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V poslednich letech je znacénd pozornost vénovana vyvoji novych
typt funkcénich krytt koznich ran zaloZenych na polymernich na-
novlakennych materialech. Tyto materidly mohou byt dale funk-
cionalizovany aktivnimi latkami, napt. latkami s antibakteridlni-
mi uc¢inky. Problémem spojenym s aplikaci téchto materidlt miize
byt rychlé poc¢atecni uvolnovani vétsiny inkorporovanych aktivnich
latek pri vlozeni materidlu do vodného prostredi. Tato prekazka
muze byt TfeSena stabilizaci materidlit dodatecnym sifovanim poly-
meru. Predkladana bakaldrska prace se zabyva tepelnou stabiliza-
ci (HT) funkcionalizovanych nanovldkennych materiala zalozenych
na vodorozpustném polymeru polyvinylalkoholu (PVA). K funk-
cionalizaci nanovlaken bylo pouzito experimentalni antibiotikum
lipofosfonoxin DR6180 (LPPO). K pripravé nanovlakennych mate-
riali pomoci elektrického zvldknovani byl zvolen PVA s vysokym
stupném hydrolyzy (98-98,8 %) a vysokou molekulovou hmotnosti
(125 000 g/mol). Pfipraven byl jak nanovldkenny materiil bez obsa-
hu LPPO, tak nanovlakenny material s obsahem LPPO. Pripravené
materidly byly podrobeny HT pfi vybranych teplotdach (90-180 °C)
po zvolenou dobu (1-16 h). Stfedni pruméry vldken pfipravenych
materialii, které byly 470 4+ 120 nm pro nanovldkna bez LPPO
a 290 £ 70 nm pro nanovlakna s LPPO, se vlivem HT vyrazné
neménily. Analyza FTIR prokazala, ze ptsobenim HT dochézelo
u PVA k chemickym a strukturnim zménam, které vedly k rozdilné
rozpustnosti stabilizovanych material. Vyrazné snizeni rozpustnos-
ti vSak nastavalo az po HT pti 150 °C. Materidly stabilizované pri
180 °C se stavaly zcela nerozpustnymi. Ackoliv pisobenim HT ne-
dochéazelo ke zpomalovani uvolnovani LPPO, snizovalo se celkové
mnozstvi uvolnéného LPPO. Ze ziskanych dat 1ze konstatovat, ze
HT ovliviuje stabilitu nanovlakennych materialtt z PVA ve vod-
ném prostredi a ma vliv také na uvolnovani aktivni latky z téchto
nanovlakennych materiali.

Klicova slova: tkanové inzenyrstvi, polyvinylalkohol, nanovla-
kenné materidly, tepelnd stabilizace, lipofosfonoxiny



In recent years, considerable attention has been paid to the de-
velopment of new types of functional skin wound dressings based
on polymeric nanofibrous materials. These materials can be further
functionalized with active agents, e.g. antibacterial agents. A pro-
blem associated with the application of these materials can be ini-
tial burst release of most of the incorporated active agents when
the material is placed in an aqueous environment. This obstacle
can be addressed by stabilizing the materials by additional crosslin-
king of the polymer. The presented bachelor thesis deals with heat
treatment (HT) of functionalized nanofibrous materials based on
water-soluble polymer polyvinyl alcohol (PVA). The experimental
antibiotic lipophosphonoxine DR6180 (LPPO) was used to functi-
onalize the nanofibers. PVA with a high degree of hydrolysis (98-
98.8 %) and high molecular weight (125 000 g/mol) was chosen
for preparation of nanofibrous materials by electrospinning. Both
nanofibrous material without LPPO content and nanofibrous ma-
terial with LPPO content were prepared. The prepared materials
were subjected to HT at selected temperatures (90-180 °C) for se-
lected time (1-16 h). The mean fiber diameters of the prepared
materials, which were 470 £+ 120 nm for nanofibers without LPPO
and 290 + 70 nm for nanofibers with LPPO, did not change sig-
nificantly due to HT. FTIR analysis showed that the chemical and
structural changes in PVA caused by HT resulted in different solu-
bility of the stabilized materials. However, a significant reduction
in solubility did not occur until after HT at 150 °C. Materials sta-
bilised at 180 °C became completely insoluble. Although HT did
not slow down the release of LPPO, the total amount of released
LPPO decreased. From the data obtained, it can be concluded that
HT affects the stability of PVA nanofibrous materials in aqueous
environment and also influences the release of active substance from
these nanofibrous materials.

Keywords: tissue engineering, polyvinyl alcohol, nanofibrous ma-
terials, heat treatment, lipophosphonoxins
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Nanomaterialy zazivaji v poslednich desetiletich obrovsky rozmach a stale castéji
se objevuji jako soucast rady technologickych a primyslovych aplikaci. Velké téma
predstavuji také v rdmci rapidné se rozvijejiciho oboru tkanového inzenyrstvi, jehoz
cilem je vyvoj novych materidlii pro regeneraci poskozenych tkani a orgdnti. Jednou
z intenzivné studovanych oblasti je kozni tkanové inzenyrstvi, zabyvajici se lécbou
chronickych koznich poranéni. Chronické a Spatné se hojici rany predstavuji vazny
a ndkladny problém ve zdravotnictvi. Znacna pozornost je proto vénovana vyvoji
novych typu koznich nahrad a krytt koznich ran, které by se aktivné podilely
na procesu hojeni a zaroven by snizovaly riziko vzniku infekce v rané. Polymerni
nanovlakenné materialy maji fadu charakteristik, které je ¢ini vhodnymi kandidaty
pro pripravu funkénich kryti koznich ran. Piikladem téchto charakteristik mize
byt strukturni podobnost s nativni extracelularni hmotou, vysoka porozita umoz-
nujici vyménu plyni mezi ranou a okolnim prostredim nebo moznost inkorporace
aktivnich latek s antibakterialnimi t¢inky do struktury nanovldken. Castym problé-
mem spojenym s aplikaci nanovlakennych materialti s inkorporovanymi aktivnimi
latkami je, ze pri styku téchto materidlti s vodnym prostfedim dochazi k rychlému
uvolnéni vétsinového mnozstvi pritomné aktivni latky — nastava tzv. ,burst release®
efekt. Teto problém je obvykle Tesen zvysenim stability nanovlakennych mate-
riali, coz se provadi dodatecnym sitovanim polymeru nékterou z dostupnych metod.

V ramci této bakalarské prace je studovan vliv tepelné stabilizace ptisobenim
vysokych teplot (HT, ,heat treatment“) na rozpustnost nanovldkennych materialt
z polyvinylalkoholu (PVA) a také vliv HT na uvoliiovani inkorporovaného experi-
mentélniho antibiotika lipofosfonoxinu DR6180 (LPPO) z nanovlédken ve vodném
prostiedi. Sledovan a porovnavan je vliv zmény teploty a doby HT. V teoretické
¢asti prace je nastinén vztah nanovlakennych materialt k tkanovému inzenyrstvi
a zminény jsou také metody jejich ptipravy s dirazem kladenym na pfipravu nano-
vldken pomoci stejnosmérného elektrického zvldknovani. Dale jsou strucné popsany
moznosti funkcionalizace nanovlakennych materiali a uvedeny jsou priklady latek
s antimikrobialnimi ucinky, které se k funkcionalizaci nanovlaken pouzivaji. V ne-
posledni fadé teoreticka ¢ast obsahuje také kapitolu zabyvajici se dostupnymi meto-
dami stabilizace nanovlakennych materialti. Experimentdlni ¢ast popisuje pripravu
nanovlakennych materialt, jejich tepelnou stabilizaci, nasledné provedené analyzy
morfologie materialt, rozpustnosti PVA, uvolnovani LPPO, chemickych a struk-
turnich zmén a zmén krystalinity materialit a vyhodnoceni vysledki ziskanych ze
zminénych analyz.
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Ztrata nebo selhani daného orgénu ¢i urcitého typu tkané je jednim z velmi
castych a nakladnych problémit v huménni mediciné [1]. V soucasné dobé je
tato situace Tfesena vyuzivanim tkani a organt od darcti, avsak vzhledem k jejich
nedostatecnému poctu, rostoucimu poctu lidi ¢ekajicich na transplantaci a celkove
starnouci populaci neni tento pristup udrzitelny. Jako slibnd moznost k teSeni
této kritické situace se jevi tkanové inzenyrstvi (TI) [2]. TI je multidisciplindrni
obor, ktery v sobé kombinuje znalosti a technologie z oblasti, jako jsou biologie,
chemie, medicina, farmacie, materidlové inzenyrstvi a mnoho dalsich. Proces
tkanového inzenyrstvi je zpravidla vicekrokovy, s cilem vyvinout materialy slouzici
k regeneraci, ndhradé ¢i vylepSeni funkce poskozenych tkani a organt [2, 3]. Pravé
studium a vyvoj novych materiali pro vyrobu tkanovych nosi¢u (tzv. scaffoldu),
které slouzi k imitaci prirozeného prostredi bunék, jejich osazeni bunkami in vitro
a nasledna implantace do téla pacienta muze vést k tispésné regeneraci poskozenych
tkani, ptipadné organu [3].

Jednou z intenzivné studovanych oblasti je kozni TI. Aplikace koznich nédhrad
slouzi k podpore hojeni akutnich a chronickych ran s cilem regenerovat ptivodni
stavbu a funkci kuze [4, 5]. Ackoliv se priprava koznich nédhrad a jejich aplikace
u pacientu stala realitou, fada védci z ruznych obort stale Tesi problémy spojené
s pripravou komplexnich koznich ndhrad, které lze snadno transplantovat ve velkém
mnozstvi a pokud mozno v jediném chirurgickém zékroku [6]. Nanovldkenné ma-
teridly, jakozto popularni materidly v mnoha oblastech tkanového inzenyrstvi, jsou
pripravovany z celé fady syntetickych i ptirodnich polymeri. Diky svym unikatnim
vlastnostem mohou nanovlakna slouzit nejen jako nosic¢e koznich bunék, ale rovnéz
dokazi branit pronikdni mikrobu do ran a udrzovat vhodnou vlhkost v poskozené
kazi [7]. Pro spravné pochopeni pozadavki na materialy pro TI je nutné si nejprve
predstavit stavbu a slozeni mezibunécéné hmoty.

Mezibunééna hmota neboli extracelularni hmota (ECM, ,extracellular matrix*)
je nebunécnd soucdst vSech tkani a orgdnu [8]. Diive byla povazovdna za material
vypliujici mezibunécéné prostory, s ikolem poskytovat mechanickou pevnost a opo-
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ru. Dnes je jiz znamo, ze ECM je dynamickou strukturou, ktera se podili také na
fizeni bunéénych déji prostiednictvim generovani signali a interakci s bunkami.
Pritomné bioaktivni makromolekuly se ticastni procesu, jako je napriklad bunécna
adheze, proliferace, diferenciace ¢i mezibunéénd komunikace [9, 10]. Pro uspésnou
konstrukei tkanovych nosici je tedy nezbytné studovat strukturu ECM. Ackoliv se
jeji specifické slozeni mize u riznych typt tkani do jisté miry lisit, obecné lze ECM
oznacit za komplexni nanovldkennou sit, slozenou zejména ze tii kategorii makro-
molekul: fibrildrnich proteint, adhezivnich glykoproteini a glykosaminoglykant [3,
11].
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Obrazek 1.1: Schéma stavby ECM; prevzato a upravedno podle [12]

o Glykosaminoglykany (GAG) jsou linearni polysacharidy s vysokou moleku-
lovou hmotnosti, v nichz se pravidelné opakuje disacharidova jednotka slozena
z uronové kyseliny (glukuronova ¢i induronové kyselina) a hexosaminu (gluko-
samin ¢i galaktosamin). Jednotky GAG jsou zpravidla sulfatované. Sulfatace
ve spojeni s pritomnymi karboxylovymi skupinami vytvari zaporné naboje,
coz zpusobuje hydrofilitu GAG. Znac¢na hydrofilita umoznuje vznik struktur
podobnych hydrogeltim, které maji vyznamny vliv na vlastnosti ECM. Kyse-
lina hyaluronové (hyaluronan) je piikladem nesulfatovaného GAG, ktery se
jako jediny nevaze kovalentné s proteiny. Sulfatované GAG, mezi néz patii
napr. chondroitinsulfat, dermatansulfat nebo keratansulfat, se kovalentné vazi
na proteinova jadra, ¢imz vytvari tvz. proteoglykany. Proteogylykany mohou
vytvaret obrovské agregaty. Struktura takového agregatu je znédzornéna na ob-
razku 1.2. GAG jsou ve tkdnich obvykle vazany na dalsi slozky ECM, povrchy
bunék, membranové receptory ¢i rustové faktory a podili se na mezibunécnych
interakcich. [11, 13]
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o Glykoproteiny jsou slozeny z ¢asti proteinové a ¢asti sacharidové, prevazuje
vsak slozka proteinova. Sacharidovou slozku tvori fetézce oligosacharidi a po-
lysacharidi, které jsou casto vétvené. Glykoproteiny obsahuji vazebna mista
pro fadu struktur z bunécnych povrchu i ECM. Zprostredkovavaji tak interak-
ce sousednich bunék a adhezi bunék k okolnimu substratu. Mezi glykoproteiny
patii napf. fibronektin nebo laminin. [13]

« Fibrilarni proteiny zahrnuji kolagenni, elastickd a retikuldrni vldkna [13].
Kolagenni vlakna predstavuji celou skupinu proteinti, u ¢lovéka jich rozeznava-
me asi 40 typu [11]. Zékladem kolageni jsou molekuly tropokolagenu tvorené
trojici polypeptidovych tetézctli, které jsou slozeny v charakteristickou troj-
sroubovici. V extraceluldrnim prostoru se molekuly tropokolagenu usporada-
vaji, zpravidla do kolagennich fibril [11, 15]. Dlouhé nevétvené kolagenni fibrily
davaji tkanim pevnost a odolnost v tahu. Nejrozsitenéjsim typem kolagenu je
kolagen typu I. Fibrily kolagenu typu I spontanné agreguji a vytvari vlakna,
ktera se dale spojuji ve svazky vlaken pozorovatelné optickym mikroskopem
[11, 13].

Elasticka vlakna, jejichz zédkladni slozkou je protein elastin, se mohou skladat
v prostorové sité a jsou pfi¢inou pruznosti a ohebnosti ECM. Retézce elastinu
obsahuji dva typy pravidelné se sttidajicich segment: hydrofobni segment zod-
povédny za roztaznost a segment zprostredkovavajici kovalentni sifovani mezi
jednotlivymi molekulami elastinu. Urcité ¢asti retézce jsou diky kovalentnimu
sifovani pti natahovani drzeny na svych pozicich, coz umoznuje jejich vratnou
deformaci. Elastickd vldkna jsou méné odolnéd v tahu nez vlakna kolagenni,
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za to vsak mohou byt vratné roztazena az na dvojnasobek své ptvodni délky
(schématicky znazornéno na obrazku 1.3). [11, 13]

Retikularni vlakna, slozend z kolagenu typu III, tvori jemné sité, které slouzi
jako opora pro nékteré specialni typy tkani. Objevuji se rovnéz béhem vyvoje,
u zanétlivych pochodt a pri hojeni ran, kde slouzi jako predchidci zralejsich
vlaken z kolagenu typu I. [13]

elastické vlakno
A

=
]tah

uvolnéni

molekula elastinu

prokfizeni

Obrazek 1.3: Schéma vratné deformace elastinovych vlaken; prevzato z [11]

Kazda slozka ECM ma svou zasadni roli a spolecné tyto slozky zprostredkovavaji
dilezité funkce ECM. Glykosaminoglykany, jimi tvofené proteoglykany a glykopro-
teiny tvori spolu s vodou a ionty tvz. amorfni slozku ECM. Amorfni slozka je viskdzni
a transparentni hmota vyplnujici prostor mezi jednotlivymi bunkami a vlakny, ktera
se zasadnim zpusobem podili na stupni hydratace. Hydratace ovliviiuje mechanické
vlastnosti a konzistenci tkani (pohyblivost jednotlivych vrstev, viskozitu), G¢innost
diftze latek a sifeni bunék ¢i mikroorganismi mezibunéénym prostorem. Diilezitou
roli je také zprostredkovani vazeb mezi bunkami a komponentami ECM pomoci
glykoproteinti. Vlaknita slozka, tvorend fibrilarnimi proteiny, dava tkanim a orga-
nium pevnost v tahu (kolagen), pruznost (elastin) ¢i vytvaii opornou sit (retikularni
vlakna). [13]

Jak jiz bylo zminéno vyse, jednim z cilii tkdnového inzenyrstvi je studium a vy-
voj materidli pro pripravu scaffoldi. Ty maji za kol imitaci prirozeného prostiedi
poskytovat strukturalni podporu pro uchyceni bunék, jejich proliferaci a diferenci-
aci. Materidly, respektive z nich vyrobené scaffoldy by tak mély alespon castecné
napodobovat strukturu a funkci nativni ECM [3, 16]. Na druhou stranu by nové
vznikajici tkan méla byt casto schopna material postupné odbouravat a nahrazovat
ho prirozenou ECM [17]. V nékterych pripadech, typicky u koznich aplikaci, m4 sca-
ffold rovnéz fungovat jako vnéjsi bariéra, kterda chrani ranu pred vstupem infekce,
snizuje ztraty vody a krve z organismu a reguluje bolestivost rany [18].
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o Biokompatibilita je zakladnim kritériem pti vybéru materialu. Pouzité ma-
teridly nesméji byt toxické. Biokompatibilni scaffold by mél podporovat bu-
nécnou adhezi, proliferaci a normalni funkce bunék. Po zavedeni do organismu
musi byt material schopny se integrovat do cilové tkané s minimalni imunitni
odpovedi, aby se predeslo vzniku zavazné zanétlivé reakce, kterd by mohla
vést az k odmitnuti implantatu organismem. [17, 19]

« Biodegradabilita je také castym pozadavkem na materialy pro tkanové in-
zenyrstvi. Ve vétsiné pripadi nejsou scaffoldy mysleny jako trvalé implantaty.
Material by mél postupné degradovat a soucasné byt nahrazovan ECM produ-
kovanou pritomnymi bunkami. Aby byl material oznacen za biodegradabilni,
museji byt vznikajici produkty degradace netoxické a schopné opustit organis-
mus bez negativniho tc¢inku na ostatni organy a okolni tkané. Pozadavky na
rychlost degradace materialu jsou odlisné pro razné typy tkané a mély by co
nejvice odpovidat rychlosti novotvorby tkané. [19]

o Mechanické vlastnosti materidli, jako je napr. ohebnost ¢i tvrdost, by v ide-

alnim pripadé mély byt co nejpodobnéjsi dané tkani, resp. cilovému anatomic-
kému mistu. Material ma za tikol poskytovat mechanickou oporu po dobu po-
trebnou k dokonceni procesu remodelace, pri kterém je scaffold nahrazen ECM
prislusné tkané. Kromé vlivu na spravnou produkci a funkci nové vznikajici
tkané je dostatecna pevnost nezbytna k proveditelnosti samotného chirurgic-
kého zékroku — implantaci. [17, 19]
Naroky na mechanické vlastnosti se pro rizné tkané mohou znacné lisit. V pii-
padé kozniho TT jsou vlastnosti jako elasticita, patri¢na mechanicka odolnost
a vhodna prilnavost scaffoldu nezbytné pro spravnou regeneraci poskozené
kaze. [18]

o Fyzikalni a chemické vlastnosti do jisté miry zahrnuji i vyse zminéné po-
zadavky. Pro specifické aplikace v TI jsou velmi dilezité fyzikalné-chemické
vlastnosti povrchii pouzitych materiali. Ty maji zna¢ny vliv na moznosti povr-
chovych modifikaci vazanim biologicky aktivnich latek. Piitomnost vhodnych
funkénich skupin umoznuje primé vazani aktivnich latek tvorbou kovalentnich
vazeb. Vazani na povrch materialu mize probihat také nespecifickou absorp-
ci. Fyzikalni a chemické vlastnosti ovliviiuji i moznosti nésledného sitovani
za Ucelem stabilizace materidlu. Pripadné chemické modifikace pak maji znac-
ny vliv na vysledné interakce mezi bunkou a materidlem. [20, 21]

Fyzikéalni a chemické vlastnosti pouzitych materidltt maji nemaly vliv na dife-
renciaci kmenovych bunék a pouhd zména slozeni scaffoldu muze vést k dife-
renciaci kmenovych bunék do jinych bunéénych typu. [22]

o Struktura scaffoldu, do zna¢né miry urcena zvolenym materialem, je rovnéz
dilezitym parametrem. Klicovou roli hraje porozita. Velké mnozstvi vzajemné
propojenych péru zajistuje difizi zivin do scaffoldu a ECM nové vznikajici
tkané a naopak umoznuje odvod degradacnich a odpadnich produktt pryc.
Porozita rovnéz umoziuje vaskularizaci v nové vznikajici tkani. Kromé po-
rozity (hustota péri) ma zasadni vliv i velikost a vzajemné propojeni téchto
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pori. Dostatecna velikost pért dovoluje bunkam migrovat do struktury sca-
foldu. [19]

Rovnovaha mezi dobrymi mechanickymi vlastnostmi a vhodnou strukturou
scaffoldu je znacnou vyzvou. Na jedné strané musi byt pouzity materidl do-
state¢né odolny, aby mohl poskytovat oporu nové vznikajici tkani a umoznovat
dobrou manipulovatelnost pti chirurgickém zakroku, na druhé strané je nutna
dostatecnd porozita pro zajisténi spravné funkénosti nové vznikajici tkané. [17]

Vyse uvedené pozadavky jsou brany v potaz pri vybéru materidlu na pripravu
scaffoldu pro dany typ tkané. Typy materidli pouzivané v tkanovém inzenyrstvi
a nékteré jejich konkrétni priklady jsou diskutovany v nasledujicich kapitolach.

