16 (szeScienny o strukturze klatki). Mezopory krzemionkowe o
roznorodnej strukturze zostaly przedstawione na rysunku 10. Mezoporowate
nanoczastki krzemionki (MSN) o unikalnych wtaSciwosciach cieszg si¢ rosngcym
zainteresowaniem w zastosowaniach biomedycznych. W szczegdlnos$ci, MSN wykazaty
duzy potencjat w dostarczaniu stabo rozpuszczalnych lekéw, Srodkow
przeciwnowotworowych i genéw terapeutycznych. Supramolekularne zespoly Srodkow
powierzchniowo czynnych sg kluczowym czynnikiem w syntezie MSN. Ulega on
samoczynnej agregacji w micele przy stgzeniu wyzszym niz krytyczne st¢zenie miceli
(CMCQ). Nastepnie prekursory krzemionki mogag kondensowaé na powierzchni miceli,
tworzgc nieorganiczno-organiczny material hybrydowy. Na koniec, matrycowy Srodek
powierzchniowo czynny mozna usung¢ przez Kkalcynacje 1lub ekstrakcje

rozpuszczalnikiem w celu wytworzenia poréw [79-80] (rysunek 11).
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Rysunek 11 Schematyczne przedstawienie roznych typow MSN [79]
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Rysunek 10 Schematyczny diagram przedstawiajgcy przygotowanie
mezoporowatych nanoczgstek krzemionki (MSN) [81]

Powstate mezoporowate matryce na bazie krzemionki moga oferowaé nastepujace

unikalne wiasciwosci strukturalne i biomedyczne:

» MSN maja uporzadkowang porowata strukture dalekiego zasiggu bez
wzajemnych potaczen miedzy poszczegdlnymi porowatymi kanatami, co
pozwala na precyzyjna kontrolg tadowania leku i kinetyki uwalniania.

» Duza objetoS¢ poréw oraz powierzchnia MSN, ktéra zwykle przekracza
odpowiednio 1 cm?g i 700 m*/g, stanowi wysoki potencjal do fadowania

czasteczek 1 poprawy rozpuszczania.
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> Wielkos¢ czastek MSN mozna syntetyzowac w zakresie od 50 do 300 nm,
co umozliwia latwa endocytoz¢ przez zywe komorki. Rozmiar poréw
materiatéw mezoporowatych mozna zmieniac¢ i dostosowywac poprzez wybor
zastosowanych §rodkéw powierzchniowo czynnych.

» MSN posiadaja dwie funkcjonalne powierzchnie, a mianowicie
cylindryczng powierzchni¢ poréw i zewngtrzng powierzchni¢ czastek. Te
zawierajgce silanol powierzchnie moga by¢ selektywnie sfunkcjonalizowane
w celu uzyskania lepszej kontroli nad tadowaniem i uwalnianiem leku. Co
wigcej, zewnetrzna powierzchnia moze by¢ sprzezona z ligandami
docelowymi w celu skutecznego dostarczania lekéw specyficznych dla
komorek.

» Krzemionka wykazuje duzg biokompatybilno§¢ i jest "uznawana za
bezpieczng" przez Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (FDA).
Niedawno nanoczastki krzemionki w postaci kropek Cornella (C dots)
otrzymaly zgod¢ FDA na I etap badan klinicznych na ludziach w celu
ukierunkowanego  obrazowania  molekularnego. MSN  wykazujg
trzystopniowg degradacj¢ w symulowanym ptynie ustrojowym, co sprawia,
ze MSN mogg ulegaé degradacji po podaniu, co sprzyja uwalnianiu tadunku.
Wyniki badan klinicznych, patologicznych, $miertelnoSci i wskaznikéw
biochemicznych krwi wskazywaly na niska toksyczno$¢ MSN in vivo.
Stwierdzono réwniez, ze MSN byly wydalane gtéwnie z katem i moczem po

podaniu r6znymi drogami [82-83].

3.3.2. Zastosowanie materiatéw opartych na krzemie w

medycynie

Unikalne cechy mezoporéw krzemionkowych sprawiaja, ze s3 doskonalymi

kandydatami na kontrolowane systemy dostarczania lekéw/genéw. Od czasu pierwszego

doniesienia o zastosowaniu MSN typu MCM-41 jako systemu dostarczania lekow,

badania nad biomedycznym zastosowaniem MSN stale rosly, a w ostatniej dekadzie

nastapit ich gwattowny wzrost [84 - 85].

Dzigki duzej powierzchni i uporzagdkowanemu porowatemu wngtrzu, mezoporowata

krzemionka moze by¢ stosowana jako doskonaly no$nik do dostarczania lekéw w celu
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poprawy rozpuszczalnoSci stabo rozpuszczalnych w wodzie lekéw, a nastgpnie
zwigkszenia ich biodostgpnoSci [86-87]. Zaadsorbowanie nierozpuszczalnych lekéw w
mezoporowatej krzemionce zmniejsza krystalizacje leku. Amorficzny charakter takiego
ukfadu zmniejsza energi¢ sieci, co skutkuje lepszg szybkoScig wchianiania i zwigkszong
biodostepnoscig [88]. Duza, hydrofilowa powierzchnia mezoporowatej krzemionki
utatwia zwilzanie i dyspersje¢ przechowywanego leku, co skutkuje fatwym
rozpuszczaniem w wodzie [89].

Istnieje kilka czynnikéw, ktére mogg wptywac na szybko$§¢ uwalniania leku z MSN.
Rozmiar poréw odgrywa wazng role, poniewaz uwalnianie leku jest kontrolowane
gléwnie przez dyfuzje [90]. Podczas degradacji mezoporéw, wysoce uporzadkowana
heksagonalna struktura jest zdegradowana do nieuporzadkowanej sieci, w ktdrej Sciany
sg czgSciowo zniszczone, co moze wptywaé na uwalnianie tadunku leku zatadowanego
do MSN [91]. Narysunku 12 przedstawiono mozliwe zastosowania matryc porowatych
dla zastosowaf biomedycznych. Wykazano, ze MSN moga poprawi¢ szybko§é
rozpuszczania i biodostepno$¢ lekéw nierozpuszczalnych w wodzie w oparciu o
nastepujace cechy:

e niekrystaliczny stan leku uwigzionego w mezoporach;
e wysoka dyspergowalno$¢ przy duzej powierzchni;

o zwigkszenie zwilzalnoSci przez hydrofilowa powierzchni¢ MSN.

Ordered Porous Structure Poorly Soluble Drugs
Huge Surface Area -_—

Tunable Particle Size

L

Cancer Therapy

Functional Surface

Good Blocompatibility .

Rysunek 12 Mezoporowate nanoczgstki krzemionki (MSN) o unikalnych
wtasciwosciach. W szczegolnosci, MSN wykazaly duzy potencjat w dostarczaniu stabo
rozpuszczalnych lekow, srodkow przeciwnowotworowych i genéw terapeutycznych [80]

Zewngtrzne powierzchnie MSN moga by¢ modyfikowane réznymi czgsteczkami
rozpoznajacymi specyficzne komoérki i czgsteczkami reagujacymi na bodZce w celu

wzmocnienia efektu terapeutycznego lekow [80].
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4. Metody badawcze zastosowane do charakterystyki oddziatywan

adsorbent — adsorbat analizowanych ukladow

4.1.Pomiar kata zwilzania

Pomiary kata zwilzania zostaly wykonane w celu wyznaczenia mikroskopowego
parametru zwilzania o, i okreS§lenie przyblizonego charakteru oddziatywan adsorbat-
adsorbent. Potencjal Lennarda — Jonesa okre§lal oddzialywania miedzy Sciankami
adsorbatu, a warstwg powierzchniowg roztworu antybiotyku. Potencjat Lennarda-Jonesa,
znany rowniez jako potencjat L-J, jest modelem matematycznym stosowanym do opisu
miedzyczgsteczkowej energii potencjalnej miedzy dwoma neutralnymi atomami lub
czasteczkami w funkcji ich odlegtosci od siebie. Ta funkcja energii potencjalnej jest
czesto wykorzystywana w symulacjach dynamiki molekularnej i chemii obliczeniowej
do modelowania interakcji miedzy czgsteczkami [92]. Potencjat Lennarda-Jonesa jest

zdefiniowany nastgpujacym réwnaniem:

veo = 4[(5)" - ()] »
Gdzie:

V(r) - to energia potencjalna w funkcji odlegtosci "r" migdzy dwiema czgstkami

€ - to gleboko$¢ studni energii potencjalnej, ktdra reprezentuje sit¢ przyciggania migdzy
czgstkami

o0 - jest odlegtoscig, przy ktdrej energia potencjalna wynosi zero i reprezentuje

polozenie, przy ktérej czastki nie przyciagaja si¢ ani nie odpychajg

Pierwszy czton rownania (g)lzreprezentuje potencjat odpychajacy i opisuje silne
odpychanie migdzy czgstkami, gdy zblizaja si¢ one do siebie, powodujac gwaltowny
wzrost energii potencjalnej wraz ze spadkiem r. Drugi czton (%)6 reprezentuje potencjat

przyciagajacy i opisuje przycigganie migdzy czgstkami, gdy zblizaja si¢ do siebie,
powodujac spadek energii potencjalnej wraz ze spadkiem r [93]. Potencjal Lennarda-
Jonesa (rysunek 13) sktada si¢ z dwoch czgsci, z ktérych jedna dominuje na matych
odlegtosciach (odpychanie), a druga na odlegtoSciach poSrednich (przycigganie). Przy
duzych odlegloSciach energia potencjalna zbliza si¢ do zera, wskazujac, ze czastki nie

oddziatujg ze sobg. Potencjat Lennarda-Jonesa to szeroko stosowany model opisujacy
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interakcje migdzy czasteczkami, w zagadnieniach modelowania gazéw, cieczy i ciat

statych [95].

=

vu=4e [ - @]

0=

r

m r
Rysunek 13 Wykres funkcji potencjatu Lennarda-Jonesa: Migdzyczgsteczkowa
energia potencjalna V L-J w funkcji odlegtosci pary czgstek [94]

Tendencja zwilzania absorbatu na statym podtozu jest wynikiem konkurencji
pomiedzy migdzyczasteczkowymi sitami adsorbat-substrat oraz adsorbat-adsorbat w
cieczy. Przy zaloZeniu opisu oddzialtywafi migdzymolekularnych z zastosowaniem
potencjatu Lennarda — Jonesa dla prostego modelu ptynu bedacego w kontakcie z
podtozem statym, obliczono molekularny parametr zwilzania a, [96]. OkreSla on
stosunek energii oddziatywan §cianka poréw — ciecz do energii oddziatywan ciecz — ciecz
(wzér (2)). Jak wykazaly badania zaréwno teoretyczne i doSwiadczalne wartoS¢
parametru o, determinuje roéwniez temperature topnienia substancji ograniczonych w

nanoporach [97 - 98].

Epc
ay = EL;C (2)

E,. — Energia oddziatywaf Scianka porow — ciecz

E.. — Energia oddziatywan ciecz - ciecz
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Charakter oddziatywan substancji z powierzchnig opisuje rownanie Younga. Jest
to podstawowa zalezno$¢, ktdra opisuje kat kontaktu kropli cieczy z powierzchnig ciata
statego. Odnosi si¢ ono do napi¢é powierzchniowych trzech faz: cieczy, ciata stalego i
otaczajagcego gazu (lub innej niemieszajacej si¢ fazy). Rownanie Younga jest
wykorzystywane do zrozumienia i przewidywania zachowania zwilzania powierzchni.

Réwnanie Younga jest zwykle zapisywane jako [99]:

(Ys _Vsl)
Cee) 8

cosf =
Gdzie:
0 - to kat zwilzania migdzy ciecza a powierzchnig ciata stalego.
Yse - to napigcie migdzyfazowe migdzy fazg statg i gazowa.
Vs - to napiecie miedzyfazowe migdzy faza stalg i ciekls.

Y1 - to napigcie migdzyfazowe miedzy faza ciekly i gazowa.

W réwnaniu (3) kat O jest zwigzany z napigciami powierzchniowymi na granicy trzech
faz - ciato state-ciecz-gaz. Gdy kat zwilzania 0 jest mniejszy niz 90 stopni, oznacza to,
ze ciecz skutecznie zwilza powierzchni¢ ciata statego, natomiast wigkszy niz 90 stopni,
sugeruje to, ze ciecz nie zwilza dobrze powierzchni. Réwnanie Younga jest
podstawowym narz¢dziem do zrozumienia zjawisk zwilzania i adhezji 1 jest
wykorzystywane w réznych zastosowaniach, takich jak projektowanie powtok, klejéw i
innych metod obrébki powierzchni. Zapewnia wglad w to, jak rézne ciecze zachowuja
si¢ w kontakcie z powierzchniami statymi i ma kluczowe znaczenie dla optymalizacji

procesOw przemystowych i materiatéw [101].

Vapor

Rysunek 14 Schemat kropli cieczy przedstawiajgcy kqt zwilZania na granicy trzech
faz w rownaniu Younga [100]
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Kat zwilzania jest to kat, jaki tworzy styczna do powierzchni kropli pomiarowej
osadzonej na powierzchni ciata statego, w punkcie styku trzech faz statej, cieklej i
gazowej. OkreSla on iloSciowo stopiefi, w jakim ciecz zwilza powierzchni¢. Na
zwilzalno$¢ wplywaja rézne czynniki tj. energia powierzchniowa ciata stalego i cieczy
oraz chropowato$¢ powierzchni ciala stalego. Kat zwilzania przyjmuje wartoSci w

zakresie od 0° do 180° [102]:

e 0<90° W tym przypadku kat zwilzania jest mniejszy niz 90 stopni, co
wskazuje, ze ciecz skutecznie zwilza powierzchnig ciata stalego. Oznacza to, ze
ciecz rozprzestrzenia si¢ po powierzchni i tworzy stabilng, dobrze
rozprowadzong warstwe.

e 0>90°: Gdy kat zwilzania jest wiekszy niz 90 stopni, oznacza to, ze ciecz nie
zwilza dobrze powierzchni ciala stalego. Ciecz ma tendencj¢ do tworzenia
dyskretnych kropelek lub niejednolitej, niezwilzalnej warstwy na powierzchni.

e 0 =0° Kat zwilzania réwny 0 stopni oznacza catkowite zwilzenie, gdzie ciecz
tworzy idealnie ptaska i stabilng warstwe, ktéra pokrywa catg powierzchnig ciata

statego.

Wiekszo§¢ powierzchni statych wykazuje chropowato$é, ktéra wystepuje w skali
makroskopowej lub mikroskopowej [103]. Czgsto stosowane s3 dwa modele
chropowatosci: Wenzela [104] oraz Cassie-Baxtera [105], ktére zostaty zilustrowane na
rysunku 15. W modelu Wenzela (W) zaktada si¢, ze ciecz podaza za nieregularno$ciami
w powierzchni ciata statego, penetrujac wszelkie wglebienia. Wspétczynnik

chropowatosci r jest zdefiniowany jako:

rzeczywisty obszar chropowatej powierzchni

ro= “4)

obszar rbwnowaznej powierzchni geometrycznej

W modelu Wenzla réwnanie (3) mozna zastapié przez:

TVsg — TVs1 = rd = )/lgCOSHZV 5)

32



gdzie Y jest pozornym katem zwilzania wedlug Wenzla. Poréwnanie tego réwnania z

rownaniem (3) daje

cos Y =rcos@, 6)

gdzie 0. jest katem zwilzania idealnej powierzchni zgodnie z réwnaniem Younga (3).
Poniewaz r > 1, dla 0. < 90, chropowata powierzchnia jest bardziej hydrofilowa niz
gladka ptaska powierzchnia hydrofilowa, natomiast jesli 0. > 90, kat zwilzania Wenzela
jest wiekszy od kata zwilzania, a chropowata powierzchnia jest bardziej hydrofobowa niz
gladka ptaska powierzchnia hydrofobowa. Efekty te zostaja wzmocnione przez

zwigkszenie wspolczynnika chropowatoSci r [96].

Rysunek 15 Model Wenzela (u gory), w ktorym ciecz catkowicie zwilza
chropowatq powierzchnie, oraz model Cassie-Baxtera (u dotu), w ktorym
ciecz nie penetruje wgtebien, lecz osiada na "stupkach" [96].

4.1.1. Metoda kropli siedzacej

Statyczny pomiar kata zwilZzania polega na umieszczeniu kropel o niewielkiej
objetosci na powierzchni probki. Kat utworzony na granicy kropli jest katem zwilzania,
ktéry charakteryzuje zwilzalno$¢ powierzchni. Metoda pomiaru katéw zwilzania nazywa

si¢ goniometrig kropli siedzgcej. Pomiar dokonuje si¢ poprzez nagranie wideo kropli
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wody na twardej powierzchni i okreSlenie kgta zwilzania na podstawie obrazéw wideo za
pomocg procedury dopasowania [106 -107].

Podejscie to zaktada, ze osadzona kropla bedzie znajdowaé si¢ w globalnym
minimum energetycznym, a zatem w stanie stabilnym, ktéry odpowiada katowi zwilzania
Younga (Rysunek 16). Pomiary statycznego kata zwilzania nie sg powtarzalne, a
pojedyncza warto$¢ kata zwilzania nie dostarcza waznych informacji na temat interakcji

ciato state—woda okre§lonych na podstawie histerezy kata zwilzania [108-109].

Gibbs free energy

Most stable
contact angle

>

Apparent contact angle

Rysunek 16 Szkic energii swobodnej Gibbsa idealnych i rzeczywistych uktadow
zwilzajgcych w funkcji pozornego kqta zwilzania. Energia swobodna uktadu
zwilzajgcego pomiedzy idealng powierzchniqg stalg, wodq i gazem [106]

4.1.2. Metoda wzniesienia kapilarnego

Do okreSlenia zwilzalnoSci wewnatrz Scianek poréw stasuje si¢ technike
wzniesienia kapilarnego, opartg na zjawisku wloskowatosci, czyli wznoszenia si¢ cieczy
w kapilarze, wskutek napigecia powierzchniowego na granicy faz ciecz-gaz. Podobnie jak
w przypadku kropli siedzgcej, penetracja kropli nastgpuje w matrycach. Metoda polega
na wchtonigciu matej kropli plynu umieszczonej na wyprasce. Jednym z wariantow
metody wzniesienia kapilarnego jest idea oparta na zmodyfikowanym réwnaniu
Washburna, w ktérej ptyn penetruje pory i jest monitorowany w funkcji czasu, a kwadrat

masy m? wykre§la si¢ w funkcji czasu t w celu uzyskania informacji o kacie zwilzania

[110].
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Zaletami tej metody jest uzycie niewielkiej iloSci materiatu, ponadto metoda ta
pozwala unikng¢ potencjalnego unoszenia si¢ proszku i jest lepsza w przypadku czastek
niesferycznych i wielowymiarowych [111]. Do pomiaru wymagane jest okreSlenie
wspotczynnika geometrycznego wypetnienia przy uzyciu referencyjnej cieczy dobrze
zwilzajacej np. alkany: heptan, oktan, nonan. Czas trwania pomiaru zalezy od lepkosci,
ciecze o matej lepkoSci bedg narastaty krétko, podczas gdy ciecze o duzej lepkoSci bedg
rosty dtugo. Zestaw pomiarowy pokazano na rysunku 17. Uchwyt kapilary z matymi

otworami jest zawieszony tak, aby byla zanurzona w cieczy [112].

sleave

Absorption of liquid

Rysunek 17 Schemat metody Washburna

Metoda wznoszenia kapilarnego opiera si¢ na prawie Poiseuille'a zwigzanym z
przeptywem cieczy przez kapilare:

2
y = fbfP )

8n 1
W réwnaniu (7), vjest predkoSciag przeptywu, Rp jest Srednim promieniem
hydrodynamicznym kapilary, 1 lepkoscia cieczy, 1 dlugoscia kapilary, a AP réznica
ci$niefi. AP mozna wyrazi¢ jako sume ci$nienia kapilarnego i ci$nienia hydrostatycznego.

W ten sposéb réwnanie (7) moze by¢ zapisane jako:

dh _ R} [Zylcose

dt ~ 8nph t pgh] (®)

Rg -

gdzie h jest wysokoScig stupa cieczy, g stalg grawitacyjng, R, Srednim statycznym

promieniem kapilary, a p gestoScig cieczy. JeSli zaniedbamy ci$nienie hydrostatyczne i
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przyjmiemy, ze r = RZ/R;, calkowanie réwnania (8) z warunkiem brzegowym h = 0,

gdy t =0 daje:

2 __ Trycosd
p2 = T ©)

Réwnanie (9) nazywane jest rtOwnaniem Washburna. Materiat porowaty jest traktowany
jako wigzka réwnolegtych kapilar o statym promieniu. Masa jest zwigzana z wysokoScig

w cylindrze przez réwnanie:
m = epnR?h (10)

gdzie € jest porowatosScig upakowanej kolumny proszkowej, @ gestoscig cieczy, a R

wewnetrznym promieniem rurki. Lgczac rownania (9) i (10):

2
m2 = (rez(nRZ)Z)%t (11)
Ktére prowadzi do:
2
m2 = c% (12)

Réwnanie (12) jest czgsto okreslane jako zmodyfikowane réwnanie Washburna. Warto§¢
c jest wspotczynnikiem geometrycznym, ktory jest staty tak dtugo, jak upakowanie oraz
rozmiar czgstek pozostajg takie same [113]. Musi on by¢ okreslony eksperymentalnie dla
kazdego rodzaju upakowania i materiatu. Precyzyjne i doktadne okreslenie stalej ¢ ma
kluczowe znaczenie dla prawidtowego zastosowania réwnania Washburna. W praktyce,
aby wyznaczy¢ statag C, pomiar nalezy najpierw wykonaé przy uzyciu catkowicie
zwilzajacej cieczy, takiej jak heksan, heptan lub oktan. Kat zwilzania mozna zatem
przyjac jako zero (cos@ = 1), a stata C mozna obliczy¢, jeSli znane sg wiaSciwoSci
cieczy. Po zdefiniowaniu statej materialowej mozna wykona¢ pomiar kata zwilzania z
cieczg bedaca przedmiotem zainteresowania. Metoda pakowania matryc porowatych

musi by¢ powtarzalna i doktadnie kontrolowana, poniewaz nie jest mozliwe zmierzenie
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statej materiatowej, a nastepnie ponowne uzycie tego samego materiatu do rzeczywistego
pomiaru kata zwilZania.

Na rysunku 18 przedstawiono typowg krzywa zwilzalnoSci matryc porowatych,
czyli wykres kwadratu masy m? w funkcji czasu t. W eksperymencie obserwujemy trzy
odrebne etapy: etap 1 jest zdominowany przez sily bezwtadnosci i ma zalezno$¢ m?— t;
etap 2 to rezim Washburna pokazujacy liniowy m?- t; oraz etap 3 lub p6Zniejszy rezim
lepkosci, w ktérym dominujg efekty grawitacyjne, a przyrost masy zbliza si¢ do zera.

L

dm/dt =0

Late viscous
2 Washburn's reg me

regime

m
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Rysunek 18 Krzywa m2 w funkcji t eksperymentu w wariancie Washburna [114]

Dwa gtéwne wymagania WCR to:

» Matryce porowate powinny by¢ pakowane w mozliwie identyczny sposéb w kilku
tubach.

