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Diskutujte vysledky hodnoceni procesnich parametr(, alternativnich rozpoustédel a in vitro analyzy
in situ aplikace nanovlaken na bunécnou kulturu. Vyvodte zavéry a doporuceni pro dalsi vyzkum.
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Tato diplomova prace je zamérena na metodu solution blow spinning (SBS) pro budouci
pouziti primého nandseni nanovlakennych krytli ran. Vpraci je uvedena analyza
proudového pole za vystupem zvlaknovaciho zatizeni airbush, zvlakniovani metodou SBS
roztokd s benignimi rozpoustédly a roztokd vodorozpustnych polymert. Déle byly
vybrané materidly pripravené metodou SBS testovany z hlediska biokompatibility
in vitro. Nasledné byly studovany mechanické vlastnosti vybrané nanovlaknné vrstvy.
Vysledky ukazaly, Ze nejvyssich hodnot rychlosti dosahuje proud vzduchu za vystupem
airbrushe ve stredové casti proudu. Roztoky s benignimi rozpoustédly vykazuji
zvlaknitelnost, avsak je tfeba stale hledat vhodnéjsi rozpoustédla a parametry danych
roztokd. Zvlaknitelnost vodnych roztokl je ovlivnitelna relativni vlhkosti vzduchu.
In vitro testovani prokazalo biokompatibilitu vldken zroztoku 8% polykaprolaktonu
v dichlormethanu nanesenych metodou SBS pifimo na hydrogely s bunécnou kulturou
lidskych tukovych mezenchymadalnich stromdalnich bunék. Dle vyslednych dat lze
konstatovat, Ze metoda SBS je potencialné vhodna pro vyuziti v mediciné za predpokladu
dalsiho vyzkumu.

Klicova slova

Solution blow spinning, airbrush, in situ aplikace, benigni rozpoustédla, vodorozpustné
polymery

This thesis focuses on the solution blow spinning (SBS) method for possible direct
application of nanofibrous wound dressings. The thesis presents an analysis of the airflow
field behind the outlet of the airbrush, SBS of solutions with benign solvents and solutions
of water-soluble polymers. Furthermore, selected materials prepared using the SBS
method were tested for biocompatibility in vitro. Subsequently, the mechanical
properties of the selected nanofibrous layer were studied. The results showed that the
airflow of the airbrush outlet in the central part of the stream achieves the highest velocity
values. The solutions with benign solvents showed spinnability, but more suitable
solvents and parameters of the solutions still need to be sought. The relative humidity
influences the spinnability of aqueous solutions. In vitro testing has demonstrated the
biocompatibility of fibres from a solution of 8% polycaprolactone in dichloromethane
applied by SBS directly to cell culture hydrogels of human adipose-derived mesenchymal
stromal cells. According to the resulting data, it can be concluded that the SBS method is
potentially suitable for use in medicine provided further research is conducted.

Key words

Solution blow spinning, airbrush, in situ applications, benign solvents, water-soluble
polymers
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Béhem nékolika poslednich let zaznamenaly nanovldkenné materidly rozvoj v oblasti
mediciny jako materidly pro podporu hojeni, a to predevSim jako kryty koZnich ran.
S timto rozvojem je spojen i zvySeny zajem o dalSi vyzkum technologii pro tvorbu
nanovlaken. Kromé technologii vyuZivajici elektrické sily, které jsou nejbéznéjSimi
a nejvyuzivanéjsimi metodami pro vyrobu nanovlakennych materialdi, se rozviji i fada
dalSich moZnosti. Jednu z téchto zvlaknovacich metod predstavuje metoda ,solution blow
spinning” (SBS). Tato technologie je zaloZena na vysokorychlostnim proudéni stlaceného
vzduchu nebo plynu kolem polymerniho roztoku.

Cast vyzkumu technologii zvlakfiovani pro medicinské aplikace je zaméfena i na nanaseni
vldken pfimo na misto potieby (in situ) — poranéni. Z vybéru technologii je tak vyrazeno
elektrické zvladknovani, kde pacientovi ¢i obsluze zvlaknovaciho zarizeni hrozi tUraz
vysokym elektrickym napétim. Jako prijatelnou variantou se tak jevi metoda SBS, ktera
vyuziva relativné bezpecné proud vzduchu, nikoliv vysoké elektrické napéti pro tvorbu
nanovlaken. Velkd vyhoda metody SBS tedy bezpochyby tkvi v aplikovatelnosti
nanovlakenné vrstvy piimo na pacienta pomoci proudu vzduchu. Potencidlni vyuZiti
metody SBS se jevi jako vhodné pro primé aplikace nanovlakennych krytii pro podporu
hojen{ tkdné v misté trazu.

Kromé bezpecnosti pouzité technologie zvlaknovani pro medicinské technologie je
dtlezité brat v uvahu i pouZzité rozpoustédlo pro pripravu roztoku. Rozpoustédlo se pri
procesu zvlaknovani dostava do okolniho vzduchu. V pripadé toxického rozpoustédla je
tak ohroZen na zdravi nejen samotny pacient ale i ptipadny zdravotnik (obsluha
zvlaknovaciho zatizeni). Je proto nutné vytesit otazku pouZiti méné zdravotné rizikovych
rozpoustédel a jejich vybéru pro zvlaknovani.

Tato diplomova prace se zabyva studiem zvlaknovaci metody SBS pro in situ nanaseni
nanovlakennych vrstev vzhledem k moznému uplatnéni metody v 1ékarstvi. V teoretické
¢asti jsou shrnuty zakladni principy a parametry metody SBS. Ddle je uveden progres ve
vyzkumu této technologie predevSim od roku 2022. Z dGvodu castého pouzivani
toxickych rozpoustédel pro zvldknovani pomoci SBS jsou popsana v teoretické casti
i tzv. benigni rozpousStédla, jakoZto zdravotné méné rizikova alternativa k toxcikym
rozpoustédlim. Nasledné jsou zminény vlastnosti benignich rozpoustédel a naroky na né
pro vybér rozpoustédla vzhledem k zvladkinovani predevsim pro medicinské uziti. Jednim
z benignich rozpoustédel je voda, jejiZz pouzivani pro piipravu a zvlaknovani
vodorozpustnych polymernich roztoki je rozebrano v jedné z kapitol. V experimentalni
Casti je popsano avyhodnoceno meéreni rychlosti proudu vzduchu za vystupem
zvlakiniovaciho zarizeni airbrush. Poté nasleduje popis pripravy a studie zvlaknovani
metodou SBS roztokl s benignimi rozpoustédly a vodorozpustnymi polymery. Dale je
uvedeno in vitro testovani cytotoxicity prfimym kontaktem sbunécnou kulturou.
Nasledné je prezentovano méreni a vyhodnoceni mechanickych vlastnosti vybranych
materiali vyrobenych metodu SBS. Veskeré vysledky jsou poté diskutovany.
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V teoretické Casti je popsana metoda solution blow spinningu (SBS), jeji princip, zarizeni
vyuZzivana k tvorbé nanovlaken pomoci SBS a parametry samotného procesu zvlaknovani.
Jedna z kapitol teoretické ¢asti je vénovana pokroku ve vyzkumu metody SBS od
roku 2022. Autorka této diplomové prace zpracovavala na téma souvisejici s SBS i svou
bakalarskou praci, z toho divodu je reSerSni ¢ast soustifedéna na aktudlni vyvoj
popisovany v odborné literature od roku 2022. Po vodu do metody SBS nasleduji
kapitoly tykajici se benignich rozpoustédel a jejich vybér pro zvldkiovaci roztoky
s ohledem na nizké zdravotni riziko jejich pouzivani pri zvlaknovani.

1.1 Metoda solution blow spinning

Metoda SBS je jednou ze zvldkiiovacich metod rozvijejici se predevsim v poslednich
nékolika letech. Jednu z prvnich publikaci tykajicich se SBS vydal Medeiros etal. [1] v roce
2009. V anglické literatuie neni termin ,solution blow spinning“ zatim ustdleny. Tato
metoda je uvddéna pod riiznymi ndzvy: solution blowing spinning, solution blowing, air
jet spinning nebo air-jet spinning. Cesky nazev by bylo moZné zavést jako ,rozfukovani
polymernich roztoka*.

K vyrobé mikro ¢i nanovlaken dochazi plisobenim vysokorychlostniho proudu vzduchu
(popt. Cistého stlaceného plynu) na polymerni roztok. Pro zvlaknovani je mozné vyuZit
riizna zarizeni, at uz vlastni vyroby ¢i napt. komeréni airbrush. VétSinou se jedna o systém
koaxidlnich trysek — vnitini trysku, kterou protékd polymerni roztok a vnéjsi trysku,
kterou proudi vzduch (nebo plyn) o vysoké rychlosti obvykle v stovkidch metr za
sekundu [2].

Elektrické zvladknovani (electrospinning, ES) je momentdlné jedna z nejrozsirenéjSich
zvlakiiovacich metod zejména pro tvorbu polymernich nanovldken na svété vyuZzivajici
stejnosmérného nebo stridavého proudu [3]. U ES je tedy zapotrebi, aby byl dany roztok
elektricky vodivy. Tato podminka v3ak neplati pro zvldkiiovani metodou SBS. Skala
polymernich roztokd metodou SBS je tedy Sirsi neZ Skala roztoki pro ES [4]. SBS také na
rozdil od ES nevytvari vldkna pomoci vysokého elektrického napéti. Z hlediska obsluhy
a napt. primého nanaseni nanovlaken in situ proudem vzduchu je tak SBS pro lidsky
kterd muze byt az 33,3krat vyssi oproti ES [5], avSak jisté zavisi na nastavenych
parametrech a zvlaknovanych materialech.

Metoda SBS predstavuje mnoho vyhod v oblasti zvlaknovani, kdy lze pro zvlaknovani
vyuzit prenosné a financné nenakladné zarizeni s moZnosti aplikace nanovlaken in situ.
SBS ma potencidl v Siroké radé pouZiti, a to od mediciny aZ po stavebnictvi. Pro dalsi
aplikace metody SBS je vSak stéZejni pochopit jeji fungovdni na zdakladé
fyzikalnich princip?i.

1.1.1 Fyzikalni princip metody solution blow spinning

Jak popisuje Gao et al. [4], hlavni teoreticky zaklad pro SBS tvori Bernoulliho princip.
Ve chvili, kdy proud plynu o vysokém tlaku opousti vnéjsi trysku, se tlak sniZi na hodnotu
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atmosférického tlaku. V tento moment se zvysi rychlost proudu plynu, a podpofi se tak
sniZeni tlaku ve stiedu trysky. Vytvoti se hnaci sila pro urychleni roztoku polymeru. Proud
plynu o vysoké rychlosti zpiisobuje tfeni na rozhrani plyn-polymerni roztok. Tim se
kapka polymerniho roztoku deformuje v usti vnitini trysky. Z kulatého tvaru prechazi
kapka na kdnicky tvar. Jakmile prekona vyvolana treci sila povrchové napéti polymerniho
roztoku, vznikaji na povrchu polymerniho roztoku trysky. Ty jsou béhem letu dlouzeny.
Z trysek se soucasné odparuje rozpoustédlo a jsou tvorena polymerni vlakna, ktera jsou
sbirana na kolektor. Tento fyzikalni princip vyuZiva cela rada zarizeni pro zvlaknovani
metodou SBS.

1.1.2 Zarizeni pro zvlaknovani metodou solution blow spinning

Existuje celd rada zarizeni pro zvlaknovani metodou SBS. Zakladni aparatura se sklada ze
zdroje stlaceného plynu nebo vzduchu (napf. tlakové lahve nebo kompresoru), hadic,
davkovace polymerniho roztoku a systému koaxidlnich trysek. V literature se mnohdy
vyskytuji i vlastnorucné vyrobena zarizeni. Medeiros et al. [1] pouZivaji pro zvlaknovani
roztoki aparaturu, ktera se sklada z vySe zminénych komponentt. Zakladni zvlakiovaci
soustava je doplnéna o redukéni ventil kregulaci tlaku proudu plynu, pumpu
pro davkovani roztoku a rota¢ni kolektor (viz Obr. 1).

) Lﬂnx )
redukcni ventil .

@

= , | [
stlace- ‘)l; pracavn! /1IN
g : vzdalenost / "1
olyn C S )

tryska N L

/ i
kolektor

= .

davkovaci pumpa
- —1 [ = 2 8

Obr. 1: Aparatura pro zvlaknovani metodu SBS, prevzato z Medeiros et al. [1].

V literature je popsano i relativné nové zkonstruované zvlaknovaci zarizeni. V roce 2020
publikoval Gao et al. [6] ¢lanek o ru¢nim zarizeni (viz Obr. 2) pro aplikace nanovlaken na
misto urceni (in situ). Cilem je vyuZivat tohoto aparatu v mediciné na zastavovani
krvaceni nanesenim nanovlaken primo na ranu. Zarizeni se sestava z nadobky na stlaCeny
plyn (vyuzivané jako sprej na odstranovani prachu z povrchi), injekéni stiikacky se
specidlné zahnutou jehlou a tenké plastové trubicky. Nadobka obsahuje stlaceny plyn.
K vystupu nadobky byla pripevnéna plastova trubicka, do které byl vsunut konec jehly.
Nasledné byla jehla pripojena k injeké¢ni strikacce. Timto byl sestrojen systém koaxialnich
trysek pro zvlaknovani metodou SBS. Injekéni strikacka byla naplnéna polymernim
roztokem. Zmacknutim spousté nddobky a soucasnym stlacovanim pistu strikacky byla
z polymerniho roztoku formovana vlakna vlivem proudu stlaceného plynu.

12



A

injekéni strikacka

\

specialné zahnuta jehla

nadrzka na odstranovani prachu

Obr. 2: Prenosné rucni zarizeni vyuZivajici metodu SBS k aplikaci nanovlakennych kryti pro zastaveni
krvaceni - (A) schéma zatizeni, (B) snimek sestaveného zvlakiovaciho zarizeni, prevzato z [6].

Dal$im casto zminlovanym zarizenim, které muizZe byt vyuzivané pro ucely zvlakiiovani
metodu SBS, je airbrush (¢esky ,,americka retus®, doslovné ,vzdusny Stétec). Airbrush je
bézné vyuzivan na nandSeni barev na rtzné povrchy (at uz primo na malifska platna,
nebo modely napt. letadélek apod.). Jeho cena se pohybuje v jednotkach tisic korun. Mensi
modely jsou veliké priblizné 15 cm. Zarizeni je moZné pripojit jak ke kompresoru, tak
tlakové lahvi. Airbrush disponuje systémem koaxidlnich trysek. Ve vnitini trysce je
zasunuta jehla, ktera je propojena s rezervoarem a spousti. Ve chvili, kdy je rezervoar
naplnén polymernim roztokem, Ize zmadacCknout azatdhnout spoust airbrushe.
Zmacknutim spousté se uvolni proud vzduchu a miize putovat vnéjsi tryskou kolem
vnitini trysky. ZataZenim spousté je také zataZena jehla, po které stéka polymerni roztok
do tsti vnitini trysky. Cim vice je spoust zataZena, tim vice je zataZena jehla do vnitiku
airbrushe a roztok miuze téct ve vétsi mire z Gsti trysky. Takto je regulovan priitok
polymerniho roztoku pro zvlaknovani. Detail zatizeni je moZné vidét na Obr. 3.

B proud vzduchu
vnéjsi tryska

polymerni roztok

 vldkno
vnitini tryska

D

T & ‘
oy L= y
h%égi ‘ ;

o " 1cm

S

Obr. 3: Zatizenf{ airbrush — (A) airbrush, (B) detail principu metody SBS pomoci airbrushe, ptevzato z [7],
(C) jednotlivé soucastky airburshe: 1. korunka trysky, 2. difuzér, 3. hlava trysky s tryskou, 4. rezervoar,

13



5. télo airbrushe, 6. tahlo jehly, 7. pruzina, 8. loZisko tahla jehly, 9. zadni kryt jehly, 10. aretacni matka,
11. vicko rezervodaru, 12. jehla, 13. spoust, (D) detail piedni ¢asti airbrushe: vlevo korunka trysky,
uprostied difuzér, vpravo tryska nasazend na hlavu trysky

Metoda SBS pomoci zarizeni, které ve své soustavé obsahuje jehlu, se jevi jako jedno
z optimalnich pro zvldknovani diky moZnosti regulace priitoku polymeru pravé jehlou.
Pfi samotném procesu se vSak miiZe vyskytnout nékolik problému. Nelze opomenout, Ze
béhem zvldkniovani dochdazi k vysokému pritokovému odporu nebo zaschnuti polymeru
na jehle a ucpani trysky [8]. Takovéto neZadouci jevy by mohla vyreSit aparatura, ktera je
popsana v publikaci z roku 2022 - Li et al. [8] sestrojili zarizeni pro zvlakiiovani metodou
SBS (viz Obr. 4), které nevyuziva jehlu k davkovani roztoku (tzv. needleless Kirman vortex
SBS) ani systém koaxidlnich trysek. Zarizeni pro zvldkiiovani je sestaveno z valeckd,
nadoby naplnéné zvlaknovacim roztokem, smycky z nylonové niti a systému trubek, které
plisobi proudem vzduchu kolmo na smycku. Roztok je pribézné vynaSen z nadrzky
cirkulujicim nylonovym vldknem, které touto nddobou prochdazi. Nylonova smycka byla
pokryta po celém povrchu roztokem diky vhodné viskozité roztoku. Roli také hraje
optimalni smacivost nylonu roztokem. Z trubky, kterd sméruje kolmo na pribéh vlakna
s roztokem, vychazi proud vzduchu o vysoké rychlosti. Ten plisobi na naneseny roztok na
vlaknu. Tteci silou se vytvori tryska z polymerniho roztoku, ktera je nasledné dlouzena
do podoby vlakna. Vysychanim rozpoustédla vznikaji pevna polymerni nanovldkna, ktera
jsou sbirana na kolektor. Nylonova smycka se poté opét vraci do roztoku a cely proces

se opakuje.
A proud vzduchu
“ tvorba vlakna

v
proud vzduchu

A 3

-./M =

Obr. 4: Bezjehlova zvladknovaci aparatura pro SBS - (A) ilustrace zvlaknovaciho procesu, (B) fotografie
zarizeni pro bezjehlovy SBS, (C) snimek z vysokorychlostni kamery tvorby vldkna, pfevzato z [8].

Pro primyslovou produkci vldken metodou SBS existuje zatizeni s ndzvem ,AeroSpinner*
vyrabéné tureckou firmou Areka Group Advanced Technologies. Dané zarizeni neni
pfenosné, a neumoziuje tak in situ aplikace nanovlakenné vrstvy. Zatizeni je vhodné pro
vysokou produkci vldken. SvyuZitim tohoto zatizeni lze také zvldknovat klasickou
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metodou ES, které je moZné kombinovat s SBS nebo jednotlivé metody pouZzivat
samostatné [9]. AeroSpinner je uveden na Obr. 5.

Obr. 5: Zvlakiovaci zarizeni Aerospinner, prevzato z [9].

Na proces zvlakniovani metodou SBS ma v urcitych ohledech vliv samotné zarizeni. Je vSak
tfeba se zabyvat i dalSimi parametry zvlaknovani metodou SBS, které jsou sepsany
v nasledujici kapitole.

1.1.3 Parametry procesu metody solution blow spinning

Proces zvlaknovani metodou SBS Ize ovlivnit nékolika faktory. Tyto parametry lze rozdélit
do nékolika kategorii: parametry roztoku, procesni parametry a okolni parametry.
Jednotlivé vlivy plisobici na proces SBS jsou sepsané niZe v Tab. 1.

Tab. 1: Parametry ovliviiujici proces SBS, inspirovano publikaci [4]

Kategorie parametrii Parametr

Viskozita polymerniho roztoku
Koncentrace polymerniho roztoku
Povrchové napéti polymerniho roztoku
Rychlost vyparovani rozpoustédla roztoku
Tlak proudu vzduchu/plynu

Vzdalenost tryska—kolektor (pracovni vzdalenost)
Priitok roztoku

Primeér trysky

Atmosféricky tlak

Okolni parametry Teplota

Relativni vlhkost

Roztokové parametry

Procesni parametry

Vliv jednotlivych zminénych parametrii na proces SBS a vliv parametrt na naslednou
morfologii vlaken je obecné popsan v bakaldrské praci [10], na niZ navazuje tato
diplomova prace. Gao et al. [4] se ve své publikaci zamétuji i na konkrétni hodnoty danych
zvldkiiovacich parametrii: koncentrace roztoku, tlak proudu vzduchu pracovni
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vzdalenost, objemovy pritok roztoku zarizenim a primeér vnitini trysky zvlaknovaciho
zarizeni. Vzhledem ktémto parametrim je udavana i hodnota priméru vzniklych
nanovlaken.

Ve vySe zminéném clanku je napt. pro polymerni roztoky z polymert, které jsou dale
pouzity v experimentech v kapitole 2, také sepsany konkrétni hodnoty. PredevSim se
jedna o polykaprolakton (PCL) a polyvinylalkohol (PVA). Konkrétni hodnoty parametrt
pro SBS roztoki téchto polymerti a hodnoty primért nasledné vyrobenych vlaken jsou
uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2: Parametry zvlakiiovani roztokd PCL a PVA, prevzato z [4].

Koncentrace Tlak o Primér . S
Pritok v . Pracovni Prumeér
roztoku proudu vnitini . 1y
Polymer , roztoku vzdalenost vzniklych
[hmotnostni plynu [ml - h1] trysky [cm] vidken [nm]
procenta] [MPa] [cm]
PCL 6-8 0,1-0,3 - - 10-18 939,4-1714,1
PVA 13,8 0,55 7,2 0,7 - 450 £ 155

Role tlaku a rychlosti proudu vzduchu pf¥i zvlakfnovani metodou SBS

Velkou kapitolu procesnich parametrt piredstavuje i proudové pole proudu vzduchu za
vystupem zvldkniovaciho zarizeni. Morfologie vlakna je velmi zavisla na charakteristice
proudu vzduchu. Proudénim vzduchu miizZe byt ovlivnén rozsah velikosti kapicek, protoze
miiZe podporovat srazky zvladknovaného roztoku, a ty bud vedou ke sraZeni nebo
rozdéleni kapek, jak popisuje Atif et al. [2]. Velikost kapek je pak jednim ze zdsadnich
parametri pti SBS, protoZe urcuje priimér vyrobenych vlaken.

Déle Atif et al. uvadéji, Ze pokud nemd proud dostatecny tlak a rychlost k prekonani
povrchového napéti polymerniho roztoku, kapka roztoku nebude dostatecné
prodlouZena nybrz ztuhne odparenim rozpoustédla. Proto by vstupni tlak a rychlost
proudu vzduchu mély mit nadkritickou hodnotu pro zvlakinovani v zavislosti na typu
a viskozité polymerniho roztoku a primeéru kapky. Se zvysujici se hodnotou vstupnich
proudovych parametra (tlaku a rychlosti) by se mél primér vzniklych vladken sniZovat.
OvSsem ¢im vyssi budou tyto parametry, tim bude proud turbulentnéjsi. To muze
zplisobovat ndhodné odliSnosti v priméru vldken nebo jejich pretrzeni. Je tedy nutné
zvolit vhodné vstupni podminky proudu. Ztohoto diivodu je nutné dale zkoumat
vlastnosti proudového pole pri zvlakniovani metodou SBS.