Material vyvijeny k interakcim s biologickymi systémy za 1celem lécby,
zlepseni funkce ¢i nahrady tkané nebo organu je oznacovan jako biomateridl.
Biomateraly do jisté miry spliuji vyse zminéné pozadavky a jsou pouzivany
naptiklad pro pripravu scaffoldd v TI. Mezi tfi zakladni skupiny biomaterial
pouzivanych pro pripravu scaffoldu patii kovy, keramické materidly a polymery. [19]

1. Kovy pouzivané v TT jsou naptiklad titan, zlato, stiibro, hot¢ik ¢i jejich sliti-
ny s dalsimi kovy. Jejich unikatni vlastnosti umoznuji pripravu nejriznéjsich
forem a tvart scaffoldii. V pripadé slitin lze snadno tidit finalni slozeni materi-
alu. Chemické vlastnosti kovii umoznuji jejich povrchovou modifikaci pomoci
biologicky aktivnich latek nebo polymeri. Pouzivané jsou hlavné v ortope-
dickych aplikacich, predevsim pro své vyborné mechanické vlastnosti, jako je
tuhost a odolnost proti opotfebeni. Pro urc¢ité specifické aplikace je vyhodna
chemickd stélost kovi a jejich minimdlni interakce s zivou tkéni. [23]

2. Keramické materialy, typicky hydroxyapatit ¢i fosforecnan vapenaty, se
vyznacuji vysokou tvrdosti a nizkou elasticitou. Na druhou stranu jsou vsak
velmi kiehké. Diky své strukturni a chemické podobnosti s netstrojnou sloz-
kou kosti vykazuji vysokou biokompatibilitu a osteokonduktivitu. Proto jsou
pouzivany pro pripravu scaffoldii urcenych pravé k regeneraci kostni tkaneé.
[19]

3. Polymery jsou v TI popularni pro obrovskou rozmanitost jejich vlastnos-
ti, at uz jde o vlastnosti mechanické, degradacni, ¢i moznost volby polymert
s hydrofilnimi nebo hydrofobnimi vlastnostmi. Tato rozmanitost je zaruce-
na Sirokym vybérem dostupnych polymeri, které mohou byt jak prirodniho,
tak syntetického ptivodu. Jejich vlastnosti mohou byt dale modifikovany, na-
priklad sifovdnim pomoci ruznych metod (viz kapitola 3). V pripadé TI se
sitovani provadi predevsim za tic¢elem snizeni rozpustnosti vyslednych materi-
ali. Rovnéz je mozna priprava kopolymeru, u kterych do jisté miry dochazi ke
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kombinaci vlastnosti pouzitych homopolymerti. Vysledné materidly se vyzna-
cuji vysokou porozitou a velkym pomérem povrchu k objemu, coz jsou dalsi
vyhody pro aplikace polymert v mnoha odvétvich TI. [24]

Polymerni materialy se v T1 vyuzivaji zpravidla ve formé hydrogeli nebo na-
novléken (viz kapitola 1.3.1). Hydrogely jsou tvotreny sitovanymi hydrofilnimi
polymery, které jsou schopné pojmout znacné mnozstvi vody, aniz by doslo
k jejich rozpusténi. Hydrogely je mozné snadno osadit bunkami a inkorporo-
vat do jejich struktury bioaktivni latky. Diky svym vlastnostem mohou byt
vyuzity k vyplnéni nepravidelné tvarovanych koznich defektii, kam mohou byt
vpraveny injekéné ¢i s pouzitim minimélné invazivnich postuptu. [25]

1.3.1 Polymerni nanovlakenné materialy

V porovnani s ostatnimi materidly pouzivanymi k pripravé scaffoldi nano-
vlakenné materidly nejlépe napodobuji vldkennou strukturu nativni ECM. Diky
tomu maji znacény potencial umoznit dobrou adhezi, proliferaci a difenrenciaci
bunék. Diky jejich velkému pomeéru povrchu k objemu je mozné modifikovat
nanovldkenny materidl mnozstvim aktivnich latek, které se mohou navazat na
povrch ¢i inkorporovat dovnitt struktury nanovladken. Zménou slozeni materidli
a modifikaci vyrobnich parametri je mozné do znacné miry prizptisobovat jejich
vlastnosti dané aplikaci. Také primeér nanovlaken ma vliv na vlastnosti vysledného
materidlu, napriklad mechanické. To je velmi uziteéné pro moznosti ovliviiovani
chovani bunék vybérem vhodnych mechanickych vlastnosti scaffoldu. [26, 27]

Nanovldkenné materialy jsou vhodnym kandidatem pro ptipravu kryta koznich
ran. Jejich struktura napodobuje strukturu nativni ECM kiize, ¢imz stimuluji
procesy bunécné regenerace, a maji tak pozitivni vliv na samotny proces hojeni.
Navic jsou propustné pro plyny a umoznuji odvod exsudati z rany. Nanovlakna
z hydrofilnich polymert udrzuji vlhké prostiedi v rané, ¢imz dale zlepsuji hojeni
a snizuji intenzitu jizveni. Ptirodni i syntetické polymery pouzivané pro pripravu
nanovlakennych scaffoldii a rizné metody jejich pripravy jsou probirany v nésledu-
jicich kapitoldch. [28]

1.4.1 P¥irodni polymery

Zdrojem ptirodnich polymerti mohou byt mikroorganismy, rostliny nebo zi-
vocichové. Mezi hlavni vyhody patii jejich vysoka biokompatibilita a schopnost
interakce s biologickymi systémy. Prirodni polymery i jejich degradac¢ni produkty
byvaji netoxické. Produkty degradace jsou navic casto vyuzitelné v bunécéném
metabolismu. Zpravidla nevyvolavaji silné zanétlivé reakce, avsak vlivem procesu
jejich pripravy mohou obsahovat urcité necistoty, které zanétlivé reakce naopak vy-
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volavaji. Navic muze dochézet k pfenosu nemoci z jinych biologickych druhi. [29, 30]

Mezi dalsi nevyhody patii horsi mechanické vlastnosti, vysoké rychlosti degra-
dace a slabé moznosti tizeni téchto degradacnich rychlosti. Hlavnim problémem
spojenym s pouzitim prirodnich polymert je, Ze vzhledem ke zpiisobu jejich ziska-
vani nemusi mit dany druh polymeru riizného ptivodu a Sarze stejnorodé vlastnosti.
To ma za nésledek omezenou reprodukovatelnost vlastnosti z nich pripravenych
materialii. Ptiklady prirodnich polymert pouzivanych pro pripravu nanovlaken jsou
uvedeny v tabulce 1.1. [31]

Tabulka 1.1: Prirodni polymery pouzivané pro pripravu nanovlakennych materiali

Polymer

Charakteristika

Chitosan

Polysacharid chitosan je diky svym vlastnostem, jako je biode-
gradabilita a biokompatibilita, oblibenym polymerem pro apli-
kace v mediciné. Je jednim z mala prirodnich polymerti, ktery
se prirozené nenachazi v lidském organismu, a presto je pouzi-
van pro medicinské aplikace. Mezi dalsi vyhodné vlastnosti pro
aplikace v TI patii schopnost podporovat hojeni ran. Pro své
Spatné mechanické vlastnosti a vysokou hydrofilitu byva casto
sitovan, napriklad pomoci dalsich polymert. [30]

Hyaluronova
kyselina

Hyaluronova kyselina je vsudypritomnou slozkou ECM, a na-
chazi se tak v mnoha tkanich. Diky tomu je vysoce biokompa-
tibilni. Navic podporuje pohyblivost a proliferaci bunék a také
se podili na stimulaci lokalni zanétlivé reakce, coz jsou dile-
zité atributy pro regeneraci tkani. Diky pritomnosti vhodnych
funkcnich skupin jsou mozné chemické modifikace hyaluronové
kyseliny. [30]

Kolagen

V pripadé kolagenu pouzivaného pro ptipravu scaffoldi v TI
jde zpravidla o kolagen typu I. Kolagen ma vhodné chemické
vlastnosti, které pomdéhaji bunkam ptilnout na pripraveny ma-
terial. Prilnuté bunky degraduji materidl z kolagenu a zaroven
syntetizuji a secernuji svou vlastni ECM. To je vyhodné v pro-
cesech rekonstrukce a obnovy mnoha typt tkani ¢i organti. Pro
zvyseni biologické aktivity a zlepseni mechanickych vlastnosti
se pri pripravé scaffoldi mize kolagen kombinovat s dalsimi
polymery. [30, 31]

24



Zelatina

Zelatina je produktem denaturace nebo ¢asteéné alkalické ¢i
kyselé hydrolyzy kolagenu typu I. Vysledné vlastnosti zelati-
ny zavisi na zpusobu pripravy a zdroji vychoziho kolagenu.
Pouziti zelatiny je omezené v dusledku jeji znacné rychlosti bi-
odegradace, ktera je mimo jiné zptisobena vysokou rozpustnos-
ti za fyziologickych podminek. To ma spojitost i se zhorseny-
mi mechanickymi vlastnostmi zelatiny oproti kolagenu. Vyso-
ké rychlosti degradace mohou ptisobit problémy pfi regeneraci
tkané, jelikoz rychlosti degradace materidlu a rychlosti novo-
tvorby tkdné nemuseji odpovidat. Diky pritomnosti funkénich
skupin ve strukture zelatiny je mozna jeji chemicka stabilizace,
kterd muze vést ke snizeni degradacnich rychlosti. [31]

1.4.2 Syntetické polymery

Syntetické polymery maji oproti ptirodnim fadu vyhod, mezi které patii napti-
klad snadna syntéza i v rozsahlém meéritku, lepsi a snadnéji modifikovatelné me-

chanické vlastnosti

¢i moznosti fizeni degradacnich rychlosti. Zptsob vyroby syn-

tetickych polymerti umoznuje zachovani jejich vlastnosti i v rdmeci rtznych sarzi.
Vlastnosti materialii pripravenych ze syntetickych polymert jsou tak mnohem lépe
reprodukovatelné [30, 32]. Na rozdil od prfirodnich polymeru vSak nemaji ve svych
strukturach mista vhodna pro specifickou adhezi bunék, a vyzaduji tak vice chemic-
kych modifikaci, které zlepsi jejich biologické vlastnosti [31]. Priklady syntetickych
polymert jsou v tabulce 1.2.

Tabulka 1.2: Syntetické polymery pouzivané pro pripravu nanovlakennych materidli.

O

Moﬁ

Polymer Charakteristika
Polykaprolakton (PCL) je biokompatibilni, biodegradabilni
a biologicky vstirebatelny hydrofobni polyester, ktery se po-
Polykaprolakton | mérné hojné vyuziva v T1. Za fyziologickych podminek k de-

gradaci dochéazi hydrolyzou esterovych vazeb a casy biode-
gradace jsou relativné dlouhé, v fadu jednotek let. ZvysSeni
biologické aktivity PCL se provadi povrchovou funkciona-
lizaci, kopolymerizaci ¢i tvorbou smeési s dalsimi polymery.

31, 33]

Kyselina
polymlécna

@)
of,

Polymlééna kyselina (PLA) je polyester s obdobnymi charak-
teristikami jako PCL. Je Siroce pouzivana v lékarstvi napr.
ve fromé vstrebatelnych implantatu (Srouby, ¢epy). Pouzi-
ti nachéazi také v TI. PLA ma kratsi ¢asy degradace oproti
PCL, avsak tyto casy jsou stale pomérné dlouhé v porovnani
s ostatnimi materidly pouzivanymi v T1. [29, 33]
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Polyglykolova kyselina (PGA) je dalsim ptikladem polyeste-
ru. Produkty degradace PGA, stejné jako produkty degrada-
ce PLA, jsou odbouravany ptirozenymi metabolickymi cesta-
mi, jelikoz kyselina glykolova i kyselina mlécné jsou bézné
metabolity. Vysoké hladiny kyseliny glykolové vsak stimulu-

ji nadmérnou zanétlivou reakci. [30, 31]
\VI\O}/ Vzhledem k pravidelné struktufe fetézcii mivd PGA vyso-
n

Kyselina
polyglykolova

ky stupen krystalinity. Diky chybéjici methylové skupiné je
PGA hydrofilnéjsim polymerem v porovnani s PLA, coz mé
za nasledek i kratsi degradacni casy v fadu jednotek tydnt.
[34]
Polyethylenglykol (PEG) je inertni, biokompatibilni, hydro-
filni, ve vodé rozpustny polyether s nizkou adhezivitou pro
bunky a nizkou schopnosti vazat proteiny. PEG ma rovnéz
Polyethylenglykol | minimalni schopnost vyvolavat imunitni reakce. [31]
/O{\A }H V tkanovém inzenyrstvi se obvykle vyuziva ve formé hyd-
H Of, rogelti, coz vyzaduje jeho sifovani. Priprava nanovldkennych
materiali je vSak také mozna. Vlastnosti PEG scaffoldu za-
visi mimo jiné na molekulové hmotnosti ¢i stupni sifovani
polymeru. [30]

Polyvinylalkohol Polyvinylalkohol (PVA) je biokompatibilni, netoxicky, ne-

OH karcinogenni polymer s dobrou schopnosti prilnout na bio-
logicky povrch. Stejné jako v ptripadé PEG se jedna o vodo-
rozpustny polymer. Vzhledem k tématu prace je o PVA blize
n | pojednavino v nésledujici kapitole. [33]

1.4.3 Polymery rozpustné ve vodé

Vodorozpustné polymery mohou byt puvodu piirodniho (hyaluronova kyselina,
zelatina) i syntetického (PEG, PVA). Zpravidla jsou vyuzivany ve formé hydrogeli,
ale vhodné jsou i pro pripravu nanovldkennych materialii. Diky rozpustnosti ve vodé
muze zvlaknovani probihat z vodného roztoku polymeru. To je zvlasté vyhodné
v pripadé funkcionalizace nanovlakenného materialu pomoci biologicky aktivnich
latek, které v nevodnych prostredich ztraceji svou aktivitu. Hydrofilita pripravenych
materialti vSak zptsobuje, ze pri kontaktu s vodnym prostiedim dochéazi k jejich
rychlému rozpousténi, a tedy rychlému uvolnéni inkorporovanych latek. Proto se
tyto materidly zpravidla podrobuji stabilizacim (viz kapitola 3), jejichz vysledkem
je snizeni rozpustnosti. [11]

Polyvinylalkohol

Polyvinylalkohol je prisvitny, bily nebo krémové zabarveny granularni prasek bez
chuti a zapachu. Poprvé byl pripraveny Hermannem a Haehnelem v roce 1924. Je
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rozpustny ve vodé a slabé rozpustny v ethanolu. V nepolarnich rozpoustédlech roz-
pustny neni. Komeréné se PVA vyrabi alkoholyzou polyvinylacetatu (PVAc) v pri-
tomnosti alkoholu (napf. methanolu) a alkalického katalyzatoru (napft. hydroxidu
sodného). Béhem této reakce dochézi k nahrazovani acetétovych skupin za hydro-
xylové (viz obréazek 1.4). [35]

O
\F/LL\ NaOH > ) - T m)ko/

PVAc X=n-m  PpyA MeOAc

Obrazek 1.4: Alkalickd alkoholyza polyvinylacetéatu (PVAc) za vzniku ¢dstecné hyd-
rolyzovaného polyvinylalkoholu (PVA) a methyl-acetdtu (MeOAc)

Béhem alkoholyzy (resp. hydrolyzy) muze dojit k nahrazeni vsech acetatovych
skupin, pak se hovoti o plné hydrolyzovaném PVA. V ptipadé, Ze jsou po hydrolyze
ve struktufe pritomny rezidudlni acetatové skupiny, jde o tzv. ¢asteéné hydrolyzo-
vany PVA (viz obrazek 1.5). Stupen hydrolyzy pak vyjadiuje procentudlni pomér
hydrolyzovanych skupin vii¢i acetatovym skupinam pritomnym v pivodnim PVAc.
Teplota skelného piechodu PVA je T, = 85 °C a teplota tani je 7,, = 230 °C.
Molekulova hmotnost komeréné dostupnych produktt byva v rozmezi od 30 000 do
200 000 g/mol. [35]

Obréazek 1.5: Strukturni vzorce (A) ¢atecné hydrolyzovaného PVA a (B) plné hyd-
rolyzovaného PVA

Mechanické vlastnosti PVA zavisi na stupni hydrolyzy a molekulové hmotnosti.
Tyto charakteristiky rovnéz ovliviiuji krystalinitu polymeru. Obsah krystalické faze
roste s rostoucim stupném hydrolyzy. Hydroxylové skupiny jsou mensi nez skupiny
acetatové, a tedy se snadnéji skladaji do kompaktni krystalické struktury. Rovnéz
jsou zdrojem nevazebnych interakci — vodikovych miistki, které udrzuji krystalickou
fazi polymeru. Naopak s rostouci molekulovou hmotnosti stupen krystalinity vlivem
snizené mobility Tetézci klesa. [306]
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Krystalinita, a tim tedy i stupen hydrolyzy, maji vliv na rozpustnost PVA. Poly-
mery s nizsim stupném hydrolyzy vykazuji vyssi rozpustnost pri nizkych teplotach,
jelikoz zbytkové acetatové skupiny zeslabuji vodikové miustky od hydroxylovych
skupin. S rostoucim obsahem krystalické faze se materidl stava méné rozpustnym,
protoze molekuly rozpoustédla htire penetruji do tésné usporadané krystalické
struktury. Polymer se totiz zcela nerozpusti, dokud nedojde k rozruseni krystalové
struktury, tedy dokud se nerozpusti krystalicka faze. Rozpousténi zahrnuje vyménu
interakci polymer-polymer za interakce polymer-rozpoustédlo. S rostouci moleku-
lovou hmotnosti rozpustnost PVA klesa z divodu vzniku zapletenin mezi fetézci
polymeru. [35, 37]

PVA je netoxicky a nekarcinogenni. Proto se hojné vyuziva v potravinairském
a farmaceutickém primyslu, kde slouzi jako pojivo ¢i obalovy material. Navic do-
kaze branit vstupu vlhkosti do jidla ¢i 1éku a zaroven dokaze maskovat jejich chuf
i zapach. Diky své biokompatibilité se rovnéz pouziva pro pokrocilé biomedicinc-
ké aplikace, jako jsou nosice pro cilenou dopravu léc¢iv ¢i priprava scaffoldi v TI
[35]. Pro tyto acely se ¢asto vyuziva ve formé hydrogelt, coz vyzaduje sitovani PVA
chemickymi ¢i fyzikalnimi metodami [37]. PVA se v TI vyuzivd rovnéz ve formé
nanovlaken, pripravenych zpravidla pomoci elektrického zvlaknovéani (viz kapitola
1.5.1). Nespornou vyhodou PVA je moznost piipravy nanovlaken z vodného rozto-
ku. Nanovldkenné scaffoldy zalozené na PVA prokazaly znacny potencial pro apli-
kace v mnoha odvétvich TI, naptiklad kosti, kiiZe, chrupavek a mnoho dalsich [38].
Vzhledem k rozpustnosti PVA ve vodé je nutné pripravend nanovlakna stabilizovat
neékterou z dostupnych metod uvedenych v kapitole 3.