» Niezbedna jest ciecz zwilzajaca, aby uzyskaé wspdtczynnik geometryczny
upakowanego proszek. Jesli upakowanie nie jest jednolite lub proszki nie moga
by¢ prawidtowo upakowane, podczas penetracji cieczy moze doj$¢ do lokalnego
tworzenia si¢ kanaléw lub =zapadania si¢ proszkéw, co prowadzi do
nieuzasadnionych wartoS§ci kata zwilzania. Podobnie nieréwnomierne
upakowanie prowadzitloby do zmian efektywnej wielkoSci poréw w réznych
punktach ztoza proszku, co utrudniatoby uzyskanie zamierzonych wartoSci kata

zwilzania. Ponadto metody nie mozna stosowa¢ w przypadku proszkéw, ktére
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majg kat zwilzania wigkszy niz 90°, sg one speczniate pod wptywem cieczy lub

zawierajg pory wewnetrzne.

4.2. Gestosé i lepkosé

Pomiary gestosci i lepkoSci sg niezbgdne do okreSlenia kata zwilzania cieczy w
nanoporach weglowych oraz krzemionkowych.
Gestos$é (d) jest wielkoScig fizyczng, ktéra okreSla jaka masa substancji (m)

przypada na jednostke objetoSci (V):

d= % (13)

W przypadku cieczy gestoS$¢ jest mocno zalezna od temperatury. W wyniku wzrostu
temperatury zmienia si¢ energia kinetyczna czgsteczek, a tym samym ich zdolno$§¢ do
przemieszczania si¢ i przechodzenia do fazy gazowej lub statej. Do pomiaréw gestoSci
wykorzystano gestoSciomierz oscylacyjny, ktéry mierzy czestotliwo$¢ drgaf oscylatora
o statej pojemnoSci wypelnionego cieczg, lub oscylatora zanurzonego w tej cieczy.
Metoda pomiaru gestoSci polega na wzbudzeniu czujnika do jednoczesnej oscylacji z
podstawowg czestotliwoScig rezonansowq i jej statymi harmonicznymi. Mierzona jest
charakterystyka oscylacji za pomocg zintegrowanego oscylatora wzorcowego. Oscylator
wzorcowy jest umieszczony w poblizu styku cieplnego oscylacyjnego czujnika w postaci
U-rurki. Im wigksza masa probki, tym nizsza czestotliwo$¢. Zmierzona warto$¢
czestotliwosci zostaje przekonwertowana w warto$¢ gestoSci.

Lepko$¢ cieczy (lub gazu) okreSla si¢ jako tarcie wewngtrzne miedzy
czasteczkami; takie tarcie przeciwstawia si¢ powstawaniu réznic predkosSci w plynie.
Lepkos$¢ jest wazng wilaSciwoScig fizyczng ptynu, ktéra dostarcza informacji o
interakcjach molekularnych zachowania ptynu w warunkach przeptywu. Do pomiaru jej
stuzg lepkoSciomierze (wiskozymetry).

Wiskozymetr kapilarny wyznacza lepko$¢ kinematyczng na podstawie predkosci
przeptywu cieczy przez kalibrowang kapilare w $ciSle okre§lonych warunkach
pomiarowych. Napetniona badanym roztworem U-rurka zasysa ciecz do lewej czgSci
komory i mierzy czas przemieszczania si¢ menisku miedzy kreskami kapilary. Warto§¢
lepkosci kinematycznej otrzymuje si¢ mnozac czas przeptywu t przez statg kapilary K.

Pomiar lepkosci dynamicznej jest przeliczany automatycznie [115].
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Metoda pomiaru oparta jest na prawie Poiseuille’a, zgodnie z ktérym objetos¢ cieczy (V)
przeptywajaca w czasie (t) przez kapilar¢ o promieniu (R) i dtugosci (1) pod wptywem

roéznicy ci$nien (Ap) wynosi:

__ TNR*Apt
8nl

(14)
Zaktada si¢ przy tym, Ze:
e Dbadana ciecz jest nieSciSliwa
e przeptyw jest laminarny
e warstwa poruszajaca si¢ w osi kapilary ma predkoS¢ najwieksza, predkosé
pozostatych warstw kapilary zmienia si¢ malejagco do zera (dla warstwy
przylegajacej bezpoSrednio do Scianki)
e poszczegdlne warstwy poruszajg si¢ ruchem jednostajnym
e przepltyw cieczy nastgpuje na skutek istnienia réznicy ciSniefi na obu koncach

kapilary.

W wiskozymetrze ciecz przeptywa przez kapilar¢ pod wptywem rdéznicy ciSnien

hydrostatycznych w obu ramionach U-rurki, czyli:

Ap = (hy — hy)dg (15)

(hi-hy) - rdéznica pozioméw cieczy w obu ramionach, d - gesto§¢ cieczy, g —
przyspieszenie ziemskie [116-117].

Lepkos$¢ dynamiczna lub bezwzgledna definiuje si¢ jako naprezenie Scinajgce
podzielone przez szybko$§¢ odksztalcenia Scinajacego. Jest ono state dla danego ptynu w
statej temperaturze [118]. Temperaturowa zalezno$¢ lepkoSci wyraza energia aktywacji
przeptywu. Przyblizony model aktywnosci kinetycznej w chemii zostal opracowany w
og6lnej formie przez Svante A. Arrheniusa, ktéry wprowadzit "statg aktywacji" [119].
Zalezno$§¢ Arrheniusa w postaci funkcji dopasowania M(T) opisuje zmiang¢ lepkoSci
zaréwno dla rosngcych, jak i malejacych temperatur. W okres§lonej temperaturze energia
aktywacji przeptywu opisuje energi¢ potrzebng czasteczkom do wprawienia ich w ruch

wbrew sitom tarcia sgsiednich czgsteczek. Wymaga to przekroczenia wewnetrznego
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oporu przeptywu, specyficznej dla materiatu bariery energetycznej — energii aktywacji
[120].

Przeptyw cieczy to proces kinetyczny, ktéry mozna rozwaza¢ jako mechanizm
przemieszczania si¢ czasteczek cieczy. Kazda czgsteczka cieczy zajmuje pewne
polozenie rownowagi i nie moze przejs¢ do innego polozenia réwnowagi, dopdki nie
uzyska okre§lonej energii tj. energii aktywacji lepkosci. Czgsteczki, ktére majq energie¢
wiekszg od tej wartosSci, moga si¢ porusza¢ miedzy czgsteczkami sgsiednimi. Liczba tych
czasteczek jest okreS§lona wzorem Maxwella—Boltzmanna. Przy zatozeniu takiego

mechanizmu temperaturowq zalezno$¢ lepkoSci wyraza wzor [121]:

Eq
k = Ae rr (16)

E.— energia aktywacji lepkosci;
R — stata gazowa;

T — temperatura;

K — stata szybkoSci reakcji;

A — stata dla danej reakc;ji.

4.3.1zoterma adsorpcyjna

Pomiary izotermy adsorpcyjnej zostaly wykonane w celu wyznaczenia rozmiaréw
poréw weglowych oraz ich objetoSci. Charakterystyka nanorurek weglowych jest
niezbedna do wyliczenia iloSci zaadsorbowanego roztworu antybiotyku w badaniach
mikrobiologicznych.

Proces adsorpcji jest zjawiskiem powierzchniowym, podczas ktérego adsorbaty
gromadzg si¢ na powierzchni adsorbentu. Mozna wyréznié rézne rodzaje mechanizméw
adsorpcyjnych tj. adsorpcja chemiczna, ktéra jest zwigzana z tworzeniem wigzan
chemicznych, adsorpcje fizyczng zwigzang z sitg van der Waalsa oraz wymiang jonowg
przedstawionych na rysunku 19.

Podczas sorpcji czgsteczki gazu sa wychwytywane przez pory adsorbentow.
Klasyfikacja wyrdznia 3 rodzaje poréw: makropory (>50 nm ), mezopory (2—50 nm) i

mikropory (<2 nm).
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Rysunek 19 Mozliwe mechanizmy adsorpcyjne: a) chemiczna adsorpcja na powierzchni,
b) fizyczna adsorpcja na powierzchni, ¢c) wymiana jonowa miedzy adsorbatem, a
adsorbentem [122]

Takie pory wystepuja naturalnie lub mogg by¢ sfunkcjonalizowane
chemicznie/termicznie w celu utworzenia pozadanych heterogenicznych powierzchni.
Izotermy dostarczajag danych projektowych potrzebnych do skonfigurowania cykli
procesOw opartych na sorpcji [122]. Izoterma adsorpcji  okreSla zalezno$¢ miedzy
ciSnieniem a iloScig adsorbowanej substancji w statej temperaturze (rysunek 20). O§
pozioma to ciSnienie wzgledne (P/P0O), ktdre jest ciSnieniem réwnowagi podzielonym
przez ci$nienie nasycenia. CiSnienie wzgledne moze przyjmowac wartoSci w zakresie od
0 do 1, dla P/P, = 1 zachodzi zjawisko kondensacji. W oparciu o ksztalty izoterm
Migdzynarodowa Unia Chemii Czystej i Stosowanej (IUPAC) podzielita znane izotermy
adsorpcji na sze$¢ typdéw przedstawionych na rysunku 20. Rodzaj izotermy adsorpcji
zalezy od wielkoSci porow i charakteru powierzchni materiatu [123].

Analiza adsorpcji gazu jest powszechng metoda okreSlania charakterystyki
powierzchni adsorbentéw. Na tej podstawie mozna okre§li¢ powierzchni¢ wilasciwa,
rozktad kapilarny (z krzywej desorpcji), porowato$é, rozktad wielkoSci poréw i catkowitg
objetos¢ poréw. Moze by¢ stosowana do charakterystyki poréw o wielkoSci od okoto 0,3
do 500 nm. OkreSlenie powierzchni wtaSciwej uktadéw porowatych i drobno
zdyspergowanych ciat statych jest mozliwe dzigki wykorzystaniu metody adsorpcji gazu.
Jesli gaz wchodzi w kontakt z materiatem stalym, to cze$¢ jego czasteczek jest
adsorbowana na powierzchni tego materiatu, gdzie najmniejsze pory s3a najpierw
wypelniane. Wraz ze wzrostem ciS$nienia nastgpuje sukcesywne wypetnianie wigkszych
poréw. [los§¢ zaadsorbowanego gazu zalezy od ci$nienia, temperatury, rodzaju i wielko$ci
powierzchni. Po wybraniu gazu pomiarowego i temperatury, powierzchni¢ wiaSciwg

materialu stalego mozna obliczy¢ na podstawie izotermy adsorpcji. Ze wzgledoéw
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praktycznych jako metod¢ wyznaczania powierzchni wtaSciwej przyjeto adsorpcje azotu

w temperaturze 77 K (rysunek 21) [124].

amount adsorbed —

I(a)

Hi

I(b)

K—I

V(a)

V(b)

~,

-~

Relative pressure —

Rysunek 20 I(a) : Materialy tylko mikroporowate (np. Zeolit), 1(b) : Materiaty
mikroporowate (np. wegiel aktywny), ), Il: Materialy nieporowate (np. nieporowata
krzemionka i proszek magnetyczny), I11: Materialy nieporowate i materialy, ktore majq
stabq interakcje miedzy adsorbatem a adsorbentem (np. grafit/woda), 1V(a) :
Materiaty mezoporowate (np. mezoporowata krzemionka i tlenek glinu), 1V(b) :
Materialy mezoporowate o srednicy porow mniejszej niz 4 nm (np. MCM-41), V:
Materiaty porowate i materialy o stabej interakcji miedzy adsorbatem a adsorbentem
(np. wegiel aktywny/woda), VI: Jednorodne materialy powierzchniowe (np. Grafit/Kr i
NaCl/Kr) [123]

calibrated Manifold

[ Helum =0 o Pump
p

[Adsorive =0 v

N,, Ar, Kr, CO,, ... T

Sample cell at constant

Temperature:
= lig. Nitrogen 77 K ideal Gas
= lig. Argon 87 K
pV =nRT
= |ce/Water 273 K

= Acetone/Dry Ice 196 K Pressure p and temperature T are measured.

The calibrated volume V is constant.
= Circulating bath
= CryoSync: 82 K- 100 K

Rysunek 21 Schemat uktadu pomiarowego adsorpcji gazu

W oparciu o rézne modele oceny wykonywane sg obliczenia w celu okreSlenia
objetosci poréw lub rozktadu wielkoSci poréw. Tradycyjne modele to np. metoda BJH do
analizy mezoporéw, reguta Gurvicha do obliczen catkowitej objetoSci poréw lub
rownania Dubinina do analizy mikroporéw. NajnowoczeSniejsze modele to tak zwane

modele DFT (teoria funkcjonalna gestosci) i symulacje Monte-Carlo [125 -126].
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4.4.Spektroskopia Ramana

Spektroskopia Ramana pozwalata okresli¢ charakterystyki struktury poréw
weglowych, ich charakter elektronowy oraz wplyw na te cechy adsorpcji roztworu
antybiotyku. Spektroskopia Ramana to technika analizy chemicznej, ktéra dostarcza
szczegbtowych informacji na temat struktury chemicznej, fazy i polimorfii,
krystalicznoSci oraz interakcji molekularnych. Jest to technika rozpraszania Swiatta, w
ktérej czgsteczka rozprasza Swiatto padajace ze Zrodta Swiatla laserowego o duzej
intensywno$ci. Wigkszo§¢ rozproszonego §wiatta ma t¢ samg dtugo$¢ fali co Zrédto lasera
i jest nazywane rozproszeniem Rayleigha. W przypadku rozpraszania Rayleigha nie
dochodzi do wymiany energii miedzy czasteczka a fotonem, foton rozpraszajacy ma takg
samg czestotliwo$¢ jak Swiatto lasera. Jednak niewielka ilo§¢ Swiatta (zwykle
0,0000001%) jest rozpraszana przy réznych dlugosciach fal. Rozpraszanie Ramana jest
wynikiem nieelastycznego zderzenia czgsteczki z padajagcymi fotonami emitowanymi
przez laser. Nastgpuje wymiana energii miedzy fotonem padajagcym, a fotonem
rozpraszanym, ktéry zmienia swojq czestotliwo$é. JeSli padajacy foton lasera traci
energie i rozprasza foton o nizszej czgstotliwoSci to jest to rozpraszanie Stokesa,
natomiast jesli zyskuje energi¢ i rozprasza foton o wyzszej czestotliwo$ci nazywamy
rozpraszaniem anty-Stokesa [127]. Na rysunku 22 przedstawiono schemat wymiany
energii dla wyzej wspomnianego rozpraszania Rayleigha i Ramana. Grubo$¢ strzatki
reprezentuje natgzenie sygnalu rozpraszania.

Mechanika kwantowa wykazata, Ze energia czasteczki gazu nie jest ciggla, a
poziom energii jest dyskretny. Podczas zderzenia fotonu i czgsteczki z wymiang energii,
poziom energii wibracji i rotacji niektdrych czgsteczek zmienia si¢, a energia czasteczki
jest réwna rdéznicy energii miedzy fotonem rozpraszajagcym a fotonem padajacym.
Poniewaz rézne czgsteczki majg rézny poziom energii wibracji i rotacji, przesunigcia
czestotliwosci rozpraszania Ramana sg rézne. To przesunigcie czgstotliwoSci moze byé
wykorzystane do identyfikacji réznych wigzan. Sygnal rozpraszania Ramana jest
proporcjonalny do gestosci liczbowej zarejestrowanych wigzan. Widmo Ramana zawiera
wiele pikéw, pokazujacych intensywnoS$¢ i potozenie dlugosci fali rozproszonego Swiatta
Ramana. Kazdy pik odpowiada konkretnym wibracjom wigzafi molekularnych, w tym

poszczegdlnym wigzaniom, takim jak C-C, C=C, N-O, C-H oraz grupom wigzan.
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Spektroskopia Ramana bada struktur¢ chemiczng materiatu i dostarcza informacji na
temat struktury chemicznej, fazy i polimorfii, wewnetrznego stresu/odksztalcenia oraz

zanieczyszczenia.

T Virtual
energy states

Stokes

Raman
scattering Anti-Stokes

Raman
scattering

Excitation
energy

3 Vibrational

2 energy
states

Rysunek 22 Proces rozpraszania Rayleigha (Swiatto padajgce na czgsteczke nie zmienia
dtugosci fali) i Ramana. Linie Stokesa — padajqgcy foton traci energie i rozprasza foton o
nizszej czestotliwosci. Linie Antystokesa — padajgcy foton zyskuje energie i rozprasza foton
o wyzszej czestotliwosci [128]

Zazwyczaj widmo Ramana jest wyraZznym chemicznym odciskiem palca dla
konkretnej czgsteczki lub materiatu i moze by¢é wykorzystane do bardzo szybkiej
identyfikacji materiatu lub odréznienia go od innych [129]. W badaniach roztworéw
zwykle stosuje si¢ procedure kalibracji w celu okreSlenia zaleznoSci pomigdzy
intensywno$cig piku a st¢zeniem, a nastgpnie mozna wykona¢ pomiary w celu analizy
stezenia [130 - 131].

Widmo Ramana dostarcza waznych informacji o jednoSciennych nanorurkach
weglowych poprzez analize pikéw. Rysunek 23 przedstawia widma Ramana kilku
materialéw zwigzanych z grafenem. Wszystkie te materialty majag wspdlng strukture
atomowg, zlozone gidwnie z atomdéw wegla polaczonych ze sobg wigzaniami sp?.
Typowe pasma nanorurek weglowych to RBM (Radial Breathing Mode), pasmo D i
pasmo G, ktére informujg o nastepujacych wtaSciwosciach: Srednica, liczba defektow,
stopien funkcjonalizacji i rodzaj przewodnictwa badanego materiatu [132-134].

Nanorurki weglowe majg unikalny obszar, ktéry nie wystepuje w zadnej innej

strukturze zwigzanej z grafenem, jest to obszar RBM. Ten tryb wibracyjny obserwujemy
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w widmie ze wzgledu na cylindryczny ksztalt nanorurki, w ktérym promiefi nanorurki
oscyluje (podobne do “oddychania” rurki). Analiza piku RBM pozwala obliczy¢ Srednice

nanorurek w rezonansie z okreslong energig lasera [136] z réwnania:

234
WrpM =~ (17)
, gdzie:
w jest czestotliwoscig piku RBM,
d jest Srednicg nanorurek.
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Rysunek 23 Przyktadowe widma Ramana: a) czystego grafenu, b) wysoko
zorientowanego grafitu pyrolitycznego (HOPG), c) jednosciennych nanorurek
weglowych (SWCNT), d) grafenu uszkodzonego, e) jednosciennych nanorurek weglowych
(SWNH) i f) amorficznego wegla [135]

Pasmo G jest efektem rozciggania wigzafi C-C w sieci heksagonalnej (rys. 23).
Pasmo G odpowiada stopniowi uporzagdkowania sieci weglowej nanorurek, wystepuje na

widmie przy czestotliwosci ~1580 cm . W przypadku nanorurek jednoSciennych ksztatt
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pasma G dostarcza dodatkowo informacji o charakterze przewodnictwa nanorurek, czyli
pozwala stwierdzi¢ czy dane nanorurki sg metaliczne czy pétprzewodnikowe.

Pasmo informujace o wystgpowaniu defektow w sieci weglowej nanorurki to
pasmo nieuporzagdkowania D (ang.: Disorder). Pasmo D odpowiada czgstotliwoSci wp
rownej ~1350 cm! i charakteryzuje si¢ wigkszg intensywnoS$cig dla nanorurek
wieloSciennych, niz jednoSciennych. Gdy struktura jest zbyt uszkodzona, tak jak w
przypadku wegla amorficznego, pasma D i G naktadajg si¢ na siebie poprzez poszerzenie.
W  niektérych przypadkach widmo wykazuje wiele pikéw pochodzacych od
poszczegdlnych fonondw, ktdre sg zwigzane z procesami podwdjnego rezonansu Ramana
drugiego rzedu. Te dodatkowe piki sg widoczne w widmie Ramana jako nadtony
pochodzace od aktywnych modéw podczerwonych (M) lub wynikajace z podwdjnego
rezonansu (iTOLA) [137]. Do okreSlenia struktury elektronowej oraz wibracyjne;j
nanorurek weglowych mozna wykorzystaé¢ wykres Kataury, ktéry przedstawia zalezno§¢
energii przerw pasmowych nanorurki w stosunku do jej Srednicy. Na podstawie
zaleznoSci Kataury mozna okresli¢ wtasciwosci pétprzewodnikowe (S) i metaliczne (M)
SWCNT. Wykres Kataury pokazuje, Ze nanorurki weglowe mogg by¢ pétprzewodnikowe

lub metaliczne w zaleznoSci od ich Srednicy (rysunek 24) [138].
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Rysunek 24 Wykres Kataura. Czarne punkty to nanorurki polprzewodnikowe, a
czerwone punkty to nanorurki metaliczne. Cztery poziome linie odpowiadajq energii
leserow: 1,58 eV, 1,88 eV, 23,33 eV, 2,62 eV [138]
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4.5.Spektroskopia podczerwieni

Adsorpcyjne oddziatywanie ciprofloksacyny z nanorurkami weglowymi badano
za pomocg spektroskopii podczerwieni. Metoda ta pozwala analizowaé zmiany
zachodzace w uktadach spowodowane zamknigciem w Sciankach weglowych.

Spektroskopia w podczerwieni (IR) mierzy widmo wibracyjne prébki,
przepuszczajgc przez nig promieniowanie podczerwone i rejestrujac, ktére dtugosci fal
zostaty zaabsorbowane i w jakim stopniu. Ilo§¢ pochionigtej energii jest funkcjg liczby
obecnych czgsteczek, spektroskopia IR dostarcza zaréwno informacji jakoSciowych, jak
i iloSciowych. Poniewaz widmo IR zwigzku chemicznego jest jego najbardziej
charakterystyczng wlaSciwoScig fizyczng, spektroskopia IR znajduje szerokie
zastosowanie w identyfikacji substancji i ich odpowiednich stgzen.

Promieniowanie podczerwone moze by¢ absorbowane tylko przez czgsteczki,
ktérych moment dipolowy ulega catkowitej zmianie podczas ruchéw wibracyjnych i
obrotowych. Czasteczki takie jak O2, N2 lub Cl2, nie sg aktywne w podczerwieni,
poniewaz nie nastgpuje zadna wypadkowa zmiana momentu dipolowego. Absorpcja
promieniowania podczerwonego powoduje zmiany zaréwno energii rotacyjnej jak i
oscylacyjnej molekuty. Energia poziomu oscylacyjnego i rotacyjnego jest catkowity
energig czasteczki, w efekcie obserwujemy rézne rodzaje ruchéw molekuty. Pierwszy z
nich dotyczy sprezystego drgania atoméw potaczonych wigzaniami chemicznymi wokot
polozenia réwnowagi, drugi natomiast przejawia si¢ wirowaniem molekuty wokét
wilasnej osi. Aby doszio do zmiany energii rotacyjnej i/lub oscylacyjnej (wzbudzenia
odpowiedniego poziomu energii) czasteczka musi absorbowac promieniowanie o
odpowiedniej dtugoSci fali (energii kwantoéw). Absorpcja kwantu promieniowania z
zakresu 4000 - 400 cm™! skutkuje przejSciem czasteczki na wyzszy poziom energii
oscylacyjnej (jezeli czesto$¢ promieniowania odpowiada réznicy energii miedzy dwoma
poziomami oscylacyjnymi), ktéremu réwnoczes$nie towarzyszy kilka zmian energii
rotacyjnej. Takie wzbudzenie jest rejestrowane w postaci pasm widma oscylacyjno —
rotacyjnego przez detektor spektroskopii podczerwieni [139].