V publikaci [2] je uvedena experimentdlni studie tykajici se vystupniho tlaku z usti trysky
zvlaknovaciho zarizeni pro SBS. Vystupni tlak vychazejici z trysky byl naméren pomoci
Pitotovy trubice. Tlak byl stanoven na celkem 11 riznych mistech v rdmci linie proudéni
za vystupem trysky. Z hodnot dynamického tlaku byla pak vypocitana rychlost proudiciho
vzduchu. Schéma mérici aparatury je uvedeno na Obr. 6.
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zafizeni pro zdznam dat v redlném Case

SBS tryska

Pitotova trubice [

vzduchovy kompresor (Bambi VTS150D
Oil free dry air)

manometr (TP1665) pro
meéfeni diferencialniho
tlaku

Obr. 6: Schéma aparatury pro méreni vystupniho tlaku proudu vzduchu SBS trysky, prevzato z [2].

Ziskané hodnoty tlaku byly porovnany s obdrzenymi daty z vypocetni dynamiky tekutin
(computational fluid dynamics, CFD). V datech byla nalezena vyznamna shoda. Dale byl
zvlaknén roztok polyvinylidenfluoridu v dimethylformamidu. Roztok byl zvlaknén pri
tfech riznych hodnotach vstupniho tlaku. K prislusSnym hodnotdm vstupniho tlaku byly
naméreny hodnoty vystupniho tlaku a hodnoty vystupni rychlosti proudu vzduchu. Poté
byla sledovana stiedni hodnota priméru nanovldken pii zméné téchto parametrt. Zména
stfedni hodnoty priméru vlaken odpovida predem predpokldadanému trendu, tedy Ze se
zvySujicim se tlakem proudu vzduchu se snizuje priimér vlaken. Naméiené hodnoty jsou
zaznamenany v Tab. 3.

Tab. 3: Hodnoty parametri ovliviiujici primér vldken a p¥islu§né stredni hodnoty priméru vliken,
pievzato z [2].

Vstupni tlak proudu Vystupni tlak Vystupni rychlost Stroedrvn hodpota
proudu vzduchu proudu vzduchu priumeéru vlaken
vzduchu [bar]
[kPa] [m - s1] [nm]
2 177 379,9 530
3 121 384,4 420
4 123 386,9 250

Proudové pole a jeho chovani v ramci zvlakinovani lze sledovat i za vyuZiti vypocetni
techniky a simulaci. Lou et al. [11] se zabyvali numerickou studii proudu vzduchu
vyuzivaného pti SBS a jeji korelace s morfologii vlaken. Obecné je vyhodné, pokud je
v misté polymerniho vlakna proudéni hladké, tedy v blizkosti linie symetrie proudu plynu.
Dale by turbulentni zmény mély byt co nejmensi, aby se zabranilo nestabilité proudéni
plynu pfi tvorbé polymernich vldken. Pro experimentalni c¢ast byl zvlaknén roztok
polyakrylonitrilu v N,N-dimethylacetamidu s pouzitim zvlaknovaciho zarizeni vlastni
vyroby. Zvlaknovaci proces byl zaznamenan pomoci vysokorychlostni kamery.
Na vytvoreni modelu proudové trysky byla vygenerovana vypocetni doména a mrizky
pomoci programu FLUENT 6.3. K analyze ziskanych dat turbulentniho proudéni byla
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vyuzita CFD. Nasledné byly nastaveny pocatecni podminky simulace pro zvlaknovani -
vstupni tlak o tfech rtznych hodnotach, teplota 300 K, predpoklad pouziti idedlniho
plynu, konstantni viskozita roztoku apod. Dle ocekavani se dva paralelni proudy
obtékajici trysku spojily v jeden. Rychlost proudu plynu se sniZuje se zvySujici se
vzdalenosti od trysky a smérem dolti od SBS linie. Nejvyssich rychlosti (170-180 m - s'1)
dosahuje proud ve vzdalenosti 0,01-0,02 m pod urovni trysky. S rostouci vzdalenosti
podél stanovenych os se zvySuje intenzita turbulence proudu. Se zvySujicim se vstupnim
tlakem se vystupni rychlost proudu plynu také zvySuje. Byla prijata hypotéza, Ze tyto
parametry ovlivnily morfologii vldken. Vldkna vytvorend pii nizké hodnoté tlaku
vykazovala vyssi stiedni hodnotu priimérd vldken nez vldkna vytvorend pri vyssich
hodnotach tlaku. Usuzuje se tak, Ze turbulentni fluktuace pri vyssich tlacich byly natolik
silné, Ze zhorsily morfologii vlaken. Vyssi rychlost proudéni také urychlila odparovani
rozpoustédla z polymerni trysky, coz vedlo k rychlejsimu tuhnuti vldkna. Piedpoklady
studie byly tedy naplnény.

VSechny vysSe uvedené parametry jsou velmi dileZité pro samotny proces zvlaknovani
metodou SBS. Velkou roli hraji parametry zvlaknovani iv pokroku metody SBS pro
medicinské aplikace.

1.1.4 Pokrok ve vyzkumu aplikace metody solution blow spinning v mediciné

Struktura nanovlakennych materidlli vytvorenych metodou SBS (a jinymi zvlaknovacimi
metodami jako je zejména elektrické zvldkiiovani) vykazuje znacnou shodu
s extracelularni matrix. Material tak umoziiuje do¢asnou bunéc¢nou adhezi, proliferaci
bunék a jejich diferenciaci. [12] Implantaci tohoto vldkenného materidlu na poranéné
misto je podpoiena tvorba nové tkané. Materidly vykazujici tyto vlastnostmi jsou pak
nazyvany jako nanovlakenné tkanové nosice (tzv. scaffoldy) [12].

Béhem poslednich nékolika let se zvysil zajem o zvlaknovaci metodu SBS zejména pro
oblast regenerativni mediciny. SBS, jak bylo jiZ vySe poznamendno, nevyuziva k tvorbé
nanovlaken elektrické sily nybrZz proudu vzduchu. Jevi se tak jako relativné bezpecna
metoda pro zvlaknovani. S tim je spojena vyhoda metody SBS, ktera prinasi moZnost
relativné bezpecného primého nanaseni scaffold na poranéni ¢lovéka.

0d roku 2022 jsou zaznamenany dalsi pokroky v metodé SBS pro medicinské aplikace.
Vyzkum metody SBS pro medicinské aplikace v poslednich letech smétuje spise k tvorbé
vrstev externé a nasledné aplikaci materidlu do mista rany. V literature se vyskytuji
zminky o optimalizaci materidli pro scaffoldy s cilenou dopravou léciv a pripadna
vylepSeni technologického postupu SBS vyroby nanovlaken.

Regenerace kosti je velmi naro¢ny proces. Pro lepsi zhojeni rany je moZné vyuzit
3D scaffoldy jako kostni ndhrady. Je zasadni, aby pripadna kostni ndhrada méla spravné
vlastnosti scaffoldu. Silvaet al. [13] ve své publikace uvadéji studii zabyvajici se
3D nanovlakennymi scaffoldy obsahujici dvoufazovy fosforecnan vapenaty. Struktura
téchto scaffoldi pripomina strukturu bavlny v jeji nejjemnéjsi a nejmékci formé (anglicky
cotton-wool-like structure). Nejprve byl pfipraven roztok polyvinylpyrrolidonu
v ethanolu obsahujici mnoZstvi vodného roztoku fosforecnanu vapenatého. Nasledné byl
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roztok zvlaknén s vyuZitim vlastnorucné sestrojeného zarizeni na SBS. Pro podporu
vyparovani rozpoustédel (vody a ethanolu) byly umistény dvé horkovzdusné pistole pod
zvlaknovaci trysku. Teply vzduch plisobil ve sméru proudu vzduchu pfi zvlaknovani, a tim
nedochazelo knaruSovani samotného procesu. Vyrobeny scaffold byl kalcinovan
v muflové peci. Material byl dale charakterizovan s vyuzitim termogravimetrické analyzy,
rentgenové difrakéni analyzy (XRD), skenovaci elektronové mikroskopie (SEM)
ainfracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR). Dale byla zkoumdana
bioaktivita a degradabilita materidlu in vitro. Na zikladé vysledk lze predpokladat, Ze
3D kalcinované scaffoldy s dvoufazovym fosforecnanem vapenatym maji potencial
pro pouziti jako nahrady kosti.

Piiprava roztoku je velmi dileZzita pro SBS. Lze tak ovlivnit parametry roztoku, které maji
poté vliv na samotnou zvlaknitelnost roztoku a vyslednou morfologii vlaken. Yang et al.
[14] pripravili pomoci SBS nanovlakna silk-fibroinu v kombinaci se s6jovym proteinem.
Pro zvlaknovani byly pripraveny roztoky silk-fibroinu srznymi pridavky séjového
proteinu. Smési byly oSetfeny pomoci ultrazvukového zarizeni po dobu rozdilnych
Casovych usekd. Dale byly roztoky zvlaknény a byla obdrZena findlni nanovldkenna
membrana. Nasledné byly zkoumany vlastnosti vrstvy pomoci SEM, FTIR, XRD,
diferencidlni skenovaci kalorimetrie (DSC) atd. Na zavér byly provedeny testy
biodegradability a cytokompatibility. Ukazalo se, Ze doba piisobeni ultrazvuku ma vliv na
viskozitu roztoku, a tim také i na morfologie vyslednych vldken. Sonifikace ultrazvukem
miiZe pusobit i na stavbu retézci silk-fibroinu a krystalinitu vlakenného materialu.
Z celkovych vysledki zvlaknovani a testovani lze usoudit, Ze materidl pripraveny
metodou SBS zroztoku silk-fibroinu a s6jového proteinu je vhodnym potencidlnim
kandidatem pro regeneraci tkani, kryty ran nebo systémy pro cilenou dopravu 1éciv.

Rozsahlym tématem v regenerativni mediciné jsou materidly pro ndhradu a regeneraci
kize. Tien etal. [15] uvadéji postup pro vyrobu nanovlakennych scaffoldi z chitosanu
(CS) pro hojeni koznich poranéni. Pro experiment byl zvolen CS s vysokym stupném
deacetylace. Roztoky CS/PEO byly zvlaknény pomoci SBS zatizeni sestaveného na
zakazku. PEO byl pozdéji z vlaken odstranén. OSetfeni ve vodném roztoku uhli¢itanu
draselného udrZuje strukturdlni integritu vldken a usnadnuje odstratiovani PEO.
Mechanické vlastnosti vrstvy byly zkoumany v suchém i mokrém stavu. Nasledné byly
provedeny testy in vitro, které potvrdily biokompatibilitu nanovlakenné vrstvy. Material
pripraveny pomoci SBS z CS se zda nadéjnym scaffoldem pro nahrady kiiZe a obecné kozni
tkanové inZenyrstvi.

Mezi bézna onemocnéni klize patii i napt. akné ¢i ordlni opar. Tato onemocnéni jsou
znacné nepiijemnd, v nékterych pripadech se kiize Spatné hoji a miize dochazet k jeji
skarifikaci. To ma pak za ndasledek neesteticky vzhled pokozky. Pribéh danych koZnich
onemocnéni muize byt i znacné bolestivy. Yang et al. [16] ve své publikaci resi
problematiku vyroby nanovldkennych dvojvrstev urcenych kurychleni 1écby akné
metodou SBS. Jako 1éc¢iva latka byl vyuZit quercetin (QC), ktery poskytuje antioxidacni,
mnozstvi PEO je zde pridano pro zlepSeni zvlaknitelnosti roztoku. Zvlaknéni metodou SBS
bylo provedeno pomoci vlastnorucné sestaveného zarizeni. Na vzniklou vrstvu
CS/PEO/QC byl zvlaknén i roztok PLA, aby se pri nasledné aplikaci vrstvy na kiizi predeslo
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jejimu lokalnimu podrazdéni. Poté byla zjiSténa dobra propustnost vzduchu dvojvrstvy,
coz mohlo byt zptlisobeno vlivem metody SBS na rozloZeni vlaken v prostoru. Dale byl
zkoumadn i charakter uvoliiovani QC po dobu 24 hod. Vrstva vykazuje antibakteridlni
ucinky a biokompatibilni charakter. Pripravena dvojvrstva se jevi jako vhodny material
pro lé¢bu akné a infekcénich ran.

Ferreira et al. [17] se zabyvali kontrolovanym uvoliovdnim a antivirotickymi ucinky
nanovlakenné vrstvy dopované antivirotiky pro lécbu herpatické dermatitidy
a recidivujiciho oralniho oparu. Pro vyrobu vrstvy byl pouZit roztok kyseliny polymlécné
(PLA) a polyethylenglykolu (PEG) s pfimési antivirotika — acycloviru (ACV). S vyuZitim
systému soustiednych trysek byl roztok zvlaknén do podoby koaxidlnich vlaken. ACV byl
obsazen vjadre vldken. Vlastnosti vlakennych vrstev zpripravenych roztokd byly
popsany s vyuzitim riiznych analyz jako napt. SEM, DSC aj. Pozdéji bylo prokazano, ze ACV
nema vliv na morfologii vlaken. Profil uvoliiovani ACV po dobu 21 dnii byl ziskdn pomoci
UV-Vis spektroskopie. Dale byly provedeny i testy cytotoxicity in vitro. Studie ukazuje
velky potencial vlaken PLA/PEG vyrobenych metodou SBS pfi fizeném uvoliiovani ACV
k vyvoji praktickych materialti pro 1é¢bu opari s jejich sou¢asnym prekrytim naplasti pro
esteticky vzhled.

Pokrok ve vyrobé materidli metodou SBS pro medicinské ucely sméruje stdle
k rozsirovani skaly zvlaknitelnych roztokd biokompatibilnich polymert. Avsak u in situ
aplikaci nanovlakennych scaffoldl je zapotiebi, aby také pouzZité rozpoustédlo bylo
kompatibilni s lidskym organismem a nepredstavovalo zdravotni riziko.

1.2 Benigni rozpoustédla pro tvorbu nanovlaken pro medicinské
aplikace

K tvorbé nanovlaken je vyuzivano polymernich roztoki (nékteré technologie zvlaknovani
vyuZzivaji polymerni taveniny, nicméné tento pripad zde neni uvaZovan) [3]. Polymerni
roztok se obvykle skldda z polymerni suSiny a rozpoustédla. Pri zvldkniovani plisobi na
polymerni roztok urcita forma sily, kterd na hladiné roztoku utvofi trysky [3]. Ty jsou dale
dlouZeny do podoby vlaken. Ke ztuhnuti vldkna dochazi po odpareni rozpoustédla do
okoli. Pro snadné a rychlé odparovani by mélo mit rozpoustédlo relativné nizky bod varu
a vysokou tenzi par. RozpousStédlo by mélo mit i nizké povrchové napéti pro snadnou
tvorbu zvlakiiovacich trysek. Casto jsou rozpoustédla s naleZitymi vlastnostmi pro
zvlakinovani toxickd. Pri pouZiti téchto rozpoustédel predstavuje jejich odparovani
znacny problém nejen pro Zivotni prostredi ale také samotné lidské zdravi.

Toxicka rozpoustédla jsou predevSim problematicka v pouZiti pro medicinské ucely.
Pokud se jedna o aplikaci nanovldkenné vrstvy, ktera byla vyrobena externé, rozpoustédla
se stihnou zcela z vrstvy odparit. Nezplisobuji tak pacientovi obtiZe. Nebezpecna jsou
predevSim pro obsluhu zvlaknovaciho zarizeni pri pripravé polymerniho roztoku
a vyrobé€ nanovlakenné vrstvy.

Jind situace miiZe nastat pfi nandsSeni vldkenné vrstvy insitu. Zde spociva potiz
v nedostatecném case pro odpareni rozpoustédla. To pak zlistava déle ve vrstvé, kterd je
jiz aplikovana na pacientovu ranu. Zbytkové rozpoustédlo poté miiZe negativné pulisobit
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na lidsky organismus. ObtiZe mize rozpoustédlo vytvaret i zdravotnikovi, ktery vrstvu
aplikuje. Pri nanaseni vldken se ¢ast rozpoustédla dostava do okoli a tim ohrozit zdravi
samotné obsluhy zvlaknovaciho zarizeni.

DiileZit4 je tedy volba rozpoustédla pro tvorbu nanovladken. PouZité rozpoustédlo by mélo
byt videdlnim pripadé zcela netoxické pro lidsky organismus. Tuto vlastnost maji
tzv. benigni rozpoustédla (obcas nazyvana také jako Setrnd). V literature se rovnéz
vyskytuje pojem ,zelena rozpoustédla“ Nékdy se tato dvé slova zaménuji jako synonyma
[18]. OvSem nékteré clanky oba pojmy rozliSuji. Nazev ,benigni rozpoustédla“ je vytycen
pro netoxickd rozpoustédla pro lidsky organismus, kdy by neméla ohroZovat lidské
zdravi. KdeZto pojem zelend rozpoustédla znamend, Ze vyrobou a naslednym pouZitim
rozpouStédla se nezatizi Zivotni prostredi [19]. DalSim rozdilem mezi benignimi
a zelenymi rozpoustédly mize byt u ES, kdy zelené ES implikuje zvlaknovani emulzi [18].

Klasifikaci rozpoustédel se zabyva Food and Drug Administration (FDA). Mezinarodni
rada pro harmonizaci technickych pozadavkli na humanni 1é¢ivé pripravky pro primysl
vydala seznam ,Q3C Necistoty: Zbytkova rozpoustédla“ [20], kde jsou rozpoustédla
rozrazena do tif tiid pro farmaceuticky primysl. Jednotlivé charakterizace tiid jsou blize
vysvétlené v kapitole 1.2.1. Pokyny popisujici soucasny nazor FDA na toto téma jsou
povazovany za pouhd doporuceni. Dodrzovani danych postupt je jediné vyzadovano
v piipadech, kde jsou vseznamu FDA citovany konkrétni regula¢ni nebo zikonné
poZadavky. Seznamem se vSak lze ridit pri vybéru rozpoustédla pro zvlaknovaci roztok.

1.2.1 Vlastnosti a vybér benignich rozpoustédel pro pfFipravu roztoku

Pro tvorbu polymernich roztokli jsou béZné uzivdna rozpoustédla, kterd mohou
poskozovat lidsky organismus. Mezi takovato rozpoustédla patii napt. chloroform (CF),
dichlormethan (DCM) nebo dimethylformamid [21]. PouZivana rozpoustédla mohou
zplisobovat rizné typy karcinom, mutaci a dalsi [21]. Samoziejmé vzdy zaleZi na davce
a dobé pilisobeni. Pripadnou ndhradou téchto toxickych rozpoustédel za méné toxicka ¢i
netoxicka by bylo moZnym negativnim tcinkiim predejit.

Jako vhodnou alternativou se jevi benigni rozpoustédla. Obecné vlastnosti benignich
rozpoustédel by mély byt, jak uvadi Liverani et al. [18]:

e vysoky bod varu,

e nizka tenze par,

e netoxicky charakter,

e schopnost rozpustit velkou §kalu organickych sloucenin,
¢ finan¢ni nenaroc¢nost,

¢ recyklovatelné.

Z vyse uvedenych vlastnosti je pro medicinské aplikace dulezity vysoky bod varu, nizka
tenze par a netoxicky charakter. PrestoZe by mélo byt rozpoustédlo netoxické, je Zadouci,
aby se do téla dostavalo co nejméné xenobiotik. Vysoky bod varu zplisobuje, Ze se
rozpoustédlo hire odparuje. Uvoliiuje se tak méné par do vzduchu, které by mohly byt
vdechnuty. Vysoky bod varu je vSak problematicky pro samotné zvlaknovani.
Rozpoustédlo s vysokym bodem varu ma malou tendenci se odparovat, a obtiZnéji se tak
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tvori vlakna. Srychlosti vyparovani souvisi i tenze par, kdy sniZ8i tenzi par se
rozpoustédlo obtiZnéji (pomaleji) vyparuje. U pouziti benignich rozpoustédel v mediciné
je tento parametr Zadouci ze stejného diivodu jako vysoky bod varu.

Co se toxicity rozpousStédel tyce, v ivodu kapitoly 1.2 bylo zminéno, Ze dle FDA lze pouZita
rozpoustédla rozdélit do tii tfid [20]. Podle charakteristiky je rozpoustédlo zarazeno do
urcité tiidy. Rozpoustédla Tridy 1 by se neméla pouZivat pri vyrobé lécivych latek
a lécivych pripravki z dlivodu jejich neprtijatelné toxicity nebo Skodlivého vlivu. Zde jsou
zatazeny latky jako napft. benzen, tetrachlormethan nebo 1,2-dichlorethan. Ve Tridé 2 se
nachdzeji rozpoustédla, ktera by méla byt ve farmaceutickych pripravcich omezena kviili
jejich vlastni toxicité. Mezi tato rozpoustédla se radi napi. DCM ¢i CE. Trida 3 predstavuje
rozpoustédla, ktera lze povaZovat za méné toxicka a méné rizikova pro lidsky organismu.
Vtéto tridé nejsou zahrnuta Zadna rozpoustédla, o nichZ by bylo znamo, Ze jsou
nebezpecnd pro lidsky organismus v ddvkach bézné ptijimanych v 1é¢ivych pripravcich.
Zaroven pro mnoho rozpoustédel Tridy 3 neexistuji zadné studie dlouhodobé toxicity.
Tato rozpoustédla jsou méné toxicka v akutnich nebo kratkodobych studiich a nemaiji
genotoxické ucinky. Do této tridy patii napt. ethylacetat (EtOAc) a aceton (Ace).

Seznam trid obsahuje skupinu rozpoustédel, pro kterou nebyly doposud nalezeny
dostatec¢né toxikologické tidaje pro rozrazeni do predeslych tiid. Tato rozpoustédla by
vSak mohla byt stdle zajimava z hlediska jejich vlastnosti pro vyrobu lécivych latek nebo
jejich pripravu. Do této kategorie spada napt. methylal (dimethoxymethan, DMM).

Jak bylo poznamendano vySe, rozdéleni rozpoustédel svyuZitim ve farmaceutickém
priamyslu dle FDA je pouhym doporucenim nikoliv v§ak narizenim. Timto seznamem je
mozné se Fidit pti vybéru rozpoustédla pro zvlaknovaci roztok.