Existuje rada zptsobti pripravy nanovlaken. Mezi tTi casté metody patti samoor-
ganizace (self-assembly), fazova separace (phase separation) a elektrické zvldknovani
(electrospinning). Kazdéd z metod ma své moznosti, vyhody a nevyhody. [39]

e Samoorganizace makromolekul je samovolnd asociace makromolekul do
stabilnich nadmolekularnich struktur, zprostredkovana nevazebnymi interak-
cemi, jako jsou vodikové mustky, van der Waalsovy, elektrostatické ¢i hydro-
fobni interakce. V ptirodé jsou takto vzniklé molekuly s velmi dobte definova-
nou strukturou vsudypritomné. Metoda umoznuje pripravu vldken s mensimi
prumeéry, nez je tomu v pripadé elektrického zvldknovani. Na druhou stra-
nu maji takto pripravené scaffoldy nizkou poérovitost a pomérné spatné me-
chanické vlastnosti. Metoda samoorganizace je komplikovany proces s nizkou
produktivitou a relativné vysokou cenou. [32, 40]

o Fazova separace je vicekrokovy proces pripravy nanovlaken. Dany polymer
je rozpustén ve vhodném rozpoustédle. Za urcitych podminek se vznikly roz-
tok polymeru stava termodynamicky nestabilnim a rozdéli se na dvé faze — fazi
s vysokym obsahem polymeru a fazi s nizkym obsahem polymeru. Po extrakci
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rozpoustédla a odstranéni faze s nizkym obsahem polymeru faze bohatd na
polymer ztuhne. Vysledna struktura zavisi na zvoleném systému polymer-roz-
poustédlo a podminkach fazové separace. [39]

Oproti ostatnim metodam ma material pripraveny pomoci fazové separace
mnohem vys$i pomér povrchu k objemu s porozitou pres 98 % a prumérem
vlaken od 50 do 500 nm [40]. Vyhody této metody jsou jednoduchost a nizkéa
cena. Mezi nevyhody patii dlouhé procesni casy, produkce omezena pouze na
laboratorni méfitko a limitovany vybér vhodnych polymert [32].

o Elektrické zvlaknovani je metoda, kterd k pripravé nanovldken vyuziva sil-
ného elektrického pole, které vznika v dusledku vysokého elektrického napéti
aplikovaného pti zvlaknovani. Pisobenim elektrického pole na roztok ¢i tave-
ninu polymeru dochézi k indukci ndboje na povrchu kapaliny. Elektrické sily
vzniklé odpuzovanim indukovanych nabojt ptisobi proti soudrznym kapilarnim
silam povrchového napéti. Ve chvili, kdy intenzita elektrického pole dosdhne
kritické hodnoty, pti které odpudivé elektrické sily prekonaji sily povrchového
napéti, dochézi k vymrsténi polymerni trysky z povrchu kapaliny. Pohybem
trysky ve vzduchu dochazi k odpareni rozpoustédla ¢i ztuhnuti taveniny a vzni-
kaji tak nabita polymerni vlakna. Diky tomu je mozné ovliviiovat trajektorii
vzniklych vlaken elektrickym polem a ukladat je na kolektor ve formé netkané
textilie. Pramér takto pripravenych vldken je v rozmezi 40-2 000 nm. [41, 42]
Mezi hlavni vyhody elektrického zvlaknovani patii pomérné jednoducha pro-
veditelnost, siroka skéla pouzitelnych materialii, moznost inkorporace biolo-
gicky aktivnich latek a v neposledni fadé také cenové vyhodnda vysoka pro-
dukéni schopnost [43]. Elektrické zvldknovani je mozné provadét jak s pouZi-
tim stejnosmérného elektrického napéti (stejnosmérné elektrické zvlakinovani),
tak s pouzitim stridavého elektrického napéti (stiidavé elektrické zvlaknovani)
[11]. Vzhledem k experimentélni ¢asti této prace je blize popséno stejnosmérné
zvlaknovani.

1.5.1 Stejnosmérné elektrické zvlaknovani

Elektrické zvlaknovani stejnosmérnym elektrickym napétim je v soucasné dobé
nejrozsirenéjsim zpisobem vyroby polymernich nanovlaken. Vyzaduje pfitomnost
dvou aktivnich elektrod, mezi kterymi je nastaven potencidlovy spad. Prvni z nich
je zvlaknovaci elektroda, na kterou je privadéna zvlaknovana kapalina. Druha
funguje jako protielektroda zachytavajici vznikla nanovlakna a nazyva se kolektor.
Obé elektrody vymezuji zvlaknovaci prostor, kam vstupuji trysky kapaliny ze
zvlaknovaci elektrody. V pripadé tzv. jehlového zvlaknovani je zvldknovaci elektro-
dou trubice malého vnitiniho pruméru (kapilara), kterou je vedena zvlaknovana
kapalina ke zvlaknovacimu prostoru. Jednoduchym prikladem takové zvladknovaci
elektrody je injekéni kovova jehla sefiznuta kolmo k jeji ose. Schéma jednoduché
aparatury pro jehlové zvlaknovani je na obrazku 1.6. [11]
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A — Zvlaknovaci elektroda
B — Zvlaknovaci prostor
C - Kolektor

1 — Pumpa (davkovaci zafizeni)

2 — Injekéni stfikacka

3 — Kolmo sefiznuta kovova jehla

4 — Zdroj vysokého stejnosmérného napéti

5 — Polymerni tryska ve zvlaknovacim prostoru

Obréazek 1.6: Schéma aparatury pro jehlové zvlaknovani; inspirovano dle [11]

Nevyhodou jehlového zvlaknovani je, ze kazda kapilara generuje pouze jednu
polymerni trysku, coz mé za nasledek omezenou efektivitu této metody. Jednim
z pristupit ke zvysSeni produkce nanovldken pfi elektrickém zvlaknovani je zvyseni
poctu jehel (kapilar). Tento pristup vsak vyzaduje velké pracovni prostory a peclivé
rozmisténi jednotlivych jehel, aby nedochazelo k nerovnomérnému ukladani vldken
na kolektoru vlivem odpudivych sil mezi stejné nabitymi sousednimi jehlami
a polymernimi tryskami. Bezjehlové zvlaknovani predstavuje vyrazné produktiv-
néjsi alternativu k vicejehlovym uspofadanim. Radu polymernich trysek je totiz
mozné generovat i z otevieného povrchu kapaliny [44]. Toho vyuzivé i technologie
Nanospider™ vyvinutd spole¢nosti Elmarco, kde je polymerni roztok nanaSen na
tenkou kovovou strunu, odkud je generovano mnoho trysek najednou. [45]

Vysledna struktura materidlu je ovlivnéna celou fadou parametrii, které se déli
zpravidla do dvou kategorii. Prvni kategorii jsou procesni parametry, kam typicky
patti velikost prilozeného napéti, vzdalenost mezi zvlaknovaci elektrodou a kolek-
torem, typ kolektoru, pripadné vlastnosti podkladového materidlu, na ktery jsou
vznikajici vlakna zachytavana. Mezi procesni parametry se casto fadi i parametry
okolniho prosttedi, tedy teplota a relativni vlhkost v pribéhu zvlaknovani. Druha
kategorie shrnuje parametry materialové, tedy parametry zvlaknované kapaliny. D1-
lezitym materialovym parametrem je viskozita, ktera je v blizkém vztahu s koncen-
traci polymerniho roztoku a molekulovou hmotnosti zvoleného polymeru v roztoku
nebo taveniné. Dale se do této kategorie tadi povrchové napéti a elektricka vodi-
vost zvlaknované kapaliny. V piipadé zvldknovani z roztoku hraje roli i tékavost
pouzitého rozpoustédla. [11, 43]
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Funkcionalizace nanovlakennych materidlt pro aplikace v TI ma za cil zvyseni
ucasti materidlu na procesu regenerace tkani. Aktivnimi latkami pouzivanymi pro
funkcionalizaci mohou byt léciva ¢i latky podporujici hojeni a regeneraci tkani.
Mohou to byt antibiotika, antiseptika, protizanétlivé latky, protinddorova léciva, ale
i organismu vlastni biomolekuly, jako jsou peptidy, proteiny ¢i nukleové kyseliny.
V pripadé kozniho TI je znacnou vyhodou primy kontakt mezi fukcionalizovanym
materidlem a tkani, ¢imz se omezuje moznost vzniku vedlejsich systémovych
Géinka 16¢iv. Udinné ltky mohou byt jednak poutény na povrch materiglu, nebo
inkorporovany do struktury nanovlaken. [28]

Funkcionalizace povrchu materialu miize probihat bud fyzikalni adsorpci, nebo
chemickym vazanim na povrch nanovlaken. Metody fyzikalni adsorpce jsou Setrnéj-
st viaci aktivnim latkdm v porovnani s metodami inkroporace latek do struktury
nanovlaken, které jsou zpravidla provadény specidlnimi postupy elektrického zvlak-
novani. V prubéhu elektrického zvlaknovani jsou totiz aplikovany pomérné narocné
podminky, které mohou snizovat aktivitu inkorporovanych latek. [46]

» Fyzikalni adsorpce je zprostiedkovana nevazebnymi interakcemi. Diky vy-
sokému poméru povrchu k objemu nanovldken muze byt na jejich povrch sor-
bovano zna¢né mnozstvi aktivni latky. Pii vyuziti této metody funkcionalizace
dochazi k rychlému uvolnovani latek z povrchu materidlu, coz umoznuje snad-
nou kontrolu nad kratkodobym davkovanim specifickych 1é¢iv pti specialnich
aplikacich, jako je prevence bakteridlni infekce vyskytujici se v ramci nékolika
hodin po operaci. Kromé prosté fyzikalni adsorpce latky na povrch materidlu
existuji i specidlni metody adsorpce, které umoznuji vznik unikatnich profili
uvoltiovan{ aktivnich 14tek. [46]

o Chemické vazani aktivnich latek vyzaduje pritomnost reaktivnich funkénich
skupin na povrchu nanovldkenného materidlu, aby mohlo dojit ke vzniku ko-
valentni vazby mezi funkcionalizovanym materidlem a aktivni ldtkou. Vhodné
chemické skupiny mohou byt na povrch materialu zavedeny napiiklad plazmo-
vymi modifikacemi povrchu nebo c¢astecnou hydrolyzou materialu. V TI je
chemické vazani preferovano pred fyzikdlni adsorpci, jelikoz kovalentné va-
zané molekuly nemohou z povrchu nanovlaken snadno unikat, jako je tomu
v pripadé prosté adsorpce. Na druhou stranu vsSak muze vlivem kovalentni
modifikace dochazet k castecné inaktivaci tc¢innych latek. Kovalentni vazani
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Obréazek 2.1: Funkcionalizace a uvolnovani aktivnich latek z nanovlaken priprave-
nych (A) povrchovou modifikaci, (B) zvlakiiovanim ze smési, (C) koaxidlnim zvldk-
niovanim a (D) emulznim zvlaknovanim; prevzato a upraveno podle [47]

nemusi probthat pfimo mezi povrchem materidlu a aktivni latkou, ale mu-
ze byt zprostiedkovano dalsi molekulou (tzv. ,linker”) s vhodnymi funkénimi
skupinami. [46]

Inkorporace aktivnich latek do struktury nanovldken zpravidla probiha specidl-
nimi metodami elektrického zvlaknovani, kam patii zvlaknovani ze smeési, koaxialni
zvlaknovani a emulzni zvlaknovani. Tyto postupy jsou vyvinuty za tucelem lepsiho
fizeni uvolnovani aktivnich latek v porovnani s povrchovymi tpravami, ¢ehoz je
vyuzivano u aplikaci, které vyzaduji pasobeni téchto latek po urcitou dobu. [47]

o Elektrické zvldknovani ze smési vyuziva primého rozpusténi aktivni latky
v roztoku polymeru pred samotnym procesem elektrického zvlaknovani. Bé-
hem elektrického zvlaknovani je aktivni latka enkapsulovana do struktury na-
novldken. Pro dobrou uc¢innost enkapsulace, homogenni distribuci a vhodnou
kinetiku uvolnovani latky je nezbytné, aby polymer a uc¢inna latka vykazova-
ly podobnou rozpustnost v jejich spoleéném rozpoustédle. Spatné rozpustnost
aktivnich latek v pouzitém rozpoustédle mize mit za nasledek jejich nerov-
nomérnou distribuci ve vzniklém materialu. Navic mtze dochazet k migraci
téchto latek smérem k povrchu vldken, coz muze v koneéném dusledku zptuso-
bit nezadouci rychlé poc¢ateéni uvoltiovani (tzv. ,burst realease®). [47]

o Koaxialni elektrické zvlaknovani je metoda vyzadujici specidlni expe-
rimentalni usporadani, konkrétné pritomnost tzv. koaxialnich kapilar, které
umoznuji soucasny piivod dvojice roztoku (vnitiniho a vnéjsiho) ke hrotu ka-
pilary a jejich spolecné zvlaknovani. Vnitini roztok obsahujici aktivni latky
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je v procesu koaxialniho zvlaknovani obalen polymerem, ktery byl rozpustén
ve vnéjsim roztoku. Vysledkem je ptriprava dvouvrstvych nanovlaken se struk-
turou jadro-plast. Takové usporadani zptisobuje, ze polymerni plast chrani
inkorporované latky pred vnéjsimi vlivy a zachovava tak jejich aktivitu. Uspo-
radani jadro-plast je efektivni metodou jak resit problém s rychlym poc¢atecnim
uvolnovanim. Aktivni latky tak mohou byt uvolnovany po delsi dobu ve srov-
nani se zvlaknovanim ze smési. Zménou tloustky a slozeni plasté je mozné
ovliviiovat doby diftize aktivnich latek z materialu. [47, 48]

o Emulzni elektrické zvlaknovani rovnéz umoznuje ptripravu nanovlaken se
strukturou jadro-plast. Na rozdil od koaxialniho elektrického zvlaknovani vsak
nevyzaduje specialni usporadani zvlaknovaci aparatury. Pti této metodé vét-
sinou dochazi k rozpusténi hydrofilnich aktivnich latek ve vodé a tento vodny
roztok je pridan k roztoku polymeru v nepolarnim organickém rozpoustédle,
¢imz dojde k vytvotreni emulze. Béhem zvldknovani z této emulze dochazi k za-
pouzdreni roztoku aktivnich latek do struktury vznikajicich nanovldken. Vnéj-
st polymerni vrstva opét slouzi jako bariéra pro difizi inkorporovanych latek,
a dochazi tak k delsim castim uvolnovani v porovnani se zvlaknovanim ze smeé-
si. Dalsi nespornou vyhodou emulzniho elektrického zvlaknovani je, ze metoda
nevyzaduje spolecné rozpoustédlo pro aktivni latku i polymer, jako tomu je
v pripadé zvlaknovani ze smési. Tim padem nedochazi ke kontaktu aktivnich
latek a organickych rozpoustédel, coz by jinak mohlo mit za nasledek ztra-
tu jejich funkce. Je tedy mozné spolecné zvldknit polymery a aktivni latky
s dramaticky odlisSnymi rozpustnostmi v polarnich, resp. nepolarnich rozpous-
tédlech. [47, 49]

Pro své unikatni vlastnosti popsané v kapitole 1.3.1 jsou nanovlakenné materialy
vhodnymi materidly k pripraveé kryta koznich ran. Jejich vlastnosti mohou byt dale
vylepseny funkcionalizaci pomoci biologicky aktivnich latek, které prizniveé ovlivnuji
hojeni ran. Jednou skupinou téchto aktivnich latek jsou latky s antimikrobidlnimi
ucinky zamezujici vzniku infekce v rané, ktera by jinak zhorsovala proces hojeni. Nize
jsou uvedeny priklady latek s antimikrobialnimi uc¢inky vyuzivané k funkcionalizaci
nanovldken. [50]

o Antibiotika se v klinice podavaji nejcastéji oralni cestou. Tento pristup s se-
bou nese urcité nevyhody, jako je rychla eliminace z krevniho obéhu, degradace
¢i tenkd hranice mezi 1é¢ebnou a toxickou davkou téchto latek. Proto jsou stu-
dovany moznosti topickych aplikaci antibiotik jejich inkorporaci do kryta ran.
Antobiotika, jako naptiklad gentamycin ¢i tetracyklin, byla pouzita pro funk-
cionalizaci elektrostaticky zvldknénych nanovldkennych membran za tcelem
vytvoreni aseptického prostredi v rané a také za tcelem podpory regenerace
poskozené tkané. [51]
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Ackoliv jsou antibiotika stdle velmi rozsifenou metodou lécby bakterialnich
infekei, jejich Siroké uzivani vedlo ke vzniku multirezistentnich bakterialnich
kmenti. Prestoze existuje vice typt antibiotik s rtiznymi mechanismy tcinku,
bakterie jsou schopné si vyvinout rezistence vici vSsem mechanismtim tcéinku
hlavnich skupin antibiotik. Proto jsou intenzivné studovany dalsi latky s anti-
mikrobidlnimi ucinky, které by mohly slouzit jako alternativa k antibiotiktim.
52)

Nanocastice kovu predstavuji zajimavou alternativu k antibiotikiim. Acko-
liv se v této souvislosti nejvice probiraji nanocastice stribra, dalsi kovy, jako
je zlato, méd, zinek a jim prislusné oxidy, jsou rovnéz studovany. Mechanismu
antimikrobidlniho tc¢inku kovovych nanocastic existuje vice a pri jejich aplika-
ci pravdépodobné dochazi k simultdnnimu pusobeni vice téchto mechanismi.
Vzhledem k rtiznorodosti mechanismii ti¢inku se zda byt vznik rezistence vici
pusobeni nanocastic velmi nepravdépodobny. Navzdory témto slibnym vlast-
nostem existuji urcité problémy spojené s vyuzitim kovovych nanocastic, které
brani jejich sirokému klinickému pouziti. Mechanismy antibakteridlniho tc¢inku
nejsou jesté zcela popsany. Rovnéz udaje tykajici se toxicity kovovych nano-
castic a jejich dlouhodobé interakce s lidskym organismem nejsou dostatecné.
Je tedy nutna dikladna analyza, kterd by poslouzila k vyhodnoceni biologické
bezpecnosti kovovych nanocastic. [51, 53]

Prirodni extrakty jsou dobrymi kandidaty pro prekonani omezeni spojenych
s pouzivanim antibiotik a nanocastic kovil. Siroka skala takovych pfirodnich
produktt byla pouzita pro funkcionalizaci nanovlakennych materiali. Jako
potencialni zdroje novych antimikrobialnich slouc¢enin se objevily esencidlni
oleje napriklad ze skofice, vonatky citronové ¢i maty peprné. Antimikrobial-
ni ucinky, které vykazuji esencidlni oleje, se pripisuji predevsim pritomnosti
aktivnich slozek, jako jsou terpeny, terpenoidy a dalsi aromatické a alifatické
slouceniny. [51]

Antimikrobialni peptidy jsou nizkomolekularni latky slozené z 5-100 ami-
nokyselin. Diky pfrebytku lysinu, argininu a histidinu byvaji kladné nabité.
Vétsina antimikrobialnich peptidl je amfifilni, coz jim umoznuje efektivné in-
teragovat s biologickymi membranami. Antimikrobidlni peptidy tvori nedilnou
soucast vrozeného imunitniho systému, ktery funguje jako obranny mechanis-
mus u vétsiny organismii véetné rostlin, hmyzu, bakterii, obratlovci a ¢lovéka.
Prestoze jsou znamy jiz mnoho let, jejich role v imunitni odpovédi savet by-
la zpocatku opomijena nebo nedocenéna. Tyto prirodni a syntetické peptidy
poskytuji nespecifickou obranu proti Sirokému spektru patogenti jako jsou bak-
terie, plisné a nékteré viry. Typicky jsou jejich zdrojem rostliny ¢i savci, ale
mozné je i jejich uméld chemické syntéza (viz nasledujici kapitola). [54]
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2.1.1 Lipofosfonoxiny

Synteticka antimikrobidlni peptidomimetika, tedy syntetické napodobeniny an-
timikrobialnich peptidi, predstavuji zajimavou skupinu latek, které lze vyuzit jako
alternativu k antibiotikim. Jednim z typt nebilkovinnych syntetickych antimikro-
bialnich peptidomimetik jsou lipofosfonoxiny (LPPO). LPPO vykazuji vyznamnou
antibakterialni aktivitu vudci Sirokému spektru bakterii, véetné multirezistentnich
kmenti, zatimco na eukaryotické bunky nemaji v baktericidnich koncentracich zadné
cytotoxické ucinky. LPPO piisobi prostfednictvim permeabilizace cytoplazmatické
membrany, coz nakonec vede ke ztraté jeji funkce a bunécné smrti. Prvni generace
(LPPO I) vykazovala antimikrobidlni tcinky pouze proti grampozitivnim bakteri-
fm. Druhd generace (LPPO II) vSak vykazuje antimikrobildni aktivitu vici Sirokému
spektru grampozitivnich i gramnegativnich bakterii. Vzorce zastupcti obou generaci
LPPO jsou na obrazku 2.2. [55]
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Obrazek 2.2: Strukturni vzorce zastupci prvni (LPPO I) a druhé (LPPO II) generace
lipofosfonoxint; prevzato a upraveno podle [55]

Ve studii Do Pham et al. [56] byla druha generace LPPO vyuzita pro piipra-
vu aktivnich nanovlakennych koznich kryti zalozenych na PCL. Uvolnovany LPPO
vykazoval antibakterialni tuc¢inky, aniz by dochazelo k narusSeni proliferace a dife-
renciace fibroblasti a keratinocyti. Materidl tedy vykazuje znacny potencial pro
klinické aplikace v 1é¢bé koznich poranéni. Analogicky k této studii je vyvijen ob-
dobny nanovldkenny materidl, ktery je zalozeny na PVA. Tato bakalarska prace je
soucasti vyzkumu zabyvajicitho se vyvojem tohoto materidlu.