Rodzaje drgafh wykonywanych przez czasteczke klasyfikuje si¢ w zaleznoSci od
tego, czy w drganiu dominuje zmiana dtugoSci wigzaf, czy tez zmiana katéw miedzy
wigzaniami. Rozrézniamy drgania rozciggajace i drgania zginajace (deformacyjne). Na
drgania deformacyjne sktadajg si¢ drgania wahadtowe, skrecajace, kotyszace i nozycowe.

Stosuje si¢ takze podzial drgaf na drgania w plaszczyZnie i poza ptaszczyzng molekuty
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lub grupy atoméw. Wazng cecha drgan normalnych jest ich symetria. Kierujac si¢ tym
kryterium drgania mozna podzieli¢ na symetryczne i asymetryczne wzgledem elementow
symetrii czgsteczki lub grupy atoméw. Drgania deformacyjne dotyczy¢ moga nie tylko
zmiany katéw pomig¢dzy wigzaniami ze wspdlnym atomem, ale réwniez przemieszczenia
pewnej grupy atomow w stosunku do pozostatej czgsci czasteczki, na przyktad drgania
grupy metylenowej. Jezeli pewna grupa atoméw w czgsteczce wieloatomowej odznacza
si¢ wyraZznie wigkszg amplitudg wychylen w stosunku do pozostatych atoméw, wéwczas
wystepuje drganie grupowe. Przy pomocy spektroskopii IR mozna ustali¢ jakie grupy
funkcyjne obecne sg w analizowanym zwigzku [140]. Wigkszo§¢ pikéw w spektrum
podczerwieni jest charakterystyczna tylko dla danej czasteczki, a ich potozenie nie zalezy
od rodzaju grup funkcyjnych.

Rézne rodzaje wibracji i rotacji absorbujg przy réznych czestotliwoSciach w
obszarze podczerwieni, co skutkuje unikalnymi wiasciwoSciami widmowymi dla
réznych grup molekul. Wigkszo$¢ identyfikacji zwigzkéw organicznych mozna
przeprowadzi¢ w zakresie Sredniej podczerwieni [141]. Na rysunku 25 przedstawiono
podstawowe oprzyrzadowanie do spektroskopii IR, ktére obejmuje Zrédto
promieniowania, selektor dtugosci fali, pojemnik na prébke, przetwornik (detektor) i
procesor sygnalowy.

Przyrzady FT-IR wykorzystuja interferometr Michelsona do modulowania
padajacego promieniowania optycznego za pomocg dwdch prostopadtych do siebie
zwierciadet (jednego nieruchomego i jednego ruchomego) oraz rozdzielacza wigzki
umieszczonego na drodze przychodzacego promieniowania. Wigzki najpierw rozdzielajg
si¢, a nastepnie ponownie t3cza, ulegajac w ten sposéb interferencji zaleznej od réznicy
dlugosci Sciezek. Otrzymany interferogram jest nastepnie dekodowany za pomocg
transformaty Fouriera, tworzgc w ten sposéb widmo promieniowania docelowego [142].

ATR (ang. Attenuated Total Reflectance) jest obecnie gléwng technikg
pomiarowg, ktéra wytwarza widma o bardzo wysokiej jakoSci, niezaleznie od
analizowanej probki. W eksperymencie ATR, prébka jest umieszczana na krysztale,
Swiatto podczerwone jest kierowane na krysztat, gdzie jest cz¢Sciowo pochtaniane przez
probke. Nastepnie Swiatto podczerwone ponownie przechodzi przez krysztat i zostaje
zarejestrowane przez uktad pomiarowy. Swiatto oddziatuje tylko z pierwszymi
warstwami w probce o glebokosci kilku mikronéw. Poniewaz Swiatto podczerwone nie
przechodzi catkowicie przez prébke, jak w przypadku metody transmisyjnej, do

utworzenia widma IR za pomoca ATR wymagana jest niewielka ilo$¢ probki. ATR i
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metoda transmisyjna wytwarzajg nieco inne widma ze wzgledu na réznice migdzy tymi
dwiema technikami. Te réznice widmowe wynikajq ze sposobu, w jaki rézne dtugosci fal
Swiatta podczerwonego oddziatujg z probka, gdy Swiatlo jest czg¢Sciowo pochtaniane w
metodzie ATR [143]. Powszechng metodg interpretacji widm IR jest uwzglednienie
dwdéch obszaréw: obszaru czestotliwosci grupy funkcyjnej (3600—1200 cm™) i obszaru
tzw. ,;,odcisku palca” molekuty (1200-600 cm™). Potaczenie interpretacji regionu grupy
funkcyjnej i poréwnanie obszaru odcisku palca znanego z bibliotek widmowych
dostarcza w wielu przypadkach wystarczajacych dowodéw do wilasciwej identyfikacji
zwigzku.

Obszar grupy funkcyjnej dostarcza informacji o grupach funkcyjnych w
czagsteczce na  podstawie  czestotliwoSci  absorbancji. Typowe grupy o

charakterystycznych absorbancjach zostaty przedstawione w tabeli 2 i obejmujg
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Rysunek 25 Zasada absorpcji w podczerwieni wyjasniona na przykladzie czgsteczki

wody [141]
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Rysunek 26 Schemat dziatania FT-IR ATR [140]
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aldehydy, ketony, estry, alkeny, alkiny, alkohole, aminy, amidy, kwasy karboksylowe,

grupy nitrowe i nitryle [144].

Drgania, przypisane poszczegdélnym grupom funkcyjnym (charakterystyczne

drgania grupowe widoczne w widmie) opisujemy matematycznie przy zalozeniu, ze dwa

zwigzane atomy sg prostymi oscylatorami harmonicznymi. Kazdemu z nich odpowiada

przypisanie czgstoSci drgaf wigzan, ktére jest obliczane za pomocg prawa Hooka [145]:

1 |k
2T A U

Gdzie:
k — stata sity 5*10-5

iU — zredukowana masa

(18)

WartoSci pikow absorbowanych dla niektérych rodzajéw wigzan przedstawione sg w

tabeli 2.

Tabela 2 Tablica przejs¢ wibracyjnych czgsteczek stabilnych i przejsciowych [144]

Wiazanie Rodzaj wigzania Pik absorpcyjny (cm™)
alkyl 1260, 1380, 2870, 2960, 1470,
ylowe 2850, 2925, 3890
winvlowe 900, 2975, 3080, 3020, 900,
y 990, 670-700, 965, 800-840
C-H Aromatvezn 3070, 700-750, 690-710, 750-
omatyczne 800, 860-900, 800-860
alkynowe 3300
aldehydowe 2720, 2820
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C=C

1600, 1650, 1645, 1655, 1660,
1675, 1670

Z pierScieniem benzenowym 1625

C=0 1600
C=

C=C (sp?» 1640-1680

aromatyczne C=C 1450, 1500, 1580, 1600

Cc=C 2100-2140, 2190-2260

aldehydowe/ketonowe 1720, 1685, 1750, 1775, 1725
C=0

Karboksvl 1710, 1680-1690, 1735, 1760,

ORSyIowe 1820, 1800, 1650, 1550-1610

Alkohole, fenole 3610-3670, 3200-3400
O—H

Kwasy karboksylowe 3500-3560, 3000

Aminy pierwszorz¢dowe 3400-3500, 1560-1640
N—H Aminy drugorzedowe >3000

Jony amonowe 2400-3200

1040-1060, ~1100, 1150-

Alkohole 1200

Fenole 1200
cC-O

Etery 1120, 1220-1260

Kwasy karboksylowe 1250-1300
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Estry 1100-1300

Aminy alifatyczne 1020-1220
C=N 1615-1700
C—N C=N 2250
R—N—C 2165-2110
R—N=C=S 2140-1990
Fluoroalkany 1000-1100, 1100-1200
Chloroalkany 540-760
C—X
Bromoalkany 500-600
Jodoalkany 500
N—O Zwigzki nitrowe 1540, 380, 1520, 1350
P—C Zwiazki fosfoorganiczne 1440-1460
P—O Tlenek fosforu 1195-1250, 1250-1300

4.6.Skaningowa kalorymetria réznicowa (DSC)

Kalorymetria jest podstawowg technikg pomiaru witasciwosci termicznych
materialéw; pozwala bezposrednio okre§li¢ entalpi¢ zwigzang z interesujgcym nas
procesem termicznym [146 - [147]. W8r6d réznych typéw kalorymetréw popularny jest
réznicowy kalorymetr skaningowy (DSC). Jest to urzadzenie do analizy termicznej
mierzgce, jak zmieniajg si¢ wtaSciwosci fizyczne prébki wraz ze zmiang temperatury w

funkcji czasu. Podczas zmiany temperatury DSC mierzy ilo$¢ ciepta, ktére jest
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nadmiernie wydzielane lub pochfaniane przez probke w trakcie procesu na podstawie
réznicy temperatur mig¢dzy probka a materiatem kalibracyjnym. Kalorymetria jest
szczegllnie stosowana do monitorowania zmian przej$¢ fazowych 1 reakcji
biochemicznych [148].

Podstawa réznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC) jest pomiar réznicy
strumienia cieplnego powstajacego miedzy cewka zawierajaca badang probke i cewka
referencyjng w takich samych warunkach temperaturowych (rysunek 27). Urzadzenie jest
zaprojektowane tak, aby przy podgrzewaniu utrzymaé obie prébki w tej samej
temperaturze. Technika DSC opiera si¢ na zalozeniu, Ze jeS§li w badanym materiale
zachodza przemiany fizyczne podczas stopniowego ogrzewania, szybko$¢ dostarczania
ciepta do tej probki bedzie inna niz w przypadku materiatu referencyjnego (w ktérym w
danym zakresie temperatur nie beda zachodzily zadne przemiany). Jezeli w badanej
probce zachodza procesy egzotermiczne (np. krystalizacja), to szybkoS§¢ dostarczania
ciepta bedzie mniejsza niz w materiale odniesienia. W przypadku reakcji

endotermicznych (np. topnienie) szybkoS¢ ta bedzie wigksza [149].
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Rysunek 27 Schemat dzialania roznicowej kalorymetrii skaningowej [149]

W najprostszym przypadku réznicowa kalorymetria skaningowa umozliwia
wyznaczenie temperatury przejScia fazowego (T.,), natomiast szczegétowa analiza
danych pozwala na wyznaczenie wartoSci wielkoSci termodynamicznych
charakteryzujacych obserwowany proces, takich jak warto§¢ pojemnosci cieplnej (AC,)

w funkcji temperatury, zmiana entalpii (AH), entropii (AS), czy energii swobodnej
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Gibbsa (AG) [150-151]. Wynikiem pomiaru wykonanego za pomocg metody DSC jest
termogram przedstawiajacy zalezno$S¢ mierzonej réznicy strumieni cieplnych od
temperatury (rysunek 28 i 29). IloS¢ ciepta dostarczonego w celu wyréwnania
temperatury migdzy probkami obrazowana jest w postaci piku jako efekt cieplny danego
procesu. Powierzchnia pod pikiem jest rowna entalpii zachodzacej przemiany [152 - 153].
Rysunek 28 przedstawia procesy rejestrowane przez pomiar DSC tj. przejScie cialo state

- cialo state, krystalizacje, topnienie, procesy endo- i egzotermiczne.
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Rysunek 28 Skaningowa kalorymetria roznicowa. Przyktadowa krzywa DSC dla
roznych procesow termodynamicznych [153]
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Rysunek 29 Analiza DSC. Wyznaczanie parametrow termodynamicznych z wykresu tj.
temperatura przejscia fazowego (Tm), pojemnos¢ cieplna (ACp), zmiana entalpii (AH)
[153]
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4.7 Mikroskop sit atomowych — AFM

Mikroskop sit atomowych (AFM) jest poteznym narzedziem do badania
wlasciwosci powierzchni 1 struktury materiatéw w skali nanometrycznej. AFM
umozliwia pomiary morfologii geometrycznej, przyczepnosci, tarcia, zanieczyszczen
powierzchni, elastyczno$¢, magnetycznos¢, czy tez okresla rozktad powierzchniowych
fadunkow elektrycznych [155].

Podstawg metody AFM (mikroskopii sit atomowych) jest pomiar ugigcia dZwigni
sondy skanujacej, na ktérej koficu znajduje si¢ ostrze pomiarowe (rysunek 30). Wygigcie
belki jest przetwarzanie przez detektor (fotodiod¢) na sygnal pradowy, ktéry nastepnie
stuzy do generacji obrazu prébki. Dlatego metode AFM mozna stosowaé zarOwno w
badaniach powierzchni materialéw przewodzacych prad elektryczny, jak i
nieprzewodzacych. Obrazowana jest sita wystepujaca migedzy ostrzem, a atomami
budujgcymi powierzchni¢ badanej probki, ktéra jest funkcja odlegloSci miedzy nimi.
Obserwowane sg sity przyciggania lub odpychania pomiedzy ostrzem a prébka, zaleznie
od trybu pracy mikroskopu. Mikroskopy sit atomowych umozliwiaja obrazowanie
powierzchni w trzech wymiarach z rozdzielczoScig siggajacg pojedynczych nanometréw
[156]. Mikroskopia sit atomowych bada oddzialywania pomigdzy atomami badanej
powierzchni, a atomami sondy (igly skanujacej). Decydujaca role w tych

oddziatywaniach odgrywaja sity culombowskie i van der Waalsa, ktére majg charakter

Fotodioda

. ) S DzZwignia i ostrze
Powierzchnia probki
. Skaner piezoelektryczny

Rysunek 28 Schemat budowy mikroskopu sit atomowych [157]
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przyciagajacy lub odpychajacy, zaleznie od odlegtosci (rysunek 31). Mikroskopy AFM
badaja probke za pomocg igly skanujacej, ktéra bedac w nieduzej odlegtoSci od
powierzchni materiatu mierzy wybrane oddziatywanie, w zaleznoSci od trybu pracy. Sity
przyciagania, ktére sg sitami dalekiego zasiggu, mierzone sa w trybie bezkontaktowym,
natomiast sity odpychania — sity bliskiego zasiegu — w trybie kontaktowym (rysunek 32)

[158].

Ostrze jest w twardym kontakcie
Z powierzchniag
oddziatywania odpychajgce

Ostrze jest daleko
od powierzchni
brak oddziatywan

3
5 0f==========a

Ostrze jest przyciggane
w Kierunku powierzchni
oddziatywania przyciggajgce

Odlegtos¢ pomiedzy atomami

Rysunek 31 Sita oddziatywania pomiedzy atomami igly skanujgcej a probki w
zaleznosci od odleglosci [156]

Contact mode Contact mode

A aul

Noncontact mode Noncontact mode

Tapping mode
Tapping mode

ALLLEET L LALLES S—

Rysunek 32 Trzy podstawowe tryby pracy AFM, w tym tryb kontaktowy, tryb
bezkontaktowy i tryb przewywany (tapping) [159]

AFM idealnie nadaje si¢ do badania wtaSciwoSci powierzchni bakterii, w tym
topografii, sktadu i adhezji [160]. Przygotowanie probki AFM nie wymaga utrwalania i

odwadniania, co pozwala na obrazowanie zywych komoérek w stanie natywnym. W celu
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skutecznego obrazowania AFM, komérki muszg by¢ mocno przytwierdzone do podtoza,
aby zapobiec ich przemieszczaniu przez sily boczne wywierane przez igle skanujaca.
AFM zostal wykorzystany do badania adhezji bakterii do innych drobnoustrojéw,
komoérek i czgsteczek. Technika ta znalazia zastosowanie szczegdlnie w badaniu
dynamiki i natury interakcji miedzy receptorami powierzchniowymi drobnoustrojow a
ligandami. AFM jest wykorzystywany do okre§lania twardoSci, elastycznoSci i adhezji
powierzchni komoérek poprzez oddziatywane z koficéwkami sondy (ang. tip). Modut
Younga komoérek bakteryjnych jest obliczany na podstawie ugigcia wspornika (ang.
Cantiliver) i jego ruchu. Badania nanoindentacyjne mogg by¢ wykonywane w réznych
warunkach, w tym wodnych i dostarczajg szczegétowych informacji na temat

nanomechanicznych wtaciwosci komoérek [161 - 163].

' Laser beam Cantilever
Feedback
Controller Path of tip
Computer
Display Piezoelectric

Scanner

Rysunek 29 Schemat mikroskopu sit atomowych [160]

4.8.Testy mikrobiologiczne

Rosngca oporno§¢ bakterii na antybiotyki i1 coraz czestsze przypadki
nieskutecznych terapii zakazeh wymagaja identyfikacji przyczyn tego problemu, a w
dalszej kolejnoSci poszukiwania sposobdéw jego ograniczenia i poprawy skutecznos$ci
terapii zakazen. Jedng z uznanych przyczyn niepowodzen terapii jest presja selekcyjna
lekéw, zwlaszcza gdy s3 one Zle dobrane i podawane w zbyt matych dawkach, co
prowadzi do przetrwania opornej populacji bakterii lub indukuje mechanizmy opornosci

na antybiotyki [164]. Dlatego bardzo wazne jest stosowanie antybiotykow w zakazeniach
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bakteryjnych w takich dawkach, aby zwigkszy¢ prawdopodobienstwo skutecznoS$ci
terapeutycznej [ 165].

Identyfikacja patogenu, czasami obejmujaca rowniez okre§lenie jego iloScina 1 g
lub ml prébki, w potaczeniu z wynikami badafi analitycznych i klinicznych, stanowi
podstawe ostatecznej diagnozy zakazenia. Z drugiej strony, antybiogram sugeruje wybor
leku, ktéry ma by¢ klinicznie skuteczny w infekcjach bakteryjnych. Zazwyczaj
antybiogramy zawieraja jakoSciowa ocen¢ wrazliwosSci lub opornosci szczepu na
antybiotyki, a takze informacje o wykrytych mechanizmach opornosci [166].

Schemat eksperymentéw badajacych skuteczno$¢ antybiotyku na bakterie
przedstawiono na rysunku 34.

Wskazniki laboratoryjne oceniajace wrazliwoSci danego szczepu bakteryjnego na
antybiotyk:

» W mikrobiologii minimalne st¢zenie hamujace (MIC) to test, ktory okreSla
najnizsze stgzenie Srodka przeciwdrobnoustrojowego potrzebne do zahamowania
widocznego wzrostu mikroorganizmu in vitro (MIC50 — 50% bakterii z
zahamowanym wzrostem).

» MBC (minimal bactericidal concentration) — minimalne st¢zenie bakteriobdjcze.
To najmniejsze stgzenie antybiotyku lub chemioterapeutyku, przy ktérym ginie
99.,9% bakterii w warunkach in vitro. MBC jest wyrazane w mg/I lub pg/ml.

» MPC (mutant prevention concentration) — stezenie hamujace rozwdj mutacji. To
nowy wskaznik oceniajacy skuteczno$¢é dziatania lekéw przeciwbakteryjnych.
Okresla on stgzenie antybiotyku lub chemioterapeutyku, ktére hamuje rozwdj
mutacji  bakteryjnych prowadzacych do rozwoju antybiotykoopornosci.
Zazwyczaj stezenie leku konieczne do osiggniecia MPC jest ok. 7 razy wyzsze
niz w przypadku MIC90 [167 —168]

Oceny skutecznoSci dziatania antybiotyku mozna dokona¢ w warunkach
laboratoryjnych, mierzac wrazliwosci danego szczepu bakterii na badany antybiotyk in
vitro oraz badajac parametry farmakokinetyczno-farmakodynamiczne danego leku. Na
rysunku 35 oraz 36 przedstawiono wskazniki laboratoryjne oceniajace wrazliwoSci
danego szczepu bakteryjnego na antybiotyk.

Aby ustali¢ MIC, Srodek przeciwdrobnoustrojowy jest inkubowany w réznym
zakresie rozcienczen z badanym mikroorganizmem. Wzrost mikroorganizmu jest
okreS§lany na podstawie zmetnienia. Probki testowe wykazujace brak aktywnoSci

przeciwdrobnoustrojowej beda metne z powodu obecnosci mikroorganizmu, podczas gdy
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brak zmetnienia wskazuje, Ze wzrost mikroorganizmu prowokujacego zostat
zahamowany. Po obliczeniu MIC Srodka przeciwdrobnoustrojowego mikroorganizmy sg
oznaczane jako wrazliwe i zalezne od dawki (SSD), poSrednie lub oporne na Srodek
przeciwdrobnoustrojowy [169 - 173]

Do pomiaru wzrostu bakterii wykorzystano pomiar gestosci optycznej (OD),
ktéry jest uzytecznym narze¢dziem do opisywania transmisji Swiatla. OD definiuje si¢

jako ujemny logarytm transmisji, gdzie transmisja waha si¢ od 0 do 1 [174].
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Rysunek 30 Testy MIC i MBC. (1) Przygotowanie seryjnych rozcienczen badanych
zwigzkow i jednego antybiotyku kontroli jakosci (QC) na plytce do mikrorozcienczen. (2)
Utworzenie inokulum poprzez pobieranie kolonii z plytki agarowej. (3) Dozowanie
inokulum do plytki mikrorozcienczeniowej z seryjnie rozcienczonymi badanymi
zwigzkami i inkubacja. (4) Odczytanie plytki do mikrorozcienczen w celu okreslenia
wartosci MIC. (5) Naniesienie czesci kazdej studzienki na odpowiednie podtoze agarowe,
inkubacja i sprawdzenie obecnosci kolonii w celu okreslenia MBC [166]

59



0D = —logy,T (19)

ODO600 dostarcza informacji na temat wzrostu mikroorganizméw, takich jak bakterie i
drozdze. Moéwigc doktadniej, wzrost mikroorganizméw koreluje z liczbg bakterii w
populacji i informuje o tym, jak zmienia si¢ ona w czasie. Informacje o wzroScie
drobnoustrojéw sg potrzebne w réznych obszarach badafi biologicznych i medycznych.
Podczas opracowywania reziméw antybakteryjnych, pomiary OD600 okreSlajg
skuteczno$¢ antybiotykdw poprzez ocen¢ hamowania wzrostu drobnoustrojéow [175 —
176]. Monitorowanie zmian populacji drobnoustrojéw w czasie skutkuje
charakterystyczng krzywg (Rysunek 37) zwang krzywa wzrostu. Sktada si¢ ona z czterech

faz wzrostu:

A ug/ml

Cmax

/\ MPC

1 / % Dziatanie bakteriobdjcze | 7x
MBC
/ ﬂtanie bakteriostatyczne } ¢4 X
i MIC90

[ D
\Mlﬁso

Rysunek 31 Wskazniki laboratoryjne oceniajqce wrazliwosci danego szczepu
bakteryjnego na antybiotyk a krzywa stezenia antybiotyku we krwi w czasie
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Rysunek 32 Znaczenie MIC, MBC, MPC
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» Faza opdznienia - Po rozpoczeciu hodowli poprzez umieszczenie kilku
mikroorganizméw w pozywce (inokulacja), organizm musi przystosowaé si¢ do
nowego Srodowiska. W tym czasie nie dochodzi do podziatu, a gestos¢
organizmdw pozostaje taka sama.