Pii vybéru vhodného benigniho rozpoustédla jako ndhrady za bézné vyuzZivané
rozpoustédlo pro medicinské aplikace 1ze brat v potaz seznam FDA a dalsi vlastnosti
rozpoustédla. Benigni rozpoustédla by videdlnim pripadé méla vykazovat kromé
netoxického charakteru i vysoky bod varu a nizkou tenzi par, coz bylo poznamenano vyse.
Jak vysoky bod varu, tak nizkd tenze par negativné ovliviiuji proces zvlaknovani.
Rozpoustédlo se Spatné a pomalu odpaiuje. Vlakna se tak mohou tvofit obtiZné
a pripadné s nezadoucimi defekty apod. Oba parametry benignich rozpoustédel jsou tedy
na opacné strané vlastnosti, nez je potieba pro zvlaknovani. Proto je nutné hledat jisty
kompromis mezi charakteristikami rozpoustédla pro samotny proces zvlaknovani a jeho

vevs

Avossa et al. [19] se ve svém ¢lanku zabyvaji tématem benignich a zelenych rozpoustédel
pro zvlaknovani. V kapitole o definici benignich rozpoustédel jsou obsazeny informace
o riznych rozdélenich rozpoustédel do kategorii bezpecnosti. Je zde uvedeno nékolik
moznych rozrazeni, které stanovily firmy jako je napft. Pfizer, GlaxoSmithKline nebo
Sanofi. VétSinou se jedna o tabulky s barevnym rozliSenim vhodnosti rozpoustédla pro
farmaceuticky sektor. Z této klasifikace vychazi samoziejmé jako nejméné problematické
rozpoustédlo voda. Tabulky lze také prakticky vyuzit k vybéru vhodného benigniho
rozpoustédla.
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Jednim z pouzivanych rozpoustédel pro pripravu zvlakiovacich roztokt PCL pro SBS je
DCM [22]. DCM je podezrely z karcinogenity [23] a je dle FDA zarazen do Tridy 2. Pro
pouziti ve farmacii by mél byt tedy omezen. Nicméné jeho vlastnostmi predstavuje DCM
vhodné rozpoustédlo pro zvlaknovani, predevSim pro metodu SBS. Diky relativné
nizkému bodu varu a vysoké tenzi par se snadnéji odparuje. To je pri SBS, kde je Casto
kratkd pracovni vzdalenost (10-20 cm), velice Zadouci. Jeho vlastni toxicita vS§ak muze
predstavovat komplikace pri aplikaci nanovlakennych vrstev in situ. Proto je nutné hledat
jistou netoxickou nihradu za toto rozpoustédlo. V dvahu by méla byt brana benigni
rozpoustédla, kterd maji podobné vlastnosti jako DCM. Je zapotiebi, aby dand benigni
rozpoustédla dokazala rozpustit poZadovany polymer a aby se pri zvlaknovani metodou
SBS co nejrychleji odparovala. Hlavnim poZadavkem na rozpoustédlo vSak ziistava jeho
bezpecné uziti pro lidské zdravi.

Narokim na benigni rozpoustédlo pro zvlaknovani PCL metodou SBS odpovidaji nejlépe
rozpoustédla uvedena v Tab. 4. V tabulce jsou kromé hodnot bodi varu a tenzi par také
hodnoty povrchového napéti, coz je dalsi velmi diilezity parametr pro zvlaknovani
(viz kapitola 1.1.3). Jejich vlastnosti jsou porovnavané s vlastnostmi DCM. EtOAc a Ace
spadaji v seznamu FDA do Tridy 3, coZ znaci jejich mozné pouziti v mediciné. Soucasné
spliiuji pozadavky i pro zvlaknovani. Vlastnosti vody nejsou plné idealni pro zvlaknovani
- voda ma vysoky bod varu, velmi nizkou tenzi par a vysoké povrchové napéti (viz Tab.
4). Prestoze voda neni tedy pro zvlakinovani zcela vhodnym rozpoustédlem, tak z hlediska
toxicity nepredstavuje Zadné zdravotni riziko pro aplikace nanovldken in situ
ve zdravotnictvi.

Tab. 4: Srovnani parametri benignich rozpoustédel s parametry DCM. Hodnoty tenze par a povrchového
napéti jsou uvedeny pro teplotu, ktera je napsana v zavorce (°C) za danou hodnotou veliciny.

Rozpoustédlo | Bod varu Tenze par Povrchové napéti Zdroj
[°C] [kPa] [mN/m]
DCM 39 47,4 (20 °C) 26,5 (20 °C) [23]
EtOAc 77,1 12,4 (25 °C) 24 (20 °C) [24]
Ace 56,08 30,8 (25 °C) 23,7 (20 °C) [25]
DMM 42,3 42,6 (20 °C) 21,2 (20 °C) [26]
Voda 99,974 3,17 72,75 (20 °C) [27, 28]

Literatura pro SBS s benignimi rozpoustédly je omezena. VétsSina clanka se zabyva ES.
Jako benigni rozpoustédlo je ¢asto volena kyselina mravenci a kyselina octova. Ty jsou dle
FDA zarazeny do Tridy 3. Pro zvlaknovani SBS jsou vSak nevhodné. Material, ze kterého je
komer¢ni airbrush vyroben, neni viici kyselindm inertni. Kyseliny zptisobuji korozi tohoto
zatizeni. Dochazi tak k nevratnému poskozeni airbrushe. Dalsim divodem, proc kyseliny
nejsou vhodné pro SBS pomoci airbrushe, je snaha o potencialni aplikaci této metody ve
zdravotnictvi. Pri in situ aplikaci nanovlaken z roztoku s kyselinami na ranu by mohlo
dojit k naleptdni rany piisobenim kyseliny. To je vSak nepiipustné. Koncentrované
organické Kkyseliny (zejména Kkyselina mravenci) mohou ptsobit v roztoku na polymer
(napt. polykaprolakton) a tim dochazi k sniZovani jeho molekulové hmotnosti, a tedy
k degradaci diky kyselinou katalyzované hydrolyze [29].
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Je tfeba zvolit takova benigni rozpoustédla, ktera jsou vhodna jak pro danou technologii,
tak pro uziti v mediciné. Behrens et al. [30] se vénuji zvlakiovani metodou SBS za ucelem
aplikace nanovldkenného chirurgického tmelu in situ. Ve své publikaci uvadéji pro
zvlaknovani roztok kopolymeru kyseliny mlé¢né a glykolové rozpusténé v acetonu. Vyse
je zminéno, Ze je aceton moZné pouZivat v lékarstvi. Lze ho dle uvedeného clanku
a kategorie bezpecnosti pripadné pouZit jako benigni rozpoustédlo pro in situ
aplikace SBS.

Vybér rozpoustédla se tedy ridi nékolika kompromisy. Je dullezité zvazit naroky na
technologii zvlaknovani a zdroven brat v potaz toxicitu rozpoustédla pro medicinské
ucely. Exaktni postup pro vybér rozpoustédla vsak neni doposud zcela jisty.

1.2.2 Voda jako benigni rozpoustédlo pro solution blow spinning

Voda je zcela bezrizikovym rozpoustédlem z hlediska bezpecnosti pro lidsky organismus.
Vodu lze pouzit kpripravé roztoki zvodorozpustnych polymertl, jako je napt.
polyvinylalkohol (PVA) nebo polyethylenoxid (PEO). Ve zdravotnictvi by bylo mozné
vodné roztoky PVA nebo PEO a jejich smési vyuzit k tvorbé nanovlakennych scaffoldd,
u nichz se cilené ocekava rychlé rozpusténi ¢i nabobtnani v télnich kapalinach napft. pro
uvolnéni nesené aktivni latky. Pomoci metody SBS by bylo mozné scaffoldy nanaset primo
na pacientovo postiZzené misto. PfestoZe voda je vhodna pro pouZiti jako rozpoustédlo,
problém jejiho vyuZiti jako rozpoustédla pro medicinské aplikace spociva v jejich
vlastnostech a vlastnostech vysledného materialu.

Pro proces zvlaknovani metodu SBS predstavuji roztoky s vodou jisté potize. Jak bylo
uvedeno jiz diive, voda ma negativni vliv na proces zvlakniovani kviili svym vlastnostem.
Vysoky bod varu, nizka tenze par a vysoké povrchové napéti zapricinuji to, Ze se vlakna
zcela pred dopadem kolektoru nevysusi [31]. Dané vlastnosti ztéZuji tvorbu samotnych
vlaken. Produktivita vldken tak mize byt velmi nizka ¢i primo nulova. Jednim z resenf této
situace je pridanim zatizeni dodavajici teplo do zvlakinovaci aparatury. Santos et al. [31]
inovovali zvlaknovaci soustavu pro SBS vodnych roztokd PVA. K zvlaknovaci trysce pridali
Bunsentiv kahan. Trysku zahtivali na teplotu 45 °C. Toto reSeni je vhodné pro samotny
proces zvlakiiovani vodnych roztokd. OvSem pro in situ aplikace vldken je moZnost
ohfevu vyloucena. Vlivem vysoké teploty by mohlo dochazet k dalsimu poskozeni rany.

Pri potencialni aplikaci scaffoldu vyrobeného z vodného polymerniho roztoku pifimo na
ranu, by se vlivem vodného prostredi scaffold mohl rozpustit. V pripadé externi vyroby
vlakenného materialu je takovy polymer zesitovan, aby k jeho rozpusténi po aplikaci na
ranu nedoSlo [32]. Sitovani polymeru se provadi fyzikdlné (napf. vysokou teplotou,
UV zarenim...) nebo chemicky (pomoci sitovaciho c¢inidla) [33]. Ani jedna z uvedenych
moznosti neni pro in situ aplikace akceptovatelna. Vysoka teplota nebo UV zareni by
mohly zptisobit vétsi poskozeni poranéni, na které by byl sitovany scaffold aplikovan.
Sitovaci cCinidla nejsou vhodna pro piimé nanaseni nanovldken z didvodu jejich
vlastni toxicity.

Rozpustnost materidlu vyrobeného a aplikovaného metodou SBS in situ by vSak mohla
byt vyhodou pri jemném dodavani 1é¢iv do rany. Primé naneseni léCiva na poranéni ve
vysoké koncentraci miize vést k nezaddoucim ucinkiim - paleni, svédéni, nebo piipadné
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zarudnuti. Pokud by vSak 1é¢ivo bylo rozptyleno na ranu vnanovldknech, jeho
koncentrace by byla v dostatecné nizka a zaroven uc¢innd pro dané ucely. Nemusely by byt
tedy zplsobeny nezadouci efekty.

Oblast zvlakinovani vodnych polymernich roztokli metodou SBS pro medicinské aplikace
je stale nepftilis prozkoumana. Hledani spravnych parametri vodnych roztok, spravného
nastaveni technologie a sledovani riznych vlivli na proces zvlaknovani metodou SBS je
pro potencidlni vyuZiti v mediciné stéZejni.
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Experimentalni ¢ast této diplomové prace se vénuje zmapovani proudového pole za
vystupem zvlaknovaciho zarizeni airbrush. Dale je predstaveno zvlakniovani metodou SBS
roztokil s benignimi rozpoustédly a roztokli vodorozpustnych polymert. Nasledné prace
predstavuje nanovlakenné materidly vyrobené metodou SBS vybrané pro dalsi testovani,
aiproces tohoto in vitro testovani. Na zavér je uvedeno testovani mechanickych vlastnosti

vybranych materidld.

2.1 Pouzité pristroje a materiadly

NiZe jsou uvedeny prehledové tabulky se vSemi pristroji (viz Tab. 5) a materialy (viz Tab.
6 a Tab. 7) pouzitymi v experimentalni ¢asti této diplomové prace.

Tab. 5: Pouzité pristroje

Pristroj Model Vyrobce/dodavatel
Airbrush BD-180 Fengda, Cina
Kompresor AS-186 Fengda, Cina

Thermoagfg‘l?metmke ALMEMO FVA935-TH5 Ahlborn, Némecko

Ruc¢ni mérici piistroj

ALMEMO 2890-9

Ahlborn, Némecko

Nanospider™

Elmarco NS 1S500U
s klimatiza¢ni jednotkou
NSAC150, Ceskd republika

Elmarco, Ceska republika

Skenovaci elektronovy
mikroskop

Tescan Vega S3B,

Tescan Orsay Holding a.s.,
Ceska republika

Naprasovaci zatizeni

Q150R Plus

Quorum, Velka Britanie

Ethylenoxidovy sterilizator

Anprolene, model AN74

Andersen Sterilizer, Velka
Britanie

CO2 inkubator

Heracell™ VIOS 160i CO2
Incubator, 165 L

ThermoFisher Scientific,
Spojené staty americké

Laminarni box

Telstar Bio Il Advance Plus

Azbil Telstar, S.L.U.,
Spanélsko

Kompresor AS-186 Fengda, Cina
Airbrush BD-180 Fengda, Cina
Opticky mikroskop Olympus CKX53 Olympus, Japonsko
Spektrofotometr Tecan Spark Tecan, Svycarsko

Fluorescen¢ni mikroskop

Axio Observer

Carl Zeiss AG, Némecko

Andor Technology, Velka

Konfokalni mikroskop model Dragonfly 600 Britinic
Trhaci stroj LabTest 6.0051 LaborTech s.r.0, Ceska
republika
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Tab. 6: Pouzité polymery, PVA znaci polyvinylalkohol, PEO je polyethylenoxid a PCL polykaprolakton

Molekulova hmotnost

.. (hmotnostné stiredni Stupe,fl ,
Oznaceni polymeru molekulova hmotnost, hydrolyzy | Dodavatel/vyrobce
M.) [g - mol-1] PVA [%]
PVA98-125 125 000 98 Merck, Némecko
PVA88-80 80 000 88 Merck, Némecko
PVA88-67 67 000 88 Merck, Némecko
PVA89-130 87 000-130 000 87-89 Merck, Némecko
PVA98-85 50 000-85 000 98,0-98,8 SCT:;:;‘:II; ‘CShlng A

PVA98-61 61 000 98 Merck, Némecko
PVA88-31 31000 4-88 Merck, Némecko
PVA90-70 30 000-70 000 87-90 Merck, Némecko
PEO100 100 000 - Merck, Némecko
PEO300 300 000 - Merck, Némecko
PCL 45 000 - Merck, Némecko

Nanocelul6za (celullose
nanocrystals, CNC)

University of
Waterloo, Ontario,

Kanada
Tab. 7: Pouzité chemikalie
Chemikalie Specifikace Dodavatel /vyrobce
Ethanol absolutni Penta, Ceska republika
. . Oddéleni BioinZenyrstvi,
Destilovana voda i TUL, Ceska republika
Ethylacetat (EtOAc) Cistota min 99,5 % Carl Roth, Némecko

Methylal (DMM)

Cistota min 99,5 %

Carl Roth, Némecko

Aceton (Ace)

Pro analyzu

Penta, Ceska republika

Dichlormethan (DCM)

¢istota 99,5 %

Penta, Ceska republika

Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM)

médium bylo obohaceno
0 1 % antibiotika 10 %
fetalniho bovinniho séra

Merck, Némecko
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Cell Counting Kit-8 (CCK)

Merck, Némecko

Fosfatovy pufr (PBS) - oddéleni Biolng, TUL
DiOC - Merck, Némecko
DAPI - Merck, Némecko

Bovinni sérovy albumin
(BSA)

Phalloidin-FITC -

- Merck, Némecko

Abcam, Velka Britanie

Médium obsahuje
nasledujici slozky:
e 10% fetalni bovinni

S FBS
Médium pro experiment sérum (FBS) Fyziologicky ustav, Akademie

e Dulbecco’s

na AVCR véd Ceské republiky
Modified Eagle’s
Medium (DMEM)
zakladni fibroblastovy
rustovy faktor (bFGF)
2.2 Metody
V nasledujicich podkapitolach jsou uvedeny metody a postupy pro méreni proudového
pole za vystupem airbrushe, pripravu roztokd s benignimi rozpoustédly

a vodorozpustnymi polymery ajejich ndsledné zvldkinovani metodou SBS. Ddle jsou
popsany metody pro testovani in vitro vybranych materialii vyrobenych metodou SBS. Na
zaveér této kapitoly je prezentovan postup mechanického testovani vybranych
nanovlakennych vrstev.

2.2.1 Zvlaknovani metodou solution blow spinning

K zvldkiiovani pomoci metody SBS pro experimentdlni ¢ast je vyuzivané zarizeni
airbrush. Prlimér vnitini trysky airbrushe pro zvldkiiovani je 0,3 mm. Airbrush je
pripojen pomoci hadic k redukénimu ventilu. Ten reguluje vystupni tlak proudu vzduchu.
Hodnota tlaku proudu vzduchu pro SBS ¢ini 1,8 bar. Z redukéniho ventilu vedou hadice,
které propojuji celou soustavu s kompresorem. Cela zvlakiniovaci aparatura je uvedena na
Obr. 7. Vybér zatizeni i nejvhodnéjsiho priméru trysky atd. byl proveden v ramci reseni
bakalarské prace [10].
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5 e kompresor

redukéni ventil

stojanek na airbrushe

Obr. 7: Zvlakniovaci aparatura pro metodu SBS — (A) zarizeni airbrush, (B) celd aparatura pro
zvlaknovani - airbrush, stojanek na airbrush, hadice, redukéni ventil, kompresor

2.2.2 Méreni priméru vildken

Zvlaknovani rozfukovanim polymerniho roztoku tedy SBS je provadéno na cerny papir
nebo kovové sitko pro tvorbu snimatelné vldkenné vrstvy. Vhodné velky vzorek vlaken
z cerného papiru nebo vrstvy ze sitka je pak nalepen oboustrannou lepici paskou na
kovovy tercik pro skenovaci elektronovou mikroskopii. Vzorek je nasledné pokryt vrstvou
zlata. Proces nanaSeni zlata trva 2 minuty a tloustka vysledné zlaté vrstvy je cca 7 nm.
Snimky vldken jsou porizeny pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM).
Praméry vlaken jsou méreny pomoci softwaru Image] (Fiji). Pfes snimek se zvétSenim
3000x (pripadné 5000x) je vedena uhlopticka. V misté prvniho dotyku uhlopticky
s vldknem na snimku je zméfen priameér vlakna. Za plnohodnotny statisticky soubor dat
je povaZovan soubor s minimalné 40 hodnotami. Pro jeden vzorek jsou takto proméreny
priameéry vldken na péti snimcich. Na kazdém snimku je naméreno 8-20 hodnot, celkové
je tak stanoveno 40-100 hodnot priiméru vlaken pro jeden vzorek. Ddle je vypoctena
sttedni hodnota priiméru vlaken, smérodatna odchylka (standard deviation, SD)
a 95% interval spolehlivosti (IS). Priméry vlaken neodpovidaji normalnimu rozdéleni.
SD a 95% IS jsou vSak urceny dle normadlniho rozdéleni a tyto idaje maji pouze pribliZny
informac¢ni vyznam.

2.2.3 Meéreni rychlosti proudu vzduchu za vystupem airbrushe

Metoda solution blow spinning (SBS) vyuZiva k tvorbé nanovldken stlaceného proudu
vzduchu. Ten vstupuje do zarizeni airbrush pod nastavenym vstupnim tlakem, ktery je
regulovan redukénim ventilem. Nasledné je proudu sméfovan do vnéjsi trysky
koaxialniho systému trysek. Zde proudi vzduch o vysoké rychlosti okolo vnitini trysky, ze
které stéka polymerni roztok. Vlivem proudu vzduchu jsou nasledné z kapky roztoku
vytahovana vldkna a vynaSena ven z airbrushe. Parametry vystupniho proudu vzduchu
patfi mezi procesni parametry zvlaknovani metodou SBS a jsou zasadni pro
charakterizaci tvorby nanovldken a jejich morfologii. Méfeni proudového pole za
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vystupem z airbrushe bylo provedeno ve spolupraci s Ing. Josefem Skiivankem, Ph.D.
(TUL, FS, KTS).

Méreni vystupniho proudového pole

Pfed samotnym méfenim rychlosti proudu vzduchu za vystupem ze zarizeni airbrush,
byla sestavena konstrukce pro posun thermoanemometrického cidla v prostoru po
zvolenych osach souradného systému. Konstrukce se sklada z péti casti hlinikovych
profilti a posuvného stolku. Na horizontalni profil bylo upevnéno thermoanemometrické
Cidlo. Na jednotlivé profily byla umisténa méritka za tUcelem méreni vzdalenosti
v prostoru thermoanemometrického c¢idla od usti airbrushe. Airbrush byl stabilné
upevnén do klemy na stojan a pripojen presredukéni ventil ke kompresoru.

Thermoanemometrické c¢idlo bylo zapojeno do ru¢niho mériciho pristroje. Kompletni
sestavu zarizeni pro méreni Ize vidét na Obr. 8.

Obr. 8: Soustava pro méreni z jednotlivych dili: (A) pohyblivy stolek, (B) thermoanemometrické cidlo,
(C) airbrush, (D) stojan, (E) vertikalni a horizontalni posuvna ¢ast konstrukce, (F) ru¢ni méfici pristroj,
(G) redukeni ventil pro regulaci tlaku proudu vzduchu, (H) hadice, (I) kompresor, (]) stojanek s druhym
airbrushem. Fotografie na okrajich vlevo a vpravo zobrazuji detaily dtlezitych c¢asti: (I.) pro méfeni
posunu po ose y a z byla na konstrukci nalepena méritka, (II.) pohyblivy stolek, pro posun na ose x bylo na
konstrukci nalepeno méritko (I11.) detail sondy a vystupu airbrushe.

Dale byly zvolen souradny systém v prostoru (viz Obr. 9), jehoZ pocatek O byl umistén ke
koncovému usti trysky airbrushe. Dale byly zvoleny osy x, y a z, které jsou navzajem
kolmé. Osa x je pomyslné vprostoru umisténa rovnobézné simaginarnim
prodlouZenim jehly airbrushe. Airbrush uchyceny v klemé na stojanu mél béhem méreni
neménnou stabilni pozici. Pohyblivym prvkem bylo thermoanemometrické cidlo
upevnéné na hlinikovém profilu. K posunu ve sméru osy x bylo pouZito pohyblivého
stolku. Souradny systém a jednotlivé kroky posunu ¢idla jsou naznaceny na Obr. 10.
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Obr. 9: Stanoveni souradného systému v prostoru pro zaznamenavani hodnot rychlosti proudu vzduchu

Obr. 10: Osy posunt thermoanemometrického cidla

Nejprve byl spustén kompresor a pomoci regulacniho ventilu byl nastaven vstupni tlak
proudu vzduchu do airbrushe na hodnotu 2 bar. Po nékolika zkusebnich mérenich bylo
zjisténo, Ze se kompresor prehtiva. To je pti dlouhodobém méteni nezadouci kviili mozné
poruse kompresoru. Proto byl kompresor ze soustavy méreni odpojen a privodova hadice
proudu vzduchu z kompresoru byla prepojena do sité stlaceného vzduchu. Tato hadice
byla poté napojena na regulac¢ni ventil.

Zkoumana oblast proudového pole byla vytycena ve sméru osy x od 80 mm do 280 mm
aosy zod -35mm do 35 mm. Oblast tak odpovidd koncové pracovni vzdalenosti
zvlaknovani metodou SBS, ktera ¢ini 100-250 mm, a ¢asti oblasti proudového pole pied
a za pracovni vzdalenosti. Termoanemometrické cidlo bylo uvedeno do vychozi pozice
(80; 0; 0) pro méfeni vsoutadnicovém systému. Cidlo bylo nasledné posunovano
z vychozi pozice na pozici (80 + n - t1; 0; 0), kde t1 predstavuje krok posunuti ve sméru
osy x o velikosti 10 mm a n je prirozené cislo. Hodnota rychlosti proudu vzduchu byla
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vZdy zmérena po posunuti vdaném misté a ¢idlo bylo dale posunuto opét o parametr t1
az do hodnoty 280 mm. Po naméreni hodnot ve vychozi pozici, bylo
thermoanemometrické ¢idlo posunuto na ose z do nové pozice o souiadnicich (80; 0; 5).
Méreni bylo opakovano jako v predeSlém pripadé, kdy byly méreny hodnoty ve sméru osy
x s krokem 10 mm. Tento postup byl zopakovan pro vSechny pozice na ose x od 80 do
280 mm a ose z od 0 do 35 mm, kde krok posunuti po ose z €inil 5 mm.