Mechanismus uvolnovani aktivnich latek z nanovlaken muze byt popsan prede-
vsim desorpci z povrchu, difuzi skrze nanovlakna a degradaci nanovldken. Vsechny
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tfi mechanismy uvolnovani mohou piisobit soucasné a vyznamné tak ovliviiovat
kinetiku uvolnovani 1é¢iva po celou dobu uvoliovani. Vysledny profil uvolinovani
je nakonec urcen jistou rovnovahou mezi jednotlivymi mechanismy a je korelovan
s odpovidajicimi technikami funkcionalizace nanovldken a vybérem polymeru. [47]

e Desorpce je pocatecnim mechanismem uvolnovani aktivnich latek pti vlo-
zeni funkcionalizovaného materidlu do vodného prostiedi. Mechanismus neni
omezen pouze na latky prilnuté k vnéjsSimu povrchu nanovlaken, ale zahrnuje
také uvolnovani z vnitiniho povrchu nanopéri uvnitt vlaken. Desorpce vede
k relativné rychlému uvolnéni (,burst release“) navazanych latek, tudiz ten-
to mechanismus neni povazovan jako vhodny pro fizené uvoliiovani aktivnich
latek z materidlu. [47]

o Diftize aktivnich latek skrze kanalky a péry nanovlaken je mechanismus zavis-
Iy na koncentrac¢nim gradientu mezi prosttedim uvnitt nanovlaken a vnéjsim
prostiedim, mite difuzivity aktivnich latek v rdmci polymerni matrice a na ces-
te diftze. P1i pouziti zvlaknovani ze smési je rychlost diftze zavisla predevsim
na koncentra¢nim gradientu mezi polymerni matrici a vnéjsim prostiedim, coz
opét vede k rychlému pocatecnimu uvolnovani. Tento jev lze zmirnit vytvore-
nim bariérové vrstvy mezi aktivnimi latkami a vnéjsi vodnou fazi, pouzitim
specialnich postupt, jako je koaxidlni ¢i emulzni elektrické zvlaknovani. Pri
takovém usporadani je mozné dosdhnout témér konstantniho koncentracniho
gradientu, pokud je rychlost prenosu pres bariéru dostatecné nizka ve srovnani
s mnozstvim aktivnich latek a rychlosti jejich uvoliiovani mimo bariéru. Je tak
mozné dosdhnout témér konstantnich rychlosti uvolnovani. Ke zvyseni doby
uvolnovani dochézi i prodlouzenim diftznich cest. [47, 57]

o Degradace nanovlaken vyznamné ovliviiuje rychlosti uvolnovani aktivnich 1a-
tek, a to bez ohledu na zvoleném zpiisobu pripravy téchto nanovlaken. U vét-
siny nerozlozitelnych polymert je rychlost uvolnovani spjata pouze difuzni
vzdalenosti pres polymer nebo pres pory zpusobené sorpci vody. Pii pouzi-
ti biodegradabilnich polymerii vSsak mohou byt aktivni latky uvolnovany do
okolniho prostiedi prostiednictvim prostort vytvorenych degradaci vlaken. To
je vyraznéjsi u rychle degradujicich polymert. [47]

Rychlost uvoliiovani aktivnich latek neni zavisla pouze na vybéru polymeru a zpi-
sobu pripravy funkcionalizovaného nanovlakenného materidlu. Znacny vliv mohou
mit rovnéz charakteristiky pouzitych aktivnich latek, jako je naptiklad jejich mole-
kulova hmotnost nebo typ a sila interakei vznikajicich mezi polymerem a aktivnimi
latkami. [58]
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Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.4.3, zasadni vyhoda pouziti ve vodé rozpust-
nych polymert k pripravé funkcionalizovanych nanovlakennych scaffoldt pro T1 tkvi
v moznosti pripravy nanovlaken z vodnych roztoki, ve kterych pouzité aktivni latky
neztraceji své biologické funkce. Na druhou stranu, scaffoldy ptripravené z vodoroz-
pustnych polymert vykazuji nizkou stabilitu ve vodnych prosttedich, a je proto
nutné takové scaffoldy stabilizovat pomoci nékteré z dostupnych metod. Stabilizace
zpravidla vyvolava sitovani polymeru, které snizuje rychlost rozpousténi vysledného
materidlu. Dodatecné sitovani vSak muze mit negativni vliv na aktivitu inkorporova-
nych latek ¢i zplisobovat cytotoxicitu samotného materidlu. Kromé rozpustnosti je
mozné sifovanim ovliviiovat dalsi vlastnosti scaffoldi, jako jsou napriklad rychlosti
degradace nebo mechanické vlastnosti. Zpravidla se metody stabilizace déli do dvou
zékladnich skupin, a sice na chemické metody a fyzikalni metody. [59, 60]

Chemické metody stabilizace vyuzivaji chemickych latek, tzv. sitovacich ¢inidel.
Sitovaci ¢inidla typicky reaguji primo s vhodnymi funkénimi skupinami ve struktute
polymeru, ¢imz vznikaji kovalentni vazby mezi sifovacim c¢inidlem a polymerem.
Dochézi tak k propojeni jednotlivych fetézcti polymeru. Aby k propojeni fetézct
mohlo dojit, polymer i sifovaci ¢inidlo museji obsahovat vhodné reaktivni skupiny.
Sitovaci cinidla se timto procesem integruji do struktury vysledného materialu.
Jako sitovaci ¢inidla se zpravidla vyuzivaji bifunkéni aldehydy, isokyanaty nebo
nékteré epoxidy. Velmi hojné vyuzivanym sitovacim ¢inidlem je glutaraldehyd. [60]

Sifovaci ¢inidla se vSak nemusi vzdy zabudovavat do struktury stabilizovaného
materidlu. Mohou také fungovat jako katalyzator chemické reakce, pri které dochazi
k ptimému propojeni fetézct vznikem kovalentnich vazeb mezi vhodnymi funkénimi
skupinami ve struktufe polymeru [60]. Prikladem takové stabilizace je kysele
katalyzovany vznik etherovych mistki mezi fetézci PVA, s cilem snizit rozpustnost
polymeru ve vodé [61].

Dalsi metodou je tzv. fotochemické sitovani. V tomto procesu je kovalentni
sitovani iniciovano ptisobenim elektromagnetického zareni z viditelné ¢asti spektra,
pripadné pomoci ultrafialového zareni. Metoda vyzaduje pouziti specidlnich foto-
senzitivnich sifovacich ¢inidel. [62]
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Chemické metody stabilizace nemuseji nutné vést ke vzniku novych kovalentnich
vazeb, ale mohou materidl stabilizovat prostrednictvim nevazebnych interakci.
Prikladem takového sifovani je stabilizace PVA nanovlaken pomoci methanolu,
ktery zvysuje soudrznost fetézci PVA tvorbou vodikovych mustki a dalsich
mezimolekuldrnich sil. [63]

V pripadé chemického sifovani scaffoldti pro TI nastava problém v tom, Zze pou-
zita sifovaci ¢inidla byvaji casto toxicka. Predstavuji tedy zdravotni riziko a mohou
snizovat biokompatibilitu vysledného scaffoldu. [60]

Fyzikalni metody stabilizace mohou k vyvolani sifovani polymeru vyuzivat
elektromagnetické zareni, svazku elektront s vysokou energii ¢i ptisobeni plazmy.
Mezi fyzikalni metody se radi také metody tepelné stabilizace, pti kterych je sifovani
vyvolano nizkymi nebo naopak vysokymi teplotami. Hlavni vyhodou fyzikalnich
metod sitovani polymeru je, ze nevyzaduji pridavani potencidlné toxickych latek
do vysledného materidlu. To je obzvlast dulezité pri pripravé scaffoldu pro TI, kdy
pri pouziti fyzikalnich metod stabilizace zpravidla nedochazi ke vzniku zdravotniho
rizika. Na druhou stranu vsak fyzikdlni metody obecné vedou k nizsimu stupni
sitovani, nez je tomu v pripadé metod chemickych. [60]

V pripadé elektromagnetického zareni je pouzivano vysokoenergetické zareni
gama [60]. Vyhodou této metody je, Ze souCasné se sitovanim miuze dochézet
také ke sterilizaci vysledného materidlu. Naopak aplikaci gama zareni dochazi
k velké energetické zatézi materidlu, coz muze zpusobit tepelné poskozeni polymeru
a pripadnych inkorporovanych aktivnich latek. Kromé elektromagnetického zafeni
je mozné sitovani vyvolat také pusobenim urychleného svazku elektronu s vysokou
energii nebo pisobenim plazmy. [60, 64]

Sifovani polymerii mize byt vyvolano také plisobenim nizkych, nebo naopak
vysokych teplot. Metoda ,freeze-thaw® vyuziva opakovaného zmrazeni materialu
ochlazenim pod teplotu 0 °C a nasledného rozmrazeni pri teplotach nad 0 °C. Ve-
dle vlastnosti pouzitého polymeru zavisi mira sifovani na faktorech, jako je délka
zmrazovaci, resp. rozmrazovaci faze, pouzité teploty pro obé faze cyklu nebo pocet
jednotlivych cykli zmrazeni a rozmrazeni [65]. Dehydrotermalni stabilizace naopak
vyuziva dlouhodobého ptisobeni (typicky v fadu dni) zvysené teploty (nad 100 °C)
za velmi nizkych tlaka (pod 100 mTorr), ¢imz je usnadnéno odpatrovani zbytkového
rozpoustédla ze struktury polymeru a je podporovan vznik nevazebnych interakeci
mezi Tetézci polymeru [60].
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3.2.1 Tepelna stabilizace piusobenim vysokych teplot

Tepelnd stabilizace pusobenim vysokych teplot (HT, ,heat treatment®) je jednou
z fyzikélnich metod stabilizace polymerti. V porovnani s dehydrotermalni stabilizaci
je HT zpravidla provddéna pri vyssich tlacich a po kratsi dobu (typicky v fadu
jednotek hodin) [63, 66]. Zah¥ivini materidli zalozenych na PVA nad teplotou
skelného prechodu PVA (85 °C) vede k jejich stabilizaci. To je spojené se zvySenim
obsahu krystalické faze v materidlu a dalsimi pripadnymi zménami ve struktute
PVA, ke kterym dochézi v disledku ptisobeni vysokych teplot pii HT [66, 67].

Wong, Zinke-Allmang a Wan [66] stabilizovali nanovldkna z PVA za snizeného
tlaku (10 Torr) pii teplotach 85, 110, 135 a 160 °C po dobu 4 h. Analyza obsahu
krystalické faze prokazala, ze se krystalinita PVA zvysovala s rostouci teplotou
stabilizace z 57 % pro nestabilizovany vzorek az na 81 % pro vzorek stabilizovany
pri 160 °C. Vzrostla také velikost krystalitii z 3,5 nm u nestabilizovaného vzorku
az na 6,9 nm pro vzorek stabilizovany pri 160 °C. S vyssi teplotou stabilizace
rostla také stabilita vlaken ve vodé pri pokojové teploté. Zatimco u materiali
stabilizovanych pri 85 a 110 °C doslo k ¢astecnému rozpusténi uz po 1 dni, materialy
stabilizované pri 135 a 160 °C vykazaly stabilitu ve vodé pfi pokojové teploté az
po dobu 30 dni. O nizsi stabilité vzorki stabilizovanych pii teplotach 85 a 110 °C
svedci také fakt, ze po 1 dni ve vodé doslo k zna¢nému poklesu primért vldken
a také snizeni hmotnosti o 67 % u vzorku stabilizovaného pti 85 °C a o 50 %
u vzorku stabilizovaného pti 110 °C. U vzorkua stabilizovanych pti 135 a 160 °C
nebyl pokles primérta vlaken ani pokles hmotnosti pozorovan. Tepelné stabilizace
pri 135 °C po dobu 4 h rovnéz zvysila modul pruznosti materidlu o 80 % v porovnani
s nestabilizovanym materialem.

Miraftab, Saifullah a Cay [63] stabilizovali nanovldkna z PVA pfi teplotach 150
a 180 °C po dobu 30 min a 1, 4 a 8 h. Vysledky provedenych analyz prokéazaly
zvyseni stability materiali ve vodé po HT. Vétsi nartst stability byl pozorovan jak
s vysSimi teplotami, tak s delsimi casy stabilizace. ZvysSenou stabilitu materialy
vykézaly ve vodé pokojové teploty i ve vrouci vodé. Prodlouzeni doby stabilizace
bylo také spojené s narustem krystalinity PVA, a to z 46 % pro vzorek stabilizovany
po dobu 30 min az na 54 % pro vzorek stabilizovany po dobu 8 h, v obou piipadech
pri teploté 180 °C

S rostouci teplotou se zvysuje mobilita fetézcli polymeru, coz usnadnuje tvorbu
krystalické faze polymeru. Krystalické oblasti slouzi jako zdroj silného fyzikalniho
sitovani, které udrzuje strukturu materialu ve vodném prostredi. Krystalicka faze je
udrzovana vodikovymi mustky vznikajicimi mezi hydroxylovymi skupinami fetézct
PVA (viz obrazek 3.1). Stabilita materidlu z PVA ve vodném prostiedi tak muze
byt modifikovana vhodnym vybérem teploty a doby HT. [63]
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Obrézek 3.1: Vodikové mustky vznikajici mezi fetézci PVA

Song et al. [68], ktefi zahtivali folie z PVA pri teplotach 50, 80, 100, 120
a 130 °C po dobu 2 h, ve své studii uvadéji, ze s rostouci teplotou HT nartista
sila mezimolekulovych interakci mezi fetézci PVA zprostiedkovanych vodikovymi
mustky. Priprava materialit z PVA zpravidla probihéd z vodného roztoku polymeru.
Ackoliv se v procesu pripravy vysledného materialu vétsinova cést rozpoustédla
odpari, zustdvaji ve struktufe materidlu urcité zbytkové molekuly vody. Tyto
molekuly vody interaguji se segmenty PVA prostiednictvim vodikovych mustk.
Vlivem HT se redukuje pocet segmenti PVA s vysokym stupném hydratace,
coz umoznuje vznik interakci pifimo mezi fetézci polymeru. Odpareni zbytkovych
molekul vody vede také ke snizeni volného objemu. Zminéné procesy zpusobuji, ze
pii nasledném vlozeni stabilizovanych folii z PVA do vodného prostredi dochézi
k nizsi absorpci rozpoustédla a snizuje se jejich rozpustnost.

Kromé rastu krystalinity dochézi pti tepelné stabilizaci také k dehydratacni re-
akci. P1i této reakci dochazi k eliminaci hydroxylovych skupin z retézci PVA za od-
stépovani molekul vody a vznika konjugovany systém dvojnych vazeb. Tento proces
je doprovazen zménou zbarveni materialu z bilé pres zlutou do tmavé oranzové az
hnédé [69]. Vznik konjugovanych dvojnych vazeb rovnéz vede ke snizeni rozpust-
nosti vysledného materialu. Proces eliminace vody z PVA je s rostoucimi teplotami
stabilizace vice znatelny [61].
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Tabulka 4.1: Seznam pouzitych chemikélii

Chemikalie

|

Firma

Zvlaknovaci roztoky

PVA Mowiol: 125 000 g/mol,
stupen hydrolyzy 98-98,8 %

Merck, Némecko

Lipofosfonoxin DR6180 (LPPO)

Ustav organické chemie a biochemie AV CR

Destilovana voda pro HPLC (dH,0)

VWR International

Ethanol 96 % (CoH5OH)

Penta, Ceské republika

Fosfatovy pufr (PBS) s 0,02% azidem sodnym

Chlorid sodny (NaCl)

Analytika Praha, s.r.o., Ceské republika

Chlorid draselny (KCI)

Analytika Praha, s.r.o., Ceské republika

Hydrogenfosforecnan disodny

dodekahydrat (NasHPO, - 12H,0)

Analytika Praha, s.r.o., Ceské republika

Dihydrogenfosforecnan draselny

(KH,PO,)

Analytika Praha, s.r.o., Ceské republika

Azid sodny (NaN3)

Merck, Némecko

Kyselina chlorovodikova (HCI)

Penta, Ceska republika

pH standardy 4.01; 7.00; 10.01

Hamilton Bonaduz AG, Svycarsko

Barveni pro spektrofotometrii

Kyselina trihydrogenborita (H3BO3)

Merck, Némecko

J6d (1)

Lachema, Ceska republika

Jodid draselny (KI)

Lachema, Ceska republika
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Tabulka 4.2: Seznam pouzitych roztoki

Roztok Slozeni
dH,O 1800 ml
NaCl 16 g
KCl 04¢g
;;Zﬁ;;]i? 5006825101) NagHPO, - 12H,0 7.26 g
KHQPO4 0,48 g
NaNj 04¢g
Upravit pH roztoku pomoci HCI na hodnotu 7.,4.
Poté doplnit objem vodou do 2000 ml a
prefiltrovat jej pres filtracni papir.
Zvlaknovaci roztok dP}}Z % 51;(1) §
10% PVA (100 g) L. Om 9 g
Zvlaknovaci roztok 5};/ % 3152§
10% PVA + 5% LPPO 2 ) B
5% LPPO 5g
LPPO 0,25 g
5% LPPO (5 g) dIL,0 175 g
Roztok HgBOg dHQO 1000 ml
40 g/1 (1000 ml) H3BO; 40 g
Roztok I, + KI dH,O 1000 ml
(1000 ml) Lo 12.7¢
KI 25 ¢g
Barveni PVA pro dH,O 45 pl
spektrofotometrii pii H3BO; (40 g/1) 187,5 pl
10x fedéni (jedna jamka I, + KI 37,5 pl
mikrotitrac¢ni desticky) Vzorek PVA 5 pl
Barveni PVA pro dH,O 47,5 pl
spektrofotometrii pti H3BO3 (40 g/1) 187,5 ul
20x Tedéni (jedna jamka I, + KI 37,5 ul
mikrotitracni desticky) Vzorek PVA 2,5 pl

Tabulka 4.3: Seznam pouzitych ptistroji a programi

Pristroje a programy Vyrobce
Nanospider”™ NS 1WS500U Elmarco
Skenovaci elektronovy mikroskop Vega 3 TESCAN
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Laboratorni vahy

PA224C

OHAUS Corporation

Laboratorni inkubator

Q-cell 140/40
Basic

POL-LAB

pH metr

FiveEasy Plus

Mettler-Toledo

Pristroj pro nanaseni tenké vrstvy zlata

Quorum Q150R
S Plus

Quorum Technologies

Lednice LCv 4010 Liebherr

Spektrofotometr Spark Tecan

DSC pristroj DSC 1/700 Mettler Toledo
Dionex UltiMate L

Chromatograf 3000 HPLC Thermo Scientific

Chromatograficka kolona

Supertex 200 In-
crease

GE Healthcare

Infracerveny spektroskop
s Fourierovou transformaci

Nicolet 1210

Thermo Fisher Scien-
tific

Laboratorni susarna

TCF 120 Plus

Chromservis

Software pro analyzu obrazi

ImageJ

Fiji Contributors

Software pro tvorbu grafi, tabulek

Microsoft Office
Standart 2016

Microsoft Corporation

GraphPad
Prism 8.0.1

GraphPad Software

Software pro tvorbu chemickych
vzorcl a rovnic

ChemDraw JS

PerkinElmer

Nasledujici podkapitoly obsahuji podrobny popis metod a postupt pouzitych
pro pripravu, tepelnou stabilizaci a naslednou analyzu funkcionalizovanych nanovla-
kennych materialti zalozenych na polyvinylalkoholu. Pokud se v néasledujicim textu
vyskytuje procentualni vyjadreni obsahu urcité latky v roztoku, vzdy se jedna o pro-
centa hmotnostni (hm%).

4.3.1 Priprava nanovlakennych materiali
Priprava materiali zahrnovala pfipravu polymernich roztokii pro zvlaknovani
a samotny proces elektrostatického zvlaknovani.

Ptiprava roztokt pro zvlaknovani

Ke zvlaknovani byly pripraveny dva polymerni roztoky. Jeden slouzil pro
pripravu nanovldkenného materidlu z polyvinylakoholu (PVA), druhy pro ptipravu
nanovlakenného materidlu z PVA s obsahem lipofosfonoxinu DR6180 (LPPO).
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Pouziti 10% roztoku PVA v rozpoustédlovém systému voda : ethanol pro
pripravu nanovlakenného materialu bylo zvoleno na zakladé studie Koprivové et
al. [59] s tim rozdilem, ze rozpoustédlovy systém voda : ethanol byl upraven na
hmotnostni pomér 9 : 1. Priprava 100 g takového roztoku probihala nasledovné:
k 10 g PVA bylo pfidéno 81 g dH5O (odpovida 81 ml) a 9 g ethanolu (odpovida
11,41 ml). Vznikly roztok byl zahtivan pii 90 °C az do tplného rozpusténi polymeru
(cca. 4 az 6 hodin). Po rozpusténi polymeru byl roztok skladovan pri pokojové
teploté (RT, ,room tempereture®) az do pouziti.