» Faza logarytmiczna - Gdy mikroorganizm przystosuje si¢ do nowego otoczenia,
zaczyna si¢ rozmnazac¢. Kazda komoérka podwaja si¢ w okreSlonym czasie, co
prowadzi do wyktadniczego wzrostu drobnoustrojéw. Gdy logarytm wzrostu jest
wykreslany wzgledem czasu, ta faza wzrostu tworzy lini¢. Faza logarytmiczna to
czas, w ktérym produkcja mikroorganizméw jest najbardziej efektywna. Stuzy
ona réwniez do obliczania parametréw wzrostu, takich jak czas podwojenia i
tempo wzrostu.

» Faza stacjonarna - Rozmnazanie mikroorganizméw jest ograniczone przez
skfadniki odzywcze obecne w podtozu hodowlanym. Gdy Zrédto wegla lub inne
niezbedne sktadniki zostang zuzyte, organizmy przestaja si¢ dzieli¢. Ten etap
krzywych wzrostu mikroorganizméw znajduje odzwierciedlenie w stabilnej
gestoSci mikroorganizméw na wysokim poziomie.

» Faza $mierci - Gdy warunki srodowiskowe kultury drobnoustrojéw pogarszaja si¢
z powodu braku skfadnikéw odzywczych, soli, aminokwaséw lub wzrostu
szkodliwych produktéw odpadowych, takich jak kwasy lub etanol, populacja

zaczyna umiera¢. Objawia si¢ to ogélnym spadkiem gestoSci mikroorganizmoéw.

Stationary
phase

Log of microorganism number

Time

Rysunek 33 Krzywa wzrostu mikroorganizmow. Typowy przebieg liczby
mikroorganizmow w hodowli okresowej [177]
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CZESC EKSPERYMENTALNA

5. Wyniki badan

5.1. Przygotowanie prébek

JednoScienne nanorurki weglowe uzyte do badan (Srednica 1,7 nm, czysto$¢
<90%) byty produkcji firmy Carbon Solution, Inc USA; jednoScienne nanorurki weglowe
(Srednica 30 nm +-1,5 nm) zostaty zakupione w NanoLab Belgia. Ciprofloksacyna
(czysto$¢ < 98%) zostata zakupiona w firmie Sigma Aldrich.

Wodne roztwory ciprofloksacyny przygotowano w stezeniach 1 mg / mli2 mg /
ml z dodatkiem niewielkiej ilo$ci kwasu solnego w celu poprawy rozpuszczania
antybiotyku. WybraliSmy stezenia wodnego roztworu ciprofloksacyny, typowe dla
zastosowan klinicznych. Aby wprowadzi¢ roztwér ciprofloksacyny do poréw wysycono
CNTs czasteczkami badanej substancji po odgazowaniu ich w szklanej U-rurce (rys. 38).
Dla zapewnienia maksymalnego nasycenia porow czgsteczkami badanej substancji, CNT
poddano wygrzewaniu w prozni 10 “Tr, w temperaturze 390K przez okoto 72 godziny.
Podczas procesu odgazowywania i odwadniania, nanorurki znajdowaty si¢ w szklanej
tubie, ktérej konstrukcja umozliwiata zalanie porowatej matrycy badang substancjg w

warunkach prézni.

Pomping out air

j Liquid

m e \\\\\\/ - /7

Porous matrix

Rysunek 34 Schemat wysycania probki roztworem w szklanych U-rurkach
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5.2.Pomiary gestoSci i lepkoSci w funkcji temperatury

Do badan lepkoSci oraz gestoSci roztworéw ciprofloksacyny zastosowano
densometr SVM™ 3001, ktéry jest potagczeniem lepkoSciomierza (ASTM D7042) i
cyfrowego gestoSciomierza (D4052, ISO 12185). Urzadzenie to taczy ze sobg czujnik
oscylacyjny w postaci U-rurki, zintegrowany oscylator referencyjny, termometry
platynowe o wysokiej precyzji oraz petnozakresowa korekcje lepkoSci, aby zapewnid
skuteczno$§¢ pomiaréw. Czujnik oscylacyjny (U-rurka) jest napetniany prébka o objetosci
1,5 ml. Na rysunku 39 przedstawiono schemat dziatania wiskozymetru mierzgcego
lepkos¢ oraz gesto§é w funkcji temperatury.

Rotor pomiarowy — predkos¢ nadawana

_ przez lepkos¢ probki Metalowa oscylujgca U - rurka
Cela pomiarowa

obracajgca sie ze stalg predkosc)

Prébka

Lepkosé Gestosé

Rysunek 35 Schemat dziatania wiskozymetru

Przygotowane roztwory ciprofloksacyny umieszczono za pomocg strzykawki w
urzadzeniu pomiarowym SVM™ 3001. Nastgpnie zmierzono gesto$¢ oraz lepko$é w
funkcji temperatury w zakresie 275K — 315K. Z uzyskanych wynikéw sporzadzono
wykres zaleznoSci gestoSci i lepkoSci w funkcji temperatury dla poszczegdlnych stezen.
Rysunek 40 przedstawia wykres zaleznoSci zmian gestoSci w funkcji temperatury dla
dwdch réznych stezen ciprofloksacyny z wodg. Wraz ze wzrostem stgzenia obserwujemy
wzrost gestosci. Jest to zwigzane ze zwigkszeniem masy substancji z zadanej objgtoSci
przez rozpuszczanie wigkszej ilosci leku. Gesto$¢ maleje wraz ze wzrostem temperatury
z powodu zmiany objetoSci podczas grzania si¢ roztworu, podczas gdy masa pozostaje

taka sama niezaleznie od temperatury.
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Rysunek 40 Wykres zaleznosci zmian lepkosci w funkcji temperatury
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Rysunek 41 Wykres zaleznosci zmian gestosci w funkcji temperatury dla roztworu
ciprofloksacyny z wodg w stezeniach 1mg/ml oraz 2 mg/ml



W wyniku dziatania sit miedzyczasteczkowych, podczas ruchu poszczegdlnych warstw
cieczy wzgledem siebie wystgpuje tarcie wewnetrzne — lepko$¢ uktadu.

Wyniki pomiaréw lepkosSci w funkcji temperatury dla roztwordw ciprofloksacyny
z wodg dla stezefi 1 mg/ml oraz 2 mg/ml zostaly przedstawione na rysunku 41. Wraz ze
wzrostem st¢zenia wzrasta lepkoS¢ w wyniku zwigkszenia si¢ gestoSci badanych
roztworéw. Natomiast wzrost temperatury powoduje obnizenie lepkosci, co jest zwigzane
z temperaturowg zmiang gestosci uktadu.

Najwigksze zmiany obserwujemy przy nizszych temperaturach. W miar¢ wzrostu
temperatury, w wyniku zwigkszania si¢ energii cieplnej (kT, gdzie k — stata Boltzmana;
T — temperatura) czasteczek, zmniejszajq si¢ sily przyciggania dzialajace miedzy
czasteczkami, efektem czego jest zmniejszanie si¢ tarcia wewnetrznego. W zwigzku z
tym dla wysokich temperatur obserwujemy duzo nizsze wartoSci lepkoSci. Wzrost
temperatury powoduje zwigkszenie energii kinetycznej czasteczek. Czasteczki o wigkszej
energii fatwiej pokonujg sity przyciggania sgsiednich molekut, dlatego wraz ze wzrostem
temperatury, lepkoS¢ cieczy maleje (w przypadku gazéw - warto$¢ wzrasta). Lepkos§¢

maleje wyktadniczo wraz z temperaturg, co opisuje réwnanie Arrheniusa — Guzmana:

AEg

n = AeRrT (20)

gdzie:

E, - energia aktywacji przeplywu lepkiego (bariera energetyczna, ktérag musi pokonad
czasteczka podczas ruchu pomiedzy czgsteczkami sgsiednimi),

R - stata gazowa,

T - temperatura (wyrazana w Kelwinach),

A - stata charakterystyczng dla danej cieczy (zalezna od masy i objetoSci molowej)
Jak wynika z rysunku 41 pomiary lepkosSci roztworow wodnych ciprofloksacyny
wykazuja wyktadniczy spadek wraz ze wzrostem temperatury. Wykres Arrheniusa

mozna uzyskaé poprzez wyrazenie wzoru (20) jako logarytm lepkosci dynamicznejn ,

wzgledem odwrotnoSci temperatury 1/T.

Inn=-%+InA 21)
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Rysunek 36 Wykres zaleznosci zmian lepkosci w funkcji temperatury

Rysunek 42 przedstawia zalezno$¢ logarytmu lepkosci od odwrotnoSci
temperatury dla roztworéw ciprofloksacyny w stezeniach 1 mg/ml oraz 2 mg/ml. Analiza
wykresu pozwolita wyznaczy¢ nachylenie krzywej, ktéra wyniosta 2422 .27 dla stgzenia
1 mg/ml i 1836 dla stezenia 2 mg/ml. Zgodnie z réwnaniem (20) wyliczono energi¢
aktywacji E, = 20,2 kJ/mol oraz temperatur¢ Arrheniusa T, = 301,5 K dla roztworu
ciprofloksacyny 1 mg/ml; E, = 15,3 kJ/mol i T, = 298 K dla roztworu ciprofloksacyny 2
mg/ml. Im wigksza jest lepkoS¢ cieczy tym wigksza jest wymagana energia aktywacji. Z
obliczen wynika, Zze dla mniejszego stezenia ciprofloksacyny energia aktywacji i
temperatura Arrheniusa jest wigksza, co Swiadczy o wigkszej zaleznoSci szybkoSci
reakcji od temperatury. Zwigkszenie temperatury reakcji przyspiesza reakcje (zwieksza

szybko§¢), poniewaz stala szybkosci wzrasta zgodnie z réwnaniem Arrheniusa.
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5.3.Pomiary kata zwilzania

Katy zwilzania roztworéw ciprofloksacyny zmierzono na powierzchniach
gladkich oraz porowatych materiatéw krzemionkowych i weglowych. Do pomiaru kata
zwilzania metodg siedzgcej kropli zastosowano tensjometr SEO Phoenix 300. Tensjometr
umozliwit pomiary ksztattu kropli, a nastgpnie analize i obliczenie kaqtéw zwilZania oraz
energii migdzyfazowych cialo state-ciecz przy uzyciu oprogramowania SEO
Surfaceware7 w wersji 1.0. Krople cieczy formowano za pomocg r¢cznego uchwytu na
koncu strzykawki, a nastgpnie nanoszono na powierzchni¢. Dostosowujac intensywno§¢
podSwietlenia, odlegto$¢ kamery od prébki oraz kat pochylenia kamery, obserwowano
wybrany fragment prébki. Mierzono Srednie wartosci katéw zwilzania prawej i lewej
strony kropli. Katy zwilzania obliczono na podstawie réwnania Younga (2), przy
zastosowaniu standardowych wartoSci napie¢ powierzchniowych badanych cieczy

(Tabela 3).

Tabela 3 Wiasnosci badanych cieczy istotne do okreslenia kqta zwilzania

Napiecie powierzchniowe

Ciecz Gestosé (g/em’)  Lepko$é (mPa¥*s)
(mN/m)
Woda 0,9986 1,002 728
Heptan 0,682 0,6 20,14
Nonan 0,7177 0,714 22,62
Dekan 0,7301 0,92 23,83

W pomiarach przyjmuje si¢ zalozenie, ze kropla to odcinek kuli i pomija si¢
znieksztalcenia wywotane silg grawitacji. Aby pomiary byly wiarygodne oraz
nieobarczone duzym bledem pomiarowym, kropla musi by¢ niewielka lub stosuje si¢
duze przyblizenia jej obrazu. Rysunek 43 przedstawia przyktad pomiaru kata zwilzania
dla wody na powierzchni szklanej i jej analiza wykonana przez oprogramowanie SEO
Surfaceware7. Kamera cyfrowa wykonuje seri¢ 50-100 zdj¢é. Przerwa pomigdzy
zdjeciami zalezy od ustawionej wartoSci. W przeprowadzonych badaniach jest to zakres
50-100 mikrosekund. Kazdy pomiar zostat zweryfikowany w programie i odrzucono te

niepoprawne. Rysunek 44 przestawia przykladowa sekwencje ok. 100 wykonanych
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zdje¢. Jak widaé z rysunku program przyjat tylko wartoSci, ktére w analizie wynosity

mniej niz 20% btedu statystycznego.
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Do pomiaru katéw zwilzania cieczy zaadsorbowanej w cialach porowatych
wykorzystano tensjometr Sigma 700/701 (rysunek 45). Sktada si¢ on z plastikowej rurki
na prébke o Srednicy 3 mm, w ktérej umieszczano badane nanopory oraz naczynia o
Srednicy 22 mm i maksymalnej objetoSci 10 ml, w ktérym znajduje si¢ badana ciecz.
Naczynie umieszcza si¢ na ruchomym stoliku , a cienkg koficowke zawieszong na wadze
elektronicznej zanurza si¢ w cieczy na zadang wysokoS¢. GlegbokoS¢ zanurzenia
koncéwki z matrycami porowatymi w cieczy wynosita 1 mm. Przed do§wiadczeniem
matryce porowate suszono w suszarce w temperaturze 110°C przez 24 godziny. Aby
uzyskaé¢ réwnomierne upakowanie probki, konicowke poddano wibrowaniu przez 60 s.
Podczas doSwiadczenia probowke i naczynie zawierajgce ciecze testowe utrzymywano w
temperaturze 293 + 0,5 K. Tensjometr kontrolowano za pomocag oprogramowania

komputerowego (KSV Co., Finlandia).

Rysunek 39 Tensjometr Sigma 700/701
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Eksperyment obejmowat pomiar masy zaadsorbowanej cieczy w matrycach porowatych
w funkcji czasu. Z réwnan (7 - 12), wykres kwadratu masy w funkcji czasu powinien da¢
linie prostg, ktérej nachylenie wynosi Cp?y cos,/n. Poniewaz lepko$¢, gestosé i
napigcie powierzchniowe sg znane (Tabela 3), w tym wyrazeniu pozostajg tylko dwie
niewiadome, kat zwilzania 0. i stata materiatowa dla ciata statego, C. Do wyznaczenia
statej C przeprowadzono eksperyment dla kazdego z porowatych ciat statych przy uzyciu
cieczy referencyjnej o bardzo niskim napieciu powierzchniowym, dla ktérej mozna
zatozy¢, ze kat zwilzania jest bliski zeru. W naszym eksperymencie wykorzystano n-
heptan, n-nonan i n-dekan. Statg materiatowg dla ciata statego mozna nastgpnie obliczy¢
z funkcji m2(t) (nachylenie wynosi - Cp2y/n ). Dla danego rodzaju matrycy porowate;
zaktadamy, ze C jest stale dla badanych cieczy. Przykiad krzywej m?(t) dla wody
penetrujacej CNT o wymiarach poréw 1.7 nm oraz 30 nm pokazano na rysunku 46. W

naszym eksperymencie powtarzalno$¢ wynikéw zostata sprawdzona przez trzy do pigciu
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powtdrzenh pomiaru. Pomiar zostal zakonczony, gdy krzywa osiggala nasycenie, co
obserwuje si¢ jako plateau funkcji (rysunek 46).

W ujeciu makroskopowym zwilzanie danej powierzchni przez krople cieczy
opisuje kat zwilzania. WielkoS¢ ta jest SciSle zwigzana z wartoScig parametru d,,
zwanego parametrem zwilzania w nanoskali. Parametr a,, pozwala opisa¢ zwilzalno$¢
powierzchni w nanoskali wyrazong bezpoSrednio przez stosunek oddzialywan
molekularnych ciecz — ciecz (e.) i ciecz — powierzchnia (g.,). Mierzy on wzgledne
interakcje sit przyciggania adsorbat — adsorbent oraz adsorbat — adsorbat jako efekt
dziatania sit adhezji i kohezji w nanoskali. Parametr a, jest iloSciowg miarg, ktéra
decyduje o strukturze i dynamice ograniczonych faz [97-98]; zdefiniowany jest

ponizszym wzorem [178]:

ay = CpsolD(ece/ecp) (22)

C — stata materiatowa

ps — gesto$¢ atomOw na powierzchni adsorbentu

02, — parametr potencjatu Lennarda-Jonesa atomu adsorbentu i molekuty adsorbatu
A — odlegto$¢ miedzy ptaszczyznami atomowymi adsorbentu

&.c — parametr oddziatywan energetycznych L-J adsorbentu z adsorbatem

&cp — parametr oddziatywan energetycznych L-J adsorbat — adsorbat

Rysunek 47 przedstawia eksperymentalne wartoSci katéw zwilzania w funkcji
parametru a.,, zmierzone dla réznych cieczy (o charakterze silnie i stabo dipolowym) na
trzech gtadkich powierzchniach ptaskich: krzemionce, graficie HOPG (Highly Oriented
Pyrolitic Graphite) oraz na mice. Istnieje silna korelacja miedzy makroskopowym katem
zwilzania, a parametrem zwilzania, jak sugeruje réwnanie (7). Korelacja nie jest idealna,
poniewaz temperatura badan jest nieco inna dla réznych cieczy. Uwzglednienie
szorstkoSci Scianek poréw powoduje zmiany kata zwilzania 0, w stosunku do gtadkich
powierzchni i znacznie zmienia parametr a,,. Réznica miedzy krzywymi dla gladkich i
chropowatych powierzchni jest najwigksza dla poSrednich wartoSci a,,. Wynika to z
faktu, Ze obie krzywe muszg si¢ spotkaé, gdy a,,—0 i a,—, poniewaz kat zwilzania nie

moze by¢ mniejszy niz 0 lub wigkszy niz 180° (rysunek 47).
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Rysunek 41 Kqt zwilzania jako funkcja nanoskalowego parametru zwilzania ow dla
roznych cieczy na gtadkich powierzchniach krzemionki, grafitu i miki. Krzywe sq
najlepiej dopasowane do danych eksperymentalnych [178]

Jak wida¢ narys. 47, kat zwilzania 0, jest monotoniczng funkcja mikroskopowego
parametru zwilzania a,w duzym zakresie wartoSci tego parametru i maleje
ekspotencjalnie wraz ze wzrostem a,, niezaleznie od podtoza. Dla cieczy o duzym a,,
energia oddziatywaf adsorbat-adsorbent jest wieksza od energii oddzialywan adsorbat-
adsorbat i ciecz dobrze zwilza podtoze, co skutkuje matg wartoscia kata zwilzania 6.. W
zakresie matych wartosci a,, ciecz na kazdym podtozu wykazuje charakter amfifilowy,
co zwigzane jest z niewielkg energig oddzialywan ciecz — podtoze i wigkszym katem
zwilzania [178].

Wyniki pomiarow kata zwilzania wody w porach weglowych oraz krzemionkowych 6,
zostaly przedstawione w tabeli 4. Obserwowana zmiana kata zwilzania cieczy w porach
w stosunku do jej kata zwilzania powierzchni idealnie gladkich sugeruje, ze mechanizm
zwilzania S$cianek poréw opisuje model Cassie-Baxtera, gdy kontakt cieczy z
powierzchnig stalg jest ograniczony wskutek szorstkosci scianek porow [96]. Stosujac

model zwilzania Cassie-Baxtera wyliczono réwniez parametr f — czyli procentowsg
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powierzchni¢ matryc, z jakg kontakt ma woda. Na rysunku 48 przestawiono zalezno$¢

miedzy wspdlczynnikiem f, a katem zwilzania.

Tabela 4 Kqty zwilzania oraz wspotczynnik f dla wody na roznych powierzchniach
krzemionkowych oraz weglowych

Kat zwilzania na

idealnej powierzchni Al.-SBA-15 SBA-15
szklanej
Opui (°) Ay 0,(°) F 0, (%) f
H,0 52,8 0,28 63,7 0,84 68.8 0,78
SWCNT 30nm SWCNT 1.7nm Ink-bottle
6,(°) f 6,(°) F 6,(°) f
H,0 85,55 0,70 89,54 0,66 578 0,86
0,86 Ink-bottle
084 o f\I-SBA-15
0,78 - N
SBA-15  ~_
R SWCNTSs 30 nm
07 ~. @
0,66 [ ]
SWCNTs 1.7 nm
! I ! I ! | ! I ! I ! | ! I
55 60 65 70 75 80 85 90

Contact angle

Rysunek 42 Wykres zaleznosci wspotczynnika f od kqta zwilZania dla wody
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Wraz ze wzrostem kata zwilzania maleje wspotczynnik f, oznacza to, ze maleje
powierzchnia styku roztworu z badang powierzchnig. Dla duzych katow zwilzania
przewazaja sity kohezji, a powierzchnie wykazujg charakter silnie hydrofobowy.
Obserwuje si¢ wzrost kata zwilzania cieczy w matrycach porowatych w stosunku do
powierzchni gladkiej. Im mniejszy wymiar poréw tym silniejszy efekt hydrofobowy. Dla
wody zaréwno na gtadkich ptaskich, jak i szorstkich mezoporowatych materiatach
krzemionkowych 1 nanorurkach, zmierzone wartoSci sg S&ciSle skorelowane z
mikroskopowym parametrem zwilzania - «,. Frakcja f wody w kontakcie ze stalym
podtozem maleje monotonicznie wraz ze wzrostem kata zwilzania, czego mozna
oczekiwa¢ w zmodyfikowanym modelu Cassie-Baxtera zwilzania na chropowatych
powierzchniach (rysunek 48).

Na rysunku 49 przedstawiono katy zwilzania dla wody, roztworéw
ciprofloksacyny o stezeniu 1 mg/ml i 2mg/ml na powierzchni HOPG, krzemionkowej
oraz zmierzone wewnatrz poréw weglowych o Srednicy 1,7 nm oraz 30 nm. Dodanie
nawet niewielkich iloSci ciprofloksacyny powoduje zmniejszenie kata zwilzania na
gtadkich powierzchniach, co moze by¢ spowodowane silniejszym oddziatywaniem

powierzchnia-ciecz.
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Rysunek 43 Kqty zwilzania dla powierzchni ptaskich HOPG, krzmionek oraz dla
nanorurek weglowych o srednicy 1,7 nm oraz 30 nm dla wody oraz roztworu
ciprofloksacyny w stezeniu 1 mg/ml oraz 2 mg/ml.
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Zmierzone katy zwilzania sa pokazane na Rysunku 50 jako funkcja
mikroskopowego parametru zwilzania a,, zaréwno dla gladkiej ptaskiej powierzchni
weglowej, jak 1 dla materiatéw porowatych CNT. Parametry o, oznaczono wediug rys.

47 dla zmierzonych katéw zwilzania dla wody oraz wodnego roztworu ciprofloksacyny

w CNT dla stezen 1 mg/ml oraz 2 mg/ml.