2.2.4 Solution blow spinning roztoku s benignimi rozpoustédly

V bakalarské praci [10] je uveden roztok 8% PCL v DCM jako jeden z nejvhodnéjsich
roztoki z celé skaly pripravenych roztokii ke zvlakiiovani a zaroven se zda jako nejvice
cytokompatibilni. Dle FDA [20] je DCM Kklasifikovan v Tridé 2, coZ znaci jeho omezené
pouZzivani ve farmacii. S ohledem na potencialni medicinské pouziti metody SBS je nutné
zvolit optimalni nahradu toxického DCM mezi benignimi rozpoustédly.

Za pouziti benignich rozpoustédel - DMM, EtOAc a Ace byly pripraveny roztoky
polykaprolaktonu (PCL, Mw = 45000 g-mol!) o rlznych koncentracich. Pripravené
roztoky PCL v benignich rozpoustédlech jsou sepsany v Tab. 8.

Tab. 8: Seznam ptipravenych roztokt PCL s benignimi rozpoustédly

Konc?‘r/lvtr(;)c]e PCL Rozpoustédlovy systém

8 DMM
10 DMM
12 DMM
14 DMM
16 DMM
20 DMM
25 DMM
30 DMM
14 DMM /Ace
10 EtOAc
14 EtOAc
16 EtOAc
10 Ace

Pomoci vypoctu rozpustnosti PCL v uvedenych rozpoustédlech van Krevelenovou
metodou bylo zjisténo, Ze DMM neni dokonalé rozpoustédlo pro PCL. Roztoky s DMM
nebyly pro jeho nizky bod varu (b.v. 42,30 °C) zahtivany a byly pouze ponechany michat
po dobu 72 hod. Po uplynutém case byly roztoky stidle nehomogenni — v rozpoustédle se
nachazely viditelné kusy polymeru o priblizné velikosti jednoho mm. Aby nedochazelo
k ucpavani trysky kusy polymeru, byly roztoky s DMM prefiltrovany pres spunbond.
Polymerni roztoky PCL v DMM o hmotnostni koncentraci 25 % a 30 % byly prili$ visk6zni
a nebylo moZné je pres spunbond prefiltrovat, proto nebyly ddle zvlaknovany. Roztoky
s DMM byly po filtraci zvlaknény metodou SBS.
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EtOAc je dle vypocti rozpustnosti van Krevelenovou metodou blize stredu sféry
rozpustnosti polymeru, a je tedy povaZzovan za lepsi rozpoustédlo pro PCL nezZ DMM.
Ace se svou polohou oproti sféfe nachazi ve vnéjSim prostoru, je tedy Spatnym
rozpoustédlem. Pfi pokojové teploté se PCL v téchto kapalinach nerozpousti. Roztoky
s EtOAc (b.v. 77,10 °C) a Ace (b.v. 56,08 °C) byly pro zlepSeni rozpousténi zahrivany pod
jejich body varu. Roztoky PCL v EtOAc byly michany za stalého zahrivani ve vodni lazni
pti teploté 50 °C po dobu 4 hod. Roztok PCL v Ace byl za stalého zahiivani ve vodni 1azni
pri teploté 40 °C po dobu 4 hod. Roztoky PCL v EtOAc a Ace byly po vychladnuti zvlaknény
airbrushem.

2.2.5 Solution blow spinning vodorozpustnych polymert

Pro pripravu roztokii vodorozpustnych polymerti o riznych hmotnostnich
procentech (wt) byly pouZity granule polyvinylalkoholu (PVA) s rliznymi molekulovymi
hmotnostmi a stupni hydrolyzy (konverze). PVA jsou oznaceny ve formatu PVAX-Y, kde X
znaci prislusny stupen hydrolyzy a Y molekulovou hmotnost. Jako primés suSiny
polymeru byl pouzit praSek polyethylenoxidu (PEO) o molekulové hmotnosti
100 000 g - mol! a300 000 g-moll. PEO je oznaceno ve stylu PEOY, kde Y znaci
prislusnou molekulovou hmotnost. Jako rozpoustédlovy systém byla pouZita smés
demineralizované vody (W) a ethanolu (EtOH) o hmotnostnich pomérech W/EtOH (8 : 2),
(7:3),(6:4)a(5:5).Prislusné hmotnosti susiny polymert a rozpoustédel byly odvazeny
na digitalnich vahach. Jednotlivé roztoky PVA byly ptipravovany ve vodni lazni pii 80 °C
po dobu 24 hod na magnetickém michadle (300-350 rpm) nebo bez vodni 1azné pii 80 °C
po dobu 24 hod. Pripravené roztoky jsou uvedeny v Tab. 9. Roztoky byly poté zvlaknény
metodou SBS s nastavenymi parametry zvlakiiovani, které jsou uvedeny v kapitole 2.2.1.

Tab. 9: Seznam pripravenych roztokd PVA

Oznaceni Hmotnostni Polymer (anés Rozpouétédlov;’l Zpiisob plipravy
roztoku | procenta (wi) [%] polymert) systém
A 4 PVA98-125 W/EtOH (8: 2) Bez vodgiL l}a’:(z)r(lié, 80 °C,
B 8 PVA98-85 W/EtOH (8 : 2) Bez VOd;i l}a’:(z)r(lié, 80 °C,
c 8 PVA98-61 W/EtOH (8 : 2) Bez vodrzli li(z)r(;é, 80 °C,
D 10 PVA90-70 W/EtOH (6 : 4) Vodni zlizr(::&go °C,
E 6 PVA89-130 W/EtOH (8 : 2) Bez VOdrzlilif,zé' 80 °C,
F 4 PVA88-80 W/EtOH (8 : 2) Bez vocl;iL lif)r(;é, 80 °C,
G 6 PVA88-80 W/EOH (8:2) | DeFYOr: NG, 807G
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H 10 PVA88-80 W/EtOH (8 : 2) Bez VOd;iliﬁgé' 80°C,
I 10 PVA88-67 W/EtOH (8:2) | 0% "Od;ilii‘éé' 80°C,
] 10 PVA88-67 W/EtOH (7:3) | 2% "Od;ilizzé' 80°C,
K 10 PVAS8-67 W/EtOH (6 : 4) Vodnizlizg(r;lfo °C,
L 20 PVA88-31 W/EtOH (6 : 4) VOdnizljZ}fgfo °C,
M 20 PVA88-31 W/EtOH (5 : 5) Vodni ZliZEZI(,jBO °C,
N 10 PVA88-67 W/EtOH (7 : 3) Vodni ZliZEZI(,jBO °C,
0 10 PVA88-67 W/EtOH (6 : 4) Vodnizlizsgfo °C,
P 12 PVA88-67 W/EtOH (6 : 4) Vodni zlizszlfo °C,
. iy PVA88(—4697:/l1’;30100 W/ECOH (8:2) Vodni zlizsgfo °C,
N i PVA88(f97:/113;50100 W/ECOH (7:3) Vodni Zliz}:z;ﬁaso °C,
S iy PVA88(f97:/113;50300 W/ECOH (8:2) Vodni Zliz}:z;ﬁaso °C,
T - PVA88(-:>91 :/5;30100 W/ECOH (5:5) Vodni Zliz}le(,jso °C,
’ 2 PVA88(-:>91 :/5;30100 W/ECOH (5:5) Vodni zlizllefo °C,
v 20 PVA88(—2341 :/5;30100 W/ECOH (5:5) Vodni Zlizszl(,jso °C,

Sledovani vlivu relativni vlhkosti na zvlaknovani roztokl polyvinylalkoholu metodou
solution blow spinning

Pii zvlaknovani roztoki PVA se ukazala relativni vlhkost (RH) jako velmi duleZity
parametr. Zvlaknovany roztok pti vysokych hodnotach RH (nad 50 %) ulpiva na kolektoru
ve formé kapek. Pro pozorovani vlivu RH na produktivitu nanovlaken metodou SBS byly
vybrany roztoky U-20% PVA88-31/PEO100 (49:1) ve W/EtOH (5:5)
aV-20% PVA88-31/PEO100 (24:1) veW/EtOH (5:5) pro jejich moZnou
zvlaknitelnost pti béZnych laboratornich podminkach (cca 40% RH, 25 °C). Tyto roztoky
byly poté zvlaknény v komore zarizeni Nanospider™ pti 20% RH nejprve na papir a poté
na sitko.
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Dale byl sledovan vliv vlhkosti o hodnotach 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 a 50 % na
zvlakiiovani vybranych roztokd P - 12% PVA88-67 ve W/EtOH (6:4) a U - 20% PVA88-
31/PEO0100 (49:1) ve W/EtOH (5:5). Roztoky byly zvldkiniovany pii danych RH
v komofre zarizeni Nanospider™,

Solution blow spinning roztokd polyvinylalkoholu s malym obsahem ethanolu

Ptredpokladanou aplikaci nanovldken metodou SBS jsou kryty ran. Do téchto materiald je
v nékterych pripadech zZadouci ptridavat podpiirné latky hojeni. Jednou skupinou téchto
latek jsou proteiny, které mohou zajistit lepsi adhezi bunék k nanovlaknim a celkovou
bunécnou proliferaci materidlem. V pripadé zvlaknovani vodorozpustnych polymert
metodou SBS, které jsou ¢astecné rozpustné v EtOH, je zdmérem pouzit co nejvétsi mozny
podil EtOH v roztoku pro lepsi odparovani rozpoustédlového systému. V laboratorich
oddéleni BioinZenyrstvi, TUL bylo experimentalné zjisténo, Ze pri vySSim obsahu EtOH
v roztoku s proteiny jak 20 % dochazi k denaturaci proteinti. Obsah EtOH v pripravenych
a zvlaknitelnych roztocich PVA pomoci SBS tuto hodnotu prekracuje (obsah EtOH
v roztoku je obvykle 50 %). V piipadé pridani proteind do takového roztoku PVA pro SBS
by vedlo ke ztraté pozadované vlastnosti proteinu pro zlepSeni hojeni rany. Roztoky PVA
s obsahem EtOH pod 50 % jsou obtiZné zvlaknitelné metodou SBS nebo také vladkna
netvofi vibec pfi béznych laboratornich podminkach (30-70% RH, 25 °C), jak bylo
zjiSténo z predeslych experimentt. Zvlaknitelnost roztoku Ize ovlivnit zménou RH.

Pro experiment byly vybrany koncentrace polymert v roztocich PVA s pfimési PEO na
zakladé predeslé zkuSenosti, Ze dané roztoky jsou zvlaknitelné. U roztoki byl poté sniZen
pomér EtOH a ve druhém pripadé byly polymery rozpustény pouze ve W. Pripravené
roztoky s nizkym podilem EtOH:

a. 20% PVA88-31/PE0100 (49 : 1) ve W/EtOH (8 : 2),
b. 20% PVA88-31/PE0100 (49: 1) ve W

byly zvlaknény v komore zarizeni Nanospider™ pri 10, 15, 20 a 25% RH.
Solution blow spinning roztokl polyvinylalkoholu s nanocelul6zou

Nanolvakna jsou vhodna i pro funkcionalizaci. Do vlaken lze pridat rizné Castice a ty je
mozné dale funkcionalizovat. Pro nanovldkna s potencidlnim vyuZzitim v mediciné
je vhodné vyuZivat biokompatibilni a biodegradabilni ¢astice jako je napt. nanoceluléza
(také nanocelul6zové krystaly nebo celul6zové nanokrystaly, CNC) [34].

Celkem byly pripraveny tfi roztoky s rtiznou koncentraci PVA s primési PEO a CNC, které
byly darovany z Univerzity ve Waterloo (Ontario, Kanada). Procentudlni zastoupeni CNC
v roztoku predstavuje hmotnostni mnozstvi z pivodni hmotnosti susiny. Procentudlni
zastoupeni smési PVA a PEO odpovida wt % z roztoku bez pridanych CNC. Roztoky byly
pripravovany ve vodni 1azni o teploté 80 °C za stalého michani po dobu 24 hod.

. 5% CNC 10% PVA88-31/PE0100 (49 : 1) ve W/EtOH (5 : 5)
II. 5% CNC 15% PVA88-31/PE0100 (49 : 1) ve W/EtOH (5 : 5)
III. 5% CNC 20% PVA88-31/PE0100 (49 : 1) ve W/EtOH (5 : 5)

Nasledné byly roztoky zvlaknény pti 22,2 °C a 14,0% RH.
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2.2.6 Test cytotoxicity metody solution blow spinning primym kontaktem

Na zdikladé predeslych testli cytotoxicity vyluhem materidlti vyrobenych SBS byl
v bakalarské praci [10] vybran k testovani cytotoxicity aplikace nanovlaken in situ roztok
8% PCL v DCM. Nanovldkenny materidl ztohoto roztoku vykazoval viabilitu bunék
124 %. Je tak dle vySe uvedené normy bran za netoxicky. Pro testovani byl dale vybran
material 16% PCL v chloroformu a ethanolu (CF/EtOH) (8:2) vyrobeného metodou ES na
zarizeni Nanospider™, jehoz biokompatibilita a netoxické chovani bylo jiz drive
sledovano a byl shleddn vhodnym materidlem pro aplikace v mediciné. Tento material
slouzi pro porovnani materidlu vyrobenym SBS z hlediska cytotoxicity. Je tak mozné
diskutovat, zda metoda SBS pro in situ aplikace nanovlaken je vhodna pro medicinské
ucely. Oba materialy byly testovany po dobu tii dnti. Testovani cytotoxicity metody SBS
pfimym kontaktem bylo provedeno a vyhodnoceno na z4kladé normy CSN EN ISO 10993-
5 (855220). Experiment byl proveden ve spolupréci s Ing. Sarkou Hauzerovou (TUL, FP,
KCH, oddéleni BioinZenyrstvi).

Pro experiment byly nejprve vysterilizovany pomoci ethylenoxidu potrebné komponenty:

e airbrush,

e privodové hadice,

e stojanek na airbrush,

e regulator tlaku proudu vzduchu,

e odvazené mnozstvi polymeru pro pripravu roztoku na zvlaknovani,

e mnozstvi kontrolniho nanovlakenného materidlu z 16% PCL v chloroformu
a ethanolu (CF/EtOH) (8:2)

dle normy CSN EN ISO 11135-1 (855252). Sterilizace probihala celkem 12 hod pti pokojové
teploté. Po ukonceni sterilizace byla zatizeni a polymer ponechana odvétravat po dobu
14 dnt ve sterilnich obalech. Kompresor byl sterilizovan v laminarnim boxu 57 min pod
UV zarenim. Spunbond v dievéném ramu pro zakryvani byl sterilizovan v laminarnim
boxu UV zarenim po dobu 40 min.

1. testovaci den

Pro testovani cytotoxicity in situ aplikace nanovlaken byla zvolena bunécnd linie 3T3-NIH
mysich fibroblastli (pasaz 17, P17). Do tiech 6jamkovych mikrotitracnich desticek byly
nasazeny buriky o koncentraci 2,6 - 105/jamku ve 3 ml kompletniho kultiva¢niho média
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM). V kazdé mikrotitracni desti¢ce byla
ponechdna jedna jamka s ¢istym DMEM bez obsahu bunék. Tato jamka slouZi jako
negativni kontrola (negative control, NC) k urc€eni, zda materidl neméni svou strukturu
vsamotném DMEM a nasledné nevhodné neinteraguje s testem metabolické aktivity.
Bunécna suspenze v jamkach byla nasledné zkontrolovdna pod optickym mikroskopem
a poté byly kultiva¢ni desticky vloZeny do CO2 inkubatoru na 24 hod.

Dale byl pripraven roztok 8% PCL v DCM. Vysterilizované granule PCL byly ptridany do
nadobky s vickem k potfebnému mnoZstvi DCM. Roztok byl michan v laminarnim boxu
na magnetickém michadle pti 200 rpm po dobu 20 hod.
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2. testovaci den

Po uplynuti 24 hod byly buriky adherované na dné jamek opét zkontrolovany pod
optickym mikroskopem. Uprostied dna jamek byla konfluence bunék vyssi jak 70 %. Tim
byla prekrofena optimalni mira pokryti jamky bunikami. Pozdéji by mohlo béhem
testovani dochazet i k jejich sniZené metabolické aktivité ¢i thynu vlivem nedostatecného
prostoru kolem nich. Zda se tedy, Ze pouzita koncentrace bunék 2,6 - 105/jamku je piilis

vysoka.

Jednotlivé vysterilizované komponenty zvlaknovaci soustavy byly dany do laminarniho
boxu. Nasledné byla sestavena aparatura na SBS. Do laminarniho boxu byly preneseny tii
mikrotitracni desticky s diive nasazenymi burnikami. Prvni mikrotitracni desticka byla
urcena pro zvlaknovani in situ SBS, druhd pro negativni kontrolu (material vyrobeny
pomoci ES) a treti k pozorovani samotnych bunék bez materialu.

Podminky pro zvlaknovani v lamindrnim boxu byly 22,2 °C a 48,8% RH. Z prvni jamky
mikrotitra¢ni desticky bylo odsato DMEM. Desticka byla zakryta spunbondem s otvorem
pro jednu jamku upevnénym ve drevéném ramu, aby se vlakna nezachytavala mezi
jamkami a nenaru$ovala rist bunék v jednotlivych jamkach (viz Obr. 11). Poté bylo do
jamky zvlaknovano metodou SBS primo na burky adherované na dné jamky s vyuZzitim
zarizeni airbrush po dobu 15 s (viz Obr. 12). Jamka byla ihned po zvlaknéni doplnéna 3 ml
DMEM. Tento postup byl zopakovan pro dalsich pét jamek.

Obr. 11: (1) Spunbond v dfevéném ramu na zakryvani jamek a mikrotitra¢ni desticka, (2) zakryté jamky
mikrotitracni desticky
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Obr. 12: Zvlakiiovani in situ na bunky. Mikrotitracni desticka je zakryta spunbondem v dfevéném ramu.
Odkrytd je pouze jamka, do niz je v dany moment zvlakniovano.

Z jamek druhé mikrotitracni desticky bylo odsato DMEM. Do jamek byl umistén vzorek
materidlu vyrobeny metodou ES, ktery byl nasledné zalit 3 ml DMEM. Vzorek ptredstavuje
Ctverec materidlu pripraveného z 16% PCL v CF/EtOH (8:2) o rozmérech 2,5 x 2,5 cm.
Velikost tohoto vzorku byla stanovena na zakladé podobné ploSné hmotnosti (24 g - m2)
s materidlem vyrobenym metodou SBS, ktery je zvlaknovan 15s. V Sesté jamce bylo
vyménéno DMEM. Treti mikrotitracni desticka slouzi jako kontrola samotnych bunék
ajejich vyvoje béhem testovacich dnli. Vjamkach desticky bylo pouze vyménéno
DMEM - médium bylo odsato a nasledné byly priddny 3 ml nového DMEM. VSechny
mikrotitra¢ni desticky byly vraceny do CO2 inkubatoru na 24 hod. Na Obr. 13 lze vidét
mikrotitra¢ni desticky v nichZ probiha testovani cytotoxicity materiald.

Obr. 13: Mikrotitrac¢ni desticky, v jejichz jamkach jsou bunky, DMEM a (1) material z 8% PCL v DCM
vyrobeny metodou SBS aplikovany in situ na buriky, (2) material z 16% PCL v CF/EtOH (8 : 2).
Mikrotitra¢ni desticka (3) obsahuje pozitivni kontrolu (pouze butiky s DMEM). V pravém dolnim rohu je
snimek z optického mikroskopu mysich fibroblast 3T3-NIH v jamce.
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3. testovaci den

Jednim z moznych zptsobt hodnoceni cytotoxicity je stanoveni procentudlni viability
bunék po vystaveni bunék materidlu po urcitou dobu. V experimentdlni ¢asti byl pouzit
k posouzeni viability bunék pfedem namichany kolorimetricky test Cell Counting Kit-8
(CCK). Test cytotoxicity pomoci CCK pouziva tetrazoliovou sfil, pti jejiz redukci vznika
barevny produkt. Pri expozici této soli burikkam je barvivo redukovano dehydrogenazami
v burice za vzniku oranZového formazanu. MnoZstvi formazanového barviva vzniklého
dehydrogenazovou aktivitou je pfimo iumérné poctu zivych bunék. Nasledné je pomoci
spektrofotometru namérena absorbance pri vinové délce 450 nm. Na zakladé téchto
hodnot je ur¢ena viabilita bunék.

Treti testovaci den byl pripraven 10% roztok Cell Counting Kit-8 (CCK) v DMEM, pro
sledovani metabolické aktivity bunék. Mikrotitrac¢ni desticky s burikami a materialy byly
vyndany z CO:z inkubdtoru a ndasledné zkontrolovany pod optickym mikroskopem.
Desti¢ky byly nasledné vloZeny do laminarniho boxu, kde bylo z jamek odsato DMEM.
Do kazdé jamky byly pak pridany 3 ml 10% CCK v DMEM. Mikrotitra¢ni desticky byly poté
umistény zpét do CO2 inkubatoru na dobu 2 hod.

Po uplynuti doby inkubace byly desticky opét vyndany z inkubatoru. Z kazdé jamky bylo
nasledné odebrano dvakrat 100 pl do 96jamkové desticky. Poté byla zmérena absorbance
metabolického produktu bunék pomoci spektrofotometru piti vinové délce 450 nm.
Z namérenych hodnot absorbance byly vypocitany hodnoty Zivotaschopnosti (viability)
bunék na jednotlivych materialech.

Morfologicka analyza bunék pomoci fluorescencni mikroskopie

Z jamek 6jamkové mikrotitracni desticky byl odsdn 10% roztok CCK v DMEM. Obsah
jamek byl oplachnut fosfatovym pufrem (PBS). PBS bylo odsano a do jednotlivych jamek
(mimo jamek s negativnimi kontrolami) bylo pfidano po 3 ml 2,5% roztoku
glutaraldehydu v PBS. Roztok glutaraldehydu byl po 15 min odsan. Nasledovalo
oplachnuti jamek pomoci PBS. Do jamek bylo poté pridano 1,5 ml DiOC na dobu 20 min.
Po uplynuti potrebného casu pro obarveni bunécné membrany bylo mnoZstvi DiOC
odsano z jamek a obsah jamek byl dvakrat oplachnut PBS. K burikdm bylo ptridano 1,5 ml
DAPI na dobu 10 min pro specifické barveni DNA. DAPI bylo poté odsato a obsah jamek
byl dvakrat oplachnut PBS. Druhy oplach PBS byl v jamkach ponechan. Takto mohly byt
pozorovany buriky pomoci fluorescen¢niho mikroskopu.