Pro ptipravu nanovldkenného materialu z PVA s 5% obsahem LPPO v susiné by-
lo pripraveno 50 g 10% roztoku PVA s obsahem LPPO ve stejném rozpoustédlovém
systému voda : ethanol (9 : 1). Nejprve byl pripraven primarni roztok rozpusténim
5 g PVA v 31,25 g dH,0O (odpovida 31,25 ml) a 4 g ethanolu (odpovida 5,07 ml) pfi
90 °C. Po zchladnuti na pokojovou teplotu bylo k primarnimu roztoku pridano 5 g
5% roztoku LPPO, ktery vznikl rozpusténim 0,25 g LPPO v 4,75 g dH20 (odpovi-
dé& 4,75 ml). Takto byl pfipraven findlni roztok pro zvldkinovani, ktery byl opét do
pouziti skladovan pri RT.

Stejnosmérné elektrické zvlaknovani

Zvlaknovani bylo provadéno Ing. Maximem Lisnenkem z Katedry chemie
FP TUL. Nanovldkenné materidly byly pripraveny stejnosmérnym elektrickym
zvldkiiovdnim na pifstroji Nanospider’™. Vyslednd nanovldkennd vrstva byla
pripravena tak, ze zvldknovani na dany podkladovy material (tzv. spunbond)
bylo provedeno celkem dvakrat. Tedy po skonceni jednoho cyklu zvlaknovani
byl spunbond navinut zpét a nechan projet zvlaknovaci aparaturou jesté jednou.
Pouzité procesni parametry a podminky, za kterych zvlaknovani probihalo, jsou
shrnuty v tabulce 4.4 pro nanovlakna bez obsahu LPPO a v tabulce 4.5 pro
nanovlakna s obsahem LPPO.

Tabulka 4.4: Parametry pro pripravu nanovlakenného materialu z PVA

Parametr Hodnota
Elektrické napéti elektrod [kV] nggi??i;fjﬁgga) 3?;3 0
Vzdalenost elektrod [mm] 175-180
Privlak [mm] 0,7
Odtah textilie [mm /min] 7-13
Odtah struny 30
Rychlost cartrige (ddvkovani) [mm/sec] 290-335
Teplota [°C] 20,8-22
Vlhkost [%] 20-22,4
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Tabulka 4.5: Parametry pro pripravu nanovldkenného materidlu z PVA s obsahem
LPPO

Parametr Hodnota
Elektrické napéti elektrod [kV] szfé‘;g ?ilol(esﬁ‘;f)a) 4180
Vzdélenost elektrod [mm] 161
Pravlak [mm] 0,7
Odtah textilie [mm/min] 10
Odtah struny 14
Rychlost cartrige (ddvkovani) [mm /sec] 350
Teplota [°C] 21
Vlhkost [%] 22

4.3.2 Tepelna stabilizace nanovlakennych materiala

Ze zvlaknénych materiala byly pripraveny vzorky urc¢ené pro tepelnou stabilizaci
pusobenim vysokych teplot (HT). Nanovlakennd vrstva byla nejprve oddélena od
vrstvy podkladové a z nanovlakenné vrstvy byl vzdy odsttizen vzorek tak, aby vazil
presné asi 10 mg. Pro kazdou teplotu a kazdy cas stabilizace bylo nutné pripravit
celkem 5 vzorkt pro jednotlivé analyzy — 1 spoleény pro analyzu morfologie a pro
infracervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci (FTIR), 1 pro diferencialni
skenovaci kalorimetrii (DSC) a 3 pro analyzu rozpustnosti materialu a uvoliiovani
aktivni latky pomoci spektrofotometrie. Pripravené vzorky byly preneseny do skle-
nénych Petriho misek. Petriho misky se vzorky byly nasledné vlozeny do laboratorni
susarny vytemperované na prislusnou teplotu HT. Pro HT byly zvoleny teploty 90,
120, 150 a 180 °C a casy 1, 4, 8 a 16 hodin. Po stabilizaci byly vzorky do prislusné
analyzy uchovavany pri RT.

4.3.3 Analyza morfologie materiali pomoci elektronové mikro-
skopie

Vliv tepelné stabilizace na morfologii material byl analyzovan pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie (SEM). Jednotlivé materidly byly prozkouméany pii rtiznych
zvétsenich (500, 1000x, 3000%, 5000x a 10000x ). Urychlovaci napéti bylo nasta-
veno na hodnotu 15 kV. Vzorky pro elektronovou mikroskopii byly ptripraveny tak,
ze na kovovy tercik pokryty oboustrannou lepici paskou byly nalepeny malé tstiizky
prislusnych materiali. Pro kazdy material byly nalepeny celkem dva ustrizky repre-
zentujici obé strany materialu. Vzorky pro standardni SEM museji byt vodivé. Proto
byla na terciky s pripravenymi vzorky nanasena po dobu 2 minut tenka vodiva vrst-
va zlata pomoci pristroje Quorum Q150R S Plus. Pro kazdy material bylo potizeno
alespont pét snimki pii zvétseni 5000x, které reprezentovaly obé strany materialu.
Pomoci programu Image J byl zméren prameér 100 vlaken pro kazdy stabilizovany
material a primeér 300 vlaken pro oba nestabilizované materialy. Méfeni probihalo
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tak, zZe podél zvolené uhlopricky byl zméfen pruamér prvnich 20 (resp. prvnich 60)
vlaken v kazdém snimku pri zvétseni 5000 x. Ziskand data byla zpracovana do his-
togramu s pouzitim programu GraphPad Prism 8.0.1 a morfologie daného materialu
je reprezentovana jako stfedni prumér vldken + smérodatnd odchylka (SD).

4.3.4 Analyza rozpustnosti PVA a uvoliiovani aktivni latky po-
moci spektrofotometrie

Vliv tepelné stabilizace na rozpustnost nanovlaken z PVA a na rychlost uvol-
novani LPPO z materialu byl analyzovan pomoci spektrofotometrie. Nejprve byly
pripraveny vzorky, které nasledné slouzily k samotné analyze.

Ptiprava vzorki

Pro kazdou teplotu a kazdy c¢as stabilizace byly pripraveny celkem 3 vzorky sta-
bilizovanych materiéla, kazdy o vaze 10 + 0,2 mg (vazeno pred tepelnou stabilizaci).
Obdobné byly pripraveny 3 vzorky obou nestabilizovanych materialt, které slouzily
jako prislusna negativni kontrola. Kazdy vzorek byl vlozen do vlastni mikrozkumav-
ky o objemu 2 ml a ke kazdému vzorku byl pfiddn 1 ml PBS s 0,02% azidem sodnym.
Takto pripravené vzorky byly inkubovany pti 37 °C. Odbér alikvotnich vzorki pro
analyzu koncentrace rozpusténého PVA byl provadén po 1, 2, 4, 6, 8, 24, 72 a 168 h.
Odbéry probihaly tak, ze ve stanoveny cas bylo z kazdé mikrozkumavky odebrano
vzdy 200 pl roztoku a preneseno do dalsi mikrozkumavky o objemu 0,5 ml. Ode-
brany objem roztoku byl pokazdé nahrazen stejnym objemem (200 pl) PBS s 0,02%
azidem sodnym. Odebrané alikvotni vzorky byly ihned po odbéru zamrazeny prti
teploté —20 °C a takto byly skladovany az do prislusné analyzy.

Analyza rozpustnosti PVA

Stanoveni koncentrace PVA v odebranych alikvotnich vzorcich pomoci spektro-
fotometrie bylo provadéno podle metody Prochéazkové et al. [70], kterd je zalozend
na praci Pritcharda a Akintoly [71]. Principem této metody je vznik barevného
komplexu PVA s jodem v prostiedi kyseliny borité. Podle Pritcharda a Akintoly
[71] kyselina borita reaguje s hydroxylovymi skupinami PVA za vzniku cyklickych
estert, které snizuji flexibilitu retézce polymeru a umoznuji tak vznik barevnych
komplext se strukturou podobnou komplexu amylozy s jodem. Po vzniku modroze-
leného komplexu je mérena absorbance svétla o vinové délce 630 nm.

Vzhledem k tomu, ze analyzované vzorky mély vysokou koncentraci PVA,
bylo nutné zavést desetinasobné tedéni, které bylo zvoleno na zakladé diplomové
prace Ing. Maxima Lisnenka [72]. Nejprve bylo nutné zjistit zavislost absorbance
viditelného zareni o vlnové délce 630 nm na koncentraci PVA v roztoku, tedy
sestrojit kalibra¢ni kfivku s fedénim 10X (viz obrézek 4.1). Za timto tcelem byla
pripravena kalibra¢ni rada PVA s roztoky o koncentracich 0; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5;
1; 2; 3; 4 a 5 mg/ml. Roztok s koncentraci 0 mg/ml, tzv. slepy vzorek, je pouze
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Kalibraéni kfivka PVA (10x Fedé&ni)
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e ¥ =0,6388x +0,0359
1 R2=0,9822
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0,5
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Koncentrace PVA [mg/ml]

Obrazek 4.1: Kalibra¢ni kiivka PVA pro 10ndsobné fedéni (zavislost absorbance pfi
630 nm na koncentraci PVA v mg/ml)

destilovana voda. Kazdy roztok kalibra¢ni fady byl méren v tripletu. Za tcelem
vytvoreni barevného komplexu bylo do jamek mikrotitrac¢ni desticky (96 jamek)
napipetovano vzdy 37,5 ul roztoku Iy + KI a 187,5 ul roztoku H3BO3 (40 g/l).
Déle bylo pridano vzdy 45 ul destilované vody a 5 ul méreného vzorku, ¢imz se
docililo 10nasobného fedéni vzorku. Po dukladném promichéni (propipetovani) byla
meérena absorbance pri 630 nm.

Nékteré vzorky byly i pri 10ndsobném fedéni piilis koncentrované (doslo
k pfili§ intenzivnimu zabarveni vniklého komplexu) a hodnoty absorbance byly nad
detekénim limitem pfistroje. Pro tyto vzorky bylo nutné pouzit 20nasobné fedéni.
V takovém piipadé byla sestrojena kalibraéni kiivka s fedénim 20x (viz obrézek
4.2), ve které byly pouzity kalibra¢ni roztoky o koncentracich 0; 0,05; 0,1; 0,25;
0,5; 1; 2; 3; 4; 5 a 10 mg/ml. Stejné jako v predchozim pripadé byl kazdy roztok
kalibrac¢ni fady méren v tripletu. Pro ptripravu barevného komplexu bylo do jamek
mikrotitraéni desticky napipetovano 37,5 ul roztoku I, + KI a 187,5 ul roztoku
H3BO3 (40 g/l), ke kterym bylo pfiddno vzdy 47,5 pl dH,O a 2,5 pl méfeného
vzorku, ¢imz bylo zajisténo fedéni 20x. Po dikladném promichéni (propipetovani)
byla métena absorbance pti 630 nm.

Pro kazdy roztok kalibra¢ni fady byly naméreny tii hodnoty absorbance, ze kte-
rych byl vypocten jejich primér. Od kazdé primérné hodnoty byl nasledné odecten
prumeér absorbance slepého vzorku. Takto vypoctené hodnoty absorbance byly po-
uzity k sestrojeni kalibrac¢ni kt¥ivky. Pti analyze samotnych materialii byl od kazdé
nameérené absorbance prislusného vzorku opét odecten priumeér absorbance slepého
vzorku. 7 takto upravenych hodnot absorbance byla s pouzitim regresni rovnice
prislusné kalibracni kiivky vypoctena koncentrace PVA v analyzovaném alikvot-
nim vzorku. Z koncentrace byla dale vypoctena kumulativni hmotnost rozpusté-
ného PVA vztazena na cely objem (1 ml) pufru s prislusnym materidlem. Jelikoz
pro kazdy material byly pripraveny celkem tri vzorky, byla z hmotnosti pro vzorky
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Obréazek 4.2: Kalibra¢ni kivka PVA pro 20nasobné fedéni (zavislost absorbance pri
630 nm na koncentraci PVA v mg/ml)

s odpovidajicimi podminkami stabilizace vypoctena prumérna hodnota hmotnosti
uvolnéného PVA v case odbéru a urcena smérodatnd odchylka. V programu Gra-
phPad Prism 8.0.1 byly sestrojeny grafy znazornujici hmotnost rozpusténého PVA
v zavislosti na dobé uvolnovéani.

Analyza uvoliiovani LPPO

Molekuly lipofosfonoxinu DR6180 pouzitého v této praci absorbuji ultrafialové
zéatreni o vinové délce 260 nm (viz prilohy, obrazek 5.30). Diky tomu je mozné stano-
vit koncentraci LPPO v roztoku pomoci spektrofotometrie. Nejprve byla sestrojena
kalibra¢ni krivka (viz obrazek 4.3), pro kterou byly pripraveny kalibraéni roztoky
o koncentracich 0, 50, 100, 200, 300, 500, 700 a 1000 pg/ml. Roztok s koncent-
raci 0 pg/ml je pouze destilovand voda. Kazdy roztok kalibracni fady byl méren
v tripletu. Pro méfeni bylo do mikrotitracni desticky (96 jamek) transparentni pro
ultrafialové zateni napipetovano vzdy 100 ul prislusného méreného vzorku a nasled-
né byla zméfena absorbance pti 260 nm.

Kalibracni kfivka byla sestrojena stejnym zptisobem jako v pripadé kalibrac¢ni
krivky pro analyzu rozpousténi PVA. Vzhledem k tomu, Ze pro analyzu uvolnovani
LPPO byly pouzity stejné vzorky jako pro analyzu rozpustnosti PVA, obsahovaly
métené vzorky kromé LPPO také PVA. Jelikoz ma polyvinylakohol slaby absorpéni
péas v oblasti 260 nm (viz prilohy, obrazek 5.29), bylo nutné od naméfené absorban-
ce pro jednotlivé vzorky odecist kromé absorbance vody také absorbanci prislusejici
pritomnému PVA. Za timto ucelem byla sestrojena kalibrac¢ni kiivka popisujici za-
vislost absorbance ultrafialového zareni o vlnové délce 260 nm na koncentraci PVA
(viz obrazek 4.4). Vzhledem k tomu, ze PVA v této oblasti absorbuje pouze slabé,
byly pouzity kalibra¢ni roztoky s vyssimi koncentrancemi, nez tomu bylo v ptipadé
kalibra¢ni fady pro absorpci pti 630 nm. Pouzity byly kalibra¢ni roztoky o koncent-
racich 10, 20, 40, 50, 60, 80 a 100 mg/ml. Kazdy roztok byl méren v tripletu a kalib-
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Obrazek 4.3: Kalibra¢ni kivka LPPO (zavislost absorbance pti 260 nm na koncen-
traci LPPO v pug/l)

racni krivka byla sestrojena stejné jako v predchozich pripadech. Absorbance vody
pri 260 nm byla jiz zndma ze stanoveni kalibrac¢ni kiivky pro LPPO. Koncentrace
PVA v kazdém méfreném vzorku byla znama z provedené analyzy rozpustnosti PVA.
Od celkové nameérené absorbance prislusného vzorku byla vzdy odectena absorbance
vody a absorbance pritomného PVA. Z takto upravenych hodnot absorbance byla
pomoci regresni rovnice prislusné kalibrac¢ni krivky vypoctena nejprve koncentrace
LPPO v analyzovaném vzorku a nasledné také kumulativni hmotnost uvolnéného
LPPO vztazend na cely objem (1 ml) pufru s prislusnym materidlem. Z hmotnos-
ti pro vzorky s odpovidajicimi podminkami stabilizace byla vypoctena priamérna
hodnota hmotnosti uvolnéného LPPO v ¢ase odbéru a urcena smérodatna odchyl-
ka. V programu GraphPad Prism 8.0.1 byly sestrojeny grafy znazornujici hmotnost
uvolnéného LPPO v zavislosti na dobé uvolnovani.
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Obrézek 4.4: Kalibracéni kiivka PVA pro UV oblast (zavislost absorbance pri 260 nm
na koncentraci PVA v mg/ml)
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4.3.5 Analyza chemickych a strukturnich zmén material pomoci
infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci

Principem infracervené spektroskopie je absorpce infracerveného zareni pri
pruchodu analyzovanym vzorkem. Pti absorpci infracerveného zareni dochazi ke
zménam rotacnich a vibracnich stavi molekul, které jsou spojeny se zménou
dipélového momentu molekul. Rozsifenim této metody je infracervena spektrosko-
pie s Fourierovou transformaci (FTIR). V této metodé je méfen interferogram
modulovaného svazku zareni po prichodu vzorkem. Klasické infracervené spektrum,
udavajici zavislost absorbované nebo transmitované (proslé) energie na vinové délce
(resp. vlnoctu) dopadajictho zafeni, se ziskd metodou Fourierovy transformace.
Infracervené spektrum je jedinecné pro danou latku. Navic urcité funkéni skupiny
absorbuji v riznych molekulach v podobné oblasti, coz umoznuje ve spektru latky
rozeznat i tyto funkéni skupiny.

Analyza byla provadéna Ing. Janou Miillerovou, Ph.D.,; na Oddéleni nanochemie
CXI TUL. Postupné byly analyzovany vsechny vzorky umisténim na diamantovy
krystal ATR (attenuated total reflection) a promérenim spektra v rozsahu vlnoctu
400-4000 cm~! pii RT. Ziskand spektra byla sestavena tak, aby bylo mozné na
daném obréazku sledovat vliv riznych cast stabilizace na material pri vybrané teploté
a na jiném obrazku sledovat naopak vliv riiznych teplot stabilizace na material pti
vybrané dobé stabilizace. Do kazdé skupiny spekter bylo zahrnuto také spektrum
nestabilizovaného materialu slouzici jako negativni kontrola.

4.3.6 Analyza krystalinity material pomoci diferencialni skeno-
vaci kalorimetrie

Diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC) je velmi rozsifenou metodou slouzici
k analyze tepelnych vlastnosti materiali. Princip metody spoc¢iva v soucasném
ohtivani (pfipadné ochlazovani) referenéniho a testovaného vzorku konstantni rych-
losti a méreni rozdili mezi mnozstvim tepla dodaném testovanému a referenénimu
vzorku, které je potifebné k udrzeni izotermnich podminek mezi obéma vzorky. Ze
ziskaného pribéhu DSC kiivky polymeru je mozné urcit teplotu skelného prechodu
(Ty), exotermicky moment krystalizace (1) a endotermické tani materidlu (75,).
Metoda rovnéz umoznuje stanovit krystalinitu analyzovaného materialu z plochy
pod pikem v oblasti teploty T..