W bulk, HOPG
1 ® Carbon nanotubes 30 nm
94 4 V¥ Carbon nanotubes 1.7 nm
1 —— y=73152*exp(-x/0,047)+77,3
92 ——— y=1,24%exp(-x/0,026)+84,7
90 —
1 v L 4
__ 884 H,O CPX 1 mg/ml
(@)] 4
o)
SO, 86 - o
% ] ¥
D 84
o] H,O CPX 2 mg/ml
82 4
80
| CPX 1 mg/ml CPX 2 mg/ml
78 —
| ! | ! | ! | ! I ! I
0,50 0,52 0,54 0,56 0,58 0,60
(04

Rysunek 44 Eksperymentalnie zmierzone kqty zwilzania dla roznych cieczy na gladkiej
plaskiej powierzchni weglowej HOPG (Opuik , dolne niebieskie punkty i krzywa) oraz w
nanorurkach weglowych (8, , gorne czerwone punkty i krzywa)

Z wykresu 50 wynika, ze wymiar stosowanych CNT ma niewielki wptyw na
zmian¢ parametru o.. Natomiast duzy wplyw na parametr a, ma rodzaj i st¢zenie
roztworu, dla wyzszego stezenia ciprofloksacyny 2 mg/ml a, jest wieksze co Swiadczy o
wigkszym oddziatywaniu Scianek z roztworem. Wyptyw szorstkoSci powierzchni
wplywa na kat zwilzania wody oraz roztworéw ciprofloksacyny w nanotubach o réznych
wymiarach. Jak wskazuje rysunek 50 obserwujemy wyzsze katy zwilzania dla roztworéw
w CNT w poréwnaniu z powierzchnig gtadkg — HOPG. Maty wymiar poréw weglowych
oraz szorstko$¢ ich powierzchni wptywa na zmiang¢ wtasnoSci hydrofobowych i stabsze

oddziatywanie ciecz — §cianka poréw. Dla mezoporowatych matryc krzemionkowych
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parametr o, dla wody wynosi 0,3, natomiast dla nanorurek weglowych 0,5. Wigkszy

parametr a.,,dla matryc weglowych §wiadczy o silniejszym wpltywie oddziatywaf §cianka
— ciecz w porach weglowych niz w krzemionkowych.

To, jak silnie ciecz zwilza powierzchnig, zalezy od ré6znych czynnikéw, takich jak
rodzaj cieczy, material powierzchni czy porowato$¢ powierzchni. Zwilzalno$¢ jest
bezposrednio zwigzana z napi¢ciem powierzchniowym. Jesli sita kohezji wewnatrz kropli
wody jest mniejsza niz sita adhezji do powierzchni ciata statego, kropla rozprzestrzenia
si¢ po powierzchni ciata stalego i ciato state jest catkowicie zwilzone. Z drugiej strony,
jesli sita kohezji jest wigksza niz sita adhezji, kropla wody przybiera ksztalt kulisty, a
powierzchnia jest stabo zwilzona. Energia zwilzania okres§la iloSciowo rozerwanie
oddziatywan migedzyczasteczkowych, ktére wystepuje, gdy tworzona jest powierzchnia.
Energie zwilzania mozna zdefiniowa¢ jako prace¢ na jednostke¢ powierzchni wykonang
przez site, ktéra tworzy nowg powierzchnie [179].

Energia adhezji jest definiowana jako praca wymagana do oddzielenia dwéch faz
od siebie. Gdy dwie fazy stykajq si¢ ze soba, istnieje miedzy nimi warstwa o okreSlonej
energii migdzyfazowej. Praca wymagana do rozdzielenia dwéch faz to praca adhezji
[180].

Dzigki zmierzonym katom zwilzania zostala wyliczona energia zwilzania oraz

adhezji z ponizszych wzoréw:

W, =y cos@ (23)
W, =y (cos0 + 1) (24)

, gdzie:

W. — energia zwilzania

W. — energia adhezji

y — napigcie powierzchniowe

0 — kat zwilzania

Zebrane wyniki zestawiono na rysunku 51 oraz 52. W zwigzku z hydrofobowym
charakterem nanorurek weglowych obserwujemy niewielkg energie zwilzania w tych
ukfadach. Zwigzane jest to z silnymi oddziatywaniami ciecz-ciecz, ktére powoduja matg

zwilzalno$§¢ powierzchni oraz niskg adhezje.
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Rysunek 45 Praca adhezji dla HOPG, krzemionki oraz nanorurek weglowych o Srednicy
1.7 nm oraz 30 nm dla wody i wodnego roztworu ciprofloksacyny o stezeniu 1 mg/mli 2
mg/ml
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Rysunek 46 Energia zwilzania dla HOPG, krzemionki oraz nanorurek weglowych o
Srednicy 1.7 nm oraz 30 nm dla wody i wodnego roztworu ciprofloksacyny o stezeniu 1
mg/ml i 2 mg/ml
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Przedstawiono eksperymentalne pomiary kata zwilzania dla kilku cieczy zaréwno na
gtadkich, jak i chropowatych mezoporowatych materiatach krzemionkowych oraz
weglowych. Wykazano, ze te zmierzone wartoSci s3a SciSle skorelowane z
mikroskopowym parametrem zwilzania a,, ktéry mierzy zwilzalno§¢ w kategoriach
podstawowych sit migdzyczasteczkowych i jest najbardziej odpowiednig miarg w skali
nano. Wartosci kata zwilzania zarowno dla mezoporowatych krzemionek jak i nanorurek
weglowych sg wigksze niz dla tej samej cieczy na gladkiej ptaskiej powierzchni
krzemionki dla wszystkich badanych przypadkéw. Zakladamy, ze zwilzanie na
chropowatych powierzchniach odbywa si¢ za pomocg zmodyfikowanego mechanizmu
Cassiego-Baxtera, w ktérym tylko czes¢, f, frakceji cieczy jest w bezpoSrednim kontakcie
z cialem stalym. DIla badanych mezoporowatych krzemionek przyjmuje ona wartoSci w
zakresie: 0,78 - 0,86, natomiast dla materialéw weglowych 0,66 — 0,7. Parametr a,,
wzrasta monotonicznie wraz ze wzrostem frakcji f, jak wynika ze zmodyfikowanego

modelu zwilzania Cassiego-Baxtera na chropowatych powierzchniach.

5.4.Analiza wynikéw uzyskanych metodg spektroskopii Ramana

Mikrostrukture SWCNT badano za pomocg spektroskopii Ramana przy uzyciu
konfokalnego mikroskopu Ramana InVia Renishaw. Widmo rozpraszania Ramana byto
wzbudzane laserem o dtugoSci fali 488 nm, 514 nm i 633 nm. Wigzka zostata skupiona
na prébkach za pomocg obiektywu mikroskopowego 50 x z aperturg numeryczng 0.4.
Prébki mierzono w geometrii rozpraszania wstecznego z rozdzielczoScig spektralng 1,0
cm’!. Zastosowano moc lasera od 5% do 10%. Wszystkie pomiary wykonano w
temperaturze pokojowej w warunkach ci$nienia normalnego. Prébki mierzono za
pomocy spektroskopii Ramana przy trzech energiach lasera EL: 2,41,1,961 1,58 eV. Dla
trzech réznych energii wzbudzono nanorurki w prébce, ktére rezonuja z energig lasera
wzbudzajacego.

Spektroskopia Ramana jest poteznym narzedziem do badania wiaSciwoSci
wibracyjnych i struktur elektronowych CNT, w szczegdlnosci do charakteryzowania
Srednic CNT i jakoSci prébek. Za pomocg spektroskopii Ramana mozna

scharakteryzowad r6zne materiaty weglowe, w tym jednoScienne (SWCNT).
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Na rysunku 53 przedstawiono typowe widmo Ramana w temperaturze pokojowej

dla SWCNTs (d = 1,7 nm) i SWCNTs (d = 30 nm) przy wzbudzeniu laserem He-Ne o

energii wzbudzenia 1,96 eV (A = 633 nm).
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Rysunek 47 (a) Widmo Ramana jednosciennych nanorurek weglowych o srednicy 1,7

nm, (b) Widma Ramana jednosciennych nanorurek weglowych o srednicy 30 nm
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Obserwujemy trzy najbardziej znaczgce piki w widmie Ramana. Dla SWCNTS o
Srednicy 1,7 nm przedstawionego na rysunku 53(a), pierwsze pasmo wystepujace w
obszarze 1 - 400 cm™' jest modem RBM, ktéry pochodzi z "ruchu oddechowego"
nanorurki. Zalezy on od $rednicy rurki (d) zgodnie z réwnaniem (17). Wiekszo§é
wynikéw eksperymentalnych RBM w literaturze zostata dopasowana do tej zaleznoSci
[181]. Aby obliczy¢ S$rednicg jednoSciennych nanorurek weglowych, nalezy
przeanalizowaé tryb RBM dla kilku réznych energii lasera. Na rysunku 53 zaznaczono
radialny tryb oddychania, ktéry odpowiada rozszerzaniu i kurczeniu si¢ Srednicy
nanorurek weglowych. Jak wynika z rysunku 53(a) dla SWCNTs (1.7nm), warto§¢ RBM
wynosi 146 cm?! i 162 cm’!; podstawiajac te dane do wzoru (17), otrzymujemy
odpowiednio §rednice d =1.69 nmid = 1.53 nm. WartoSci te sg bardzo zblizone do siebie,
co Swiadczy o jednorodnej strukturze nanorurek weglowych uzytych w eksperymencie.
Ponadto wazne jest, Ze intensywno$¢ piku RBM jest funkcjg energii wzbudzenia i
dowodzi, ze Swiatto padajace lub rozproszone jest w rezonansie z energiami przejScia
optycznego SWCNTs. Na rysunku 53(b) przedstawiono widmo Ramana jedno$ciennych
nanorurek weglowych o §rednicy 30 nm. Na podstawie tych danych nie mozemy
oszacowacé Srednicy CNT, poniewaz mod RBM zwykle wystepuje w zakresie dtugosci
fali ponizej 10 cm! i nie jest widoczny na widmie.

Gtéwnymi cechami widm ramana wegli s piki G wystegpujace w zakresie 1480-
1580 cm™! oraz pasmo D, ktére wystepuje w zakresie 1320 - 1440 cm!. Pasmo D pochodzi
z defektéw strukturalnych nanorurek. Jest to sygnatura zaburzen w materiatach
weglowych z hybrydyzacjg sp?. Jest on widoczny w widmie Ramana jako proces
podwdjnego rezonansu Ramana wywotany zaburzeniami, ktéry powoduje drgania
oddechowe grafitu w plaszczyZnie (A, symetria). Na rysunku 53 intensywnoS$¢ piku D
wzrasta wraz ze wzrostem uszkodzen na powierzchni SWCNT i pozwala ocenié
niedoskonatoSci strukturalne powierzchni. Pik G jest zwigzany z rozcigganiem wigzania
C-C (hybrydyzacja wegla sp?) w ptaszczyZnie grafitu (E,, symetria). IntensywnoS$¢ tego
piku okresla stopien grafityzacji prébki. Pasmo G jest sygnaturg Ramana dla wszystkich
materialéw weglowych sp? i jest obserwowane jako pik lub wiele pikéw w widmie
Ramana. Pasmo G dla SWCNT ma bardziej ztozony charakter widmowy ze wzgledu na
zwiniecie arkusza grafenu w SWCNT i efekty famania symetrii zwigzane z krzywizng
nanorurek. W tym przypadku pasmo G dzieli si¢ gtdwnie na G, i G_, ktére sgq zwigzane z

drganiami atomowymi wzdtuz (LO) i prostopadle (TO) do osi rurki (fatdowania).
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Stosunek intensywnoS$ci pasma G do pasma D (stosunek G / D) wskazuje liczbe
defektéw w CNT. Jesli stosunek G / D ma duzg warto$¢, mozna stwierdzi¢, ze CNT majq
tylko kilka defektéw, a jeSli stosunek G/D jest maly — w strukturze wystepuje wiele
defektow. Jak wynika z rysunku 53(a), dla SWCNTSs o Srednicy 1,7 nm pik pasma D
wynosi 1350 cm!, a pik pasma G wynosi 1590 cm!, wigc stosunek G/D wynosi 1,8.
Stosunek ten jest duzy (wigkszy niz 1), wigc zaktadamy, ze weglowe SWCNT (1,7 nm)
maja wysoko uporzadkowang strukture. Na rysunku 53(b) dla SWCNTs o $rednicy 30
nm, zauwazamy wysokg intensywno$¢ piku D, co wskazuje na wysoce zdefektowang
strukture SWCNTSs. Stosunek G/D wynosi 1,05, wigc mozemy zatozy¢, ze struktura jest
bardziej amorficzna. Zatem SWCNTs (30 nm) sg bardziej zdefektowane niz SWCNTs
(1,7 nm).

Na podstawie wykresu Kataury mozemy oszacowal strukture elektronowg

nanorurek weglowych, ktéra determinuje ich wilasciwosci optyczne. Istnieje kilka
mozliwoSci zwinigcia sieci grafenowej w zaleznoSci od ich struktury geometrycznej
zdefiniowanej jako chiralno$¢ ze wspdiczynnikiem (m, n), ktéra moze determinowac
wilaSciwoSci elektroniczne nanorurek.
Analiza naszych pomiaréw z trzema réznymi energiami lasera wskazuje, ze SWCNT o
Srednicy 1,7 nm posiadaja metaliczng strukture elektronowg. Mozna zauwazyc, ze
dodatkowe pasma w widmach Ramana pochodza od nadtonéw. Mod G'(2D) to
harmoniczna pochodna piku D wystepujaca w okolicy liczby falowej 2650 cm™! (nadton
pasma D). Obecnie pik G' jest czgsto uzywany do okreSlenia liczby warstw w graficie.
Dla SWCNTs (1.7nm) pik ten jest intensywny i ostry, wskazuje na istnienie niewielkiej
liczby warstw grafenowych w uktadzie.

Na podstawie wykresu Kataury dla CNTs dla trzech réznych energii lasera
mozemy oszacowaé, ze SWCNTs o Srednicy 30 nm wykazujg pélprzewodzace
wiasciwosci elektryczne.

PrzeprowadziliSmy réwniez pomiary spektroskopii Ramana dla jedno$ciennych
nanorurek weglowych o Srednicy 1,7 nm z wodnym roztworem ciprofloksacyny
(Img/ml) zaadsorbowanym w tych porach. Na Rysunku 54 przedstawiono widmo
Ramana SWCNTs i1 widmo SWCNTs wypelnionych wodnym roztworem
ciprofloksacyny (Img/ml). Dla widma SWCNTs wypetnionych roztworem
ciprofloksacyny obserwuje si¢ dwa wyrazne piki pochodzace z pasm D i G. Obserwujemy
ekstremalny wzrost intensywnoSci pasma G dla uktadu CPX-SWCNTs i spadek

intensywnosci dla pasma D.

81



A
39000 PR [N e R —" o E— P =" S o Fs F E e s
36000 | [ —— CPX in SWCNTs 1.7 nm !
33000 -_ —— SWCNTs 1.7 nm o
30000 - i
27000 | -1

24000 |- 4

21000 I G/D = 12,23
GID=18

LN |

18000 |-
15000 |-
12000 |-
9000 |-
6000 |-
3000

0 (et s e P (e K] ST . x . A
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Counts

I'(l 4

Raman shift [cm]

=

39000 2 ! & I i I S 1 S T L) T T T T T ]
—— CPXin SWCNTs 30 nm

= —— SWCNTs 30 nm

33000

30000
27000
24000
21000
18000
15000
12000
9000
6000
3000

————
0 : 1 i 1 i I : I " 1 1 1

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

LN R EE SR LA SRR L )

G/D =12,36
G/D =1,05

Counts

'rI"'I""'I"

N
o
o

Raman shift [cm]

Rysunek 48 (a) Widma Ramana jednosciennych nanorurek weglowych o srednicy 1,7 nm i

nanorurek weglowych wypetnionych wodnym roztworem ciprofloksacyny w temperaturze

pokojowej,; (b) Widma Ramana jednosciennych nanorurek weglowych o srednicy 30 nm i

nanorurek weglowych wypetnionych wodnym roztworem ciprofloksacyny w temperaturze
pokojowej.
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DIla SWCNTS 1.7 nm wypetnionych antybiotykiem przedstawionych na rysunku
54(a) obliczony stosunek G/D wynosi 12,23 i jest prawie 7 razy wigkszy niz dla czystych
SWCNTs, gdzie obliczony stosunek G/D wynosi 1,8. Na podstawie tych pomiaréw
mozemy zatozyé, ze wodny roztwér ciprofloksacyny zamkniety w nanorurkach
weglowych generuje uporzadkowanie w ukladzie SWCNTs. Prowadzi to do
wzmocnienia drgafn wystepujacych wewnatrz SWCNT. Podobny efekt zaobserwowano
na podstawie widma Ramana SWCNTs (30nm) wypetnionych wodnym roztworem
ciprofloksacyny przedstawionym na rysunku 54(b). Obserwujemy znaczny wzrost
stosunku G/D dla tego uktadu, w poréwnaniu do czystych SWCNTSs (30nm) jest on 12
razy wigkszy. Wskazuje to na zmian¢ amorficznej natury uktadu. Mozemy wnioskowac,
ze dodanie wodnego roztworu CPX powoduje zmniejszenie amorficznosci
nanoporowatych matryc weglowych. Aby zbadaé zalezne od temperatury zachowanie
pasma G w metalicznych SWCNTs, przeprowadziliSmy charakterystyke Ramana w
réznych temperaturach, w zakresie od — 10°C do 40°C; wyniki przedstawiono na rysunku
55. Podczas wzrostu temperatury, pozycje pikow przesuwaja si¢ w kierunku nizszej

czestotliwosci z powodu zmiany drgan wigzania C-C.
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Rysunek 49 Widma Ramana nanorurek weglowych (srednica 1,7 nm) wypetnionych
wodnym roztworem ciprofloksacyny w zakresie temperatur -10 °C do 45 °C
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Na rysunku 55 obserwujemy tez rozdzielenie si¢ piku G na G. i G,. Zgodnie z

wyja$nieniem dokonanym przez Fouquet et al. [182] pik G, jest efektem drgan

podtuznych pétprzewodnikowej nanorurki weglowej, a pik G. jest efektem drgan
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Rysunek 50 Zaleznos¢ temperaturowa stosunku G/D w SWCNTs (srednica 1,7 nm)
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wypetnionych wodnym roztworem ciprofloksacyny, (b) Przesuniecie Ramana w funkcji

temperatury dla SWCNTs (Srednica 1,7 nm) wypetnionych wodnym roztworem

ciprofloksacyny
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podtuznych metalicznej nanorurki weglowej. Ewolucja temperaturowa trybu G. wskazuje
na site sprzezenia elektronowo-fononowego.

Obserwujemy przesuni¢cie Ramana pasma G w funkcji temperatury. W zakresie
temperatur od — 10°C do 0°C szybkoS§¢ przesuni¢gcia Ramana jest mniejsza niz dla
wyzszych temperatur. Moze to by¢ zwigzane ze zmianami geometrycznymi w strukturze
nanorurek weglowych i wskazywac, ze wptyw temperatury odgrywa coraz wiekszg role.
W literaturze [183] wykazano, ze pod wptywem sit zewnetrznych zmienia si¢ struktura
geometryczna SWCNT, co dodatkowo wptywa na strukture elektronowg i wtaSciwosci
fononowe SWCNT. Zmiana czgstotliwoSci Ramana jest spowodowana wplywem
réznych naprezefi, np. deformacji jednoosiowej, deformacji skretnej, deformaciji
promieniowej i deformacji zginajacej. Stwierdzono, ze w zaleznoSci od réznych zmian
strukturalnych, widma Ramana SWCNT majg rézne reakcje na kazdg z tych deformacji.

Na rysunku 56 (a) przedstawiono temperaturowg zalezno$¢ stosunku G/D w
SWCNTs (Srednica 1,7 nm) wypelnionych wodnym roztworem ciprofloksacyny.
Najwyzsza warto$¢ stosunku G/D obserwowana jest w temperaturze w zakresie okoto
20°C — 30°C; sugeruje to, ze w tym zakresie temperatur struktura uktadu jest najbardziej
uporzagdkowana (stabilna). Powyzej 30°C nizszy stosunek G/D wskazuje na wzrost
amorficzno$ci nanorurek weglowych, poprawiajagc w ten sposéb ich zdolno$¢ do
biokompatybilnosci. Jak wida¢ na rysunku 56 (b), wptyw temperatury ma duze znaczenie
dla zmiany struktury nanorurek wypelnionych wodnym roztworem CPX. Nawet
stosunkowo niewielkie zmiany temperatury powodujg zmiang struktury CNT, a co za tym

idzie zmiang ich amorficznoSci.

5.5.Analiza wynikow uzyskanych metoda spektroskopii podczerwieni

Analize badanych uktadéw metodg spektroskopii w podczerwieni z transformacja
Fouriera (FT-IR) przeprowadzono za pomocg spektrofotometru IFS-66 Bruker metodg
ATR. Detektor zostat starannie oczyszczony etanolem w celu zwigkszenia sygnatu i
zmniejszenia wilgoci. Widma zostaty zebrane w zakresie od 400 cm™ do 4000 cm™! z
rozdzielczo$cig 2 cm!. Wszystkie pomiary wykonano w temperaturze pokojowe;j.
Wynikowy sygnal w detektorze przedstawia widmo, zwykle od 4000 cm™ do 400 cm’!,
reprezentujgc molekularny ,,odcisk palca” prébki, dzigki czemu analiza FT-IR jest

doskonatym narzedziem do identyfikacji chemicznej substancji. Wigzka podczerwieni
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powoduje oscylacyjne wzbudzenie kowalencyjnie zwigzanej grupy atoméw. Odpowiada
ona przejSciom migdzy wibracyjnymi poziomami energii czasteczki, obejmujacymi
rozcigganie lub zginanie jej wigzan. Typowy obszar dtugosci fali dla FT-IR wynosi od
2,5 do 15 um, co wyraza si¢ jako zakres liczby falowej 4000 - 666 cm! i jest najbardziej
odpowiedni do badania drgafi molekularnych.

Analize spektroskopii w podczerwieni z transformacja Fouriera (FT-IR)
przeprowadzono dla wodnego roztworu ciprofloksacyny i wodnego roztworu
ciprofloksacyny umieszczonego w jednoSciennych nanorurkach weglowych o Srednicy

1,7 nm i 30 nm przy uzyciu spektrofotometru IFS-66 Bruker.
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Rysunek 51 Widmo FT-IR ciprofloksacyny w formie proszku

Korzystajac ze wzoru (18), wyznaczono niektére wigzania w molekule ciprofloksacyny.
Zauwazono rowniez charakterystyczne piki, ktére wystepuja w regionie tzw. fingerprints
(odcisk palcow). Poréwnanie pikéw obliczonych i eksperymentalnych przedstawiono w
tabeli 5.

Na rysunku 58 przedstawiono widmo FT-IR dla wodnego roztworu
ciprofloksacyny oraz roztwér ciprofloksacyny zaadsorbowany w nanorurkach

weglowych o §rednicy 1,7 nm i 30 nm.
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Tabela 5 Porownanie pikow zarejestrowanych w widmie spektroskopii podczerwieni
ciprofloksacyny oraz obliczone z prawa Hooka (rownanie 18) [145]

Pik eksperymentalny [cm?] Pik z obliczen [cm™!]

Stretching C(sp2)-H 3044 3032
Stretching C-O-H (carboxylic 3011 3016
acid)

Stretching C(sp3)-H 2867 2900
6N-H bending 1616 1621
Stretching C=0 (carboxylic 1589 1573
acid)

6N-H bending 1499 1492
O-H bending (carboxylic acid) 1310 1300
Stretching C-O 1331 1313
Stretching C=C (aromatic) 1285 1268
Stretching C-C 1172 1189
Stretching N-C 1146 1146
Stretching C-F 1036 1074

W widmach FTIR wodnego roztworu ciprofloksacyny obserwujemy kilka
charakterystycznych pikéw. Jeden szeroki pik w zakresie 3500 - 3450 cm! jest efektem
drgafi rozciggajacych O-H (migdzyczasteczkowe wigzanie wodorowe). Kolejne pasmo w
okolicy 3000-2950 cm™! reprezentuje alkeny i aromatyczne wigzanie rozciggajace C-H.