OPTIMALIZACE EXPERIMENTU KONCENTRACNi RADOU BUNEK

Koncentrace bunék 2,6 - 105/jamku se zda pro experiment prilis vysoka. Experiment bylo
nutné optimalizovat =z hlediska koncentrace bunék, aby nedochazelo kjejich
nadmérnému pocetnimu ristu. Pri nizsi koncentraci bunék by nemuselo dochazet ke
sniZeni adheze bunék ke dnu jamky mikrotitra¢ni desticky a Slo by zamezit odsati bunék
béhem vymény DMEM. DalsSim krokem je tedy nalézt vhodnou koncentraci bunék na
jamku s vyuzitim Kkoncentracni tady. Postup spocivd ve vybéru nékolika rdznych
bunécénych koncentraci, které se nasadi do jednotlivych mikrotitracnich desticek. Poté je
zkoumana cytotoxicita pfimym kontaktem materidlu pomoci metabolického testu CCK
dle normy CSN EN ISO 10993-5 (855220).
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Optimalizace testovani cytotoxicity pfimym kontaktem materialti aplikovanych na bunky
probihala celkem tri dny identickym postupem, jako je uvedeno vysSe. Vramci
jednotlivych testovacich dnid optimalizace byl cely postup testovani zopakovan, pokud
neni uvedeno jinak. Ddle jsou uvedeny pouze odliSnosti od predeslého testovani (zvolené
koncentrace bunék apod.). Z hlediska cytotoxicity bylo testovano i Cisté rozpoustédlo
DCM aplikované na bunky airbrushem, aby byl zjistén vliv pfimého kontaktu tohoto
rozpoustédla s burikkami.

1. testovaci den

Pro optimalizaci byla pouzita bunécna linie 3T3-NIH mysich fibroblastti (P11). Nejprve
byly nastaveny tii rizné koncentrace bunék o hodnotach: 1 -105/jamku, 5 - 104/jamku
al-10%/jamku. Kazda koncentrace bunék byla nasazena do dvou 6jamkovych
mikrotitra¢nich desticek ve 3 ml DMEM. Jedna desticka jedné bunécné koncentrace byla
ur¢ena pro testovani vldken vyrobenych metodou SBS atestovdni samotného
rozpoustédla DCM aplikovaného na buriky metodou SBS. V kazdé mikrotitra¢ni destic¢ce
byla ponechana jedna jamka jako negativni kontrola. Pozitivni kontrola pro kazZdou
koncentraci byla nasazena do tifi jamek dalSich dvou 6jamkovych mikrotitra¢nich
desticek. Mikrotitrac¢ni destic¢ky a systém nasazeni bunék do nich lze vidét na Obr. 14.

Obr. 14: 6jamkové mikrotitracni desticky s nasazenymi burikami o koncentraci (1) 1 - 105/jamku,
(2) 5-10*/jamku a (3) 1 - 10%/jamku. Do mikrotitracnich desticek oznacenych (A) s piisluSnymi
bunécénymi koncentracemi (1), (2) a (3) bude nasazen material z 8% PCL v DCM. Do mikrotitrac¢nich
desticek oznacenych (B) s prislusnymi bunécnymi koncentracemi (1), (2) a (3) bude nasazen
samotny DCM.

2. testovaci den

Po uplynuti 24 hod byly mikrotitra¢ni desticky vyndany z COz inkubatoru. Ve sterilnim
laminarnim boxu bylo ze vSech 6 jamek mikrotitra¢ni desticky s koncentraci bunék
1-10°/jamku odsato DMEM. Mikrotitra¢ni desticka byla zakryta spunbondem ve
direvéném ramu s otvorem pro cilovou jamku. Nasledné byl aplikovan DCM vzdy do jedné
jamky po dobu 15 s. Po aplikaci DCM byly ptidany 3 ml nového DMEM na jamku. Pod
optickym mikroskopem bylo patrné, Ze buriky maji kulaty tvar, coZ miiZe znacit jejich
negativni reakci na okolni prostredi, a i vést azZ k bunécné smrti. Pfedpokladem tedy je, Ze
kromé DCM mohla buriky ovlivnit i del$i doba v jamce bez ptistupu k DMEM. Pro dalsi
mikrotitra¢ni desticky byl proto zvolen postup odsati DMEM z jedné jamky, ndsledna
aplikace zkoumaného materidlu z hlediska cytotoxicity a pridani nového DMEM do jamKky.
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Tento postup byl zopakovan pro mikrotitracni desticky s koncentracemi bunék
5-10%/jamku a 1 - 10#4/jamku a nasledné i pri SBS nanovlakenného materialu.

Pro zvlaknovani materidlu metodou SBS na buiiky byl pouzit roztok 8% PCL v DCM.
Pri zvlaknovani do mikrotitracnich desticek byla okolni teplota vzduchu v laminarnim
boxu 22,6 °C a relativni vlhkost 37,6 %.

Vjamkach s pozitivni kontrolou bylo odsato DMEM a do kazdé jamky byly pridany 3 ml
nového DMEM. Buriky byly poté zkontrolovany pod optickym mikroskopem. VSech osm
mikrotitracnich desticek bylo umisténo zpét do CO2 inkubatoru na 24 hod.

3. testovaci den

Nejprve byl pripraven 10% roztok CCK v DMEM. Desticky se vzorky byly preneseny do
laminarniho boxu, kde bylo z jamek odsato DMEM. Do kazdé jamky byly pak piidany 3 ml
10% CCK v DMEM. Mikrotitra¢ni desticky byly umistény zpét do CO2 inkubatoru na 2 hod.
Poté byl zopakovan postup pro evaluaci absorbance pri vinové délce 450 nm a vypocet
viability bunék.

Pozorovani bunék na materialu fluorescenénim mikroskopem

Z jamek 6jamkové mikrotitracni desticky byl odsan 10% roztok CCK v DMEM. Obsah
jamek byl dvakrat oplachnut PBS. Poté PBS bylo odsano a do jednotlivych jamek (mimo
jamek s negativnimi kontrolami) bylo pridano po 3 ml 2,5% roztoku glutaraldehydu
v PBS. Roztok glutaraldehydu byl po 15 min odsan. Nasledovalo dvakrat oplachnuti jamek
pomoci PBS. Dale bylo pridano 1,5 ml bovinniho sérového albuminu (BSA) do kazdé
jamky. Jamky byly zality BSA po dobu 5 min. Kmnozstvi BSA bylo pridano
1,5 ml Phalloidin-FITC s BSA (1 : 1000). Mikrotitrac¢ni desticky byly zakryty alobalem na
30 min. vzorky byly dvakrat oplachnuty v PBS. K buiikdm bylo ptfidano 1,5 ml DAPI na
dobu 10 min pro specifické barveni DNA. DAPI bylo poté odsato a obsah jamek byl dvakrat
oplachnut PBS. Druhy oplach PBS byl v jamkach ponechan. Vzorky s butikami byly poté
prohlédnuty pomoci fluorescen¢niho mikroskopu.

2.2.7 Sledovani vlivu in situ aplikace nanovlaken na bunécnou kulturu
v hydrogelu

Z predeslych experimenti se jevi, Ze naneseni nanovlidken in situ ma negativni vliv na
viabilitu bunék. Pravdépodobnou prii¢inou cytotoxického efektu miize byt toxické
rozpoustédlo a kratkodobé sniZeni teploty v okoli bunék metodou SBS. Nicméné dle
provedenych testli cytotoxicity pfimym kontakt se tyto dva faktory neprojevuji jako
hlavni diivod nizké viability bunék. DalSim negativnim vlivem se tedy zd4 znemozZnéni
pristupu vyzivujictho média k bunikdm kvili priliSné adhezi nanesenych vldken na
bunécénou kulturu. Tomuto jevu je moZné predejit pomoci nasazeni bunék do hydrogelu,
ktery zajistuje vyzivu pro burky i v pripadé prekryti bunék nanovlakny. Experiment vlivu
primého naneseni nanovlakenné vrstvy na buriky v hydrogelu metodou SBS byl proveden
ve spoluprdci s Mgr. Elenou Filovou, Ph.D. v laboratorich Fyziologického tistavu Akademie
véd Ceské republiky (FGU, AV CR). Prvni experiment byl proveden 1.12.2023. Druhy
experiment pro opakovani vysledkil a zkoumani vlivu roztoku s benignim rozpoustédlem
probéhl 15. 3. 2024.
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EXPERIMENT 1. 12. 2023

Aparatura s airbrushem urcena pro zvlaknovani SBS (uvedena v kapitole 2.2.1, viz Obr. 7)
byla rozloZena na jednotlivé komponenty. Jednotlivé soucastky byly umistény do obali
urcenych pro sterilizaci. Pro experiment byly vysterilizovany soucastky SBS na oddéleni
BioinZenyrstvi (TUL) aparatury a potirebna mnoZzstvi polymeru pro pripravu roztoki:

airbrush,

privodové hadice,

stojanek na airbrush,

kulaty drevény ram,

spunbond,

regulacni ventil tlaku vystupniho proudu vzduchu a
8 g polykaprolaktonu (PCL)

ethylenoxidem dle normy CSN EN ISO 11135-1 (855252). Sterilizace probihala celkem
12 hod pti pokojové teploté. Predméty pak byly ponechdny 14 dnii odvétravat ve sterilnich
obalech. Kompresor byl osvicen UV zafenim po celkovou dobu 40min a umistén do
sterilniho igelitového pytle. Sterilni roztok 8% PCL v DCM byl ptipraven 24 hod pted
zaCatkem experimentu. Vlamindrnim boxu bylo odvaZeno potfebné mnozZstvi DCM.
To bylo poté piidano Kk patficnym mnozstvim polymert. Nadobka se smési byla
ponechdna na magnetickém michadle pti 330 rpm.

Na FGU, AV CR byly ptipraveny kolagenové hydrogely s bunéénou kulturou lidskych
tukovych mezenchymalnich stromalnich bunék (ASC). Celkem bylo pripraveno Sest
hydrogelti po 300 pl do Petriho misek s vnitini sklenénou miskou (viz Obr. 15). Petriho
misky s hydrogely s burikami byly poté ponechany v CO2 inkubatoru do druhého dne.
Vyska hydrogelu ve vnitini jamce ¢inni cca 2 mm. Vrstva hydrogelu je u okraje sklenéné
misky mirné vyssi neZ v jejim stredu.

Petriho miska

hydrogel s buiikami ~ Vnitfni jamka

Obr. 15: (A) Devét (plus jedna) pripravenych Petriho misek s hydrogely s butikami na plastovém tacu,
(B) detail Petriho misky s hydrogelem s burikkami a médiem, (C) schéma Petriho misky s vnitini
sklenénou miskou
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Vysterilizované soucastky aparatury a sterilni roztoky pro zvlaknovani metodou SBS byly
pirevezeny do laboratoti FGU. Souéastky byly vloZeny ve sterilnich obalech do laminarniho
boxu. Poté byla aparatura sloZena do vysledné podoby. Z CO2 inkubatoru byly vyndany
Petriho misky s hydrogely a burikami, které byly umistény do laminarniho boxu ke
zvlaknovaci soustavé. Po uloZeni Petriho misek s hydrogely do laminarniho boxu bylo
vypnuto osvétleni vboxu pro ochranu ptidaného zeleného fluorescencniho barviva
k burikdm pred ozarenim.

Zvlaknovani metodou SBS bylo provadéno s nastavenymi parametry, jak bylo uvedeno
v kapitole 2.2.1. Pracovni vzdalenost ¢inila 10 cm. Doba zvlakiniovani roztoku 8% PCL
v DCM cinila 15 s.

Rezervoar airbrushe byl poté naplnén sterilnim roztokem PCL. Nasledné byl spunbond
upnut do dfevéného ramu. V jeho stiedu byl vystrihnut otvor o velikosti hydrogelu pro
presnéji cilené zvlaknovani a vldkna se nezachytavala v okoli hydrogelu (viz Obr. 16).

Obr. 16: Vystiihovani otvoru do napnutého spunbondu v dievéném ramu
P¥iprava vzorku 1

Nejprve bylo odsato médium témér o celém objemu 2 ml z prvni Petriho misky. Na misku
byl umistén rdm se spunbondem a otvor byl nasmérovan nad hydrogel. Poté bylo
zvlakniovano na hydrogel dle vyse uvedenych parametri. Proces Ize vidét na Obr. 17.

Obr. 17: (A) Odsati média, (B) zvlaknovani in situ metodou SBS

Zachycené okraje vysledna nanovldkenné vrstvy na spunbondu byly odstithnuty tak, aby
zlstal jen prislusny vzorek nanovlaken na hydrogelu s buiikami v Petriho misce, jak je
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uvedeno na Obr. 18. Vzorek byl zalit 2 ml nového média (viz Obr. 19), priklopen vickem
a vloZen zpét do inkubatoru.

Obr. 19: Zaliti vzorku 2 ml média (vlevo), vysledny vldkenny vzorek s hydrogelem zality médiem (vpravo)
Pfiprava vzorku 2

Z Petriho misky s gelem s burikami bylo odebrano médium o celém objemu. Nasledné
byla miska umisténa na vypnuty spunbond v rdmu. Na celou vnitini plochu Petriho misky
byla nanesena nanovldkna metodou SBS. Nanovldkenna vrstva byla oddélena od
vnitfniho okraje misky sterilnimi niizkami a sterilni pinzetou, tak aby vlakna lezela na
povrchu hydrogelu s burikami a zaroven nevisela na okrajich misky. Vzorek byl opét zalit
2 ml nového média. Miska byla zakryta vickem a vloZena zpét do inkubatoru. Vysledky
ptipravy vzorku 2 je mozné vidét na Obr. 20 a Obr. 21.

Obr. 20: Vzorek 2 bezprostfedné po zvlaknéni
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Obr. 21: (A) Ostrihnuty vlakenny vzorek, (B) zality vzorek médiem, (C) vysledny vzorek 2

Pfiprava vzorku 3

Pied pripravou vzorku 3 bylo zjisténo, Ze polymerni roztok vyschl v difuzéru airbrushe
pii delsi ¢asové prodlevé mezi pripravami vzorki. Vzduch tedy nemohl proudit okolo
trysky. Difuzér byl vyciStén a nasazen na télo druhého airbrushe. Pri vyméné aribrushe
doslo k posunuti jehly v trysce. Jehla byla vice vysunutd neZ v predeslych pripadech.
To miiZe mit vliv na mirnou zménu priméru nanovlaken.

Z Petriho misky bylo opét odebrano médium. Vzorek byl umistén na spunbond
vdifevéném ramu. Vldkna byla do Petriho misky nanesena stejnym zpiisobem jako
v pripadé pripravy vzorku 2. Nasledné byla nanovldkna oddélena od okraje misky na
vnitfni strané ntzkami a zbytek nanovldken presahujici okraj misky byl odstranén.
Ke vzorku nanovlaken byly naneseny 2 ml média. Dale byl vzorek zakryt vickem a Petriho
miska byla umisténa do inkubatoru. Priibéh piipravy vzorku 3 je zachycen na Obr. 22.

Obr. 22: (A) Vldkenna vrstva v Petriho misce bezprostiedné po zvlaknéni, (B) ostiihnuta vlakenna vrstva
od okraje, (C) vysledny vzorek 3 zality médiem

Doplnéni média ke vzorkiim

Vzorky nanovldken nebyly stdle po nékolika hodindch smoceny. Okraje vlakennych vrstev
byly proto mirné pritlaceny do média pomoci sterilni pinzety. Dale byl celkovy objem
média doplnén na 4 ml. Vzorky byly po 48 hodinach zkontrolovany. Vldkenné materialy
jiz vykazovaly smoceni médiem (Obr. 23).
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Obr. 23: Snimek kontrolni Petriho misky s hydrogelem s buiikami (horni levy roh) a Petriho misky
s materidly a hydrogely po 48 hodinach (3. testovaci den)

Fluorescenéni mikroskopie

Ctvrty testovaci den byly buiiky v hydrogelech zafixovany 4% paraformaldehydem a poté
obarveny roztokem DAPI v PBS (1 : 2 000) pro fluorescen¢ni mikroskopii. Nasledné byly
vzorky pozorovany pomoci Kkonfokdlniho mikroskopu. Vyhodnoceni hustoty bunék
v daném objemu bylo proveden pomoci software Imaris a Excel.

EXPERIMENT 15. 3. 2024

Pro tento experiment byly zvoleny dva roztoky — 8% PCL v DCM a 14% PCL v EtOAc.
Roztok s benignim rozpoustédlem EtOAc byl vybran z dGvodu porovnani vici DCM.
Aparatura pro zvlakinovani a potfebna mnozstvi polymeru byla vysterilizovdna stejnym
zplisobem jako pro experiment 1.12.2023. Roztoky byly pripraveny 24 hod pred
zaCatkem experimentu. Roztok 8% PCL v DCM byl pripraven stejnym zptlisobem jako
v predeslém pripadé€, 14% PCL v EtOAc byl po dobu 5 hod zahrivan pri teploté 50 °C
a micha po celou dobu pripravy pri 330 rpm.

Na FGU, AV CR byly ptipraveny kolagenové hydrogely s bunéénou kulturou ASC. Celkem
bylo pripraveno devét hydrogelt po 300 pl do Petriho misek s vnitini sklenénou miskou.
Petriho misky shydrogely sbunkami byly poté ponechany v CO: inkubatoru do
druhého dne.

Parametry zvlaknovani byly zachovany. Doba zvlakiiovani se liSila pro oba roztoky, kdy
8% PCL v DCM byl zvlakniovan po dobu 15 s a 14% PCL v EtOAc po dobu 30 s.

Pfiprava vzorkl s 8% PCLv DCM

Nejprve bylo odsato médium témér o celém objemu 2 ml ze tfi Petriho misek. Do tri
¢tvrtin rezervoaru airbrushe byl nalit roztok 8% PCL v DCM. Poté byl roztok zvlaknén
metodou SBS s vyuZzitim zarizeni airbrush. Vlakna byla pfimo aplikovdna na hydrogely
s burikami.

46



Vysledna nanovldkennad vrstva byla po okrajich Petriho misky odstrihnuta tak, aby ztistal
jen prisluSny vzorek nanovldken na hydrogelu s butikami v Petriho misce (viz Obr. 24).
Kazdy ze tri vzorkd byl zalit 3 ml nového média (viz Obr. 25), priklopen vickem, ocislovan
a vloZen zpét do inkubatoru.

Obr. 25: Dopliovani 3 ml média ke vzorku s nanovldkennou vrstvou a hydrogelem s burikami

PFiprava vzorkti s 14% PCL v EtOAc

Po ptipravé vzorkl z 8% PCL v DCM byly pripraveny vzorky s vlakny z 14% PCL v DCM.
Ze tti Petriho misek s hydrogely obsahujici buriky bylo odebrano médium o objemu 2 ml.
Rezervoar airbrushe byl naplnén do tii ¢tvrtin celkového objemu roztokem 14% PCL
v EtOAc. Na vnitini plochu Petriho misky byla nanesena nanovldkna metodou SBS
vyrobena z roztoku 14% PCL v EtOAc. Nanovlakennd vrstva byla oddélena od vnitiniho
okraje misky sterilnimi ntizkami tak, aby vldkna leZela na povrchu hydrogelu s buiikami
a zaroven nevisela na okrajich misky. Jednotlivé vzorky byly opét zality 3 ml nového
média. Miska byla zakryta vickem, oc¢islovana a vloZena zpét do inkubatoru.
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Priprava bunécnych kontrol a vyhodnoceni vzorku

Jako bunécné kontroly byly vzaty dalSi tri Petriho misky s hydrogely obsahujici ASC.
Z Petriho misek bylo odebrano veskeré médium, 2 ml z kazdé misky. Dale bylo do misek
doplnéno nové médium o objemu 3 ml. Vyhodnoceni hustoty bunék jednotlivych vzorki
bylo provedeno dle postupu z experimentu provedeného 1. 12. 2023.

2.2.8 Méreni mechanickych vlastnosti vybranych materialt

Pro efektivni pouzitelnost nanovlakennych vrstev nejen v mediciné je stéZejni znat jejich
mechanické vlastnosti. Pri stanovovani mechanickych vlastnosti je treba pocitat
s vysokou poréznosti materidlu, celkovou pruznosti a deformovatelnosti materialu, které
velmi ovliviiuji spolehlivost vysledkii [35]. Jednim z podcenovanych parametri pro
vyhodnoceni vysledki tahovych zkousSek je také tloustka vrstvy [35]. Ta hraje velkou roli
pii porovnavani nanovldkennych materidli a jejich vlastnosti. Celkové stanoveni
mechanickych vlastnosti nanovlakennych vrstev lze tedy povaZovat za komplexni tlohu.
Méreni mechanickych vlastnosti vybranych nanovlakennych materialt bylo provedeno ve
spolupréci s Ing. Jaroslavem Mikule (TUL, FP, KCH, oddéleni BioinZenyrstvi).

Pro méreni mechanickych vlastnosti byly pripraveny nanovlakenné vrstvy metodou SBS
a ES. Na vyrobu vrstev byl pouZit roztok 8% PCL v DCM jakoZto vybrany material dle
bakalarské prace [10] a predeSlého biologického testovani in vitro. Pro srovnani
mechanickych vlastnosti materidli vytvorenych metodou SBS byly pripraveny vrstvy
o dvou rtznych plosnych hmotnostech. Pro vyrobu bylo vyuzZito zarizeni airbrush. Jako
kolektor byl vyuZit tyl vypnuty v dfevéném ramu (viz Obr. 26). Okolni teplota pri
zvlakiiovani metodu SBS byla 21 °C arelativni vlhkost 23,8 %. Prvni typ vrstvy byl
zvlakiiovan s vyuZitim airbrushe po dobu 1 min. PloSnd hmotnost této vrstvy cinila
17 g/m?2. Druhy typ vrstvy byl zvlaknovan 1,5 min. PloSna hmotnost druhého typu vrstvy
odpovidala 20 g/m?.

Obr. 26: Kolektor pro nanovlakenné vrstvy vyrobené metodou SBS a aplikovana nanovlakenna vrstva
z roztoku 8% PCL v DCM
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Pro porovnani mechanickych vlastnosti materialu vyrobenych metodou SBS a materialu
vyrobeného bézné uZivanou metodu zvlaknovani byla vybrdna nanovldkenna vrstva
oplosné hmotnosti 21 g/m2? vyrobend pomoci ES. Vrstva byla vyrobena
z roztoku 16% PCL v CF/EtOH (8:2) na zarizeni Nanospider™ pri nasledujicich
parametrech:

e pojezd hlavy: 15,

e vzdalenost elektrod: 200 mm,

e napéti na elektrodach: 40 kV (zvlaknovaci elektroda) a -10 kV (kolektor),
e velikost privlaku: 0,7 mm,

e pritok vzduchu: na vstupu 90 m3/h a na vystupu 110 m3/h,

e relativni vlhkost: 55 %,

e teplota: 22 °C,

e odtahova podkladového materialu: 45 mm/min.