Analyza byla provadéna Ing. Lubosem Béhalkem, Ph.D., z Katedry strojirenské
technologie F'S TUL. Méfeni spocivalo v navazeni malého mnozstvi (3,2—4,2 mg) pii-
slusného materidlu a jeho rozprostfeni na dné hlinikového kelimku o objemu 25 pul.
Kelimky byly nésledné hermeticky uzavieny vickem a vzorky zalisovany pred sa-
motnym meérenim. Méfeni probihalo v inertni atmosfére dusiku s rychlosti priatoku
plynu 50 ml/min pro teploty od —20 °C do 260 °C s rychlosti ohfevu 10 °C/min.
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Predkladana bakalarska prace se zabyva tepelnou stabilizaci funkcionali-
zovanych nanovldkennych materidli zalozenych na polyvinylalkoholu (PVA).
Nanovlakenné materialy zalozené na PVA maji znacny potencidl pro pripravu
scaffoldi a kryti koznich ran v tkanovém inzenyrstvi (TI). Nespornou vyhodou
PVA je jeho rozpustnost ve vodé. To umoznuje pripravu nanovldken z vodného
roztoku polymeru. Vodny roztok muze rovnéz obsahovat biologicky aktivni latky,
které se v procesu zvlaknovani inkorporuji do struktury vznikajicich nanovldken
a které by v nevodnych prostiedich ztracely své funkce. Problémem spojenym
s vodorozpustnosti PVA je, zZe vysledny nanovlakenny materidl je znacné nestabilni
ve vodném prostredi. Dochazi k rychlému rozpousténi materialu, coz je spojené
s témér okamzitym uvolnénim inkorporovanych latek. Nanovldkenné materidly
na bazi PVA urcené pro aplikace v TI je proto zpravidla nutno podrobit nékteré
z dostupnych metod stabilizace. Tepelna stabilizace plsobenim vysokych teplot
(HT, z anglického ,heat treatment®) je jednou z fyzikdlnich metod stabilizace.
Vyhodou HT je, ze na rozdil od chemickych metod stabilizace nevyzaduje pouziti
sitovacich cinidel, které mohou byt potencialné toxické a prestavovat tak zdravotni
riziko pri aplikaci vysledného materialu pro medicinské tucely. K funkcionalizaci
nanovlakenného materidlu bylo pouzito experimentéalni antibiotikum lipofosfonoxin
DR6180 (LPPO) poskytnuté Ustavem organické chemie a biochemie AV CR.
Vyhodou této latky je jeji tepelna stabilita, coz z ni déla vhodného kandidata
pro funkcionalizaci nanovldkennych materiali, které jsou nasledné podrobeny
HT. Bakalarska prace je soucasti vyzkumu zabyvajictho se vyvojem aktivnich
nanovlakennych krytt koznich ran obsahujicich latky podporujici hojeni, pripadné
latky s antimikrobidlnimi uc¢inky [56, 59, 73]. Prace rovnéz navazuje na diplomové
prace Ing. Maxima Lisnenka [72] a Ing. Barbory Kopfivové [74]. Pro pripravu
nanovlakennych materiali byl, na zdkladé studie provedené Koptivovou et al. [59],
zvolen PVA s vysokym stupném hydrolyzy (98-98.8 %). S rostoucim stupném
hydrolyzy klesd rozpustnost PVA ve vodé v dusledku vzniku mnoha interakci
mezi Tetézci polymeru zprostiedkované vodikovymi mustky mezi hydroxylovymi
skupinami a také Van der Waalsovymi silami vnikajicimi mezi uhlovodikovymi
pateremi PVA. Pravée diky existenci velkého mnozstvi nekovalentnich interakci
je tento polymer vhodnym kandidatem pro pripravu nanovlakennych materiala,
které jsou nasledné podrobeny fyzikalni stabilizaci, naptiklad pomoci vysokych
teplot. Znac¢né mnozstvi interakci mezi fetézci a pravidelnd struktura retézcti PVA
s vysokym stupném hydrolyzy také souvisi s vysokym obsahem krystalické faze ve
vysledném materialu.
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Pripravené a stabilizované materialy byly podrobeny radé analyz. Morfologie
materidli byla sledovdna pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SEM), zmény
v rozpustnosti PVA byly analyzovany pomoci spektrofotometrie, uvolnovani LPPO
bylo zjistovano pomoci spektrofotometrie a vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC), zmény v krystalinité polymeru vlivem HT byly méfeny s pouzitim dife-
rencialni skenovaci kalorimetrie (DSC) a chemické a strukturni zmény PVA byly
analyzovany ze spekter ziskanych pomoci infracervené spektroskopie s Fourierovou
transformaci (FTIR). Vysledky jednotlivych analyz jsou uvedeny zvlast pro nano-
vldkenné materialy z PVA (viz kapitola 5.1) a zvlast pro nanovldkenné materidly
z PVA s obsahem LPPO (viz kapitola 5.2).

Tato kapitola obsahuje charakteristiku ptripraveného nanovlakenného materialu
z PVA, jeho tepelnou stabilizaci pti vybranych teplotdch (90, 120, 150 a 180 °C)
a casech (1, 4, 8 a 16 h) a vysledky provedenych analyz dokumentujici vliv HT
na vlastnosti a stabilitu vyslednych materidli. Nanovlakenny material z PVA bude
dale nazyvan také jako PVA nanovlakna. Jednotlivé stabilizované materialy budou
nadéle oznacovany jako PVA X Y (X = teplota stabilizace, Y = ¢as stabilizace),
tedy napriklad PVA 150 °C 8 h oznacuje material stabilizovany pri 150 °C po dobu
8 hodin. Jako PVA NC bude oznac¢ovana negativni kontrola, tedy material bez HT.

5.1.1 Ptiprava a charakteristika nanovlakenného materialu
z PVA

Priprava roztoku pro zvldknovani a pribéh bezjehlového stejnosmérného elek-
trického zvlaknovani s pouzitim technologie Nanospider’™ jsou popsény v kapitole
4.3.1. Za ucelem pripravy kompaktni nanovldkenné vrstvy s dostateénou plosnou
hmotnosti probéhlo zvlaknovani na dany podkladovy materidl celkem dvakrat (na
prvni zvldknénou vrstvu byla nanesena vrstva druhd). Zvldknénim byl pfipraven
materidl o plosné hmotnosti 5,93 + 0,65 g/m? a se stfednim priimérem vldken
470 £+ 120 nm. Snimek vstupniho materialu spolu s histogramem distribuce primeéru
vlaken je na obrazku 5.1. Material na nanovlaknech obsahoval malé mnozstvi defek-
tu tvaru kapky (viz obrazek 5.1), pripadné defekty, u kterych doslo k fazi okolnich
vlaken. Defekt tvaru kapky je pravdépodobné zptisoben nedostatecnym odparenim
rozpoustédla v prubéhu zvlaknovani. Majoritni zastoupeni v pouzitém rozpoustédlo-
vém systému méla totiz voda, ktera neni prilis tekava a v porovnani s organickymi
rozpoustédly se pomérné obtizné vyparuje. Defekt fize vldken je pravdépodobné
zpusoben lokdlné zvysenou intenzitou elektrického pole béhem zvlaknovani, ktera
muze vést k vyrazeni kapky rozpoustédla (vody). Takto vyrazend kapka se nestih-
ne odparit a dopada jiz zvlaknény materidl, ¢cimz zpusobi jeho ¢asteéné rozpusténi.
Vstupni material slouzil pro pripravu vzorka urc¢enych pro HT.
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Obréazek 5.1: Snimek vstupniho materidlu ze skenovaci elektronové mikroskopie (mé-
fitko 10 pm) s prislusnym histogramem distribuce pruméra vldken

5.1.2 Tepelna stabilizace nanovlakenného materialu z PVA

Parametry HT pro tuto bakaldiskou praci byly vybrany na zakladé studie od
Wonga, Zinke-Allmanga a Wana [66] a také studie Miraftaba, Saifullaha a Caya
[63], které se zabyvaji stabilizaci PVA nanovldken pomoci vysokych teplot (viz kapi-
tola 3.2.1). Na zakladé téchto dvou studii byly vybrany teploty stabilizace 90, 120,
150 a 180 °C a casy stabilizace 1, 4, 8 a 16 h (zminéné studie dobu stabilizace 16 h
nezkoumaji, ta byla priddna pro tuto praci jako extrém). Postup HT je popsan v ka-
pitole 4.3.2. HT zptsobila zménu zbarveni materidlu z bilé, pres zlutou az do hnédé
(viz obrazek 5.2). Zména odstinu byla znatelnéjsi s rostoucimi teplotami a ¢asy stabi-
lizace a nejvyrazngjsi byla v pipadé teploty 180 °C. Podle literatury [61, 69] dochazi
vlivem vysokych teplot k eliminaci hydroxylovych skupin z fetézcti PVA za odsté-
povani vody, ¢imz vznikd konjugovany systém dvojnych vazeb (dale diskutovano
v kapitole 5.1.3, ¢ast ,,Analyza chemickych a strukturnich zmén materialu“), ktery
zpusobuje zmény zbarveni materiali. HT méla také vliv na mechanickou odolnost
nanovladken. Vzorky stabilizované pri 180 °C se staly velmi kiehkymi a pii doteku
se pomérné snadno lamaly.
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Obrazek 5.2: Zmény zbarveni PVA nanovlaken pfi riznych podminkach HT

5.1.3 Analyza nanovlakennych materialti z PVA po tepelné sta-
bilizaci

Materialy po HT byly déle analyzovany za ticelem vyhodnoceni vlivu stabilizace
na morfologii, vlastnosti a stabilitu PVA nanovldken. Zmény morfologie materiali
byly analyzovany pomoci SEM, zmény v rozpustnosti PVA pomoci spektrofotomet-
rie, strukturni a chemické zmény PVA pomoci FTIR a zmény v obsahu krystalické
faze polymeru pomoci DSC.

Analyza morfologie materialii

Analyza morfologie, jejiz postup je popsan v kapitole 4.3.3, neprokazala vyraznou
zménu prumeru vlaken pri jakychkoliv podminkdch HT. Témér vSechny materialy
meély stfedni pramér vlaken v intervalu od 450 nm do 470 nm, viz tabulka 5.1. Vyjim-
kou je material PVA 120 °C 1 h, u kterého vysla stfedni hodnota prameéru 420 nm
a material PVA 150 °C 16 h, u kterého vysla stfedni hodnota primeéra 490 nm.
Tyto vyraznéjsi odchylky pravdépodobné souvisi s nestejnorodym rozdélenim vla-
ken raznych prameéra ve vzorcich spise nez s vlivem HT na morfologii materiali.
V tabulce 5.2 jsou uvedeny vybrané snimky vzorkia reprezentujicich oba extrémy
stabilizace a jim prislusné histogramy distribuce primeéri vlaken. Vzhledem k tomu,
ze se s rozdilnymi podminkami HT vyrazné neménila morfologie materiali, jsou vy-
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Tabulka 5.1: Stfedni priameéry vldken stabilizovanych nanovldken-
nych materialt z PVA

Material Primeér [nm)| Material Primeér [nm)|
PVA90°C1h 470 £ 120 PVA 150 °C 1 h 460 £ 140
PVA 90 °C 4h 460 £ 130 PVA 150 °C 4 h 450 £ 130
PVA 90 °C8h 460 £ 130 PVA 150 °C 8 h 450 £ 120
PVA90°C16h | 470+ 130 || PVA150°C 16 h | 490 £ 130
PVA120°C1h 420 £ 120 PVA180°C1h 460 £ 140
PVA 120 °C 4 h 470 £ 130 PVA 180 °C 4 h 450 £ 110
PVA 120 °C 8 h 450 £ 130 PVA 180 °C 8 h 450 £ 130

PVA 120 °C 16 h | 470 £ 120 PVA 180 °C 16 h | 460 £ 130

Tabulka 5.2: Snimky nanovldkennych materialit z PVA ze skenovaci elek-
tronové mikroskopie (méritko 10 pum) reprezentujici oba extrémy stabilizace

s prislusnymi histogramy distribuce praméra vlaken
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brané snimky ostatnich stabilizovanych vzorka s prislusnymi histogramy distribuce
prumért vladken uvedeny jako ptilohy (viz tabulka 5.5).
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Analyza rozpustnosti materialt

Priprava vzorkl a proces analyzy pomoci spektrofotometrie jsou popsany v ka-
pitole 4.3.4. Grafy na obrazku 5.3 porovnavaji zmény rozpustnosti PVA nanovlaken
v PBS + 0,02 % azid sodny (dale pouze PBS) pii 37 °C, zpusobené ruznymi doba-
mi stabilizace pti urcité teploté HT. Z grafii je patrné, Zze stabilizaci pii teplotach
90 a 120 °C nedochéazelo k vyraznému snizeni rozpustnosti PVA nanovldken. Z vy-
sledki dale plyne, Ze materidly po HT pii 90 °C pro vSechny casy a po HT pri
120 °C po dobu 1 h se rozpoustély vice nez nestabilizovany material. Zatimco u ne-
stabilizovaného materidlu se po 7 dnech rozpustilo 60 % z celkové hmotnosti vzorku
(obrazek 5.3 A, B, C, D), u materidla po HT pii 90 °C to bylo 70 az 80 % (obré-
zek 5.3 A) a po HT pri 120 °C 53 az 67 % (obrazek 5.3 B), vzdy v zavislosti na
dobé stabilizace. Z makroskopického pozorovani bylo patrné, ze materialy stabilizo-
vané pri 90 a 120 °C vytvarely po vlozeni do PBS transparentni hydrogely, které
byly ve zkumavce pritomné po celou dobu experimentu (7 dnf). Pfi odbéru alikvét-
nich vzork pomoci pipety tak mohlo dojit spolu s roztokem také k nabrani malého
mnozstvi vzniklého hydrogelu. Pritomny hydrogel by zptisobil zvyseni koncentrace
PVA v odebraném alikvétu oproti koncentraci skuteéné rozpusténého PVA v PBS
s nasazenym vzorkem, ¢imz by nasledné doslo ke zkresleni vysledki analyzy.
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Obréazek 5.3: Grafy zobrazujici kumulativni uvolnovani PVA (vyjadieno v % celkové
hmotnosti vzorku) z PVA nanovliken v zavislosti na case uvoliiovani — porovnani
vliva doby HT na stabilitu PVA nanovlaken pro danou teplotu stabilizace: A) 90 °C,
B) 120 °C, C) 150 °C a D) 180 °C; NC oznacuje materidl bez HT
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K vyrazné zméné rozpustnosti PVA nanovlaken dochézelo az po HT pri 150 °C,
kdy se po 7 dnech rozpustilo 4 az 13 % z celkové hmotnosti vzorku, a to v zavislosti na
dobé stabilizace (obrézek 5.3 C). Déle je z grafi na obrazku 5.3 patrné, Ze u teplot
120 a 150 °C klesala rozpustnost PVA nanovldken timérné s rostouci dobou HT.
Pro teplotu 90 °C nebyla zjisténa souvislost mezi stabilitou materidlu a rostouci
dobou stabilizace. Pti HT na 180 °C se materidl staval zcela nerozpustnym, a to pro
kterykoliv ¢as stabilizace (obrézek 5.3 D). Procesy probihajici v materidlech vlivem
HT, které by mohly mit za nasledek snizeni jejich rozpustnosti, jsou diskutovany
v dalsi ¢asti ,,Analyza chemickych a strukturnich zmén materiala“.

PVA nanovlakna stabilizovana PVA nanovlakna stabilizovana
A) T po dobu1h B) T po dobu 4 h
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Obréazek 5.4: Grafy zobrazujici kumulativni uvolnovani PVA (vyjadreno v % celkové
hmotnosti vzorku) z PVA nanovldken v zavislosti na ¢ase uvoliiovani — porovnani
vlivu teploty HT na stabilitu PVA nanovliaken pro danou dobu stabilizace: A) 1 h
HT,B) 4 h HT, C) 8 h HT a D) 16 h HT; NC oznacuje material bez HT

Grafy na obrazku 5.4 porovnavaji zmény rozpustnosti PVA nanovlaken zptiso-
bené zvysenim teploty HT pfi konstantni dobé stabilizace. K nartistu hmotnosti
rozpusténého PVA dochéazelo pouze pri nékolika prvnich odbérech. Po urcité dobé
uvolnovani (6 az 8 h) se hmotnost rozpusténého PVA ustélila a déle jiz nerostla.

Analyza chemickych a strukturnich zmén materiali

Analyza pomoci FTIR, jejiz proces je popsan v kapitole 4.3.5, slouzila k urceni
chemickych a strukturnich zmén, které vlivem HT v materidlech probihaji a které
by mohly zptsobovat zmény v jejich rozpustnosti. Vzhledem k zna¢nému mnozstvi
namétenych spekter byla pro demonstraci pozorovanych zmén vyvolanych rizny-
mi teplotami stabilizace vybrana spektra materiali podrobenych HT po dobu 8 h
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(viz obrazek 5.5). Spektra ostatnich materidla s odpovidajicimi ¢asy HT jsou uve-
dena jako prilohy (viz obrazky 5.31, 5.32 a 5.33). Pri porovnani ziskanych spekter
s informacemi dostupnymi v literature je mozné navrhnout nékolik procesii poten-
cidlné souvisejicich s rozdilnou rozpustnosti stabilizovanych materidli.
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0.14.PVA 1508
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0.10}
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| /
y

0.00

3500 3000 2500 2000
Wavenumbers (cm-1)

Obrazek 5.5: Analyza FTIR: infracervena spektra PVA nanovldken podrobenych HT
po dobu 8 h pfi teplotach 90, 120, 150 a 180 °C; PVA NC oznacuje material bez HT

1. Absorpé¢ni pas o vinoctech 3 100 ecm ™! az 3 500 cm ™! (na obrézku 5.5 oznaceny
jako A) pochazi podle Miraftaba, Saifullaha a Caya [63] od —OH stretching”
vibraci vodikovych miistkii a tizce souvisi s obsahem vody v materidlu. Cim
je absorpéni pas intenzivnéjsi, tim je obsah vody v materidlu vyssi. Priprava
PVA nanovlédken probihala z vodného roztoku. Ackoliv se v procesu zvlakno-
vani velka c¢ast rozpoustéla odpari, urc¢ité mnozstvi vody zlstava ve struktu-
fe vznikajicich nanovlaken vazano prostirednictvim vodikovych mustki mezi
molekulami vody a hydroxylovymi skupinami polymeru. Zbytkové molekuly
vody brani tésnému usporadani retézcii a znemoznuji vznik vodikovych miist-
ki primo mezi segmenty polymeru. Jak je patrné ze spekter na obrazku 5.5,
s rostouci teplotou stabilizace klesala absorbance v tomto absorpénim péasu.
Tento pokles vykazoval velmi pravidelny trend. Plisobenim vysokych teplot
pii HT tedy pravdépodobné dochéazi k odparovani téchto zbytkovych molekul
rozpoustédla. Song et al. [68] navrhuji, ze odstranénim zbytkové vody z ma-

(‘:)\H ?\H ?\H \H/W\}n\
T R o Yo
HO" HO" HO Sy
; { ' Hso Hg Hsg
H\o H\o H\o w

Obrézek 5.6: Schéma odstranovani zbytkovych molekul vody vlivem HT
a vzniku vodikovych mustki mezi fetézci PVA
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teridlu dochézi ke snizeni hydratace segmenttt PVA a snizeni volného objemu,
coz umoznuje vznik silnych interakei (vodikovych mustki) mezi fetézci PVA,
jak je schématicky znazornéno na obrazku 5.6. Snizeni volného objemu a vznik
silnych interakei v materidlu by mohly branit naslednému vstupu rozpoustédla
do materialu a snizovat tak jeho rozpustnost.

. Absorpéni pas B) na obrazku 5.5 pochdzi podle Omkarama, Chakradhara
a Rao [75] od C=0 ,stretching mode* s absorpénim pasem v oblasti vlno¢tu
1700 cm™! a od C=C ,stretching mode* s absorpénim pasem v oblasti vino¢ti
1 650 cm™!. Vlivem tepelné stabilizace pravdépodobné dochdzi k eliminac¢ni
reakci, pri které jsou z retézci PVA odstépovany hydroxylové skupiny a do-
chazi ke vzniku konjugovanych dvojnych vazeb (schématicky zndzornéné na
obréazku 5.7). O tomto procesu svédéi také zména odstini materiala po HT
(viz obrazek 5.2), kterd je podle Smirnova, Platonova a Popova [69] zptisobe-
na pravé vznikem konjugovanych dvojnych vazeb. Vzhledem k tomu, ze HT

OH OH OH OH OH OH

—>
\‘\/‘\)\)\}? H,0 \‘\/\/K/l\‘? —>-H20 \‘\W’F

Obrazek 5.7: Schéma odstépovani hydroxylovych skupin z fetézciit PVA
vlivem HT za vzniku konjugovaného sytému dvojnych vazeb

probihala v laboratorni susarné za atmosférického tlaku, mohlo vlivem vyso-
ké teploty za pritomnosti kysliku dochazet k oxidaci hydroxylovych skupin
na skupiny karbonylové. Immelman et al. [76] uvadéji, Zze za vysokych teplot
v pritomnosti kysliku mtze dochézet k oxidaci nenasycenych struktur PVA
vzniklych eliminaci hydroxylovych skupin, ¢imz jsou do struktury polymeru
zavedeny karbonylové skupiny. Vzniklé karbonylové skupiny déale podporuji
eliminaci hydroxylovych skupin ze sousednich segmenti PVA. Tim dochazi
ke vzniku karbonylovych skupin konjugovanych s nenasycenymi useky poly-
merniho fetézce. Ackoliv podle Immelmana et al. [76] k tomuto dochazi pri
teplotach okolo 200 °C, v urc¢ité mite by tento proces pravdépodobné mohl
probihat i pri teplotach nizsich. Vznik dvojnych vazeb a karbonylovych sku-
pin ve strukture PVA ptisobenim vysokych teplot je popsan rovnéz ve studii
Matsubary a Imoty [77]. Vzniklé karbonylové skupiny by se mohly ucastnit
dalsich reakci, viz dédle. Ze ziskanych spekter je patrné, ze k detekovatelné
zmeéné obou absorpénich pasi dochazelo az po stabilizaci pri 180 °C. To je
v souladu s pozorovanim, kdy k opravdu vyrazné zméné odstinu dochazelo az
u materiala stabilizovanych pri teploté 180 °C.