Piki w zakresie 1750 - 1700 cm™! reprezentujq rozciggajace karbonylowe wigzanie C=0,
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podczas gdy pik 1650 - 1600 cm™!' odpowiada grupom chinolonowym. Pasma przy 1450
do 1400 cm™' reprezentuja drgania wigzania C-O, a przy 1300 - 1250 cm’! drgania

zginajace grupy O-H, co wskazuje na obecno$¢ kwasu karboksylowego. Ponadto, silny

pik absorpcji pomigdzy 1050, a 1000 cm! zostat przypisany grupie C-F.
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Rysunek 52 (a) Porownanie widma wodnego roztworu CPX i CPX zaadsorbowanego w
SWCNTs (1,7 nm), (b) Porownanie widma wodnego roztworu CPX i CPX
zaadsorbowanego w SWCNTs (30 nm)

W widmach przedstawionych na rysunku 58(a) i (b) dla wodnego roztworu
ciprofloksacyny zaadsorbowanego w SWCNTs o §rednicy 1,7 nm i 30 nm, obserwujemy
wygaszenie niektérych pikow, wezesniej przypisanych wigzaniom dla wodnego roztworu
ciprofloksacyny swobodnej. Piki te odpowiadaja wigzaniom rozciggajacym w rdzeniu
czasteczki, gléwnie C-C w pierScieniu aromatycznym. Obserwowane zjawisko moze by¢
spowodowane efektem ograniczenia wodnego roztworu CPX w nanorurkach weglowych,
ktéry dotyczy gtéwnie wigzanh w rdzeniu czgsteczki, np. wigzah C-C w pierScieniu
aromatycznym. Poréwnanie pikéw, ktére wystepuja w widmie spektroskopii
podczerwieni dla ciprofloksacyny oraz jej roztworéw umieszczonych w nanorurkach
weglowych o §rednicy 1.7 nm oraz 30 nm przedstawiono w tabeli 6.

Zgodnie z literaturg [98, 184-185], w matych porach o wymiarach nanometréw,
ze wzgledu na silny wptyw sit powierzchniowych w porach i zmniejszong wymiarowoS$¢é
ukfadu, zachowanie zamknietego uktadu jest inne niz w makroskopowym uktadzie. W
nanorurkach weglowych molekuta ustawia si¢ w specyficzny sposdb, tworzac warstwe

kontaktowg bezpoSrednio przy Sciankach poréw oraz wewnatrz warstw poréw, gdzie

wptyw sit powierzchniowych jest znacznie mniejszy [186].

88



Tabela 6 Porownanie pikow dla ciprofloksacyny oraz jej roztworow umieszczonych w
nanorurkach weglowych o srednicy 1.7 nm oraz 30 nm

FT-IR peak [cm™] Functional group assignment

CPX CPXin1.7nm  CPXin 30 nm

powder SWCNTs SWCNTs
3044 - - Alkanes and aromatic C-H (sp?)
stretching
3011 2990 2990 Stretching C-O-H (carboxylic acid)
2867 2850 2850 C-H (sp?) stretching
2350 2350
161651499 1640;1499 1640;1499 N-H bending vibration
1589 - - Stretching C=0 (carboxylic acid)
1310 - - Bending O-H

Taka sytuacja moze prowadzi¢ do drastycznych zmian wtaSciwosci optycznych,
przewodnictwa elektrycznego, struktury czy temperatury i charakteru przej$¢ fazowych
uktadéw ograniczonych w stosunku do uktadéw makroskopowych [187]. W badanym
uktadzie istotng rolg odgrywaja sity pomigdzy §ciankami SWCNTs, a CPX. Na podstawie
naszych eksperymentéw FT-IR obserwujemy istnienie dwoéch charakterystycznych
zmian wlasciwosci optycznych zaadsorbowanej ciprofloksacyny, tj. nieaktywnych
wigzah C-C w rdzeniu CPX, co moze by¢ spowodowane silnym wplywem sit
powierzchniowych S§cianek nanorurek tworzacych warstwe kontaktowg w uktadzie
zamknietym. Druga zmiana dotyczy aktywnych wigzan, ktére mogg by¢ zlokalizowane
w wewnetrznej czgSci nanorurki. Jak wynika z tabeli 6, wigzania aktywne
zaobserwowane dla CPX w SWCNTs sg tylko nieznacznie przesunigte w kierunku
nizszych czgstotliwoSci w stosunku do CPX swobodnej, co moze by¢ spowodowane
stabszym wplywem oddziatywafi Scianek poréw z tg czescig czasteczki CPX.

Na podstawie naszych wynikéw FTIR mozemy zaprojektowa¢ najbardziej
prawdopodobne utozenie czasteczki ciprofloksacyny zamknietej w jednoSciennych
nanorurkach weglowych o Srednicy 1,7 nm. Na rysunku 59 przedstawiono schemat, ktéry
zostal zaproponowany na podstawie analizy pomiaréw spektroskopii Ramana oraz
podczerwieni. W strukturze ciprofloksacyny zostaty przedstawione wigzanie, ktére w

widmie podczerwonym zostaja wygaszone (czerwone okregi na rys. 59). Natomiast
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zaznaczone na zielono wigzana, ktére sa najwazniejsze w mechanizmie bakteriobdjczym

sq widoczne w widmie i nie ulegaja wygaszeniu.
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Rysunek 53 Ograniczenie dziatania wodnego roztworu ciprofloksacyny badane metodq
FT-IR powoduje powstawanie grup funkcyjnych o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej,
ktore mogq tworzy¢ wewnetrzne warstwy w nanorurkach weglowych. Chociaz ich widmo

FT-IR jest przesuniete w kierunku wyzszych czestotliwosci co dowodzi ich duzej
aktywnosci biologicznej

Mozemy zasugerowaé, Ze wigzania wygasajace sgsiadujg bezpoSrednio ze
Scianami nanorurek weglowych (warstwa kontaktowa), podczas gdy wigzania
zewngtrzne w czasteczce ciprofloksacyny ustawiajg si¢ w kierunku wnetrza nanorurki.
Jak wynika z naszych wynikéw FTIR, wigzania aktywne, ktére sa kluczowe dla
wlaSciwoSci przeciwbakteryjnych ciprofloksacyny, zachowuja swd@j charakter w
warunkach ograniczenia. W szczegdlnoSci grupa akylowa, ktéra zwigksza ogdlng site
dziatania oraz bardzo aktywne wigzania azotowe przeciwko bakteriom Gram-dodatnim.
Co wigcej, przesunigcie liczby falowej pikéw do nizszych wartoSci powoduje wzrost
dlugo$ci wigzania, co moze byC¢ zwigzane ze zmiang elektroujemnoS$ci sgsiednich

atomow.



5.6.I1zoterma adsorpcyjna

Pomiary izotermy adsorpcyjnej zostaly wykonane w Zaktadzie Chemii
Stosowanej pod kierunkiem prof. dr hab. Izabeli Nowak. Pomiary
niskotemperaturowej adsorpcji/desorpcji azotu przeprowadzono przy uzyciu aparatu
Quantachrome Autosorb iQ. Przed wta§ciwym pomiarem probki byty odgazowywane w
prézni w temperaturze 120 °C przez 24 godziny w celu usunigcia zanieczyszczen
zaadsorbowanych na powierzchni prébki. Izotermy sorpcji uzyskano w temperaturze
cieklego azotu (-196 °C), w zakresie ciSnienia wzglednego p/p, od 0,02 do 1,00.

Na rysunku 60 przedstawiono dystrybucje poréw weglowych o Srednicy podane;j
przez producenta 1,7 nm i 30 nm. Najwiekszy udziat poréw dla SWCNTs 1,7 nm jest w
zakresie 1,5 — 1,7 nm oraz 4 — 4,5 nm. Natomiast dla poréw 30 nm najwigkszy udziat
poréw wystepuje w zakresie 26 — 30 nm oraz 33 nm.

Obliczenia powierzchni wtaSciwej dokonano metodg BET (Brunauera-Emmetta-
Tellera) w zakresie ciSnienia wzglednego p/p, od 0,1 do 0,30. Rozktad wielkoSci poréw

obliczony zostat z wykorzystaniem metody BJH oraz DFT:

I. Pomiar BJH (Barrett-Joyner-Halenda) - opiera si¢ na réwnaniu Kelvina
iuwzglednia dwa podstawowe zatozenia: po pierwsze ksztalt poréw jest
cylindryczny, a po drugie ilo§¢ zaadsorbowanego gazu wynika zaréwno z
fizycznej adsorpcji na Scianach poréw, jak i kondensacji kapilarnej zachodzacej
w mezoporach. Jednakze metoda ta nie opisuje w sposdb wlasciwy materiatow
typowo mikroporowatych, jak i tych o duzej iloSci poréw z pogranicza mikro- i
mezoporow.

II. Pomiar DFT (Density Functional Theory) - metoda oparta o obliczenia
kwantowo-mechaniczne, stuzagca do modelowania rozktadu i wielkoSci
poréw. Jest uwazana za bardziej realistyczne i elastyczne podejscie do obliczania
rozktadu wielkoSci poréw anizeli stosowana do tej pory metoda BJH. W
przypadku materiatéw weglowych wariant NLDFT (Non-Local Density
Functional Theory) zaktada pory bez dodatkowych potaczefi tworzacych sieé, ale
z idealnymi Scianami grafitowymi. Z kolei wariant QSDFT (Quenched Solid
Density Functional Theory) reprezentuje chropowato$¢ i niejednorodno$é

powierzchni §cian poréw za pomocg jednego parametru. W przypadku
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prowadzonych przez nas badan w ramach wariantu NLDFT wykorzystano model
"N, at 77 K on carbon (NLDFT equilibrium model)" z kolei dla QSDFT - "N, at
77 K on carbon (QSDFT adsorption branch)".
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Rysunek 54 Dystrybucja rozmiarow porow dla jednosciennych nanorurek
weglowych o wymiarach 1.7nm i 30 nm
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Dla testéw mikrobiologicznych najistotniejsze byly pomiary objgtoSciowe
nanoporéw weglowych. W tabeli 7 zestawiono poréwnanie analizy dla dwéch modeli
QSDFT oraz QSDFT. W przypadku poréw o wymiarach 1.7 nm réznica w objgtoSci
miedzy dwoma modelami jest niewielka i wynosi 0,335 cc/g oraz 0,383 cc/g. Dla poréw
o Srednicy 30 nm réznica dla dwéch modeli jest znaczaca i wynosi odpowiednio 0,614
cc/g oraz 0,966 cc/g. Do badaf uzyto danych z modelu QSDFT, ktéry zaktada, ze pory
sq w ksztalcie cylindrow 1 reprezentuje chropowato$¢ i niejednorodno$¢ powierzchni

Scian por6éw za pomocg jednego parametru.

Tabela 7 Zestawienie powierzchni oraz objetosci porow dla nanorurek weglowych o
wymiarach 1.7nm oraz 30 nm.

QSDFT QSDFT equilibrium model
CNT 1.7 nm
Powierzchnia poréw [m?/g] 1459 1560
Objetos¢ poréw [cc/g] 0,335 0,383
CNT 30 nm
Powierzchnia poréw [m?/g] 1450 1475
Objetos¢ poréw [cc/g] 0,614 0,966

Okreslenie objetoSci poréw byto istotne dla oszacowania objetoSci leku umieszczonego
w porach CNT. Oszacowanie zaadsorbowanej dawki leku do matryc porowatych jest
niezbedne do pordwnania wplywu ograniczenia leku dla réznych matryc porowatych oraz

wodnego roztworu ciprofloksacyny.

5.7. Wyniki pomiaréw kalorymetrycznych

Analiza DSC zostalta wykonana przy uzyciu réznicowego kalorymetru
skaningowego DSC 8000 (Perkin Elmer), gdzie precyzja pomiaru temperatury wynosifa
0,01°C. Probki ciprofloksacyny zaadsorbowanej w porach weglowych oraz
krzemionkowych doktadnie zwazono oraz zamknieto w szczelnych pojemnikach. Po
umieszczeniu kapsutek w urzadzeniu pomiarowym rozpoczeto ich chtodzenie w zakresie

temperatur 30°C - 100°C. Chtodzenie prowadzono w ten sposdb, aby temperatury badane;j
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prébki i kontroli ciggle malaty z szybkoScig 10°C/min. Nastepnie pomiar zatrzymano w
temperaturze —100°C na 10 min. Po tym czasie rozpoczeto ogrzewanie w zakresie
temperatur —100°C do 60°C. Ogrzewanie prowadzono w ten sposob, aby temperatury
badanej prébki i kontroli ciggle rosty z szybko$cig 10 °C/min. Instrument mierzy? réznice
w szybkoSci przeptywu ciepta do badanej prébki w stosunku do prébki referencyjne;j.
Na rysunkach 61-63 przedstawiono profile DSC dla roztworu ciprofloksacyny,
roztworu ciprofloksacyny zaadsorbowanego w porach krzemionkowych SBAI5 o
wymiarach 5 nm oraz nanorukach weglowych o wymiarach 1,7 nm i 30 nm. Jak pokazano
na profilach DSC badanych prébek pojawiajg si¢ dwa charakterystyczne piki. W trakcie
procesu chtodzenia przy temperaturze w zakresie -16,05°C — 12,8°C obserwujemy
egzotermiczny proces krystalizacji. Podczas grzania uktadu obserwujemy przemiang
fazowa w zakresie 4,5°C — 5,5°C, szybko§¢ przeptywu ciepta do prébki znaczgco roSnie,

co wskazuje na proces endotermiczny — proces topnienia.
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Operator ID: Marcin Jarek Heat Flow Endo Down (mW) : Step: 1

Sample ID: SWCNT 1.7nm +CPX +H20 SWCNT 1.7nm +CPX +H20: SWCNT 1i7nm +CPX +H20 _01
Sample Weight: 15.570 mg Heat Flow Endo Down (mW) : Step: 3
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Rysunek 55 Profil DSC dla wodnego roztworu ciprofloksacyny zaadsorbowanego
w jednosciennych nanorurkach weglowych o wymiarach 1,7 nm
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Rysunek 56 Profil DSC dla wodnego roztworu ciprofloksacyny w stezeniu 1 mg/ml

SBA-15 CPX H20: SBA-15 CPX H20 _01

Filename: C:Program Files..\SBA-15 CPX H20 _01.ds8d
Operator ID: Marcin Jarek Heat Flow Endo Down (mW) : Step: 1
Sample ID: SBA-15 CPX H20 SBA-15 CPX H20: SBA-15 CPX H20 _01
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Rysunek 57 Profil DSC dla wodnego roztworu ciprofloksacyny zaadsorbowanego
w porach krzemionkowych SBA-15 o wymiarach 5 nm
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Tabela 8 Zestawienie danych temperaturowych dla roztworu ciprofloksacyny oraz
zaadsorbowanego roztworu ciprofloksacyny w porach krzemionkowych i weglowych

Temperatura przejScia Entalpia AH  Powierzchnia
fazowego [°C] [J/g] piku [m]J]
Chlodzenie
CPX+H20 -16.05 -134,7 1306,96
SWCNTs 1.7nm + CPX -12.83 -121,65 -1894
SBAI1S5 + CPX -15.21 -137,59 -1869.81
Ogrzewanie
CPX+H20 547 300,1 291099
SWCNTs 1.7nm + CPX 5 175 2800
SBAI1S5 + CPX 451 193,36 2627,79

Pomiary DSC wykazaty, ze temperatura topnienia roztworu CPX w nanoporach ulega

obnizeniu w poréwnaniu do substancji swobodnej. Wczedniejsze badania kata zwilzania
i parametru a,, wykazujg, ze im wigksza warto§¢ parametru o, tym wieksze obnizenie
temperatury. Dla nanorurek weglowych 1,7 nm kat zwilzania wynosi 89,5°, co
odpowiada wartosci parametru a,, = 0,5. Natomiast dla krzemionki SBA15 kat zwilzania
wynosi 68,8°. a parametr a,, = 0,3. Dla roztworéw CPX zaadsorbowanych w matrycach
porowatych nastgpuje obnizenie temperatury topnienia AT w stosunku do cieczy

swobodnych:

AT =T, —T, (25)

T, — temperatura topnienia w porach

T, — temperatura topnienia substancji swobodnej

AT dla CPX w porach weglowych wynosi okoto 0,5°C, a w porach krzemionkowych

okoto 1°C. Parametr o, jest nizszy dla SBA1S, co skutkuje wigkszym obniZzeniem
temperatury topnienia (o 1°C) w porach krzemionkowych. Natomiast dla poréw

weglowych parametr o, jest wyzszy, co skutkuje mniejsza zmiang temperatury topnienia
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(0,5°C) w stosunku do cieczy swobodnej. Wigkszy parametr o, dla matryc weglowych
Swiadczy o silniejszym wptywie oddzialywan Scianka — ciecz na zjawisko przejScia

fazowego w tych nanoporach.

5.8.Mikroskopia sil atomowych

Badania powierzchni przy uzyciu mikroskopu sit atomowych zostaty wykonane
w Centrum Nanobiomedycznym w Poznaniu. Stosowany AFM miat zakres skanowania
XY do 90 ym?, Z do 11.6 pm, system optoelektryczny Closed-Loop stabilizujacy prace
skanera przy utrzymaniu niskiego poziomu szuméw, regulacj¢ temperatury od -10°C do
+250°C. Dedykowany do pomiaru materialéw o duzej powierzchni. Zdjecia AFM zostaty
procesowane oraz analizowane przy uzyciu programu Gwyddion Version 2.65. Do badan
wykorzystano sondy AFM scan asyst fluid o parametrach: wysoko§¢ tipa 2,5 — 8 um,
materialem, z ktérego zostala wykonana igla byt azotek krzemu, geometria trojkatna,
grubos¢ — 0,6 um.

Celem badania bytlo wykorzystanie mozliwosci oferowanych przez AFM w
badaniu uszkodzen morfologii bakterii wywotanych przez Srodek
przeciwdrobnoustrojowy tj. jednoScienne nanorurki weglowe oraz antybiotyk
ciprofloksacyna. Przyktad normalnej morfologii E. coli nie wystawionej na dziatanie
zadnych substancji pokazano na rysunku 64. Na przedstawionych zdjeciach AFM w
r6znych modach wida¢ gtadka, nie uszkodzong, bez deformacji strukture bakterii E. Coli.
Ciprofloksacyna indukuje Smieré E. coli, a rysunki 65 - 68 pokazuja przyktad
zaobserwowanego rodzaju uszkodzenia prowadzacego do lizy bakterii. Drugi rodzaj
uszkodzen zaobserwowany w eksperymentach to sptaszczona pusta komérka z licznymi
szorstkimi plamami na powierzchni, ktére s3 oznakami niewielkiej iloSci cytoplazmy
pozostatej po lizie i uwolnieniu wiekszoSci zawartosci wewngtrzkomoérkowej. Mozna to
uzna¢ za kolejny krok w procesie uszkodzenia. Warto podkresli¢ fakt, ze AFM ujawnia
rzeczywistg chropowato§¢ powierzchni otoczki bakteryjnej, ktérg inne rodzaje
mikroskopii czgsto pokazujga jako stosunkowo gtadka. Poniewaz obrazy AFM sg
pozyskiwane w formie cyfrowej, mozna je fatwo obracaé w przestrzeni i obserwowac z
r6znych punktéw widzenia (od lewej do prawej strony w potgczeniu z widokiem z gory
i z dotu). Jest to przydatna funkcja, ktéra umozliwia uzyskanie ogélnego obrazu i lepsze

zrozumienie zmian, ktére inne techniki zazwyczaj pokazuja tylko z jednej strony.
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Rysunek 58 Obrazy AFM bakterii E. coli zdjecie 2D A. Z-sensor mode B. Peak force error
mode C. Height mode D. Adhesion mode E. Deformation F. Dissipation
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Kolejnym wyjatkowym aspektem AFM jest fakt, Ze mozliwe jest uzyskanie
przekroju obrazu i precyzyjny pomiar wysokosci i rozmiaru obserwowanych cech.

Na rysunku 65 — 66 przedstawiono strukture bakterii E.coli w czasie 1 godziny
oraz 3 godzin po zaaplikowaniu wodnego roztworu ciprofloksacyny. Powierzchnia
komérek bakteryjnych stala sie nieréwna po inkubacji przez 60 minut. Sciana
komérkowa zapadta si¢, a wysoko§¢ komoérki zmniejszyta si¢, uwalniajac cytoplazme.
Uszkodzenia komérki byly bardziej widoczne i powazne po inkubacji komérki przez 180
minut; komoérka byta prawie sptaszczona, a cytoplazma znajdowata si¢ woko6t komorki.

Na rysunku 68 — 69 przedstawiono strukture bakterii E.coli w czasie 1 godziny
oraz 3 godziny po zaaplikowaniu wodnego roztworu ciprofloksacyny zaadsorbowanego
w jednoSciennych nanorurkach weglowych o wymiarach poréw 1,7 nm oraz 30 nm.
Powierzchnia komoérek bakteryjnych stata si¢ nieréwna po inkubacji przez 60 minut,
jednak w przypadku umieszczenia ciprofloksacyny w nanorurkach weglowych proces
destrukcji komoérek bakteryjnych jest bardziej widoczny dopiero po 180 minutach
ekspozycji. Jest to spowodowane wydtuzonym dziataniem leku oraz jego wolniejszym
uwalnianiem z matryc porowatych. Obraz AFM potwierdzit, ze SWCNTs z
zaadsorbowany lekiem moga fragmentowac blony bakteryjne, prowadzac do znacznego
zmniejszenia ich objetosci.

W tabeli 9 przedstawiono zestawienie wysokoS$ci oraz chropowatos$ci komaérek
bakterii E. Coli niepotraktowanych §rodkiem antybakteryjnym oraz po aplikacji

antybiotyku oraz antybiotyku umieszczonego w matrycach porowatych
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Rysunek 59 Obrazy AFM bakterii E. coli po zaaplikowaniu CPX - czas ok. 1h zdjecie 2D A. Z-
sensor mode B. Peak force error mode C. Height mode D. Adhesion mode E. Deformation F.
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Rysunek 60 Obrazy AFM bakterii E. coli po zaaplikowaniu CPX - czas ok. 3h zdjecie 2D

A. Z-sensor mode B. Peak force error mode C. Height mode D. Adhesion mode E.
Deformation F. Dissipation
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Rysunek 61 Obrazy AFM bakterii E. coli po zaaplikowaniu CPX z CNT- czas ok. 1h
zdjecie 2D A. Z-sensor mode B. Peak force error mode C. Height mode D. Adhesion mode
E. Deformation F. Dissipation
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Tabela 9 Zestawienie wysokosci oraz chropowatosci wyliczonych ze zdje¢ AFM dla
bakterii E.coli oraz po zaaplikowaniu ciprofloksacyny oraz ciprofloksacyny
umieszczonej w jednosciennych nanorurkach weglowych o srednicy 1,7 nm

Z-sensor mode Adhesion mode Height mode
[nm] [nN] [nm]
Bakterie E.coli
Average value - 103.869 -132.52
RMS roughness (Sq): 247.433 27.1643 249.102
Mean roughness (Sa): 207.672 17.5726 208.896
Maximum height (Sz): 142106 631.277 1423.,65
Bakterie E.coli po zaaplikowaniu CPX ok. 1h
Average value 311.188 59.745 369.634
RMS roughness (Sq): 58.5934 14.5542 72.0869
Mean roughness (Sa): 42.7805 10.1250 53.6991
Maximum height (Sz): 846.663 202.500 871.144
Bakterie E.coli po zaaplikowaniu CPX ok. 3h
Average value 108.262 97.550 113.255
RMS roughness (Sq): 21.7758 10.0194 22.7898
Mean roughness (Sa): 13.6565 7.1501 14.2947
Maximum height (Sz): 339.790 202.269 355.044
Bakterie E.coli po zaaplikowaniu CPX z CNT ok. 1h
Average value 184.741 87.515 198.582
RMS roughness (Sq): 49.0338 13.1579 52.0912
Mean roughness (Sa): 38.0641 9.9696 40.4188
Maximum height (Sz): 488.226 191.481 519.139
Bakterie E.coli po zaaplikowaniu CPX z CNT ok. 3h
Average value 334.162 224928 196,99
RMS roughness (Sq): 109.015 100.354 115.665
Mean roughness (Sa): 74.333 92.621 78973
Maximum height (Sz): 987.693 448.726 104208

Na wykresie 69 oraz na rysunku 70 przedstawiono zestawienie pomiardw
chropowatosci dla pojedynczych komérek bakteryjnych oznaczonych numerami 1, 2, 3,

4. W przypadku analizy chropowatosci dla pojedynczych komérek w odréznieniu od
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analizy catego obrazu AFM mozemy zauwazy¢ zwigkszong chropowatos$¢ po aplikacji
ciprofloksacyny oraz ciprofloksacyny umieszczonej w SWCNTs. Im dtuzszy czas
dziatania antybiotyku tam chropowato$¢ roSnie co jest zwigzanie z degradacja Scian
komoérkowych bakterii oraz wyplynieciem cytoplazmy na zewngtrz. Monitorowano
rowniez chropowatos$¢ powierzchni bton bakteryjnych E. coli. po zaaplikowaniu SWCNT
z ciprofloksacyng w poréwnaniu z samym lekiem. W przypadku ciprofloksacyny §rednia
chropowato$¢ wzrasta szybciej niz w przypadku ciprofloksacyny umieszczonej w porach
weglowych. Jest to zwigzanie z wolniejszym uwalnianiem si¢ leku, jednak dtuzszym jego

dziataniem, gdyz bakterie sg wystawione na jego dziatanie przed dtuzszy czas.