Z vrstev byly pripraveny vzorky pro méfeni mechanickych vlastnosti. Nejprve byly
kruhovym fezacem a skalpelem vyriznuty ¢asti vrstev do tvaru obdélniku o rozmérech
10 x 50 mm. Tyto obdélniky byly poté vypnuty pomoci oboustranné lepici pasky do
papirovych ramecki o vnitinim vyrezu 18 x 31 mm (viz Obr. 27).

oboustranna lepici paska

papirovy
ramecek

vzorek nanovlakenné vrstavy

2cm

Obr. 27: Nanovldkenny vzorek upevnény v papirovém ramecku pro tahovou zkousku

Nasledné byl zapnut trhaci stroj se senzorem tridy presnosti 1 od 0,3 N a tiidy
presnosti 0,5 od 0,1 N dle normy EN ISO 7500-1. Pomoci softwaru Test & Motion bylo
nastaveno oddélovani upinacich hlav o rychlosti 10 mm - min-1. Dany vzorek byl nejprve
upevnén v dolni upinaci hlavé trhaciho stroje a poté v horni upinaci hlavé. Dale byly
prefiznuty strany papirového ramecku kolmo na smér ptlisobeni tahu pti tahové zkousce.
Dopnuty vzorek v upevinovacich hlavach Ize vidét na Obr. 28. Nasledné byl test spustén.
Tahova zkousSka byla ukoncena pii hodnoté 30% taZnosti materidlu vyrobeného
metodou SBS. V ptipadé materidlu vyrobeném pomoci ES byl test ukoncen pti hodnoté
taZnosti 100 %. K pretrZeni vzorku doslo vZdy v daném rozmezi taZnosti. Poruseni vzorku
pti tahové zkousce lze vidét na Obr. 29. Pro kaZdy material bylo takto provedeno celkem
10 méreni. Priibéh taZznosti vzorku a ptsobici sily byl zaznamenavan do grafu pomoci
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softwaru. Na zdkladé méteni byly stanoveny z grafti stfedni hodnoty meze pevnosti pro
dané materialy.

Obr. 28: Vzorek v upeviiovacich hlavach - (A) pred tahovou zkouskou, (B) po tahové zkousce

Obr. 29: Poruseny vzorek nanovlakenného materialu vyrobeného metodou ES z roztoku 16% PCL
v CF/EtOH (8: 2).

Pted zpracovanim dat byla namérena tlouStka jednotlivych materiadli. Nanovldkenné
materialy byly podchlazeny v tekutém dusiku. Nasledné byl proveden fez vrstvou pfimo
v tekutém dusiku pro zjisténi jeji tloustky. Cast vrstvy s fezem byla nalepena na stojaty
tercik pro SEM. Nasledné byly vrstvy pozlaceny. Poté byly potizeny snimky pomoci SEM,
ze kterych byly ndasledné urceny stfedni hodnoty tloustky vrstev. Tloustka vrstvy
spolecné s ploSnou hmotnosti daného materialu a tabulkovou hodnotou hustoty PCL byly
vyuzity ke stanoveni objemové hustoty materialu.

Pomoci programového prostiedi Matlab a tabulkového procesoru Microsoft Excel byla
zpracovana a vyhodnocena data ztahové zkousky. Namérena tahova sila pusobici
na nanovldkenné vrstvy byla normovana na piisluSnou objemovou hustotu daného
materidlu. Hodnoty normované tahové sily byly poté vyuzity k vypoctu normované meze
pevnosti.
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Vysledky jednotlivych experimenti zkapitoly 2 jsou nize diskutovany s pripadnym
ohledem na potencidlni vyuziti metody SBS v mediciné.

3.1 Zmapovani proudového pole za vystupem airbrushe

Z namérenych hodnot rychlosti proudu vzduchu v horizontalnim sméru byl sestrojen
spojnicovy graf (viz Obr. 30) a prostorovy spojnicovy graf (viz Obr. 31). Z grafii je zfejmé,
Ze hodnoty rychlosti proudu vzduchu jsou nejvyssi v prostiedni c¢asti proudu
o souradnicich (80; 0; 0) a ve sméru osy z k hranicim zkoumané oblasti tyto hodnoty
klesaji od polohy (80 +1-t1;0;5) do polohy (80 + 20 -ts1; 0; 35). Rychlost proudu
vzduchu také klesa s narfistajici hodnotou posunuti na ose x. Nejvyssi hodnoty rychlosti
dosahuje proudu vzduchu na pozici (80; 0; 0) o velikosti 17,59 m - s'1. Zde bylo cidlo

namifeno primo ve sméru proudéni. Nejniz§i hodnota rychlosti 0,04 m-s1 byla
nameérena v misté o souiadnicich (80; 0; 35) a (100; 0; 35).

Predpokladem je, Ze proud vzduchu vystupujici z airbrushe ma kénicky tvar. Na krajich
by tak ¢idlo mélo byt namifeno timto smérem. K naméreni nejnizsich hodnot v pozicich
(80; 0; 35) a (100; 0; 35) mohl zpisobit smér natoceni cidla, jehoZz vstup byl kolmo na
osuz. Tim mohlo dojit k podhodnoceni rychlosti proudu v misté méreni. Hodnoty
rychlosti se v krajnich pozicich s rostoucim posunutim na ose x zvysSuji. Na tento jev
mohlo mit také vliv natoceni vstupu cidla, kdy se vzriistajici hodnotou posunuti x se
zvySovala pravdépodobnost vstupu proudu vzduchu do ¢idla.

Proudové pole rychlosti vzduchu v horizontalni roviné za vystupem airbrushe
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Obr. 30: Graf namétenych rychlosti proudu vzduchu vzhledem k stanovenému souradnicovému systému
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Proudové pole rychlosti vzduchu v horizontalni roviné za vystupem airbrushe
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Obr. 31: Graf 3D reprezentace namérenych rychlosti proudu vzduchu vzhledem k stanovenému
soutradnicovému systému

3.2 Solution blow spinning polymernich roztokii s benignimi
rozpoustédly

Béhem zvlakiiovani bylo pozorovano, Ze roztoky velmi rychle zasychaji na konci vnitini
trysky v airbrushi. Je tak naprosto nutné cely objem roztoku v rezervodru airbrushe
vyzvlaknit a ihned trysku airbrushe vycistit. V opatném pripadé dochazi k ucpani trysky
aribrushe a jejimu nevratnému zaneseni. Pripravené roztoky z benignich rozpoustédel
a pribéh jejich zvldkinovani je zaznemandn v Tab. 10. Snimky vldken a histogramy
prameérd nanovlaken jsou uvedeny v Tab. 11.

Tab. 10: Vysledek zvlaknovani roztokt PCL s benignimi rozpoustédly

Okolni
Koncentrace | Rozpoustédlovy RH ol o , PV
PCL [w: %] systém teF,lco]ta [%] Priibéh a vysledek zvlaknovani
Roztok obtizné zvlaknuje. Tryska se pri
zvldkiiovani snadno zandsi. Vysledkem je
8 DMM 215 44.8 jednolitd kapkovitd vrstva na papife, kterad se

tvoifi snadno a ihned. Pod optickym
mikroskopem jsou vidét ve velké mire defekty.
Mezi nimi vldkna.

Roztok obtizné zvlaknuje. Tryska se pri
zvlaknovani snadno zanasi. Vysledkem je
jednolitd kapkovitd vrstva na papife, kterad se
10 DMM 21,5 44,8 | tvori snadno aihned. Pod optickym
mikroskopem jsou vidét ve velké mire defekty.
Mezi nimi se vyskytuji vlakna vice nez u 8%
roztoku. Pri aplikaci roztoku na sitko se
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hromadi hrudkovita hmota mezi o¢ky. Vldkna se
zjevné netvori.

12

DMM

21,5

44,8

Roztok obtizné zvlakiuje. Tryska se pri
zvldkiiovani snadno zandsi. Vysledkem je
jednolitd kapkovitd vrstva na papire, ktera se
tvoifi snadno a ihned. Pod optickym
mikroskopem jsou vidét ve velké mire defekty.
Mezi nimi jsou vlakna méné nez u 10% roztoku.

14

DMM

21,5

44,8

Roztok obtizné zvlaknuje. Tryska se pii
zvldkiiovani snadno zandasi. Vysledkem je
jednolitd kapkovitd vrstva na papire, ktera se
tvoifi snadno a ihned. Pod optickym
mikroskopem jsou vidét ve velké mire defekty.
Mezi nimi lze vidét vlakna méné nezu 10 a 12%
roztoku.

16

DMM

21,5

44.8

Roztok obtizné zvldknuje. Tryska se pri
zvldknovani snadno zanasi. Vysledkem je
jednolitd kapkovita vrstva na papire, ktera se
tvori obtiZznéji nez u predeslych roztoki. Pod
optickym mikroskopem jsou vidét ve velké mire
defekty. Mezi nimi jsou vlakna podobné jako
u 14% roztoku.

20

DMM

21,5

44,8

Roztoky je vyrazné visk6znéjSi nez predeslé
roztoky, ma vétsi tendenci ucpavat trysku.
Ztrysky vychdzi roztok velmi obtizné. Pod
optickym mikroskopem pouze kapkové defekty.

25

DMM

Roztok je prili§ viskézni. Nebylo mozné ho
prefiltrovat. Nebyl tedy ani zvldkiiovan.

30

DMM

Roztok je prili§ viskézni. Nebylo mozné ho
prefiltrovat. Nebyl tedy ani zvlakiiovan.

14

DMM/Ace

Roztok zvldknuje podobné jako 12% PCL
v DMM. Roztok prskd v mensi mite z trysky.
Zvlaknuje s mensimi obtiZemi nez vySe uvedené
roztoky.

10

EtOAc

22,9

35,6

Roztok zvlikiiuje bez obtizi ihned. Rychle se
vSak ucpava usti trysky. Uprostred papiru se
tvori bila kapkovita vrstva. Na okraji papiru se
zachytavaji znatelna vlakna. Pri zvlaknéni na
sitko se tvori velmi tenka vrstva, kde se mezi
ocky tvori vldkna.

14

EtOAc

22,5

26,4

Roztok zvldknuje ihned. Vldkna jsou predevsim
viditelnd na okrajich papiru. Uprostred papiru
se tvori bily utvar. Tryska se béhem zvlaknovani
neucpava.

16

EtOAc

22,5

26,4

Roztok zvldkinuje s prodlevou. Tryska se béhem
zvlakiiovani neucpava. Vrstva se tvori pomaleji
a s obtiZemi. Vldkna jsou predevsim viditelna na
okrajich papiru. Uprostred papiru se tvoii bily
utvar.

10

Ace

22,9

35,6

Na papiru se okamzité tvoii bila jednolita
vrstva. Pii okraji papiru se nachazi naznak
vldken. Tryska airbrushe se pti zvldkinovani
neucpavd. Na sitku se tvofi vrstva pouze na
kovovych ockéch nikoli mezi nimi.
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Tab. 11: Snimky a priméry nanovlaken s jejich histogramy

Priamér vlaken +
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16% PCL v DMM

14% PCL v DMM/Ace

16% PCL v DMM

10% PCL v EtOAc

14% PCL v EtOAc
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16% PCL v EtOAc
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Zvlaknitelnost roztoki pripravenych z DMM se zda pouhym okem velmi podobnd. Ze SEM
snimkd jsou patrné rozlétlé kapky zplisobené zirejmé rychlym vyschnutim rozpoustédla.
Pfi rychlém odpatovani rozpoustédla jsou vldkna dlouzena po krat$i dobu. Z tohoto
divodu mohou byt priméry vldken viadu jednotek mikrometri nikoliv stovek
nanometrt. Z hlediska produktivity vlaken z koncentrac¢ni rady roztokti s DMM se jevi, Ze
nejvice vladken bylo vyrobeno z 10% PCL v DMM, a je tedy prozatim oznacen jako
nejvhodnéjsi pro zvlaknovani z DMM roztokd.

Roztok 10% PCL v Ace jevi moZnost zvlaknitelnosti, jak je patrné ze SEM snimku v Tab.
11. Zda se, Ze viskozita roztoku pro SBS je nizka. Je tedy nutné dale hledat optimalni
parametry roztoku pro vyssi produkci vldken. Jednim z feSeni zvlaknitelnosti roztokt PCL
v Ace by mohl byt vhodny rozpoustédlovy systém vice rozpoustédel.

Roztok 10% PCL v EtOAc pii zvlakniovani velmi rychle zasycha za tstim trysky a obcasné
prerusuje samotny proces zvldkinovani. Na snimcich z SEM jsou patrna vlakna s kapkami.
Tento defekt je nejspiSe zplsoben nizkou koncentraci polymeru v roztoku.
Pti zvlakiiovani roztoku 14% PCL v DMM/Ace se tryska airbrushe ucpavala minimalné.
Ktomu ziejmé dochdzi kvili zvySeni b.v. roztoku priddnim Ace, a tim zpomaleni
odparovani rozpoustédla. Vysledna vldkna obsahuji defekty a zdaji se na povrchu
porovita. Ze vSech roztokid s EtOAc se zda nejlépe zvlaknitelny 14% PCL v EtOAc. Ze SEM
snimkd je také patrna vyssi produktivita vldken nez u predeSlych koncentracich.
Ve srovnani s produktivitou vladken z roztoki s DMM je produktivita vldken z roztoki
s EtOAc také vyssi. Roztok 14% PCL v EtOAc se tedy zhlediska zvldknitelnosti
a produktivity jevi jako nejlepsi pro metodu SBS z pripravené skaly roztoki s benignimi
rozpoustédly.

56



3.3 Solution blow spinning roztokd vodorozpustnych polymeru

Roztoky uvedené v Tab. 12 byly zvldkiiovany v rtizné dny, tedy byly zvlaknény pfi riznych
relativnich vlhkostech (RH) a teplotach. Vysledky zvldknovani metodou SBS PVA roztokt
jsou uvedeny v Tab. 12 a na Obr. 32.

Tab. 12: Vysledky zvlaknovani roztokt PVA

Oznaceni Roztok
o o , N
roztoku Teplota [°C] RH [%] zvidkiuje Vysledek zvlakinovani

A 21,6 45,8 ne Kapky

B 22,3 47,6 ne Kapky

C 223 47,6 e K.aplfy, , nejspiSe je roztok madlo
viskozni.

D 233 539 e K.aplfy, , nejspiSe je roztok madlo
visk6zni, mnoho vody.

E 217 43,0 ne Vla.kna Vllze vidét vmalé mire
v digestofi.

F 21,7 51,5 ne Nezvlaknuje, tvori se pouze hrudky.
Hojné se vyskytuji kapky i s vyuzitim

G 21,7 51,5 ne fénu pri zvlaknovani, pouhy naznak
vlaken.

H 21,6 45,8 ne Kapky
Jemna vldkna, kterd se predevsim

I 21,7 4

’ 3.0 ano odrazi do digestore, obCasné kapky.

Vldkna lze vidét v digestori, na

| 22,3 47,6 ano rukavici vrstva, na papiru jsou misty
vlakna.

K 23,3 53,9 ano Vlakna je mozné vidét v digestofi.

L 233 539 ano Vlikna s.e tv01:1. na papire i ve velké
mife v digestofi.

M ) 60,0 ano F(apky, \,Ivldltelnéjl vla}kr'la \4 filgestorl
i na papife, na sitku je jemna vrstva.

N 22,6 53,3 ano KapKky na papire, okolo vlakna

0 22,6 53,3 ano KapKky na papire, okolo vlakna

P 22,8 49,1 ano Kapky a nékolik svazki vlaken

Q 23,3 53,9 ne Kapky

R 233 539 he Kapky, pevné hrudky tvori nejspiSe
PEO.

S 233 539 e Kalpky :51 bl,le }}rudky, roztok je ziejmeé
malo viskdzni.
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T 226 533 ano Vznikaji vlakna, na sitku Spatné tvori
vrstvu.
Mnoho vlaken, méné kapek, vlakna

U 22,6 37,0 ano ve svazcich kolem papiru, tvori
vrstvu na sitku

v 227 517 ano V.lalvm.a se. vytvavrll na papire a lze je
vidét i v digestori.

Obr. 32: Vysledna vlakna z PVA roztoki vytvorena metodou SBS. Oznaceni snimkd pismeny odpovida
oznaceni roztokd (viz Tab. 9). Méritko snimkd je 5 um. Méritko snimku vlaken z roztokii M a U je 10 pum.




Vliv rozpoustédel na proces solution blow spinningu

PVA je vodorozpustny polymer a zaroven je ¢astecné rozpustny i v ethanolu. Voda ma
vyssi teplotu varu i povrchové napéti nez ethanol, coZ ma vliv i na samotné zvlakinovani.
Diky niZS$im hodnotdm uvedenych parametrli, neZ ma voda, se EtOH pii procesu SBS
snadnéji odparuje a snadnéji se tvori vlakna. Pro zvlaknovani by bylo optimalni, pokud by
roztok mél co nejvétsi podil EtOH (idedlné roven jedné). Z pripravenych roztoki bylo
zjisSténo, Ze nejvétsi podil ethanolu v roztoku miiZze byt 50 % z hmotnosti rozpoustédla pri
88% stupni hydrolyzy PVA o molekulové hmotnosti 31 000 g - mol-l. MnozZstvi EtOH
vroztoku limituje stupen hydrolyzy a molekulova hmotnost PVA. S nizZS§im stupném
hydrolyzy a molekulové hmotnosti polymeru dochazi k vyssi afinité k EtOH. V roztoku se
polymerni fetézce k sobé a k vodé vazou vodikovym miistkem v mensi mitfe z diivodu
vétstho poctu acetatové skupiny v polymeru. Retézce tak nedrzi piilisnou silou
mezimolekulovych vazeb u sebe a mohou se 1épe formovat do trysek. Nasledné vznikaji
vlakna.

Vliv molekulové hmotnosti polyvinylalkoholu a polyethylenoxidu na proces solution blow
spinningu

Pfi molekulové hmotnosti 31 000, 61 000 a 67 000 g - mol-1, které jsou pro zvlakiovani
relativné nizké, dochazi nejspise stale k dostacenému zaplétani polymernich fetézci pro
tvorbu vlaken. Retézce polymeru pii téchto nizsich molekulovych hmotnostech jsou
kratsi. Netvoii se piiliS mohutné zapleteniny, které by mohly zhorsit orientaci fetézcti do
podoby trysky. Tvorba trysek a nasledné vldken je tak snazsi pti dané rychlosti proudu
vzduchu. Roztoky PVA sniZ$imi molekulovymi hmotnostmi (31000, 61000
a67 000 g-moll) tedy zvlaknuji 1épe oproti roztokiim z PVA svyssi molekulovou
hmotnosti (70 000, 80 000, 85 000, 125 000 a 130 000 g - mol-1).

Dal$im faktorem prispivajicim k relativné snadné zvlaknitelnosti roztoku je ptidavek PEO.
Dlouhé retézce 100 000 g - mol-1 PEO ziejmé funguji jako pomocny ,nosic“ pro polymerni
retézce PVA. Molekulovd hmotnost 300 000 g-mol! PEO je vSak pro zvlaknovani
metodou SBS prilis vysoka. Dany retézec se miiZe obtiZné formovat ve sméru trysky kviili
jeho prilisné délce. Pro jeho vytaZeni do trysky by bylo také zapotiebi mnohem vétsi treci
sily vyvolané na rozhrani roztoku a proudu vzduchu.

Vliv stupné hydrolyzy polyvinylalkoholu na proces solution blow spinningu

Vliv na zvlaknovani ma i stupen hydrolyzy PVA. Pri niZ§im stupni hydrolyzy jsou
zastoupeny ve vySSim poctu acetatové skupiny, a tedy se sniZuje pocet hydroxylovych
skupin. S nizkym stupném hydrolyzy se snizi pocet vazeb vodikovym mustkem mezi
hydroxylovymi skupinami polymernich retézct. Jednotlivé retézce nejsou tak pevné
vazané k sobé. Trysky a poté vlakna se tvori pomérné snadno. Zda se, Ze roztoky PVA
s nizS§im stupném hydrolyzy (88 % a niZe) zvlaknuji lépe neZ svysSSim stupném
hydrolyzy (98 % a vyse).

Pri pozorovani zvlaknovani se jevi, Ze nejlépe zvlaknuji roztoky U -20% PVA88-
31/PEO100 (49 : 1) ve W/EtOH (5:5) aV - 20% PVA88-31/PE0100 (24 : 1) ve W/EtOH
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(5:5), kdy pouzita PVA pro pripravu roztoki maji nizkou molekulovou hmotnost i nizky
stupen hydrolyzy.

Vliv relativni vlhkosti na zvlakfiovani pomoci solution blow spinningu

Pii vysokych hodnotdch RH se voda nemiZe v dostatecné mife odpatovat ze vzniklé
a nasledné dlouZené trysky roztoku. Nedochazi tak k tvorbé vlaken. Zvlaknovany roztok
ulpiva na kolektoru ve formé kapek. Z tohoto diivodu nebylo nejspiSe mozné zvlaknit
roztoky nad hodnotou RH 60 %, které byly zvlaknitelné pii hodnotidch niZsich nez
60% RH.

Pti sledovani zvlakiiovani roztokd U — 20% PVA88-31/PE0100 (49 : 1) ve W/EtOH (5: 5)
aV-20% PVA88-31/PEO100 (24:1) ve W/EtOH (5:5) bylo pozorovano, Ze dochazi
k rychlejsi tvorbé vlaken bez vétsiho poctu kapek roztoku na kolektoru. Produkce vlaken
v komore pri 20% RH se jevi vysSi neZ produkce vlaken v digestori pri vysSich
hodnotach RH. Vznikla vldkna roztoku U a V pti 20% RH byla ponechdna v otevieném
prostoru laboratore po dobu ¢tyfech dni. Vysledna vlakna se zcela rozpustila nejspise
z divodu vysoké RH (nad 60 %).

Roztoky P - 12% PVA88-67 ve W/EtOH (6:4) a U - 20% PVA88-31/PE0100 (49:1) ve
W/EtOH (5:5) se podarilo pii béznych podminkach v laboratofi zvlaknit. Produktivita
vlaken se vSak zddla nizkd a je tedy treba zkoumat, pri kterych hodnotach RH se
produktivita vlaken pripadné zvysi. Vysledky zvlaknovani roztokt P a U pii rtizném RH
jsou uvedeny v Tab. 13 a na Obr. 33.

Tab. 13: Vysledky zvlakiiovani metodou SBS roztokl P — 12% PVA88-67 ve W/EtOH (6 : 4)
aU-20% PVA88-31/PE0100 (49 : 1) ve W/EtOH (5 : 5)pfi riznych hodnotach RH

RH [%] Stfedni hodnota
0 Roztok Priibéh a vysledek zvlaknovani priméru
vlaken = SD [nm]
Vldkna se prevazné odrazi od papiru do komory,
P na papiru zlistavaji v malé mire. Vlakna jsou na okrajich 615 + 232
papiruy, uprosti'ed se nachdzeji kapky roztoku.
10 Vldkna se tvofi pomalu a bez kapek roztoku na papire.
U Roztok nejspiSe zasycha v trysce kvili nizké vlhkosti 912 + 412
a velkému podilu EtOH v roztoku. Po chvili se vldkna -
prestala tvorit.
p Uprs)vs,tred papiru se tvoii kapky roztoku, vldkna se 579 + 321
odrazi do komory:.
15
U Vldkna se tvori ihned a ve velké mife bez zasychani 748 + 556
roztoku v trysce.
Vldkna se tvoii v mirné vys$si mire neZ pri predeslych
20 p Vlhlfos.t’ech. Vldkna se od,ra21 od papiru, na ktel:em 310 + 112
ulpivaji kapky roztoku. Vladkna se vyskytuji obcasné ve
svazcich.
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Vldkna se tvori ihned a ve velké mite bez zasychani

roztoku v trysce. 669 £ 448
Vldkna se odraZeji od papiru, produktivita klesla.
" o 408 + 266
Na papire se vyskytuji kapky roztoku.
25
Byla, Jpozorovana vysoka produktivita vlaken, kterd se 591 + 286
odrazi od papiru.
Vldkna se odrazeji od papiru, produktivita vlaken klesla.
Na papire se vyskytuji kapky roztoku. Vldkna se 519+178
30 vyskytuji obcasné ve svazcich.
Produk,tvmta vl?,ke’n, klesa. Obtiznéji se zvlakiuje. 505 + 239
Na papire se tvori bilé smotky:.
Vlakna, témér nevznikaji. Vyrobend vldkna se odrazeji 286 + 119
od papiru.
35
Zvlvak?.ovam probihd pomaleji. Smotky vldken jsou vétsi 499 + 300
nez pti 30% RH.
V1dkna, vznikla v malé mife, se odrazeji od papiru. -
40
Vlakna se spiSe odrazi do komory. Na papite zlstavaji 367 +181
Vldkna se netvorii. Na papire jsou pouze kapky roztoku. -
5 Produktivita vlak ile Kklesa ir kytuji
rodu t1v1,ta vlaken stéle klesd, na papire se vyskytuji 335 + 137
smotky vldken.
Vlakna se netvori. -
50
Témér zadna vlakna. 344 + 159
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Obr. 33: SEM snimky nanovlaken z roztoku P - 12% PVA88-67 ve W/EtOH (6 : 4) a U - 20% PVA88-
31/PE0O100 (49 : 1) ve W/EtOH (5 : 5) vzniklych p¥i riiznych RH. Méritko v§ech snimkd je 20 pum.