. Absorpéni pik s vino¢tem 1 140 cm™! je na obrazku 5.5 oznaceny jako C).
Detail z této oblasti spektra je uveden na obrazku 5.10. Tento pik vykazoval
velmi pravidelny trend zvysovani absorbance s rostouci teplotou i dobou HT.
Rada literatury (napi. [66, 79, 78]) spojuje tento pik s symetrickymi C—C
,stretching® vibracemi a prisuzuje mu vysokou citlivost na obsah krystalické
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faze v PVA, kdy polymer s vyssi krystalinitou ma vyssi absorbanci infracer-
veného zafeni v oblasti vlno¢ttt 1 140 em™!. Tento piedpoklad byl ovéfovan
pomoci DSC, viz nasledujici ¢ast ,,Analyza krystalinity materiala®. Krystalic-
ka faze v PVA je zdrojem silného fyzikdlniho sifovani, tudiz materidly s vyssi
krystalinitou vykazuji vyssi stabilitu ve vodnych prosttedich a jsou tedy méné
rozpustné.

Nékteré zdroje (napt. [61, 80]) asociuji pik v této oblasti rovnéz s C—O—-C
nstretching® vibracemi. Vznik takové vazby ve strukture PVA vlivem HT by
mohl nastavat dvéma mechanismy. Literatura [61, 76] uvadi, ze za kyselé kata-
lyzy dochazi vlivem HT, mimo eliminaci hydroxylovych skupin, také k tvorbé
etherovych mustki mezi Fetézci (schématicky zndzornéno na obrazku 5.8).
Zaroven vsak oba zdroje uvadeéji, ze s rostouci teplotou stabilizace je upied-

Ty h n

OH OH OH OH OH

Obrazek 5.8: Schéma vzniku etherovych mustk mezi fetézci PVA vli-
vem HT

nostnovana eliminace hydroxylovych skupin ze struktury PVA nad tvorbou
etherovych mustkt nukleofilni substituci. To vSak neodpovida trendu ziska-
nych infracervenych spekter, kdy absorbance v oblasti 1 140 cm™! rostla s vys-
simi teplotami stabilizace. V pripadé experimentu provadéného v ramci této
prace vsak nebyl pouzit kysely katalyzator. Ke vzniku etherovych mistka by
tak mozna mohlo dochézet i bez pritomnosti kyselého katalyzatoru a pro Sirsi
interval teplot. Pritchard a Akintola [71] ve své studii uvadéji, ze pokud jsou
ve strukture PVA pritomny karbonylové skupiny, miize dochazet ke vzniku
cyklickych ketalovych a acetalovych struktur, jak je schématicky znazornéno
na obrazku 5.9. Pokud by tedy vlivem HT dochéazelo ke vzniku karbonylovych
skupin, jak bylo navrzeno vyse, mohlo by dochazet také ke vzniku zminénych
cyklickych struktur. Oba popsané mechanismy vzniku vazby C—O—C by mé-

OH OH (0] OH (0] 0] OH
M M -Hgo M
n

Obréazek 5.9: Schéma oxidace hydroxylovych skupin PVA vlivem HT
a vznik cyklickych ketalovych (a acetalovych) struktur mezi fetézci PVA

ly za nasledek kovalentni sitovani polymeru. Kovalentni sitovani by vedlo ke
snizeni rozpustnosti materidlu a pri dostatecné hustoté sitovani by se materidl
mohl stat i nerozpustnym, coz bylo pozorovano u vzorki stabilizovanych pti
teploté 180 °C.
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Obrazek 5.10: Analyza FTIR: detail oblasti infracervenych spekter PVA nanovlaken
podrobenych HT po dobu 8 h pii teplotach 90, 120, 150 a 180 °C; PVA NC oznacuje
material bez HT

7 infracervenych spekter na obrazcich 5.5 a 5.10 je patrné, ze k vySe popsanym
zménam ve strukture PVA, které pravdépodobné souvisi s poklesem rozpustnosti
stabilizovanych materialt, dochazelo i po HT pii 90 a 120 °C. Z vysledkii analyzy
rozpustnosti PVA vsak vyslo, ze se materialy stabilizované pri teplotach 90 a 120 °C
rozpoustély srovnatelné nebo i vice, nez materidl bez HT (viz obrazek 5.3 A
B). Tato nesrovnalost by mohla byt zpusobena zkreslenymi vysledky analyzy
na koncentraci PVA pomoci spektrofotometrie. Ptvod pripadného zkresleni je
diskutovan vyse v ¢asti ,,Analyza rozpustnosti materialia®.

Na obrazcich 5.11, 5.12, 5.13 a 5.14 jsou vzdy uvedena spektra materiali s odpo-
vidajici teplotou HT, ve kterych je mozné pozorovat zmény spekter vyvolané vlivem
riznych casu stabilizace. Ze zminénych obrazki je patrné, ze prodlouzeni doby sta-
bilizace zpravidla vedlo k menSim zménam nez v pripadé zvyseni teploty HT.
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Obréazek 5.11: Analyza FTIR: infracervend spektra PVA nanovlaken podrobenych
HT pti 90 °C po dobu 1, 4, 8 a 16 h; PVA NC oznacuje material bez HT
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Obrazek 5.12: Analyza FTIR: infracervena spektra PVA nanovlaken podrobenych
HT pri 120 °C po dobu 1, 4, 8 a 16 h; PVA NC oznacuje materiadl bez HT
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Obrazek 5.13: Analyza FTIR: infracervena spektra PVA nanovlaken podrobenych
HT pti 150 °C po dobu 1, 4, 8 a 16 h; PVA NC oznacuje material bez HT
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Obrazek 5.14: Analyza FTIR: infracervena spektra PVA nanovlaken podrobenych
HT pti 180 °C po dobu 1, 4, 8 a 16 h; PVA NC oznacuje material bez HT
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Analyza krystalinity materiala

Krystalinita materialti podrobenych HT byla zjistovana pomoci DSC. Proces této
analyzy je popsan v kapitole 4.3.6. Z grafu na obrazku 5.15 je patrné, ze pro HT
pri teplotach 90, 120 a 150 °C nevznikal zadny vyrazny trend zavislosti krystalinity
materidlu na podminkach stabilizace. Ackoliv u teploty 180 °C podle vysledkil vzni-
kal trend zvysovani obsahu krystalické faze s rostouci dobou stabilizace, pro nejdelsi
¢as stabilizace (16 h) byl naopak zaznamenan prudky pokles krystalinity materialu.
Hodnota krystalinity v tomto vzorku klesla dokonce pod hodnotu krystalinity nesta-
bilizovaného materidlu. Absorbance infracerveného zafeni o vinoctu 1 140 em~* vSak
vykazovala velmi pravidelny trend v ziskanych infracervenych spektrech stabilizova-
nych material, kdy se zvysSovala jak s rostoucim ¢asem, tak s rostouci teplotou HT
(viz obrazek 5.10). Tento pik tak pravdépodobné neni citlivy pouze na obsah krysta-
lické faze v materialu, ale mize souviset s dalsimi zménami v materialu vyvolanymi
vlivem HT (vznik vazby C—O—C, diskutovdno vyse v ¢asti ,,Analyza chemickych
a strukturnich zmén materidla®). Je vSak nutné podotknout, ze analyza krystalinity
probihala vzdy pouze z jednoho vzorku pro kazdé podminky HT. Dle vyjadreni Ing.
Lubose Béhalka, Ph.D.; ktery méteni pomoci DSC provadél, mize byt krystalicka
faze v materidlu nehomogenné rozprostiena a vysledna hodnota krystalinity pro da-
ny materidl se tak miize znacné ménit v zavislosti na tom, ze které ¢asti materialu
byl odebran vzorek uréeny k DSC analyze. Pro zpfesnéni vysledkt a ziskani lep-
si predstavy o krystalinité materiali by tak bylo nutné promérit vice vzorki pro
kazdé podminky HT a ziskané vysledky zpriumérovat. Vliv na presnost vysledkl
muze mit také fakt, ze vzorky po HT byly skladovany v laboratori pti proménlivych
podminkach. Pro ziskani spolehlivéjsich vysledkt by bylo vhodné skladovat mate-
ridly v prostredi s fizenymi podminkami, predevsim s tfizenou vlhkosti, tedy napt.
v exikatoru.

Zména krystalinity PVA nanovlaken po HT
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Obrézek 5.15: Graf reprezentujici zmény krystalinity nanovldkennych materiali
z PVA vlivem HT — zavislost krystalinity materidlu na dobé stabilizace pro tep-
loty stabilizace 90, 120, 150 a 180 °C; NC oznacuje material bez HT
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V této kapitole je uvedena charakteristika pripraveného nanovlakenného materi-
alu z PVA s obsahem LPPO, tepelna stabilizace tohoto materidlu pii vybranych tep-
lotéch (90, 120 a 150 °C) a Casech (1, 4 a 8 h) a vysledky provedenych analyz popisu-
jicich vliv HT na vlastnosti a stabilitu vyslednych materialii. Nanovldkenny material
z PVA s obsahem LPPO bude déle oznacovan také jako PVA4+LPPO nanovldkna.
Jednotlivé stabilizované materialy budou nadéle oznacovany jako PVA4+LPPO XY
(X = teplota stabilizace, Y = Cas stabilizace), tedy PVA+LPPO 120 °C 4 h ozna-
cuje material stabilizovany pri 120 °C po dobu 4 hodin. Jako PVA4+LPPO NC bude
oznacovana negativni kontrola, tedy material bez HT.

5.2.1 Ptiprava a charakteristika nanovlakenného materialu
z PVA s obsahem aktivni latky

Informace o zvoleném roztoku pro zvlaknovani, jeho pripravé a samotném pro-
cesu bezjehlového stejnosmérného elektrického zvlaknovani s pouzitim technologie
Nanospider™ jsou uvedeny v kapitole 4.3.1. Pro p¥ipravu kompaktni nanovldkenné
vrstvy s dostateénou plosnou hmotnosti bylo zvlaknovani na dany podkladovy ma-
teridl provedeno celkem dvakrat (na prvni zvldknénou vrstvu byla nanesena vrst-
va druhd). Pfipraveny materidl mél plosnou hmotnost 9,11 4+ 0,29 g/m?. Stfedni
prumér vlaken byl 290 + 70 nm. Teoreticky obsah LPPO v susiné materidlu byl
5 hm%. Pritomnost LPPO v nanovlakenném materidlu prokazala analyza pomoci
FTIR. Na obrézku 5.16 jsou infracervend spektra obou vstupnich materialu (PVA
a PVA+LPPO nanovléken) bez stabilizace a infrac¢ervené spektrum pouzitého LPPO
DR6180. Patrny rozdil ve spektrech v oblasti vino¢tii 1 600 cm™! az 1 750 cm™! je
zpusoben pritomnosti inkorporované latky u PVA+LPPO nanovlaken.

0.18/PVANC
LPPO

IPVA+LPPO NC
0.16

0.14;
0.12;
0.10;

0.084

Absorbance

0.061
0.04{

0.02

0.00: - -
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

Obréazek 5.16: Analyza FTIR: infracervena spektra nestabilizovanych PVA nano-
vldken (PVA NC), nestabilizovanych PVA4+LPPO nanovldken (PVA+LPPO NC)
a pouzitého LPPO DR6180 (LPPO)
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Snimek pripraveného materialu ze skenovaci elektronové mikroskopie spolu s his-
togramem distribuce priméra vlaken je na obrazku 5.17. Pfi porovnani zminéného
obrazku s obrazkem 5.1 je patrné, ze nanovlakenny material s obsahem LPPO mél
vyrazné mensi primeéry vldken nez PVA nanovlakna bez obsahu LPPO. Ve struktu-
fe nanovldken bylo pritomno malé mnozstvi defekti kapkovitého tvaru (viz obrazek
5.17). Rovnéz byly pozorovany defekty zpiisobené fizi okolnich vldken. Ptivod obou
typl defekt je popsdn v kapitole 5.1.1. Ze vstupniho materidlu byly ptipraveny
vzorky pro HT.
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Obrazek 5.17: Snimek pripraveného nanovlakenného materialu z PVA s obsahem
LPPO ze skenovaci elektronové mikroskopie (méritko 10 pm) s piislusnym histogra-
mem distribuce praméri vlaken

5.2.2 Tepelna stabilizace nanovlakenného materialu z PVA s ob-
sahem aktivni latky

Na zékladé vysledkt optimalizace HT provedené s nanovlakennymi materialy
z PVA byly pro stabilizaci PVA4+LPPO nanovlaken vybrany teploty 90, 120 a 150 °C
a Casy 1, 4 a 8 h. Teplota stabilizace 180 °C pouzita nebyla, jelikoz zamérem nebylo
pripravit materidl zcela nerozpustny ve vodném prostiedi. Material bylo potieba
stabilizovat pouze do té miry, aby doslo ke snizeni rozpustnosti nanovlaken z PVA,
coz by potencidlné mohlo vést ke zpomaleni uvoliiovani inkorporované latky (LPPO)
z materialu. Déle byla odstranéna stabilizace po dobu 16 h, protoze nebyl prokézan
velky rozdil mezi rozpustnosti materiali stabilizovanych po dobu 8 h a po dobu
16 h. Zaroven je eliminovana stabilizace, pti které dochazi k velké zatézi inkorporo-
vané latky dlouhodobym ptisobenim vysoké teploty. HT byla provedena dle postupu
popsaného v kapitole 3.2.1. Vysoké teploty stabilizace zplisobovaly obdobné zmény
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odstint stabilizovanych material z bilé na zlutou az oranzovou jako u PVA nano-
vlédken s odpovidajicimi parametry stabilizace (viz obrazek 5.2). Ke zméné odstinu
dochazi pravdépodobné v dusledku vzniku konjugovanych dvojnych vazeb v retéz-
cich PVA, jak je popsano v kapitole 5.1.2.

5.2.3 Analyza nanovlakennych materiali z PVA s obsahem ak-
tivni latky po tepelné stabilizaci

Pro vyhodnoceni vlivu tepelné stabilizace na PVA+LPPO nanovldkna poslou-
zily vysledky z analyz provadénych analogicky jako u PVA nanovldken bez LPPO
(viz kapitola 5.2.3). Zmény morfologie byly analyzovany pomoci skenovaci elektro-
nové mikroskopie, zmény v rozpustnosti PVA pomoci spektrofotometrie, strukturni
a chemické zmény pomoci FTIR a zmény v obsahu krystalické faze pomoci DSC.
Navic byly pridany analyzy uvolnovani LPPO z nanovldken ve vodném prostiedi
pomoci spektrofotometrie a pomoci kapalinové chromatografie.

Analyza morfologie material

Analyza morfologie stabilizovanych materiali probihala postupem popsanym
v kapitole 4.3.3. Ze ziskanych vysledk plyne, ze vlivem HT nedochazelo k vy-
raznym zménam stfednich primért vldken. VSechny vzorky mély stfedni priamér
vlaken v intervalu od 280 nm do 310 nm, viz tabulka 5.3. V tabulce 5.4 jsou pak
vybrané snimky stabilizovanych vzorkt ze skenovaci elektronové mikroskopie re-
prezentujici oba extrémy stabilizace. Rovnéz jsou v tabulce uvedeny histogramy
distribuce primeéra vldken prislusnych vzorki. Snimky vzorkd stabilizovanych pri
ostatnich podminkach HT jsou spolu s prislusnymi histogramy distribuce priaméru
vldken uvedeny jako prilohy (viz tabulka 5.6).

Tabulka 5.3: Stredni pruméry vlaken stabilizovanych nano-
vlakennych materialtt z PVA s obsahem LPPO

Material Pramér [nm]
PVA+LPPO 90 °C 1 h 280 £+ 70
PVA+LPPO 90 °C 4h 280 + 80
PVA+LPPO 90 °C 8 h 310 + 90
PVA+LPPO 120°C 1 h 290 £ 70
PVA+LPPO 120 °C 4 h 300 £ 60
PVA+LPPO 120 °C 8 h 300 £ 70
PVA+LPPO 150 °C 1 h 300 £ 70
PVA+LPPO 150 °C 4 h 300 £+ 70
PVA+LPPO 150 °C 8 h 280 £+ 70
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Tabulka 5.4: Snimky nanovldkennych materiali z PVA s obsahem LPPO
ze skenovaci elektronové mikroskopie (méfitko 10 pm) reprezentujici oba
extrémy stabilizace s prislusnymi histogramy distribuce priamért vlaken
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Analyza rozpustnosti materiali

Proces pripravy a analyzy vzorki slouzicich k urceni vlivu HT na rozpustnost
PVA pomoci spektrofotometrie je popsany v kapitole 4.3.4. Grafy na obrazku 5.18
znazornuji vliv prodlouzeni doby HT pii dané teploté stabilizace na rozpustnost
PVA+LPPO nanovldken v PBS pri 37 °C. Podle vysledku analyzy se materidly
stabilizované pri teplotach 90 a 120 °C rozpoustély vice nez nestabilizovany
materidl, coz koresponduje s vysledky analyzy rozpustnosti PVA nanovlaken
(viz kapitola 5.1.3, ¢ast ,Analyza zmén rozpustnosti materidlu“). U nestabi-
lizovaného materidlu se po 7 dnech rozpustilo cca 60 % z celkové hmotnosti
vzorku (obrazek 5.18 A, B, C), zatimco u vzorki po HT na 90 °C se uvolnilo
75 az 80 % (obrazek 5.18 A) a u vzorku po HT na 120 °C 63 az 73 % (obrazek
5.18 B), vzdy v zavislosti na dobé stabilizace. Déle je ze zminénych grafi patrné,
ze u téchto materiali nedochazelo s rostouci dobou HT k navysovani jejich stability.
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Obrazek 5.18: Grafy zobrazujici kumulativni uvoltiovani PVA (vyjadieno v % cel-
kové hmotnosti vzorku) z PVA+LPPO nanovldken v zavislosti na ¢ase uvolnovani
— porovnani vlivu doby HT na stabilitu PVA nanovlaken pro danou teplotu stabili-
zace: A) 90 °C, B) 120 °C a C) 150 °C; NC oznac¢uje material bez HT

Vyrazné snizeni rozpustnosti bylo zaznamenano az po HT pri 150 °C, a to pro
vSechny casy stabilizace, coz je dobfe patrné z grafii na obrazku 5.19. Rozpustnost
navic klesala imérné s delsi dobou stabilizace (viz obrazek 5.18 C). Pokles rozpust-
nosti PVA+LPPO nanovldken po stabilizaci pti 150 °C byl vSak méné vyrazny nez
v pripadé PVA nanovlaken s odpovidajicimi parametry HT. Zatimco u vzorku PVA
150 °C 1 h se po 7 dnech v PBS uvolnilo necelych 14 % z celkové hmotnosti vzorku
(obrézek 5.3 C), u vzorku PVA+LPPO 150 °C 1 h se rozpustilo pies 30 % (obréa-
zek 5.18 C), tedy vice nez 2x tolik. I u ostatnich ¢ast HT pfi teploté 150 °C se
PVA+LPPO nanovlakna rozpoustéla vice nez nanovldkna bez LPPO s odpovidaji-
cim Casem stabilizace (PVA 150 °C 4 h — 10 %, PVA 150 °C 8 h — 4 %, PVA+LPPO
150 °C 4 h — 16 %, PVA+LPPO 150 °C 8 h — 11 %). Tento efekt by mohl byt zpu-
soben pritomnosti molekul LPPO ve struktufe nanovlaken, které zabranuji vzniku
vodikovych mistki mezi fetézci PVA a narusuji moznost tvorby krystalické faze
v materialech. Pokles dostupnych mezimolekulovych interakci mezi fetézci PVA tak
muze vést ke snizeni vlivu HT na stabilitu materialu.
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Obrazek 5.19: Grafy zobrazujici kumulativni uvoltiovani PVA (vyjadieno v % cel-
kové hmotnosti vzorku) z PVA+LPPO nanovlaken v zavislosti na ¢ase uvoliovani
— porovnani vlivu teploty HT na stabilitu PVA nanovlaken pro danou dobu stabili-
zace: A) 1 h HT, B) 4 h HT a C) 8 h HT; NC oznac¢uje material bez HT

Grafy na obrazku 5.19 porovnavaji zmény rozpustnosti PVA+LPPO nanovldken
zpusobené zvysenim teploty HT pii konstantni dobé stabilizace. Nartist hmotnosti
kumulativné uvolnéného PVA nastaval pouze pri prvnich odbérech. Po urcité dobé
uvoliiovani (6 az 8 h) se hmotnost rozpusténého PVA ustélila na urcité hodnoté
a déle jiz nerostla.