50+
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@ 30
o
c
5 20-
=
o
& 10-
0_
1h 3h
Time [h]

Rysunek 63 Porownanie chropowatosci bakterii E. Coli dla ciprofloksacyny i
ciprofloksacyny zaadsorbowanej w jednosciennych nanorurkach weglowych w czasie 1
godziny oraz 3 godzin

Adhezja to jeden z najwazniejszych czynnikéw wirulencji bakterii. Opiera si¢ na
dwéch podstawowych mechanizmach. Pierwszy z nich jest zwigzany z nieswoistymi
interakcjami migdzyczasteczkowymi, sposSréd ktérych najwazniejsza rolg przypisuje si¢
wlasciwo$ciom hydrofobowym powierzchni komoérek bakteryjnych. Grupy polarne
aminokwaséw  wchodzacych w sktad struktur blony zewngtrznej bakterii

Gram-ujemnych determinujg hydrofilowy charakter ich powierzchni. Przewaga
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natomiast polarnych grup hydrofobowych redukuje powinowactwo komérek do wody.
Wynikiem tego jest tendencja do agregacji i adherencji drobnoustrojéw. Do pozostatych
nieswoistych czynnikéw zalicza si¢ sity van der Waalsa, wigzania wodorowe oraz
jonowe. Drugi mechanizm obejmuje oddziatywania miedzy bakteryjnymi strukturami o
charakterze adhezyn, a btonowymi receptorami komdrek eukariotycznych. Trwate
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Rysunek 64 Pomiary parametru szorstkosci dla: A. bakterii E.coli B. bakterii E.coli z
CPX — 1h C. bakterii E.coli z CPX — 3h D. bakterii E.coli z CPX + CNT — 1h E.
bakterii E.coli z CPX + CNT — 3h
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zwigzanie si¢ z powierzchnig komoérek gospodarza pozwala bakteriom przeciwstawié si¢
mechanizmom obronnym makroorganizmu. Rezultatem koficowym adhezji jest
agregacja bakterii i tworzenie mikrokolonii na powierzchni bton §luzowych lub
biomateriatach [188 — 190].

Bakterie tworzace biofilm sg oporne zaréwno na dziatanie prawie wszystkich
lekéw przeciwbakteryjnych, jak i na mechanizmy odpornos$ciowe cziowieka. Dzieje si¢
tak, poniewaz po podaniu pacjentowi antybiotyku ging jedynie te komorki, ktdre
oderwaty si¢ od powierzchni i zaczely rozprzestrzenia¢ po organizmie. Ich zabicie
powoduje krétkotrwate zniknigcie objawdéw chorobowych, jednak bakterie tworzace
biofilm zyja nadal i szybko nastepuje nawrét choroby [191 — 192].

Analiza zdje¢ AFM zostata przeprowadzona za pomoca programu Gwyddion
(usunigcie szuméw, wygtadzenie tla, skalowanie zdjeé do punktu 0). Ze zdje¢ odczytano
warto$ci z 6-8 punktéw pomiarowych dla warto$ci Az [nN] i uSredniono wyniki. Na
rysunku 71 przestawiono pomiary adhezji komérek bakteryjnych z ktérych wynika, ze
adhezja jest zmniejszona po aplikacji ciprofloksacyny oraz ciprofloksacyny

zaadsorbowanej w nanorurkach weglowych. Nanorurki weglowe uniemozliwiajg
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. ..

1h 3h
Time [h]
Rysunek 65 Porownanie adhezji bakterii E. Coli dla ciprofloksacyny i ciprofloksacyny

zaadsorbowanej w jednosciennych nanorurkach weglowych w czasie 1 godziny oraz 3
godzin
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bakteriom utworzenie si¢ biofilmu i w zwigzku z tym zwigzane komoérki nie przylegaja
do powierzchni i antybiotyk moze dziata¢ na wigkszg ilo§¢ komorek.

Badania AFM wskazujg na lize komoérek bakteryjnych E. Coli oraz zahamowanie
ich wzrostu po aplikacji antybiotyku. W przypadku potraktowania bakterii nanorurkami
z ciprofloksacyng proces destrukcji Scian komdrkowych wydtuza si¢, a jednoScienne
nanorurki weglowe aglomerujg si¢ wokét mikrobéw. W efekcie nastepuje wyplyw

cytoplazmy poza obszar komorek.

5.9.Testy na bakteriach E. Coli

Testy na bakteriach E. Coli zostaly wykonane w Zaktadzie Fizyki
Makromolekularnej kierowanym przez prof. dr hab. Macieja Kozaka z pomoca mgr Darii
Grobys. Najwazniejszym etapem rutynowej diagnostyki mikrobiologicznej jest
oznaczanie wrazliwoSci mikroorganizméw na leki. Podstawowym i najbardziej
rozpowszechnionym testem w oznaczaniu wrazliwoS$ci na dziatanie lekéw i zwigzkéw o
dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, jest opracowany na poczatku lat szeSédziesigtych
test oparty o dyfuzje antybiotyku z krazka bibutlowego w zelu agarowym. Metoda polega
na umieszczeniu krazka bibutowego nasgczonego badanym zwigzkiem na odpowiednim
podfozu agarowym zaszczepionym badanym szczepem drobnoustroju, ktérego
wrazliwo$¢ na dany lek chcemy poznaé. Zwigzek umieszczony w odpowiedniej iloSci na
krazku dyfunduje w agarze. Stgzenie zwigzku jest najwyzsze w poblizu krazka i spada w
miar¢ wzrostu odlegtosci od jego Srodka. Miarg wrazliwoSci badanego szczepu jest
wielko§¢ Srednicy strefy zahamowania wzrostu wokoét kragzka nasyconego antybiotykiem.
Organizmy bardziej oporne na dziatanie leku sa w stanie rosngé w mniejszej odlegtosci
od krazka (w niektérych przypadkach w ogéle nie dajac strefy zahamowania wzrostu), a
te mniej oporne, wytrzymujace jedynie nizsze st¢zenia, zaczynajg rosngc w nieco
wigkszej odlegtoSci od krazka niz organizmy oporne.

Czgsto obserwowane jest zafalszowanie wyniku wynikajagce z niskiej
rozpuszczalnoSci zwigzku w roztworach wodnych i niskiej szybkoSci dyfuzji w agarze.
W takich przypadkach, od pewnej wartoSci krytycznej, zwigekszanie iloSci badanego
zwigzku na krazku nie przektada si¢ juz na zwigkszanie stref zahamowania wzrostu. Na

rysunku 72 przestawiono schemat przeprowadzonego eksperymentu.
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Rysunek 66 Schemat pomiaru strefy inhibicji

Przygotowano roztwdr bakterii do zaszczepienia podloza stalego. Do jatowej
kolbki wlano podtoze ptynne (agar) i dodano catonocng hodowle bakterii E. Coli. Przy
pomocy spektrofotometru ustalona zostata transmitancja (dtugosci fali A = 660 nm)
uzyskanej zawiesiny komdrek w przedziale 25-30% w odniesieniu do pozywki.

W tazni wodnej rozgrzane zostalo zestalone podtoze. Po uptynnieniu ostudzono do
temperatury ok. 50°C i dodano rozcienczong hodowle E. Coli. Po zestaleniu, przy pomocy
zdezynfekowanej pesety, utozono na powierzchni agaru krazki z przygotowanymi
antybiotykami:

e CPX

e CPX+CNT,l.7nm

e CPX+ CNT,30 nm

Ptytki inkubowano w 35°C przez 18 godzin. Po uptynigciu czasu inkubacji dokonano

odczytu powstalej strefy zahamowania wzrostu.

Tabela 10 Zestawienie pomiarow stref inhibicji wodnego roztworu antybiotyku oraz po
zaadsorbowaniu go w porach weglowych o srednicy 30 nm oraz 1,7 nm

PROMIEN [cm] CPX CPX+1.7 nm CPX  CPX+30nm

4 pg/ml 1,3 1,7 1,2 1
1 pg/ml 1,1 1.5 1,1 12
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Kolejng z do§¢ powszechnie stosowanych metod jest metoda rozciehczefi w
pozywce. Wykonywana moze ona by¢ w proboéwkach (metoda makrorozcieficzen —
minimalna objeto§¢ bulionu wynosi 2 ml) lub w ptytkach filtracyjnych (metoda
mikrorozcieficzen - objeto§¢ pozywki w kazdej studzience wynosi 100 lub 200 ul).
Pozywka zawierajgca antybiotyk o znanych malejacych stezeniach (zazwyczaj stosuje si¢
podwdjne, seryjne rozcienczenia) jest zaszczepiana okre§long liczbg komoérek
bakteryjnych lub grzybowych. Celem tej metody jest okreSlenie najmniejszego stgzenia
leku, hamujacego wzrost organizmu (tzw. wartoS¢ MIC od ang. Minimal Inhibitory
Concentration). WartoS§¢ MIC okreS§la najmniejsze stezenie leku, wyrazone w mg/l,
okreSlone w warunkach in vitro, hamujgce wzrost bakterii lub grzybow przy okreSlonej
gestoSci inokulum i w okre§lonym czasie. Odczyt polega na obserwacji zmgtnienia
podifoza po okreSlonym czasie inkubacji i moze by¢ dokonywany wizualnie lub

spektrometrycznie (z uzyciem tzw. czytnika mikroptytek).

CPX CPX
+1.7nm + 30 nm

+gly +gly

1.7nm  30nm
control +gly +gly

gly

4 pg/ml

-~ 1 pg/mi

J

Rysunek 67 Schemat pomiaru testu MIC
(mikrorozcienczen)

Do jatowej kolbki wlano podtoze ptynne i dodano catonocng hodowle E.coli.
Otrzymang w ten sposéb zawiesing komodrek rozcienczano do uzyskania gestoSci
optycznej OD660 = 0,1 (gesto$¢ optyczna mierzona przy dtugosci fali A = 660 nm) co
odpowiada 106 komérek na ml. Nastgpnie uzyskang zawiesing o OD = 0,1 rozcieficzano
co pot godziny. Wyniki przedstawiono ponizej na rysunku 74 — 75.

Wzrost komorek bakterii E. Coli zostal zahamowany dla wszystkich
zaaplikowanych prébek. W przypadku czystego roztworu antybiotyku wzrost E. Coli
ustal po 2 godzinach od zaaplikowania. Natomiast dla antybiotyku umieszczonego w

nanotubach weglowych wzrost komérek E. Coli zostat spowolniony, jednak tempo
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wzrostu byto szybsze niz w przepadku samego antybiotyku. Jest to spowodowanie

wolniejszym, lecz dlugotrwatym uwalnianiem si¢ antybiotyku z poréw.
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Rysunek 68 Gestos¢ optyczna zmierzona w czasie dla grupy kontrolnej oraz po inkubacji
bakterii z ciprofloksacynq i ciprofloksacyng zaadsorbowang w nanorurkach weglowych

Jak wynika z badaf AFM potraktowanie bakterii nanorurkami z ciprofloksacyng

powoduje wydtuzenie procesu destrukcji Scian komérkowych, a jednoScienne nanorurki

weglowe aglomerujg sie wokét mikrobow. Analiza zdje¢ AFM pozwala stwierdzic, ze

nanorurki z zaadsorbowanym roztworem ciprofloksacyny powoduja znaczny spadek

adhezji bakterii, co wskazuje na mozliwo$¢ skuteczniejszego dzialania antybiotyku.

Zaréwno badania AFM jak i testy mikrobiologiczne potwierdzaja skuteczno$¢ dziatania
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antybiotyku umieszczonego w porach weglowych, ktérego dziatanie rozpoczyna si¢ po

ok. 2 godzinach.
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Rysunek 69 Szybkos¢ wzrostu zmierzona w czasie dla grupy kontrolnej oraz po inkubacji
bakterii z ciprofloksacyng, ciprofloksacyng zaadsorbowang w nanorurkach weglowych

6. Whnioski

Celem pracy bylo zbadanie efektywnoSci antybakteryjnej nanorurek weglowych
wypelnionych antybiotykiem. Stezenia antybiotyku - ciprofloksacyny w wodzie badane
w pracy, zostaty ustalone zgodnie z powszechnie stosowanymi w medycynie dawkami
tego antybiotyku odpowiednio 1 mg/ml oraz 2 mg/ml. Podstawowe wlasnosci
fizykochemiczne roztworéw ciprofloksacyny w wodzie tj. lepkoS¢ oraz gestosé
roztwordéw zostaty zbadane przy uzyciu densometru; dzigki analizie danych wyznaczono
energie aktywacji czgsteczek.

Do charakterystyki nanorurek weglowych wykorzystano spektroskopi¢ Ramana,
dzigki ktdérej okreSlono charakter ich struktury elektronowej i stopien amorficznoSci.
Ponadto badania izotermy adsorpcyjnej pozwolity wyznaczy¢ dystrybucje rozmiaréw
poréw i objetos$¢ poréw, niezbednych do pdzniejszej analizy mikrobiologiczne;j.

Oddziatywanie roztworéw ciprofloksacyny z nanorurkami weglowymi analizowano
przy uzyciu metod spektroskopii podczerwieni, analizy kalorymetrycznej oraz pomiar6w

kata zwilzania. W ostatnim etapie zaadsorbowane roztwory ciprofloksacyny w matrycach
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porowatych poddano testom mikrobiologicznym oraz obrazowaniu mikroskopii sit
atomowych.

Uzyskano nastgpujace rezultaty:

1. Badania podstawowych wifasnosci fizykochemicznych roztworéw wodnych
ciprofloksacyny tj. gestoSci i lepkoSci roztworéw wykazaty, jak mozna
oczekiwad, ze wraz ze wzrostem stgzenia antybiotyku obserwujemy wzrost ich
gestosci a gesto$¢ maleje ze wzrostem temperatury. Wraz ze wzrostem stezenia
maleje lepko§¢ w wyniku zwiekszenia si¢ gestoSci badanych roztwordw.
Wyznaczone warto$ci energii aktywacji lepkosci dla roztworéw ciprofloksacyny
w stezeniach 1 mg/ml oraz 2 mg/ml wynosity odpowiednio: E, = 20,2 kJ/mol oraz
E. = 15,3 kJ/mol. Dla mniejszego st¢zenia ciprofloksacyny energia aktywacji jest

wigksza, co Swiadczy o wigkszej zaleznoSci szybkoSci reakcji od temperatury.

2. Badania nanorurek weglowych za pomocg spektroskopii Ramana
pozwolity scharakteryzowaé ich stopien amorficznoSci, a takze charakter
struktury elektronowej. Stwierdzono, ze nanorurki weglowe o Srednicy 1,7 nm
wykazujg uporzagdkowang strukture, gdyz stosunek pasma G/D wynosi 1,8
(wysoka warto§¢). Dla SWCNTs o wymiarach 30 nm zauwazono wysokg
intensywno$¢ piku D, co wskazuje na wysoce zdefektowang strukture. Stosunek
G/D wynosi 1,05, wiec mozemy zatozy¢, ze struktura jest bardziej amorficzna.
Na podstawie wykresu Kataury oszacowano strukture elektronowg nanorurek
weglowych, ktéra determinuje ich wilaSciwosci optyczne. Analiza naszych
pomiaréw dla trzech réznych energii lasera wskazuje, ze SWCNT o $rednicy 1,7
nm posiadajg metaliczng strukture elektronowg, natomiast nanorurki o §rednicy

30 nm wykazujg pétprzewodzace wtasciwosci elektryczne.

3. Zaadsorbowanie wodnego roztworu CPX w zastosowanych nanorurkach
weglowych powoduje zmiany w strukturze geometrycznej i ich stopniu
amorficzno$ci. DIla nanorurek wypetnionych roztworem ciprofloksacyny w
stezeniu 1 mg/ml obserwuje si¢ ekstremalny wzrost intensywnoS$ci pasma G dla
uktadu CPX-SWCNTs i spadek intensywnosci dla pasma D. Dla SWCNTS o

Srednicy 1.7 nm wypetnionych antybiotykiem obliczony stosunek G/D wynosi
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12,23 i jest prawie 7 razy wigkszy niz dla czystych SWCNTs. Natomiast dla
nanorurek o wymiarze poréw 30 nm jest on 12 razy wiekszy. Wskazuje to na
zmian¢  amorficznej  natury  ukladu. Mozemy = wnioskowal, zZe
zaadsorbowanie wodnego roztworu CPX powoduje duze zmniejszenie

amorficzno$ci nanoporowatych matryc weglowych.

. ZaobserwowaliSmy réwniez, Ze istotnym czynnikiem wptywajgcym na stopief
amorficzno$ci matryc porowatych jest temperatura, ktéra moze kontrolowac
wzrost lub spadek stosunku G / D nanorurek obserwowanym w widmie
ramana. Jest to istotne szczegdlnie w najbardziej interesujacym zakresie
temperatur  36-38 C (temperatura ludzkiego ciata). Podczas wzrostu
temperatury, pozycje pikow przesuwajg si¢ w kierunku nizszej czestotliwosci z
powodu zmiany drgafi wigzania C-C. W zakresie temperatur 10 °C — 0 °C szybko§¢
przesuniecia Ramana jest mniejsza niz dla wyzszych temperatur. Moze to by¢
zwigzane ze zmianami geometrycznymi w strukturze nanorurek weglowych i
wskazywaé, ze wzrost temperatury odgrywa coraz wigkszg role. Pod wptywem
sit zewngtrznych zmienia si¢ struktura geometryczna SWCNT, co dodatkowo
wplywa na strukture elektronowg i wtaSciwosci fononowe SWCNT. Zmiana
czestotliwosci Ramana jest spowodowana wptywem réznych naprezen, np.
deformacji jednoosiowej, deformacji skretnej, deformacji promieniowej i
deformacji zginajacej. W zaleznoSci od réznych zmian strukturalnych, widma
Ramana SWCNT réznie reagujga na kazda z tych deformacji. Przedstawione
wyniki wskazuja, ze SWCNT o Srednicy 30 nm wykazuja wyzszg amorficzno$¢ i
potprzewodnikowq strukture elektronowg niz SWCNTSs o §rednicy 1,7 nm i o
metalicznej strukturze elektronowej. Amorficzne struktury nanorurek weglowych
charakteryzuje wigksza biokompatybilno$¢ niz struktury uporzadkowane, moga

by¢ zatem bezpieczniej stosowane w badaniach biologicznych.

. W widmach uzyskanych metoda spektroskopii w podczerwieni FT-IR dla
wodnego roztworu ciprofloksacyny zaadsorbowanego w SWCNTs o Srednicy 1,7
nm i 30 nm, obserwujemy wygaszenie niektorych pikow w stosunku do ukfadu
swobodnego. Piki te odpowiadaja wigzaniom rozciggajagcym w rdzeniu
czasteczki, gtéwnie C-C w pierScieniu aromatycznym. Obserwowane zjawisko

moze by¢ spowodowane efektem ograniczenia wodnego roztworu CPX w
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nanorurkach weglowych, ktéry dotyczy giéwnie wigzah w rdzeniu czgsteczki
CPX, tj. wigzai C-C w pierScieniu aromatycznym. W matych porach o
wymiarach nanometréw, ze wzgledu na silny wplyw sit powierzchniowych i
zmniejszong wymiarowo$¢ uktadu, zachowanie ukfadu jest inne niz w skali
makroskopowej [186]. W nanorurkach weglowych molekuta ustawia si¢ w
specyficzny sposdb, tworzac warstwe kontaktowg bezpoSrednio przy Sciankach
poréw oraz warstwe¢ wewnetrzng, gdzie wptyw sit powierzchniowych jest
znacznie mniejszy. Taka sytuacja moze prowadzi¢ do drastycznych zmian
wlasciwosci  optycznych, przewodnictwa elektrycznego, struktury czy
temperatury i charakteru przej$¢ fazowych uktadéw ograniczonych w stosunku
do uktadéw makroskopowych. W badanym uktadzie istotng rol¢ odgrywaja sity
pomiedzy Sciankami SWCNTs, a CPX. Na podstawie eksperymentéw FT-IR
obserwujemy istnienie dwodch charakterystycznych zmian  witaSciwosci
optycznych zaadsorbowanej ciprofloksacyny, tj. nieaktywnych wigzan C-C w
rdzeniu CPX, co moze by¢ spowodowane duzym wptywem sit powierzchniowych
Scianek nanorurek na warstwe kontaktowg CPX w porach. Druga zmiana dotyczy
aktywnych wigzafi, ktére moga by¢ zlokalizowane w wewngtrznej czesci
nanorurki. Wigzania aktywne zaobserwowane dla CPX w SWCNTs sa tylko
nieznacznie przesunig¢te w kierunku nizszych czgstotliwoSci w stosunku do CPX
swobodnej, co moze by¢ spowodowane stabszym wptywem oddzialywan Scianek

poréw z tg czescig czasteczki CPX.

. Na podstawie analizy wynikéw FT-IR mozemy zaprojektowaé najbardziej
prawdopodobne  ulozenie czasteczki  ciprofloksacyny  zamknietej w
jednosciennych nanorurkach weglowych o Srednicy 1,7 nm. Badania sugeruja, ze
wigzania wygasajagce moga sgsiadowaé bezposrednio ze Scianami nanorurek
weglowych (warstwa kontaktowa), podczas gdy wigzania zewngtrzne w
czasteczce ciprofloksacyny ustawiajg si¢ w kierunku wnetrza nanorurki. Jak
wynika z naszych badafi FT-IR, wigzania aktywne, ktére sg kluczowe dla
wilaSciwosci przeciwbakteryjnych ciprofloksacyny, zachowujg swéj charakter w
warunkach ograniczenia. W szczegdlnoSci grupa akylowa oraz bardzo aktywne
wigzania azotowe, ktére zwigkszaja 0g6lng site dziatania

antybiotyku przeciwko bakteriom Gram-dodatnim. Co wigcej, przesunigcie
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liczby falowej pikéw do nizszych wartosci powoduje wzrost dtugoSci wigzania,

co moze by¢ zwigzane ze zmiang elektroujemnosci sgsiednich atoméw.