Oba roztoky bylo mozné zvlaknit v rozmezi 10 azZ 35% RH. Roztok P — 12% PVA88-67 ve
W/EtOH (6:4) pti RH vyssi nez 35 % netvofil vldkna. Na kolektoru ziistavaly pouze
kapky. Stalo se tak nejspisSe z dlivodu vysokého obsahu vody v roztoku, kdy vyssi RH se jiz
voda neodpatovala dostatecné pri procesu SBS. Vldkna z roztoku P v rozmezi 10 aZ 35 %
RH vznikala vmalé mire. PoCet naméfenych hodnot primérti nanovldken byl pfri
nékterych RH nizsi nez 40 hodnot. Statisticky se tedy nejednad o vyznamny soubor dat,
a nelze tak urcit presny trend zavislosti priméru nanovlaken na RH (viz Obr. 34).

Roztok U - 20% PVA88-31/PE0100 (49 : 1) ve W/EtOH (5 : 5) bylo moZné zvlaknit i nad
hodnotu 35% RH. Roztok U obsahuje vétSi mnoZstvi EtOH oproti P. Roztok U ma tak nizsi
povrchové napéti a EtOH se snadnéji odparuje neZ voda diky niZ$imu bodu varu.
Pti vys$sich hodnotach RH se tedy snadnéji tvori vlakna neZ u roztoku P. PoCet naméienych
hodnot priimért nanovldken vzniklych pii dané RH piresahuje ve vétsiné pripadi pocet
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40 hodnot. Jedna se tedy o statisticky vyznamny soubor dat alze vyhodnotit trend
zavislosti primért nanovladken (Obr. 34).

U vodorozpustnych polymerd, jako je PVA, se pti nizké RH voda z roztoku rychle vypari
a vznikla tryska v letu vyschne. Vldkno z trysky se tak dale nemtze dlouzit. Vlivem vysoké
RH se smés vody a ethanolu z roztoku vyparuji obtiZnéji, vlakno priliS rychle nevyschne
a mize se dale dlouzit. Priméry vlaken se tedy budou sniZovat se zvysujici se RH. Tomuto
trendu odpovidaji naméiené priméry nanovldken vytvorenych metodou SBS. Dana
zavislost primért nanovldken hydrofilnich polymert na RH je popsdna v literature
pro ES [36, 37].

Vliv relativni vihkosti pfi zvlakfovani na primér nanovlaken

— 1500
£ & 20% PVA 88-31/PEO100 (49 : 1)
= ve W/EtOH (5 : 5)
c
% 1000~ E m  12% PVA88-67 ve W/EtOH (6 : 4)
>
o
: il
S 500 =
= n ® s 9
=
o

0 L] L] L] I L) L] T I L] L) L] l

0 20 40 60
Relativni vihkost [%]

Obr. 34: Vliv RH pti zvldkniovani na primér nanovlaken, chybové tisecky predstavuji 95% interval
spolehlivosti.

3.3.1 Solution blow spinning roztokl polyvinylalkoholu s nizkym obsahem
ethanolu

Pribéh a vysledky zvldknovani roztokli s malym obsahem alkoholu a-20% PVA88-
31/PEO100 (49 : 1) ve W/EtOH (8 :2) ab-20% PVA88-31/PE0100 (49 : 1) ve W jsou
zaznamenany v Tab. 14. VTab. 15 lze pak vidét snimky vyslednych nanovlaken
a histogramy jejich primeéra.

Tab. 14: Vysledky zvlaknovani roztoku a — 20% PVA88-31/PE0100 (49 : 1) ve W/EtOH (8: 2)
ab-20% PVA88-31/PE0100 (49 : 1) ve W pti 10, 15, 20 a 25% RH

RH [%]

Stiedni hodnota

Roztok Priibéh a vysledek zvlaknovani priméru
vlaken * SD [nm]
Roztok zvlaknuje témér okamzité, vlakna se odrazeji od papiru
a do komory. Tvori se svazky vldken. Produktivita je 237 £ 96
10 relativné vysoka.

Zvlaknuje ihned s velkou produktivitou. Vldkna se ve velké mire
odrazeji od papiru.

193 £ 83
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15

Zvlaknovani zacina s prodlevou. Vlakna se odrazeji od papiru
a odlétaji do komory. Na papire se tvori shluky hmoty, které se
vyskytuji ve vétsi mire nez vldkna.

164 +£90

Roztok nezvldkiiuje.

20

Velka prodleva ve zvldkiiovani a mala produktivita vldken. Opét
se jednd spisSe o shluky hmoty nezli vldkennou vrstvu. Vldkna se
v malé mire odrazeji od papiru.

163 £ 80

Roztok nezvlakiuje.

25

Roztok nezvldkiiuje.

Roztok nezvldkiuje.
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Tab. 15: Snimky a histogramy vlaken z roztoku a — 20% PVA88-31/PE0100 (49 : ) ve W/EtOH (8 : 2)
ab-20% PVA88-31/PE0O100 (49 : 1) ve W pti 10, 15 a 20% RH.

SnimKky nanovlaken Histogramy priuméri nanovlaken

20% PVAB88-31/PEO100 (49 : 1) ve W/EtOH (8 : 2) pfi 10% RH
304

204
104
0_

S EL PSP S PSP S

Cetnost

Praméry nanovlaken [nm]

20% PVA88-31/PEO100 (49 : 1) ve W pfi 10% RH
25
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@ 15+
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& 104
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Pruméry nanovlaken [nm]

20% PVA88-31/PEO100 (49 : 1) ve W/EtOH (8 : 2) p¥i 15% RH
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Roztok a-20% PVA88-31/PE0100 (49:1) ve W/EtOH (8:2) je zvlaknitelny pfi
10 a 15% RH. Zda se, Ze pri vysSich hodnotach RH se jiZ netvori nanovlakna vlivem
Spatného odparovani rozpoustédlového systému. Oproti roztoku a je rozpoustédlovy
systém roztoku b - 20% PVA88-31/PE0100 (49 : 1) tvoren pouze vodou. Pri vysSich
hodnotach RH je vétsi podil vodni pary ve vzduchu. Voda z roztoku se hilife vyparuje
a k tvorbé nanovlaken nemusi dochazet. Roztok b ve W se podarilo zvlaknit pouze pfti

vV

neZ 10 % se voda z roztoku b Spatné odparuje, a tedy se nanovlakna netvofi.

3.3.2 Zvladknovani roztokli PVA s nanokrystaly celulézy solution blow
spinningem

Roztok I. - 5% CNC 10% PVA88-31/PE0100 (49 : 1) ve W/EtOH (5 : 5) zvlaknuje s velmi
malou produktivitou vlaken. Zda se, Ze roztok je pro zvlakniovani malo visk6zni. Vlakna se
zdaji kratka a vétsina z nich byla odraZena pri zvlakneni od papiru do digestore. Na papire
se pak misty tvorily bilé hrudky, které mohou byt shluky PEO a CNC. Stfeni hodnota
priméru vldken zroztoku I. sSD je 140 * 36 nm. Roztok II. zvldkiuje s vysokou
produktivitou. Viskozita je ziejmé optimdlni pro zvlaknéni roztoku. Zda se, Ze
produktivita vldken je vysSi u roztoku s CNC a snizsi koncentraci polymeru nez je
u ptivodniho zvlaknovaciho roztoku bez nanocastic svys$Si koncentraci polymeru
(20% PVA88-31/PE0100 (49 :1) ve W/EtOH (5:5)). CNC nejspisSe pozitivné ovliviiuji
paramatry roztoku pro zvldknovaci proces. Priimér vldken s SD byl stanoven
567 + 280 nm. Roztok III. nezvlaknuje témér viibec. Vlakna je mozné pozorovat aZ pomoci
SEM. Priimér vlaken a SD byly urceny 1678 + 710 nm. Snimky vldken a histogramy
prameéri vldken jsou uvedeny v Tab. 16.
Tab. 16: Snimky vlaken z roztoki I. - 5% CNC 10% PVA88-31/PE0100 (49 : 1) ve W/EtOH (5:5), II. -

5% CNC 15% PVA88-31/PE0100 (49 : 1) ve W/EtOH (5:5) a IIl. - 5% CNC 20% PVA88-31/PE0100
(49: 1) ve W/EtOH (5 : 5) a histogramy priiméru nanovlaken z roztokd L., II. a IIl. PVA a PEO s CNC

Roztok Snimky nanovldken Histogram priaméri nanovldken

5% CNC 10% PVA88-31/PEO100 (49 : 1) ve W/EtOH (5 : 5)
15+
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Pruméry nanovlaken [nm]
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5% CNC 15% PVA88-31/PEO100 (49 : 1) ve W/EtOH (5 : 5)

k7
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Pramér nanovlaken [nm]
5% CNC 20% PVA88-31/PEO100 (49 : 1) ve W/EtOH (5: 5)
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Pramér nanovlaken [nm]

3.4 Test cytotoxicity metody solution

kontaktem

blow spinning pfimym

Na zdkladé namérené absorbance barevného metabolitu bunék z CCK-8 pomoci
spektrofotometru byly stanoveny hodnoty viability bunék v jamkach s materialy. Tyto

hodnoty jsou uvedeny v Tab. 17. Srovnani hodnot viability bunék jednotlivych materialt
je poté uvedeno na Obr. 35.

Tab. 17: Vysledky testovdni cytotoxicity pfimym kontaktem — hodnoty viability bunék. Ve sloupci
,Obsah jamky* jsou v zdvorkach uvedeny metody, kterymi byly materidly vyrobeny.

Obsah jamky

Sti‘redni hodnota viability
bunék * SD [%]

8% PCL v DCM (SBS)

47 + 8
16% PCL v CF/EtOH (8 : 2) (ES) 58+ 20
pozitivni kontrola (PC) 100 + 8
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Viabilita bunék na materialech

m= 8% PCL v DCM (SBS)
1004 Il mm 16% PCL v CF/EtOH (8:2) (ES)
S PC
‘E 70' ___________
E 50
>

Materialy

Obr. 35: Srovnani viability bunék testovanych materialti viic¢i pozitivni kontrole. Chybova tsecka
predstavuje SD.

Dle normy CSN EN ISO 10993-5 (855220) je material uréena pro tkafiové inZenyrstvi
povazovan za netoxicky, pokud butiky vykazuji viabilitu (metabolickou aktivitu) 70 % a vyssi.
Dle vysledki (viz Tab. 17) jsou oba testované materidly toxické pro buiiky. U kontrolniho
materialu vyrobeného ES mohly buriky sniZit svou metabolickou aktivitu vlivem jejich vysoké
koncentrace, a dochazi tak kniz$i produkci barevného metabolitu, ktery indikuje jejich
viabilitu. V pripadé materidlu vyrobeného metodou SBS je mozné, Ze buiiky byly proudem
vzduchu béhem zvlakiiovani odstranény z jamky. BEhem procesu primého zvlakiiovani bylo
pozorovano, Ze prostredni ¢ast bunécné vrstvy se odtrhla od jamky (viz Obr. 36). Bylo tak
nejspise zptisobeno tim, Ze bunky byly v tomto misté narostlé pres sebe a vykazovaly tedy
nizsi adhezi vici dnu jamKy. Shluk bunék mohl byt v priibéhu vymény DMEM odsan z jamky,
a proto mohlo dojit k vyraznému sniZeni koncentrace bunék. To mohlo vést k vyslednému
sniZen{ viability bunék inkubovanych s materialy.

-/
e —
/. ") PRSNNSIN

Obr. 36: Na obrazku je ¢ervenym kruhem oznacena odtrZena ¢ast vrstvy bunék z prostredku jamky.

Zaroven jednou z domnének, pro¢ dochazi k nizkym hodnotdm viability u materidlu
vyrobeném metodou SBS je dlouhd prodleva v dodani DMEM burikdm. Béhem nandseni
materidlu na bunlky bylo médium nejprve odsato z jamky a poté byl primo aplikovan
material. Doba, kdy buriky nemély pristup k médiu mohla dosahovat i jedné minuty.
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DalSim zdrZenim dodani Zivin z DMEM bunkam bylo v okamziku naneseni materialu
pfimo na bunécnou kulturu metodou SBS. Zde mohlo dojit k priliSné adhezi materialu
k bunikdm. Tim jim byl odepfen pristup k médiu, coZ pozdéji mohlo vést k nizké
Zivotaschopnosti bunék.

Viabilita bunék Kkontrolnitho materidlu z 16% PCL v CF/EtOH (8:2) zpredchozich
nezavislych experimenti testovani cytotoxicity a biokompatibility byla stanovena nad
70 %. Material je tedy povaZovan za netoxicky. Viabilita bunék pro tento kontrolni
material byla béhem testovani cytotoxicity primym kontaktem stanovena na 58 %. Nyni
by byl tento materidl zatfazen k materidlim, které jsou toxické pro buiiky. To vSak
neodpovida predeSlym experimentiim. Lze tak predpokladat, Ze experiment je spravné
nastaveny z hlediska postupu testovani. OvSem je potifeba upravit koncentraci bunék
v jamce, tak aby konfluence adherovanych bunék 2. testovaci den byla maximalné 70 %.
Hypotézy, pro¢ dochazi knizkym viabilitim bunék, byly podporeny snimky
z fluorescen¢niho mikroskopu (viz Obr. 37).

8% PCL v DCM (SBS) 16% PCL v CF/EtOH (8 : 2) (ES) PC

1000 pm

Obr. 37: Snimky z fluorescen¢niho mikroskopu materialti s burtkami barvenymi DAPI a DiOC,
v jednotlivych sloupcich jsou uvedeny snimky bunék na prislusnych materidlech, v fadcich jsou pak rtizné
detaily snimkii.
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3.4.1 Optimalizace experimentu koncentracni fadou bunék

V radmci optimalizace testovani cytotoxicity materiali vyrobenych pomoci SBS in vitro
byly zvoleny tfi riizné koncentrace bunécné suspenze nasazované na dno kultivacni
jamKy. Jako v predeslém experimentu byly na zakladé namérené absorbance barevného
metabolitu bunék vypocteny hodnoty viability bunék. Hodnoty viability jsou uvedeny
v Tab. 18. Hodnoty viability bunék v jamce s materialem a chemikalii jsou poté porovnany
na Obr. 38.

Tab. 18: Vysledky testovani cytotoxicity pfimym kontaktem — hodnoty viability bunék p¥i rtiznych
koncentracich na materidlech.

. oy Stredni hodnota
Material " Prumérna A «
. . Koncentrace bunék A N viability bunék
aplikovany " w1 e viabilita bunék na v o s e o
. [pocet bunék/jamku] iy prislusné pozitivni
airbrushem materialu [%]
kontroly [%]
1-104 69 100
0,
T 5-10* 45 100
1-10° 40 100
1-104 75 100
DCM 5-104 57 100
1-10° 25 100
Viabilita bunék na materialech
150 -

8% PCL v DCM (SBS)
B DCM

100 = I i PC

Viabilita bunék [%]
S

(4}
o o
1
1
i
1
H
—

1.10%jamka 5. 10%jamka 1 -10%jamka

Koncentrace bunék v jamce

Obr. 38: Srovnani hodnot viability bunék na materidlech a pozitivni kontroly

Z vysledk viability bunék, zobrazené v grafu na Obr. 38 vyplyv4, Ze v souladu s normou
CSN EN ISO 10993-5 (855220) se material vyrobeny pomoci SBS jevi jako cytotoxicky.
Z vysledkd je patrné, Ze se snizujici se koncentraci vzrista viabilita bunék. To je ziejmé
zpusobeno tim, Ze s klesajici koncentraci bunék se sniZuje pravdépodobnost piimého
kontaktu s materidlem. V pripadé aplikovani DCM airbrushem na burky o koncentraci
1 - 10%/jamku byla zjiSténa hodnota viability bunék 75 %. V tomto piipadé neni material
cytotoxicky. Ve zbylych dvou pripadech je material pro buriky toxicky.
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Nizka viabilita bunék na materialu aplikovaném na burikky metodou SBS byla nejspiSe
zpusobena odstranénim bunék z jamek vlivem proudu vzduchu (viz Obr. 39). Material byl
tak vyhodnocen jako cytotoxicky na zdkladé nedostate¢ného poctu bunék pri testovani
jejich metabolické aktivity.

1 - 10%/jamku 5 . 10%/jamku 1 .- 105/jamku

50 um

Obr. 39: Snimky z fluorescenéniho mikroskopu bunék pod materidlem vyrobenym metodou SBS, barveno
Phalloidin-FITC a DAPI

Z morfologie bunék zachycené na Obr. 41 je patrné, Ze burky, které nebyly strzeny
proudem vzduchu pri aplikaci materidlu in situ maji typicky podlouhly tvar
materialem pri aplikaci, a tim je pravdépodobné zajiStén niZsi toxicky dopad na burky.
Zaroven nedochazi ke zna¢nym ztratam vlivem strzeni konfluentni vrstvy bunék jako je
tomu u vyssi koncentrace (viz Obr. 39 - 1 - 105/jamku).

Problém miuzZe také spocivat v pouZzitém rozpoustédle. DCM je povaZovan za drazdivy pro
Clovéka a je spojen se zvySenym rizikem rakoviny jater a plic [23]. Lze rici, Ze je obecné
pro clovéka zdravotné zavadny, a tedy lze predpokladat Ze i pro samotné burky. DalSim
negativnim parametrem tohoto rozpoustédla je jeho teplota varu, kterd ¢ini ptiblizné
39 °C [23]. Pro zvldkiovani je takto relativné nizkd teplota varu vyhodna, kdy se
rozpoustédlo rychle odparuje a snadnéji se tvori vlakna. DCM vSak pohlcuje k odpareni
teplo, a tim ochlazuje dané misto, na néjz jsou aplikovdna nanovldkna. Nizka teplota po
dobu zvlaknovani mlize mit také negativni vliv na burky a je nutné tento parametr ddle
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prozkoumat. Pod optickym mikroskopem byly pozorovany utvary, které mohly vzniknout
rychlym ochlazenim prostiedi a nemisitelnosti DCM s médiem (viz Obr. 40).

Obr. 40: Pozorované shluky DCM v jamce mikrotitra¢ni desticky

Nizka viabilita bunék na materidlech mohla byt tedy zapticinéna bud’ samotnou toxicitou
rozpoustédla nebo sniZenim teploty mista vlivem odpatfovani rozpoustédla nebo
kombinaci obou jevii. DalSim toxickym efektem se jevi sniZzend schopnost diftize latek
z média k bunikkdm. Material buriky prekryje a znemoZni jim docasné piistup k médiu.

1 . 10%/jamku 5 . 10%/jamku 1 - 10%/jamku

1000 pm

Obr. 41: Snimky z fluorescen¢niho mikroskopu bunék pod DCM nanesenym airbrushem, barveno
Phalloidin-FITC a DAPI.
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Pro srovnani rozloZeni a hustoty rozloZeni bunék rtiznych koncentraci u materiali 1ze
vidét snimky bunék pozitivnich kontrol na Obr. 42.

1 - 10%/jamku 5 . 10%/jamku 1 - 10%/jamku

1000 urh

Obr. 42: Snimky z fluorescen¢niho mikroskopu bunék pozitivni kontroly, barveno Phalloidin-FITC a DAPI

3.5 Sledovani vlivu in situ aplikace nanovlaken na bunécnou kulturu
v hydrogelu

Vramci experimentu provedeného 1.12.2024 byl zjiStovan vliv pfimého naneseni
nanovlaken z roztoku 8% PCL v DCM na bunéc¢nou kulturu ASC v hydrogelu 4. testovaci
den. Ze snimkii na Obr. 43 je patrné, Ze v gelech s nanovlakny rostly buriky s vyrazné vyssi
hustotou, a nékteré buriky migrovaly k samotnym vlakndm, prilnuly k nim a rozprostiely
se na nich. Gely s nanovlakny se zmensSily do $ifky i do vysky, coz svéd¢i o bujném ristu
bunék ASC. V kontrolnich vzorcich rostly buriky pravidelné, ale v mensi mire. Kontrolni
vzorky lze vidét pro srovnani na Obr. 44.

Materidl PCL se radi k hydrofobnim materidlim a je vodou nesmdcivy. Stejné tak
i médiem, které je pridavano k hydorgellim pro vyzivu bunék. Nanovldkna nebyla plné
smocena nékolik hodin. Béhem této doby se mohlo rozpoustédlo stile odparovat.
Hydrofobniho charakter PCL nanovlaken miize mit za nasledek potencialni snizeni mozné
toxicity materidlu.
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Obr. 43: SnimKky z fluorescen¢niho mikroskopu bunék v hydrogelech, na které byly nanesena nanovldkna
in situ metodou SBS - ¢islo Ffadku oznacuje cislo prislusného hydrogelového vzorku s nanovlakny a
snimky bunék z rtiznych pohledi zkoumané oblasti, pravy sloupec reprezentuje snimky bunék (1a, 2a, 3a)
umisténych pod vlakny
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Obr. 44: Snimky z fluorescen¢niho mikroskopu bunék ve tiech kontrolnich vzorcich hydrogelt

Srovnani hodnot hustoty bunék danych vzorki a kontrolnich vzorki je uvedeno na Obr.
45. U vzorku 3 nastala zavada na zarizeni airbrush pfi zvlaknovani. Byla tak zdrZeno
dodani nového média. V tomto se vzorek 3 lisi od vzorku 1 a 2. Hodnoty hustoty bunék ze
vzorku 2 nejsou proto povaZovany za validni a do srovnani nebyly zahrnuty. Ve srovnani
je obsaZena i hustota bunék kontrolniho hydrogelu 0. testovaci den, tedy den, kdy byly
hydrogely pripraveny. V grafu (B) na Obr. 45 je srovnana stiedni hodnota hustoty bunék
ze vzorku 1 a 2 a stfedni hodnota hustoty bunék v kontrolnich hydrogelech 4. testovaci
den. Z obou grafii je patrné, Ze hodnoty hustoty bunék v hydrogelech s nanovlakny se
signifikantné 1isi (jsou vyssi) oproti kontrolnim hydrogelim na hladiné vyznamnosti
0,001. To znaci o pozitivni podpore riistu bunék vlivem nanovlakenného materialu
z roztoku 8% PCL v DCM naneseného metodou SBS in situ.