Analyza chemickych a strukturnich zmén materiala

Chemické a strukturni zmény PVA+LPPO nanovlaken vyvolané pisobenim vy-
sokych teplot pti HT byly analyzovany pomoci FTIR. Priubéh analyzy je popsan
v kapitole 4.3.5. Pro porovnani vlivu rostouci teploty HT na chemické a strukturni
zmény byla vybrana infracervend spektra materidlti stabilizovanych po dobu 4 h,
viz obrazky 5.20 a 5.21. Zbyla spektra materidli s odpovidajicimi ¢asy HT jsou
uvedena jako ptilohy (viz obrazky 5.34 a 5.35). Z vysledku analyzy pomoci FTIR
je patrné, ze se ve spektrech objevuji velmi pravidelné trendy. S rostouci teplotou
i zvysujicim se ¢asem H'T dochazelo jednak ke snizeni absorbance v absorpénim pasu
v oblasti vlno¢t 3 100 em ™! az 3 500 cm™! (obrdzek 5.20), a dale také ke zvyseni
absorbance infracerveného zareni o vinoctu okolo 1 140 ecm™! (obrdzky 5.20 a 5.21).
Vlivem HT tedy u PVA4+LPPO nanovlaken nastavaly velmi podobné zmény, souvi-
sejici pravdépodobneé se stabilitou nanovlaken ve vodném prostiedi, jako tomu bylo
u PVA nanovldken bez LPPO (viz kapitola 5.1.3, ¢dst ,Analyza chemickych a struk-
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Obrazek 5.20: Analyza FTIR: infracervena spektra PVA+LPPO nanovlaken podro-
benych HT po dobu 4 h pfi teplotach 90, 120 a 150 °C; PVA+LPPO NC oznacuje
material bez HT

turnich zmén materiali®). V absorpénim péasu vino¢tt 1 600 cm™! az 1 750 cm™?
nebyly u stabilizovanych materidlti pozorovany zadné vyrazné zmény. Avsak u PVA
nanovlaken nastdvaly vyrazné zmény v této oblasti az po HT pri 180 °C (obrazek
5.14), ktera pro stabilizaci PVA4+LPPO nanovlaken nebyla pouzitd.
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Obrazek 5.21: Analyza FTIR: detail oblasti infracervenych spekter PVA+LPPO
nanovlaken podrobenych HT po dobu 4 h pii teplotach 90, 120 a 150 °C;
PVA+LPPO NC oznacuje material bez HT

Prodlouzeni doby stabilizace zpravidla zptsobovalo mensi chemické a struktur-
ni zmény v materidlech, nez tomu bylo v pripadé zvyseni teploty HT, coz je dobte
patrné z infracervenych spekter vzork s odpovidajici teplotou stabilizace uvede-
nych na obrazcich 5.22, 5.23 a 5.24. To koresponduje s vysledky ziskanymi v rdamci
analyzy provadéné s PVA nanovlikny bez LPPO (viz kapitola 5.1.3, ¢ast ,,Analyza
chemickych a strukturnich zmén materidla*).
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Obrazek 5.22: Analyza FTIR: infracervena spektra PVA+LPPO nanovldken podro-
benych HT pii 90 °C po dobu 1, 4 a 8 h; PVA4+LPPO NC oznacuje materidl bez HT
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Obréazek 5.23: Analyza FTIR: infracervena spektra PVA+LPPO nanovldken podro-
benych HT pri 120 °C po dobu 1, 4 a 8 h; PVA4+LPPO NC oznacuje material bez HT
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Obrézek 5.24: Analyza FTIR: infracervend spektra PVA+LPPO nanovldken podro-
benych HT pri 150 °C po dobu 1, 4 a 8 h; PVA4+LPPO NC oznacuje material bez HT
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Analyza uvoliovani aktivni latky z materiali

Vliv HT na rychlost uvolnovani LPPO byl analyzovan pomoci spektrofotometrie.
Priprava vzorkia a proces analyzy jsou popsany v kapitole 4.3.4. Grafy na obrazku
5.25 porovnavaji vliv doby HT na uvolnovani LPPO pfi dané teploté stabilizace.
Kumulativné uvolnény LPPO je vyjadien v procentech maximélni teoretické
hmotnosti inkorporované latky, coz v pripadé 10 mg vzorku nanovlakenného
materidlu s 5% obsahem LPPO v susiné predstavuje 0,5 mg. Z vysledku analyzy
lze konstatovat, ze se s rostouci teplotou stabilizace snizovalo mnozstvi uvolnéného
LPPO z nanovlakennych materidlit nasazenych v PBS a inkubovanych pti 37 °C.
Zatimco se v pripadé nestabilizovaného materidlu uvolnilo témér 100 % LPPO
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Obréazek 5.25: Grafy zobrazujici kumulativni uvolovani LPPO (vyjadieno v % teo-
retické maximalni hmotnosti) z PVA+LPPO nanovlaken v zavislosti na case uvolno-
vani — porovnani vlivu doby HT na uvolnovani LPPO pro danou teplotu stabilizace:
A) 90 °C, B) 120 °C a C) 150 °C; NC oznacuje material bez HT

pritomného v nanovldknech (obrazek 5.25 A, B, C), u vzorki po HT pii 90 °C
se uvolnilo az 80 % (obrazek 5.25 A), po HT pii 120 °C az 70 % (obrazek
5.25 B) a po HT pii 150 °C se uvolnilo jiz pouze 50 % LPPO (obrazek 5.25 C)
obsazeného ve stabilizovanych materidlech. Z téchto vysledkt lze usoudit, ze
i HT pti teplotach 90 a 120 °C vedla k urc¢ité stabilizaci materiali ve vodném
prostiedi. Déle je z grafti na obrazku 5.25 patrné, ze s vyjimkou HT pti 120 °C neby-
lo pozorovano snizeni mnozstvi uvolnéného LPPO imérné s delsimi ¢asy stabilizace.
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Z prubéht grafi na obrazcich 5.26 a 5.25 lze usuzovat, ze se celkové mnozstvi
uvolnéného LPPO uvolnilo témér ihned po nasazeni materidlu do zkumavky s PBS
a v prubéhu nasledujicich 7 dni jiz koncentrace uvolnéného LPPO v podstaté ne-
rostla. U vSech materidlii pretrvaval efekt ,burst-release®. Vysledky analyzy tedy
ukazuji, ze spiSe nez ke zpomaleni uvolnovani dochéazelo vlivem HT ke snizeni cel-
kového mnozstvi uvolnéné aktivni latky z nanovldkenného materialu nasazeného ve
vodném prostiedi. Dale jsou v grafech na obrazcich 5.26 a 5.25 u vétsiny vzorkl
pozorovatelné zvySené hodnoty uvolnéného LPPO pro nizké ¢éasy uvolnovani (do
6 h) a nésledny prudky pokles téchto hodnot. Vzhledem k tomu, ze je v grafech
vyneseno kumulativni uvolnovani, hodnoty uvolnéného LPPO teoreticky nemohou
takto klesat. Tato nesrovnalost by mohla byt zpiisobena napt. degradaci LPPO po
stabilizaci ve vodném prostiedi v pribéhu uvolnovani, vzajemnymi interakcemi me-
zi molekulami LPPO nebo interakcemi téchto molekul s fetézci PVA. Predpoklad
degradace by bylo mozné ovérit zmérenim prislusného absorpéniho spektra LPPO
pomoci spektrofotometrie, zmérenim jeho infracerveného spektra pomoci FTIR, pri-
padné analyzou jeho struktury s pouzitim nukledrni magnetické rezonance. Je tieba
také zminit mozné zkresleni vysledkti zptisobené problémy pii odbéru alikvotnich
vzorkl urcenych k analyze rozpustnosti PVA a uvolnovani LPPO, jak je diskutova-
no v kapitole 5.1.3, ¢ast ,,Analyza rozpustnosti materialu®
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Obrazek 5.26: Grafy zobrazujici kumulativni uvolnovani LPPO (vyjadreno v % teo-
retické maximdlni hmotnosti) z PVA+LPPO nanovlaken v zavislosti na ¢ase uvolno-
vani — porovnani vlivu teploty HT na uvolnovani LPPO pro danou dobu stabilizace:
A) 1 h, B) 4 h a C) 8 h; NC oznacuje materiél bez HT
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U vzorktt PVA+LPPO nanovldken s vybranymi teplotami (90 a 120 °C) a Casy
(1 a4 h) HT bylo mnozstvi uvolnéného LPPO v odebranych alikvétech analyzovano
také pomoci HPLC. Tato analyza byla provadéna Mgr. Vitem Novotnym z Oddéleni
enviromentalni chemie CXI TUL. Metodika pripravy vzorki a proces samotné ana-
Iyzy jsou popsény ve studii DoPham et al. [56]. Vysledky analyzy, shrnuté v grafu
na obrazku 5.27, vykazuji obdobny trend zvysSenych hodnot uvolnéného LPPO pro
nizké ¢asy uvolnovani, jako byly pozorovany u vysledki ziskanych pomoci spektro-
fotometrie.

Analyza uvolfiovani LPPO
z PVA+LPPO nanovlaken
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Obrézek 5.27: Graf zobrazujici HPLC analyzu kumulativniho uvolniovani LPPO (vy-
jadreno v % teoretické maximalni hmotnosti) z vybranych vzorku stabilizovanych
PVA+LPPO nanovlaken v zavislosti na case uvolnovani; NC oznacuje material bez
HT

Analyza krystalinity materiala

Postup DSC analyzy, ktera slouzila k urceni krystalinity materialii, je popsan
v kapitole 4.3.6. Ziskané vysledky analyzy jsou shrnuty v grafu na obrazku 5.28.
U analyzovanych vzorki nebyl pozorovan pravidelny trend riistu krystalinity s del-
simi dobami stabilizace. Ve zminéném grafu je mozné pozorovat zvlastni trend pokle-
su krystalinity u vzorku stabilizovanych po dobu 4 h. Obdobny trend nebyl u PVA
nanovldken bez LPPO zaznamendn (viz obrézek 5.15). Rovnéz nebyl pozorovan
pravidelny trend ristu obsahu krystalické faze ve vzorcich s vyssimi teplotami sta-
bilizace. Ackoliv po stabilizaci pti teplotach 90 a 120 °C doslo k urc¢itému vzristu
krystalinity, materidly stabilizované pti teploté 150 °C mély podle vysledki ana-
Iyzy stejnou, nebo dokonce nizsi krystalinitu nez nestabilizovany material. Naproti
tomu absorbance infra¢erveného zafeni v oblasti vlnoéti okolo 1 140 cm™! narfis-
tala imérné s rostoucimi ¢asy i dobami stabilizace (viz obrazek 5.21). Ze ziskanych
vysledki by bylo mozné predpokladat, ze zminény absorpéni pik v infracerveném
spektru stabilizovanych materidltt nemusi byt citlivy pouze na obsah krystalické faze
v materialu, ale miize souviset také s dalsimi zménami vyvolanymi HT, které jsou
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uvedeny v kapitole 5.1.3, ¢ast ,,Analyza chemickych a strukturnich zmén materia-
la“ Vysledky analyzy krystalinity lze vSak posuzovat spise jako orientacni, jelikoz
méreni krystalinity kazdého materidlu probihalo pouze z jednoho vzorku a vzorky
po HT byly skladovany pti podminkach v laboratori. Zptesnéni vysledki by vyza-
dovalo pripravu a analyzu vice vzorki pro kazdy z parametri HT a také skladovani
stabilizovanych materialii v prostiedi s Fizenymi podminkami (napft. exsikédtor).

Zména krystalinity PVA+LPPO nanovlaken po HT

50
— NC

= -2 90°C
= 45- -+ 120°C
£ —~+ 150 °C
s
2, 40
X

35 T T T 1
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Doba stabilizace [h]

Obréazek 5.28: Graf reprezentujici zmény krystalinity nanovlakennych materialt
z PVA s obsahem LPPO vlivem HT — zavislost krystalinity materialu na dobé sta-
bilizace pro teploty stabilizace 90, 120 a 150 °C; NC oznacuje material bez HT

75



Cilem této bakalarské prace bylo prozkoumat vliv tepelné stabilizace ptisobenim
vysokych teplot (HT) na stabilitu nanovldkennnych materialu zalozenych na PVA
ve vodném prostiedi a také na uvolnovani inkoroporované latky z téchto materiali.
V ramci této prace byly pripraveny jak nanovldkenné materidly z PVA bez obsahu
LPPO (PVA nanovlékna), tak s obsahem LPPO (PVA+LPPO nanovldkna).
Pro pfipravu nanovlaken byl zvolen PVA s vysokou molekulovou hmotnosti
(125 000 g/mol) a vysokym stupném hydrolyzy (98-98,8 %). Samotnd vyroba
materialtt probihala pomoci stejnosmérného elektrického zvlaknovani s pouzitim
technologie Nanospider?™ . Pfipravené materidly byly nasledné podrobeny tepelné
stabilizaci pusobenim vysokych teplot (90, 120, 150 a 180 °C) po zvolené casy (1,
4, 8 a 16 h). Stabilizované materidly byly analyzoviny fadou metod za tcelem
vyhodnoceni t¢inku HT na vlastnosti materiali.

Pripravena PVA nanovldkna méla stiedni pramér vlaken 470 + 120 nm a plos-
nou hmotnost 5,93 4 0,65 g/m?. Piipravend PVA+LPPO nanovlakna méla vyrazné
nizsi sttedni prameér vlaken 290 + 70 nm v porovnani s nanovlakny bez LPPO.
Plosnd hmotnost piipravenych PVA+LPPO nanovldken byla 9,11 + 0,29 g/m?.

Pripravené materidly byly stabilizovany pri vybranych teplotach a ¢asech. Ana-
Iyza morfologie materialii po stabilizaci ukazala, ze vlivem HT nedochazelo k vyrazné
zméné pruméri vlaken ani pro jeden z typu materidlii. Analyza rozpustnosti PVA
neprokazala, ze by HT pri teplotach 90 a 120 °C snizovala rozpustnost PVA nebo
PVA+LPPO nanovlaken. Vétsina vzorku se po stabilizaci pti téchto teplotach do-
konce rozpoustéla vice, nez materialy bez stabilizace. Zatimco u nestabilizovanych
materidli se v prubéhu 7 dni rozpustilo 60 % z celkové hmotnosti vzorku, u mate-
riali po HT pii 90 °C to bylo az 80 % a u materiala po HT pri 120 °C az 73 %.
K vyraznému snizeni rozpustnosti nanovldken dochazelo az po HT pti 150 °C, kdy
se v zavislosti na dobé stabilizace rozpustilo 4 az 13 % z celkové hmotnosti vzorku
v piripadé PVA nanovldken a 11 az 30 % v pripadé PVA4+LPPO nanovlédken. Pro
teplotu 150 °C klesala rozpustnost materidlti imérné s rostouci dobou stabilizace.
U teplot 90 a 120 °C tento trend nebyl vzdy zachovan. PVA nanovlakna se po HT
pri 180 °C stala zcela nerozpustnymi, a to pro jakoukoliv délku stabilizace. Pro sta-
bilizaci PVA4+LPPO nanovlaken tato teplota pouzita nebyla. Snizeni rozpustnosti
materialti nastavalo vlivem strukturnich a chemickych zmén, ke kterym dochazelo
pusobenim vysokych teplot pri HT. Na zakladé porovnani ziskanych infracervenych
spekter s dostupnou literaturou lze predpokladat nékolik mechanismi uplatnujicich
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se pri zménach v rozpustnosti stabilizovanych materiali:

o Vlivem HT nejspiSe dochézi k odparovani zbytkového rozpoustédla (vody),
které v materidlech ziistavalo po procesu zvlaknovani. Odstranéni zbytkovych
molekul vody umoznuje tésnéjsi usporadani retézct PVA a vznik vodikovych
mustkit pfimo mezi segmenty polymeru doprovazené zvysenim krystalinity
materiali, ¢imz doslo ke stabilizaci materiala.

o Aplikace vysokych teplot pravdépodobné zpusobuje odstépovani hydroxylo-
vych skupin z fetézcit PVA, coz vede ke vzniku konjugovanych dvojnych vazeb.
Tento proces je také doprovazen zménou zbarveni materialu z bilé pres zlutou
do oranzové az hnédé.

o Ptsobeni vysokych teplot na material muze dale zptusobit jeho kovalentni si-
tovani, konkrétné vznik vazby C—O—C. Tato vazba by mohla vznikat bud
tvorbou etherovych mistka mezi fetézci PVA, nebo za predpokladu, ze vli-
vem HT dochézelo k oxidaci nékterych hydroxylovych skupin na karbonylové,
také tvorbou ketalovych, pripadné acetalovych cyklickych struktur.

Absorpcni pasy odpovidajici vyse popsanym zménam vykazovaly velmi pravidelné
trendy v zavislosti na rostouci dobé i teploté HT.

Analyza uvolnovani LPPO neprokazala, ze by vlivem HT dochéazelo ke zpo-
maleni uvolnovani LPPO z materiali. Veskeré uvolnéné LPPO se uvolnilo témér
ihned po vlozeni materidlu do vodného prostredi. Podle vysledkii vSak dochéazelo ke
snizeni celkového mnozstvi uvolnéného LPPO. Zatimco v pripadé nestabilizovaného
materialu se uvolnilo témér 100 % LPPO pritomného v nanovlaknech, u vzorkia po
HT pii 90 °C se uvolnilo az 80 %, po HT pii 120 °C se uvolnilo az 70 % a u vzorku
po HT na 150 °C se uvolnilo jiz pouze 50 % LPPO. Prodlouzeni doby stabilizace
nemélo vyrazny vliv na mnozstvi uvolnéného LPPO ani pro jednu z teplot HT.
Je vSak tfeba ovérit, zda ziskané vysledky prokazujici snizeni celkového mnozstvi
uvolnéného LPPO, nemohou byt zptsobeny také jeho soucasnou degradaci ve vod-
ném prostiedi, vzajemnymi interakcemi mezi molekulami LPPO nebo interakcemi
téchto molekul s fetézci PVA.

7 vysledkii ziskanych v ramci této prace lze konstatovat, ze vlivem HT dochazi
ke stabilizaci nanovlakennych materialt z PVA ve vodném prostiedi, tedy ke snizeni
jejich rozpustnosti. Predpoklad, Ze se s rostouci teplotou stabilizace snizuje celkové
mnozstvi uvolnéného LPPO z materialu, je tteba déle ovérit. V navaznosti na ex-
perimenty provadéné v ramci této prace by bylo pifinosné blize prozkoumat interval
teplot HT 120 az 150 °C, kde dochazelo k nejvétsim zménam v rozpustnosti na-
novldkennych materialtt z PVA. Za tcelem zpresnéni vysledki analyzy rozpustnosti
pomoci spektrofotometrie by bylo vhodné pro nasledujici experimenty vylepsit meto-
diku odbéru vzorki. Presnéjsi analyza krystalinity materialt by vyzadovala provést
méreni s vétsim poctem vzorkt a vzorky po HT skladovat v prostiedi s regulova-
nymi vlastnostmi. Dalsi informace o struktufe stabilizovanych material by mohla
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prinést analyza pomoci nuklearni magnetické rezonance a rentgenova difrakéni ana-
Iyza. Déale by bylo vhodné blize prozkoumat proces uvoliiovani LPPO ze struktury
nanovldken z PVA a také jeho dlouhodobou stabilitu a chovani ve vodném prosttedi
ve smyslu vzajemnych interakci mezi jeho molekulami a interakcemi s pritomnym
polymerem.
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Tabulka 5.5: Snimky stabilizovanych nanovldkennych materialti z PVA ze skenovaci
elektronové mikroskopie (méritko 10 pum) a piislusné histogramy distribuce prameéria
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PVA 180 °C 4 h
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Tabulka 5.6:

Snimky stabilizovanych nanovldkennych materiali z PVA s obsahem
LPPO ze skenovaci elektronové mikroskopie (métitko 10 pm) a piislusné histogramy
distribuce priameéru vlaken
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PVA+4+LPPO 120 °C 8 h
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Obrazek 5.31: Analyza FTIR: infracervena PVA nanovlédken z PVA podrobenych HT
po dobu 1 h pii teplotéach 90, 120, 150 a 180 °C; PVA NC oznacuje material bez HT

PVANC
0.16:pvA 90-4

PVA 120-4
0.14 PVA 1504

PVA 180-4

0.12-

0.101

0.08-

Absorbance

0.061

0.04

0.021

0.00

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

Obrazek 5.32: Analyza FTIR: infracervena spektra PVA nanovlaken podrobe-
nych HT po dobu 4 h pri teplotach 90, 120, 150 a 180 °C; PVA NC oznacuje
material bez HT
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Obréazek 5.33: Analyza FTIR: infracervena spektra PVA nanovlaken podrobe-
nych HT po dobu 16 h pti teplotach 90, 120, 150 a 180 °C; PVA NC oznacuje
material bez HT
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Obrézek 5.34: Analyza FTIR: infracervena spektra PVA+LPPO nanovldken podro-
benych HT po dobu 1 h pri teplotach 90, 120 a 150 °C; PVA+LPPO NC oznacuje

materidl bez HT
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Obréazek 5.35: Analyza FTIR: infracervena spektra PVA+LPPO nanovldken podro-
benych HT po dobu 8 h pri teplotach 90, 120 a 150 °C; PVA+LPPO NC oznacuje

materidl bez HT
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