. WartoSci kata zwilzania Scianek poréw przez roztwory wodne CPX zbadane
zaréwno dla mezoporowatych krzemionek jak i nanorurek weglowych sg wigksze
niz dla tej cieczy zwilzajacej gladka, ptaska powierzchni szklista czy idealng
powierzchnie HOPG dla wszystkich badanych przypadkéw. Swiadczy to, Ze
zwilzanie na chropowatych powierzchniach Scianek poréw moze by¢ opisane za
pomocg zmodyfikowanego mechanizmu zwilzania Cassie-Baxtera, w ktérym
tylko czgs¢ f frakcji cieczy jest w bezpoSrednim kontakcie z ciatem stalym. Wraz
ze wzrostem kata zwilzania maleje wspétczynnik f, co oznacza, ze maleje
powierzchnia kontaktu cieczy z badang powierzchnig stata. Stwierdzono, ze dla
badanych ukladéw frakcja f cieczy w kontakcie ze stalym podiozem maleje
monotonicznie wraz ze wzrostem kata zwilzania, zgodnie z postulowanym
przez Cassie-Baxtera modelem zwilzania na chropowatych powierzchniach. Dla
duzych katéw zwilzania przewazaja sity kohezji, a powierzchnie wykazuja

charakter silnie hydrofobowy.

Stwierdzono, ze dla wody zwilzajacej zaréwno gladkie jak i szorstkie
powierzchnie wewnatrz mezoporowatych materialéw krzemionkowych i
nanorurek, zmierzone wartoSci katow zwilzania sg S$ciSle skorelowane z
mikroskopowym parametrem zwilzania — o.,. Wymiar porow stosowanych CNT
ma niewielki wplyw na zmiang¢ parametru a... Natomiast duzy wptyw na parametr
o, ma rodzaj i stezenie roztworu; dla wyzszego stezenia ciprofloksacyny (2
mg/ml) a, jest wigksze co §wiadczy o wigkszym oddzialywaniu Scianek poréw z
tym roztworem. Stwierdzono, ze szorstko$¢ powierzchni wptywa na kat zwilzania
wody oraz roztworéw ciprofloksacyny w nanotubach o réznych wymiarach. Dla
weglowych matryc porowatych obserwujemy wyzsze katy zwilzania roztworéw
w poréwnaniu z powierzchnig gtadkg — HOPG. Maty wymiar poréw weglowych
wplywa na zmian¢ wtasnosci hydrofobowych i silniejsze oddziatywanie ciecz —
ciecz. Dla matryc krzemionkowych parametr o, dla wody wynosi 0,3, natomiast
dla nanorurek weglowych 0,5. Wigksza warto§¢ parametru o, dla matryc
weglowych Swiadczy o silniejszym wplywie oddziatywafi Scianka — ciecz z

roztworem CPX w porach weglowych niz w krzemionkowych [97 - 98].
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9.

10.

11.

Pomiary DSC wykazaly, ze temperatura topnienia roztworu CPX w nanoporach
ulega obnizeniu w poréwnaniu do substancji swobodnej. Profile DSC roztworéw
CPX w mezoporach krzemionkowych SBA15 oraz nanorurkach weglowych
wykazuja, ze podczas chlodzenia uktadéw w zakresie temperatur -16,05°C —
12,82°C obserwujemy egzotermiczny proces krystalizacji. Dla drugiej przemiany
obserwowanej w zakresie temperatur 4,5°C — 5,5°C w procesie grzania, szybkos§¢
przeptywu ciepta do probki znaczaco roSnie, co wskazuje na proces
endotermiczny — proces topnienia. Stwierdzono, ze obniZenie temperatury
topnienia roztworu CPX w porach w stosunku do substancji swobodnej wynosi
AT = 0,5°C i AT = 1°C dla nanorurek weglowych i poréw krzemionkowych
odpowiednio. Szacowana warto$¢ parametréw zwilzania o, wynosi dla tych
uktadéw odpowiednio okoto 0.5 i 0,3. Parametr a.,, ma nizszg warto$¢ dla CPX w
porach SBA15, co zgodnie z dotychczasowymi badaniami przedstawianymi w
literaturze skutkuje wigkszym obnizeniem temperatury topnienia w stosunku do
cieczy swobodnej; dla CPX w nanorurkach weglowych parametr o, jest wyzszy
i obserwowane obnizenie temperatury topnienia w stosunku do czystej cieczy ma

nizszg warto$¢.

Badania AFM wskazuja na lize¢ komérek bakteryjnych E.coli oraz zahamowanie
ich wzrostu po aplikacji antybiotyku. W przypadku potraktowania bakterii
nanorurkami z ciprofloksacyng proces destrukcji Scian komérkowych wydtuza
si¢, a jednoScienne nanorurki weglowe aglomerujg si¢ wokét mikrobow. W
efekcie nastepuje wyplyw cytoplazmy poza obszar komoérek. Nanorurki weglowe
poprzez aglomerowanie wokét mikrobéw uniemozliwiajg bakteriom utworzenie
si¢ biofilmu, w zwigzku z czym komorki bakteryjne nie przylegaja do siebie i

antybiotyk moze dziata¢ na wiekszg ilo§¢ komorek.

Badania izotermy adsorpcyjnej pozwolity ustali¢ objeto$¢ nanotub, co umozliwito
obliczenie dawki zaadsorbowanego antybiotyku, Wzrost komdrek bakterii E. Coli
zostal zahamowany dla wszystkich zaaplikowanych probek. W przypadku
czystego roztworu antybiotyku wzrost E. Coli ustat po 2 godzinach od
zaaplikowania. Natomiast dla antybiotyku umieszczonego w nanotubach

weglowych wzrost komérek E. Coli zostat spowolniony, jednak tempo wzrostu
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bylo szybsze niz w przepadku samego antybiotyku. Jest to spowodowanie
wolniejszym, lecz dlugotrwatym uwalnianiem si¢ antybiotyku z poréw. Jak
wynika z badah AFM potraktowanie bakterii nanorurkami z ciprofloksacyng
powoduje wydtuzenie procesu destrukcji Scian komérkowych, a jednoScienne
nanorurki weglowe aglomeruja si¢ wokoét mikrobéw. Analiza zdje¢ AFM pozwala
stwierdzi¢, ze nanorurki z zaadsorbowanym roztworem ciprofloksacyny
powoduja znaczny spadek adhezji bakterii, co wskazuje na mozliwosé
skuteczniejszego dziatania antybiotyku. Zaréwno badania AFM jak i testy
mikrobiologiczne  potwierdzity skuteczno$¢é dziatania antybiotyku
umieszczonego w porach weglowych oraz pozwolily okre§li¢ czas $mierci

bakterii, ktéra rozpoczyna si¢ po ok. 2 godzinach.

12. Jak wykazaty badania AFM i testy mikrobiologiczne potraktowanie bakterii
nanorurkami z ciprofloksacyng powoduje wydluzenie procesu destrukcji Scian
komoérkowych, a jednoScienne nanorurki weglowe aglomeruja si¢ wokét
mikrobow. Analiza zdjg¢ AFM pozwala stwierdzié, ze nanorurki z
zaadsorbowanym roztworem ciprofloksacyny powoduja znaczny spadek adhezji
bakterii, co wskazuje na mozliwo$¢ skuteczniejszego dziatania antybiotyku.
Wykonane badania potwierdzaja  skuteczno$¢  dziatania  antybiotyku
umieszczonego w porach weglowych, a dzialanie rozpoczyna si¢ po ok. 2

godzinach od aplikacji.

W powyzszej pracy gléwnym przedmiotem badan byto zbadanie wptywu ograniczenia
roztworu antybiotyku w porach weglowych. Analiza spektroskopii Ramana oraz FT-IR
ukazata charakter elektronowy badanach nanorurek weglowych. Wigksza amorficzno§¢
nanorurek weglowych o wymiarach 30 nm w temperaturach 36°C — 38°C skutkuje lepsza
biodostepnoscig. Badania FT-IR oraz pomiary kata zwilzania pokazaty, Ze struktura
ciprofloksacyny nie ulega degradacji i moze by¢ dostarczania w celu zwalczania bakterii
w nanorurkach weglowych. Mikroskopia AFM w potaczeniu z testami
mikrobiologicznymi pozwolita okre§li¢ jakie zmiany nastgpujga w bakteriach E. Coli pod
wplywem ciprofloksacyny zaadsorbowanej w nanorurkach weglowych. Jasno
stwierdzamy, ze uwalnianie ciprofloksacyny z poréw jest spowolnione i nast¢puje po ok.
2 h. Jednak ich dziatanie jest wydtuzone, a zmniejszenie si¢ adhezji bakterii powoduje

zwigkszenie dziatania antybakteryjnego. Antybiotyk zaadsorbowany w nanorurkach
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weglowych dziata na wigkszg ilos¢ bakterii E. Coli, gdyz SWCNTSs odrywaja bakterie

tworzgce biofilmu umozliwiajac skuteczniejsze dziatanie antybiotyku.
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funkgji pozornego kqta zwilzania. Energia swobodna ukladu zwilzajgcego pomiedzy idealng
powierzchniq stalq, wodq i gazem [106]

Rysunek 17 Schemat metody Washburna

Rysunek 18 Krzywa m2 w funkcji t eksperymentu w wariancie Washburna [114]

Rysunek 19 Mozliwe mechanizmy adsorpcyjne: a) chemiczna adsorpcja na powierzchni, b)
fizyczna adsorpcja na powierzchni, ¢) wymiana jonowa miedzy adsorbatem, a adsorbentem
[122]

Rysunek 20 I(a) : Materialy tylko mikroporowate (np. Zeolit), I(b) : Materialy mikroporowate
(np. wegiel aktywny), ), I1: Materialy nieporowate (np. nieporowata krzemionka i proszek
magnetyczny), III: Materialy nieporowate i materialy, ktére majq stabq interakcje miedzy
adsorbatem a adsorbentem (np. grafit/woda), IV(a) : Materialty mezoporowate (np.
mezoporowata krzemionka i tlenek glinu), IV(b) : Materialy mezoporowate o Srednicy poréw
mniejszej niz 4 nm (np. MCM-41), V: Materialy porowate i materiaty o stabej interakcji
miedzy adsorbatem a adsorbentem (np. wegiel aktywny/woda), VI: Jednorodne materiaty
powierzchniowe (np. Grafit/Kr i NaCl/Kr) [123]

Rysunek 21 Schemat uktadu pomiarowego adsorpcji gazu

Rysunek 22 Proces rozpraszania Rayleigha (Swiatto padajqce na czqsteczke nie zmienia
dlugoscz fali) i Ramana. Linie Stokesa — padajqcy foton traci energie i rozprasza foton o
nizszej czestotliwosci. Linie Antystokesa — padajqcy foton zyskuje energie i rozprasza foton o
wyzszej czestotliwosci [128]

Rysunek 23 Przykladowe widma Ramana: a) czystego grafenu, b) wysoko zorientowanego
grafitu pyrolitycznego (HOPG), c) jednosciennych nanorurek weglowych (SWCNT), d)
grafenu uszkodzonego, e) jednosciennych nanorurek weglowych (SWNH) i f) amorficznego
wegla [135]

Rysunek 24 Wykres Kataura. Czarne punkty to nanorurki pétprzewodnikowe, a czerwone
punkty to nanorurki metaliczne. Cztery poziome linie odpowiadajq energii leserow: 1,58 eV,
1,88 eV, 23,33 €V, 2,62 eV [138]

Rysunek 25 Zasada absorpcji w podczerwieni wyjasniona na przyktadzie czgsteczki wody
[141]

Rysunek 26 Schemat dzialania FT-IR ATR [140]

Rysunek 27 Schemat dzialania réznicowej kalorymetrii skaningowej [149]

Rysunek 28 Skaningowa kalorymetria réznicowa. Przyktadowa krzywa DSC dla réznych
procesow termodynamicznych [153]

Rysunek 29 Analiza DSC. Wyznaczanie parametréw termodynamicznych z wykresu tj.
temperatura przejscia fazowego (Tm), pojemnos$é cieplna (ACp), zmiana entalpii (AH) [153]
Rysunek 30 Schemat budowy mikroskopu sit atomowych [157]

Rysunek 31 Sila oddziatywania pomiedzy atomami igly skanujqcej a probki w zaleznosci od
odleglosci [156]

Rysunek 32 Trzy podstawowe tryby pracy AFM, w tym tryb kontaktowy, tryb bezkontaktowy
1 tryb przewywany (tapping) [159]

Rysunek 33 Schemat mikroskopu sit atomowych [160]

Rysunek 34 Testy MIC i MBC. (1) Przygotowanie seryjnych rozcienczen badanych zwiqzkow i
Jjednego antybiotyku kontroli jakosci (QC) na plytce do mikrorozcieniczen. (2) Utworzenie
inokulum poprzez pobieranie kolonii z plytkl agarowej (3) Dozowanie inokulum do plytki
mikrorozcienczeniowej z seryjnie rozcienczonymi badanymi zwiqzkami i inkubacja. (4)
Odczytanie plytki do mikrorozcienczen w celu okreslenia wartosci MIC. (5) Naniesienie czesSci
kazdej studzienki na odpowiednie podloze agarowe, inkubacja i sprawdzenie obecnosci kolonii
w celu okres$lenia MBC [166]

Rysunek 35 Wskazniki laboratoryjne oceniajqce wrazliwosct danego szczepu bakteryjnego na
antybiotyk a krzywa stezenia antybiotyku we krwi w czasie

Rysunek 36 Znaczenie MIC, MBC, MPC

Rysunek 37 Krzywa wzrostu mikroorganizméw. Typowy przebieg liczby mikroorganizméw w
hodowli okresowej [177]

Rysunek 38 Schemat wysycania probki roztworem w szklanych U-rurkach

Rysunek 39 Schemat dziatania wiskozymetru
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Rysunek 40 Wykres zaleznosci zmian lepkosci w funkcji temperatury

Rysunek 41 Wykres zaleznosci zmian gestosci w funkcji temperatury dla roztworu
ciprofloksacyny z wodq w stezeniach 1mg/ml oraz 2 mg/ml

Rysunek 42 Wykres zaleznosci zmian lepkosci w funkcji temperatury

Rysunek 43 Romiar kqta zwilzania dla wody. Seria 90 zdje¢ na podstawie ktérych wyniki
zostaly usrednione

Rysunek 44 Metoda pomiaru kqta zwilzania (woda destylowana) na przykladowej
powierzchni szklanej

Rysunek 45 Tensjometr Sigma 700/701

Rysunek 46 Krzywa m2 w funkcji t pomiaru wody w nanorurkach weglowych 1.7nm oraz 30
nm

Rysunek 47 Kqt zwilzania jako funkcja nanoskalowego parametru zwilzania aw dla réznych
cieczy na gtadkich powierzchniach krzemionki, grafitu i miki. Krzywe sq najlepiej dopasowane
do danych eksperymentalnych [178]

Rysunek 48 Wykres zaleznosci wspélczynnika f od kqta zwilzania dla wody

Rysunek 49 Kqty zwilzania dla powierzchni ptaskich HOPG, krzmionek oraz dla nanorurek
weglowych o $rednicy 1,7 nm oraz 30 nm dla wody oraz roztworu ciprofloksacyny w stezeniu
1 mg/ml oraz 2 mg/ml.

Rysunek 50 Eksperymentalnie zmierzone kqty zwilzania dla réznych cieczy na gladkiej
plaskiej powierzchni weglowej HOPG (6bulk , dolne niebieskie punkty i krzywa) oraz w
nanorurkach weglowych (6p , gérne czerwone punkty i krzywa)

Rysunek 51 Praca adhezji dla HOPG, krzemionki oraz nanorurek weglowych o srednicy 1.7 nm
oraz 30 nm dla wody i wodnego roztworu ciprofloksacyny o stezeniu 1 mg/mli 2 mg/ml
Rysunek 52 Energia zwilzania dla HOPG, krzemionki oraz nanorurek weglowych o $rednicy
1.7 nm oraz 30 nm dla wody i wodnego roztworu ciprofloksacyny o stezeniu 1 mg/mli 2
mg/ml

Rysunek 53 (a) Widmo Ramana jednosSciennych nanorurek weglowych o $rednicy 1,7 nm, (b)
Widma Ramana jedno$ciennych nanorurek weglowych o srednicy 30 nm

Rysunek 54 (a) Widma Ramana jednosciennych nanorurek weglowych o srednicy 1,7 nm i
nanorurek weglowych wypetnionych wodnym roztworem ciprofloksacyny w temperaturze
pokojowej; (b) Widma Ramana jednosciennych nanorurek weglowych o $rednicy 30 nm i
nanorurek weglowych wypetnionych wodnym roztworem ciprofloksacyny w temperaturze
pokojowe;j.

Rysunek 55 Widma Ramana nanorurek weglowych (Srednica 1,7 nm) wypetnionych wodnym
roztworem ciprofloksacyny w zakresie temperatur -10 °C do 45 °C

Rysunek 56 Zaleznosé temperaturowa stosunku G/D w SWCNTs (Srednica 1,7 nm)
wypetnionych wodnym roztworem ciprofloksacyny; (b) Przesuniecie Ramana w funkcji
temperatury dla SWCNTs (Srednica 1,7 nm) wypetnionych wodnym roztworem
ciprofloksacyny

Rysunek 57 Widmo FT-IR ciprofloksacyny w formie proszku

Rysunek 58 (a) Poréwnanie widma wodnego roztworu CPX i CPX zaadsorbowanego w
SWCNTs (1,7 nm); (b) Poréwnanie widma wodnego roztworu CPX i CPX zaadsorbowanego w
SWCNTs (30 nm)

Rysunek 59 Ograniczenie dziatania wodnego roztworu ciprofloksacyny badane metodg FT-IR powoduje
powstawanie grup funkcyjnych o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, ktore mogq tworzy¢ wewnetrzne
warstwy w nanorurkach weglowych. Chociaz ich widmo FT-IR jest przesuniete w kierunku wyzszych
czestotliwoSci co dowodzi ich duzej aktywnosci.

Rysunek 60 Dystrybucja rozmiaréw poréw dla jednosciennych nanorurek weglowych o
wymiarach 1.7nm i 30 nm

Rysunek 61 Profil DSC dla wodnego roztworu ciprofloksacyny zaadsorbowanego w
Jjednosciennych nanorurkach weglowych o wymiarach 1,7 nm

Rysunek 62 Profil DSC dla wodnego roztworu ciprofloksacyny w stezeniu 1 mg/ml

Rysunek 63 Profil DSC dla wodnego roztworu ciprofloksacyny zaadsorbowanego w porach
krzemionkowych SBA-15 o wymiarach 5 nm

Rysunek 64 Obrazy AFM bakterii E. coli zdjecie 2D A. Z-sensor mode B. Peak force error mode
C. Height mode D. Adhesion mode E. Deformation F. Dissipation

Rysunek 65 Obrazy AFM bakterii E. coli po zaaplikowaniu CPX - czas ok. 1h zdjecie 2D A. Z-
sensor mode B. Peak force error mode C. Height mode D. Adhesion mode E. Deformation F.
Dissipation
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Rysunek 66 Obrazy AFM bakterii E. coli po zaaplikowaniu CPX - czas ok. 3h zdjecie 2D A. Z-

sensor mode B. Peak force error mode C. Height mode D. Adhesion mode E. Deformation F.
Dissipation

Rysunek 67 Obrazy AFM bakterii E. coli po zaaplikowaniu CPX z CNT- czas ok. 1h zdjecie 2D

A. Z-sensor mode B. Peak force error mode C. Height mode D. Adhesion mode E. Deformati
F. Dissipation

on

Rysunek 68 Obrazy AFM bakterii E. coli po zaaplikowaniu CPX z CNT- czas ok. 3h zdjecie 2D

A. Z-sensor mode B. Peak force error mode C. Height mode D. Adhesion mode E. Deformati
F. Dissipation

on

Rysunek 69 Poréwnanie chropowatosci bakterii E. Coli dla ciprofloksacyny i ciprofloksacyny
zaadsorbowanej w jednosciennych nanorurkach weglowych w czasie 1 godziny oraz 3 godzin

Rysunek 70 Pomiary parametru roughness dla: A. bakterii E.coli B. bakterii E.coli z CPX —

1h

C. bakterii E.coli z CPX — 3h D. bakterii E.coli z CPX + CNT — 1h E. bakterii E.coli z CPX + CNT

— 3h
Rysunek 71 Poréwnanie adhezji bakterii E. Coli dla ciprofloksacyny i ciprofloksacyny

zaadsorbowanej w jednosciennych nanorurkach weglowych w czasie 1 godziny oraz 3 godzin

Rysunek 72 Schemat pomiaru strefy inhibicji

Rysunek 73 Schemat pomiaru testu MIC (mikrorozcieniczen)

Rysunek 74 Gestosé¢ optyczna zmierzona w czasie dla grupy kontrolnej oraz po inkubacji
bakterii z ciprofloksacynq i ciprofloksacynq zaadsorbowanqg w nanorurkach weglowych
Rysunek 75 Szybkosé wzrostu zmierzona w czasie dla grupy kontrolnej oraz po inkubacji
baktertii z ciprofloksacynq, ciprofloksacynq zaadsorbowanq w nanorurkach weglowych

Tabela 1 Skutecznos$é przeciwdrobnoustrojowa czystych nanorurek weglowych w réznych
badaniach [62]

Tabela 2 Tablica przejsé wibracyjnych czqgsteczek stabilnych i przejsciowych [144]

Tabela 3 Wiasnosci badanych cieczy istotne do okreslenia kqta zwilzania

Tabela 4 Kqty zwilzania oraz wspotezynnik f dla wody na réznych powierzchniach
krzemionkowych oraz weglowych

Tabela 5 Poréwnanie pikéw zarejestrowanych w widmie spektroskopii podczerwient
ciprofloksacyny oraz obliczone z prawa Hooka (réwnanie 18) [145]

Tabela 6 Poréwnanie pikéw dla ciprofloksacyny oraz jej roztworéw umieszczonych w
nanorurkach weglowych o $rednicy 1.7 nm oraz 30 nm

Tabela 7 Zestawienie powierzchni oraz objetosci poréw dla nanorurek weglowych o
wymiarach 1.7nm oraz 30 nm.

Tabela 8 Zestawienie danych temperaturowych dla roztworu ciprofloksacyny oraz
zaadsorbowanego roztworu ciprofloksacyny w porach krzemionkowych i weglowych
Tabela 9 Zestawienie wysokosci oraz chropowatosci wyliczonych ze zdje¢ AFM dla bakterii
E.coli oraz po zaaplikowaniu ciprofloksacyny oraz ciprofloksacyny umieszczonej w
Jjednosciennych nanorurkach weglowych o $rednicy 1,7 nm

Tabela 10 Zestawienie pomiarow stref inhibicji wodnego roztworu antybiotyku oraz po
zaadsorbowaniu go w porach weglowych o $rednicy 30 nm oraz 1,7 nm
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