75



A, = (B)

-

%]
]
*
*
*

= 10-

-
o
1

Hustota bunék mil./ml
[+2]
1

Hustota bunék mil./ml
T

LGP AR &
(é;@to\io ® ¥ &
RGOS ooo S
S

(;(~° “** p < 0,001
+0

Obr. 45: Srovnani hodnot hustoty bunék na vzorcich a kontrolnich hydrogelech s butikami - (A) srovnani
vzorku 1 a 2 se tfemi kontrolnimi vzorky, (B) srovnani stfednich hodnot hustot bunék ze vzorku
a kontrolnich vzorkt

Vyhodnocenim experimentu provedeného 15.3.2024 byl stanoven vliv primého
naneseni nanovlaken z roztoku 8% PCL v DCM a 14% PCL v EtOAc na buné¢nou kulturu
ASC v hydrogelu 4. testovaci den. Roztok 14% PCL v EtOAc byl vybran pro sledovani vlivu
benigniho rozpoustédla na bunéc¢nou kulturu v hydrogelech.

Ze snimka z fluorescencniho mikroskopu je patrné, Ze opét dochazi k pozitivnimu
ovlivnéni rastu bunék na vzorcich s nanesenymi vldkny z 8% PCL v DCM (viz Obr. 46).
Hodnoty hustoty bunék ze vzorkd hydrogelli s nanesenymi nanovlakny a kontrolnich
vzorki nebyly obdrZeny k 2. 5. 2024. V ptipadé jejich dodani bude tato prace v budoucnu
o tyto vysledky doplnéna.

Roztok 14% PCL v EtOAc nevytvoril vldkennou vrstvu v celém objemu. Na hydrogelu se
z tohoto roztoku vytvorila jednolita vrstva. Ta zcela nedoléhala na hydrogel v celé jeho
ploSe. Vlivem nepropustné vrstvy na hydrogelech byla znemoznéna difuze Zivin a CO2
mezi médiem a bunkami. V diisledku toho doslo k thynu bunék, jak si Ize vidét na Obr.
46 (B). Vyhodnoceni hustoty bunék neni validni, a proto nebylo pro tyto
vzorky provedeno.
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Obr. 46: Snimky z fluorescen¢niho mikroskopu bunék v hydrogelech, na které byly nanesena nanovldkna
in situ metodou SBS - radek reprezentuje snimky bunék z riznych pohledi na zkoumanou oblast
hydrogelli s nanovlakny z roztoki: (A) 8% PCL v DCM a (B) 14% PCL v EtOAc. Snimek (C) prislusi

kontrolnim hydrogeliim s burikami.

3.6 Mechanické vlastnosti vybranych materialti

Nanovlakenna struktura vybranych materiali vykazuje poérovity charakter. Pory vsak
neprenaseji tahové napéti. Vysledky tahové zkousky jsou tak ovlivnény. Normovani
nameérenych hodnot na objemovou hustotu materidlu bylo proveden z toho divodu, aby
byl co nejvice odstranéno ovlivnéni vysledki pérovitou strukturou nanovlakenné vrstvy.
Vysledné hodnoty veli¢in prezentuji skutecnou podstatu materidlu. Priibéh tahovych
zkousSek testovanych materidlli jsou uvedeny na Obr. 47. Vysledky vypocitanych hodnot
mechanickych vlastnosti jednotlivych materialti jsou uvedeny v Tab. 19 a jejich srovnani
lze vidét na Obr. 48 a Obr. 49.
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Obr. 47: Grafy pribéhu tahové zkousky materidlu vyrobeného - (A) metodou SBS z roztoku 8% PCL
v DCM po dobu 1 min (17 g/m?), (B) metodou SBS z roztoku 8% PCL v DCM po dobu 1,5 min (20 g/m?)
a (C) metodou ES z roztoku 16% PCL v CF/EtOH (8 : 2), hodnoty jsou normované na objemovou hustotu
daného materidlu

Tab. 19: Hodnoty mechanickych veli¢in vyrobenych material normované na objemovou hustotu daného

materialu
MF:::S 2 | Material (plo$na Velicina Stiredni D Variac¢ni
vy . y hmotnost) hodnota koeficient
materialu
Maximalni sila [N] 1,62 0,17 10,22
SBS 8% PCL v DCM
7 0,
(1 min) (17 g/m?) TazZnost [%] 10,78 1,78 16,47
Mez pevnosti [MPa] 2,24 0,23 10,22
Maximalni sila [N] 1,77 0,26 14,78
SBS 8% PCL v DCM
7 0,
(1,5 min) (20 g/m?) TazZnost [%] 9,14 1,07 11,71
Mez pevnosti [MPa] 3,06 0,45 14,78
Maximalni sila [N] 19,08 1,47 7,70
ES
Taznost [%] 62,16 7,44 11,97
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16% PCL
v CF/EtOH (8:2) | Mez pevnosti [MPa] 10,22 0,79 7,70

(21g/m?)

[""1sBS 8% PCL v DCM (17 g/m?)

["1sBS 8% PCL vDCM (20 g/m?)
101 ES 16% PCL v CF/EtOH (8 : 2)
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Obr. 48: Porovnani hodnot meze pevnosti nanovlakennych materidld normovanych na objemovou hustotu
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Obr. 49: Porovnani hodnot taznosti nanovlakennych material normovanych na objemovou hustotu

V grafu (A) a (B) na Obr. 47 lze pozorovat, Ze pribéhy krivek nezacinaji v poc¢atku nybrz
jsou posunuty vySe po ose ,Napéti“. Posun krivek po této ose je zplsoben predpétim
nanovlakenné vrstvy. Predpéti mohlo vzniknout vylepenim vrstvy do papirového
ramecku ¢i priliSnym utaZenim vzorku v upinacich hlavach.
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Pti srovnani materiali vyrobenych metodou SBS o dvou riiznych plo$nych hmotnostech
je patrné, Ze material s vySSi ploSnou hmotnosti (20 g/m?2 - zvlaknovan 1,5 min) je
pevnéjsi a odolnéjsi vici tahovému napéti (viz Obr. 48) neZz materidl s nizsi ploSnou
hmotnosti (17 g/m?2 - zvlaknovan 1 min). Lze tak predpokladat, Ze vlakna jsou vice
orientovana neZ v materialu s nizsi ploSnou hmotnostni. Zaroveii je tento materiadl méné
tazny neZ material s niZ$i ploSnou hmotnosti (viz Obr. 49). Krivky pro material s ploSnou
hmotnosti 20 g/m?2 maji prudsi nartist do meze pevnosti oproti pribéhu krivek pro
material s ploSnou hmotnosti 17 g/m?. Z grafu na Obr. 47 lze vyvodit, Ze material s vyssi
ploSnou hmotnosti vykazuje vyssi tuhost.

Vysledky tahové zkousky ukazuji, Ze nanovlakenné vrstvy vyrobené metodou ES o ploSné
hmotnosti 21 g/m? jsou daleko odolnéjsi vici tahovému namahani nez material
s podobnou ploSnou hmotnosti (20 g/m?) vyrobeny metodou SBS, jak 1ze stanovit z grafii
na Obr. 48 a Obr. 49. Je tak nejspiSe zplisobeno dlouhymi (teoreticky nekonecnymi)
vlakny, ktera jsou vytvoirena metodou ES a vyssi mirou orientace vlaken.

80



Cilem této diplomové prace bylo rozsirit Skalu roztokli pro zvlaknéni metodou SBS
s vyuZzitim méné zdravotné rizikovych rozpoustédel. PfedevSim byla prace zamérena na
hledani benignich rozpoustédel pro zvlaknovaci roztoky PCL a PVA. Déle se prace zabyva
proudovym polem za vystupem zvldknovaciho zatizeni airbrush a jeho mapovanim.
V neposledni radé jsou uvedeny vysledky biologického in vitro testovani vybranych
materialli vyrobenych metodou SBS a nékteré jejich mechanické vlastnosti.

Hodnoty rychlostniho pole proudu vzduchu za vystupem z airbrushe byly naméieny
pomoci thermoanemometrického cidla. Rychlosti proudu vzduchu byly naméreny
v koncové zvlakiovaci oblasti. NejvysSi hodnoty rychlosti dosahuje proud podél své
hlavni osy. Jevi se, Ze rychlost proudu vzduchu témér linedrné klesa se zvysujici se
vzdalenosti od vystupu z airbrushe.

Jako ndhrada k toxickému DCM byla vybrana benigni rozpoustédla DMM, EtOAc a Ace pro
pripravu zvlaknovacich roztokd. Z téchto rozpoustédel byly ptipraveny roztoky PCL
o riznych koncentracich. Ty byly zvlaknény metodou SBS s vyuzitim zarizeni airbrush.
Roztoky pri zvlakinovani zasychaly za ustim trysky airbrushe, a tim byl naruSovan proces
zvlakiiovani. Ucpavani trysky airbrushe je nejspiSe zplisobeno benignimi rozpoustédly
s nizkym bodem varu, coz vede k jejich rychlému odpatovani. Tim se hromadi polymerni
suSina za vystupem z trysky. Jako nejlépe zvlaknujici roztok byl oznacen 14% PCL
v EtOAc. Ten vykazuje nejvyssi produktivitu vldken z celé Skaly pripravenych roztoki a pti
zvlaknovani nedochdzi k priliSnému zasychani roztoku v trysce.

Dale byly pro metodu SBS byly pripravovany vodné roztoky PVA tak. Snahou bylo nastavit
parametry roztokli tak, aby byly zvlaknitelné metodou SBS svyuzitim komercniho
airbrushe. Pro pripravu byly pouzity PVA s riznou molekulovou hmotnosti a stupném
hydrolyzy. PVA byla rozpousténa v rozpoustédlovém systému W/EtOH o riiznych
pomeérech. Pozdéji k suSiné PVA bylo pfiddno i v malém poméru PEO. Nasledné byly
roztoky zvlaknovany airbrushem. Nejlépe zvldknitelné se z pripravenych roztoki zdaji
roztoky U-20% PVA88-31/PE0100 (49:1) ve W/EtOH (5:5) a V-20% PVA88-
31/PEO100 (24:1) ve W/EtOH (5:5). Tyto pouZité PVA maji nizkou molekulovou
hmotnost (31 000 g - mol1) a nizky stupen hydrolyzy (88 %). Uvedené parametry také
souvisi s rozpustnosti polymeru v ethanolu. Zminéné faktory maji vliv na zvlakniovani PVA
roztokd metodou SBS. Dochazi tak k snadné&;jsi tvorbé trysek a nasledné i vlaken.

Pri zvlaknovani roztokd vodorozpustnych roztokt hraje velkou roli RH. Roztoky U a V se
nepodarilo zvlaknit prfi RH nad 50 %. Oba roztoky byly nasledné zvlaknény v komore
zarizeni Nanospider™ pti 20% RH. Produktivita vlaken byla v obou pripadech vysoka.
Vedle roztoku U byl vybran roztok P — 12% PVA88-67 ve W/EtOH (6 : 4), ktery se jevi jako
zvlaknitelny pii vhodnych okolnich podminkach. U roztokl P a U byl zjistovan vliv RH na
zvlaknitelnost roztoku a primér vyrobenych nanovldken. Roztoky byly zvldknény
v komore zarizeni NanospiderTM pii 10-50% RH. Vldkna zroztoku U méli riznou
produktivitu pri zménach RH. Vlakna PVA vykazovala trend pro hydrofilni polymery, kdy
se zvySujici se RH se sniZuje primér vlaken. Roztok P bylo moZné zvlaknit pouze do
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hodnoty 35% RH. Zda se, Ze nejlépe nastavenym roztokem je U — 20% PVA88-31/PE0100
(49 : 1) ve W/EtOH (5 : 5), ktery zvlakinuje v nejvétsi mire pri hodnotach RH 20 % a 25 %.

Zménou RH bylo moZné zvlaknit i roztoky s malym ¢i Zddnym obsahem, které za béznych
podminek nelze zvlaknit. Roztoky a - 20% PVA88-31/PE0100 (49 : 1) ve W/EtOH (8 : 2)
ab-20% PVA88-31/PE0100 (49 :1) ve W byly zvlaknény pri nizkych hodnotach RH.
Roztok a zvldknuje pfi 10 a 15% RH, kdeZto roztok b pouze pfi 10%. Rozdil ve
zvlaknitelnosti tvori podil vody v roztocich. Pri vy$S$Sim podilu vody a vysSi hodnoté
vlhkosti, se voda z roztoku odparuje s vétSimi obtiZzemi. Proto roztok a, ktery ma nizsi
podil vody, zvlaknuje i pti vy$$i hodnoté RH neZ je 10 %. Roztoky s nizkym obsahem EtOH
mohou mit potenciadl v budoucnu dilezité pro funkcionalizaci proteiny, kdy by nemuselo
dochazet k jejich denaturaci.

Roztoky byly ndasledné funkcionalizovany nanocasticemi CNC. Byly pripraveny
a zvlaknény celkem tri roztoky s CNC. Nejlépe z hlediska produktivity zvlaknuje roztok
IL.5% CNC 15 % PVA88-31/PE0100 (49:1) ve W/EtOH (5:5), ktery ma nejspisSe
optimalni viskozitu. Lze predpokladat, Ze CNC podporuji tvorbu vlaken.

Predmétem zajmu z hlediska cytotoxicity zbytkovych rozpoustédel aplikace nanovlaken
in situ byl material vyrobeny SBS z roztoku 8% PCL v DCM. Pro experiment byl dale
vybran kontrolni material vyrobeny metodou ES z 16% PCL v CF/EtOH (8:2), jehoZ
bunék niz$i nez 70 %. V souladu snormou CSN ENISO 10993-5 (855220) jsou tyto
materialy povaZovany za cytotoxické. ZjiSténa cytotoxicita kontrolniho materialu nesouhlasi
s predeSlymi nezavislymi experimenty. Jak ukazaly snimky z fluorescen¢niho mikroskopu,
kontrolni materidl byl pokryt bunikami ve velké mire. Builky mohly utlumit svou
metabolickou aktivitu. Jejich viabilita tak vychazi nizZsi nez 70 %. Je tedy moZné usuzovat, Ze
zvolena koncentrace bunék 2,6 - 105/jamku byla pro experiment prili$ vysoka.

Nasledné byla provedena optimalizace experimentu z pohledu nasazeni bunék a jejich
koncentrace v jednotlivych jamkach. Do 6jamkovych mikrotitracnich desticek byly nasazeny
tfi koncentrace bunék: 1-105/jamku, 5-10%/jamku a 1-10%/jamku. Zkoumanymi
materidly z hlediska cytotoxicity primym kontaktem byla nanovldkna z roztoku 8% PCL
v DCM aplikovand metodou SBS a (Cisté rozpousStédlo DCM nanesené na burnky
airbrushem. Pro dané koncentrace bunék byla zjiSténa viabilita bunék na testovanych
materidlech nizsi nez 70 %. To znaci, dle vySe uvedené normy, Ze materialy jsou
cytotoxické. Vzhledem k biokompatibilité PCL je za prvek zptsobujici toxické chovani
materiadlu povaZovan DCM. Vyplyva tak i z méreni viability bunék, na které byl aplikovany
Cisty DCM. Jednou z jeho dalSich vlastnosti je sniZovani teploty mista, na které DCM
dopada. Pri zvlakniovani mohlo dojit k podchlazeni bunék a jejich naslednému sniZeni
metabolické aktivity nebo ihynu. Kromé téchto dvou zminénych jevii mize byt ve shodé
s cytotoxicitou nanesenych materialti na bunky také snizena diftize latek z média vlivem
piimé aplikace materiald.

Roztok 8% PCL v DCM a 14% PCL v EtOAc byly zkoumany z hlediska biokompatibility
jejich prfimého naneseni na hydrogely s bunécnou kulturou ASC. Vysledky ukazaly
pozitivni ovlivnéni ristu bunék vlivem nanesenych vladken zroztoku 8% PCL v DCM.
Bunky vykazovaly i tendenci migrace do nanovlakenné vrstvy. Roztok 14% PCL vytvoril
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jednolitou vrstvu bez péri. Buriky timto vlivem uhynuly a roztok 14% PCL v EtOAc byl
oznacen za nevhodny pro testovani cytokompatibility na hydrogelech. Nelze ho vSak zcela
vytadit z vybéru roztokl s benignimi rozpoustédly pro metodu SBS. Material vyrobeny
zroztoku s EtOAc nevyhovél pozadavkim na testovani kvili svym morfologickym
vlastnostem. Buriky uhynuly z dlivodu zhorSené diftze Zivin a COz. Neni tak jasné, zda byl
pro bunky Skodlivy vlivem své vlastni toxicity. Proto je stdle nutné hledat optimalni
parametry s danym benignim rozpoustédlem, aby byla vytvorena porovitd struktura,
ktera umoZni vyménu latek mezi okolim a burikkami. Dal$i moZnosti je také zabyvat
vybérem jiného benigniho rozpoustédlo pro stanoveni samotné (ne)toxicity rozpoustédla
pro buriky.

Nanovlakenny material vyrobeny metodou SBS z roztoku 8% PCL v DCM byl studovan
z hlediska mechanickych vlastnosti. Porovnany byly materidly o dvou riaznych plosnych
hmotnostech. Ke srovnani byl vybran i nanovldkenny materidl vyrobeny metodou ES
z roztoku 16% PCL v CF/EtOH (8 : 2). Tato vrstva méla podobnou ploSnou hmotnost jako
jeden z materiadli vyrobenych pomoci SBS. Ddle byly srovndny namérené hodnoty
ptlisobici tahové sily, taznosti materidlu a meze pevnost pro dané materidly. Na zakladé
vysledkii méreni byl prijat predpoklad, Ze na mechanické vlastnosti ma vliv nejen plo$na
hmotnost stejného materialuy, ale i technologie vyroby danych nanovlaken. Roli ve zméné
mechanického chovani urcité vrstvy hraje také orientace vlaken v materialu.

Dle vysledki z této diplomové prace lze konstatovat, Ze metoda SBS vykazuje potencial
pro vyuziti v mediciné. Zmapovani proudového pole bylo provedeno pro konec
zvlaknovaci oblasti. Bylo by tedy dale vhodné zmapovat toto pole i bliZe usti
zvlakiiovaciho zatizeni. Stale zlistava aktudlni hledani feseni otdzky bezpecného uzivani
metody SBS vlékarstvi nejen pro potencidlniho pacienta ale iobsluhu daného
zvlaknovaciho zarizeni zhlediska rozpoustédel. Pro medicinské aplikace je vSak
nepripustné pouzivat toxické rozpoustédlo z kratkodobého natoZ dlouhodobého
praktického hlediska. Je proto zapotiebi nalézt optimalni benigni rozpoustédla pro
pripravu a zvlaknovani roztoku.
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Obr. 1: Aparatura pro zvlaknovani metodu SBS, pirevzato z Medeiros et al. [1]...coornerneennersnensernnns 12

Obr. 2: Prenosné rucni zarizeni vyuZivajici metodu SBS k aplikaci nanovlakennych krytl pro
zastaveni krvaceni- (A) schéma zarizeni, (B) snimek sestaveného zvlaknovaciho zarizeni,
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Obr. 3: Zarizeni airbrush - (A) airbrush, (B) detail principu metody SBS pomoci airbrushe,
prevzato z [7], (C) jednotlivé soucastky airburshe: 1. korunka trysky, 2. difuzér, 3. hlava trysky
s tryskou, 4. rezervodr, 5. t€lo airbrushe, 6. tahlo jehly, 7. pruZina, 8. loZisko tahla jehly, 9. zadni
kryt jehly, 10. areta¢ni matka, 11. vicko rezervodru, 12. jehla, 13. spoust, (D) detail ptfedni ¢asti
airbrushe: vlevo korunka trysky, uprostied difuzér, vpravo tryska nasazena na hlavu trysky..... 13

Obr. 4: Bezjehlova zvlaknovaci aparatura pro SBS - (A) ilustrace zvlakinovaciho procesu, (B)
fotografie zarizeni pro bezjehlovy SBS, (C) snimek z vysokorychlostni kamery tvorby vlakna,
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Obr. 5: Zvlaknovaci zaiizeni Aerospinner, prevzato Z [9]. . 15

Obr. 6: Schéma aparatury pro méreni vystupniho tlaku proudu vzduchu SBS trysky, pfevzato z [2].

Obr. 7: Zvlakniovaci aparatura pro metodu SBS — (A) zarizeni airbrush, (B) celd aparatura pro
zvldknovani — airbrush, stojanek na airbrush, hadice, redukéni ventil, kompresor ........cocoveerneeen. 29

Obr. 8: Soustava pro méteni z jednotlivych dilti: (A) pohyblivy stolek, (B) thermoanemometrické
¢idlo, (C) airbrush, (D) stojan, (E) vertikalni a horizontalni posuvna ¢ast konstrukce, (F) rucni
meérici pristroj, (G) redukeni ventil pro regulaci tlaku proudu vzduchu, (H) hadice, (I) kompresor,
(J) stojanek sdruhym airbrushem. Fotografie na okrajich vlevo a vpravo zobrazuji detaily
dtlezitych casti: (I.) pro méreni posunu po ose y a z byla na konstrukci nalepena méritka, (I1.)
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Obr. 9: Stanoveni souifadného systému v prostoru pro zaznamenavani hodnot rychlosti proudu
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Obr. 10: Osy posunti thermoanemometrického Cidla ......oreeenneernneeseerseeeeseesssessesssessssesssessens 31

Obr. 11: (1) Spunbond v dfevéném rdmu na zakryvani jamek a mikrotitracni desticka, (2) zakryté
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Obr. 12: Zvlaknovani in situ na bunky. Mikrotitracni desticka je zakryta spunbondem v direvéném
ramu. Odkryta je pouze jamka, do niZ je v dany moment zZvIAKNOVANO. ......covvrnreenremsesnessernsesseessesseens 38

Obr. 13: Mikrotitra¢ni desticky, v jejichz jamkach jsou butiky, DMEM a (1) materidl z 8% PCL
v DCM vyrobeny metodou SBS aplikovany in situ na buiiky, (2) material z 16% PCL v CF/EtOH
(8 : 2). Mikrotitracni desticka (3) obsahuje pozitivni kontrolu (pouze buiitky s DMEM). V pravém
dolnim rohu je snimek z optického mikroskopu mysich fibroblasti 3T3-NIH v jamce. ........coeee... 38

Obr. 14: 6jamkové mikrotitracni desticky s nasazenymi burikami o koncentraci (1) 1 - 105/jamku,

(2) 5-10%/jamku a (3) 1 - 10%/jamku. Do mikrotitrac¢nich desti¢ek oznacenych (A) s prisluSnymi
bunéénymi koncentracemi (1), (2) a (3) bude nasazen materidl z8% PCL v DCM. Do
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