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Abstrakt

Zamérem této diplomové prace je popsat a prozkoumat rtizné povrchové hierar-
chické struktury, které se daji pripravit na polymernich nanovldknech. Cilem je
vysvétlit, jak takové struktury vznikaji, jak se pripravuji a jaké vyhody prinasi oproti
zakladnim neupravenym materidliim. Pro testovani byl vybran polymer polykapro-
lakton (PCL), ktery byl stejnosmérné elektricky zvlaknén. Pro zvlaknovani bylo
pouzito nékolik polymernich roztokli o rlznych koncentracich a molekulovych
hmotnosti PCL v rtznych rozpoustédlovych systémech. Na téchto vldkennych
vrstvach byla provedena post-procesni shish-kebab dprava a nasledné byly materi-
aly charakterizovany elektronovou mikroskopii, na jejimZ zakladé bylo vybrano jen
nékolik materialli pro dalsi detailni testovani. Post-procesni iprava byla provedena
vypatovaci metodou za pouZiti roztoku 1% w/w PCL o molekulové hmotnosti
45000 g'mol-1 a 80000 g-mol! v pentyl-acetatu. Upravené materialy byly charakte-
rizovany pomoci priméru vlaken, charakteristickych veli¢in pro danou upravu,
diferencialni skenovaci kalorimetrie, gelové permeacni chromatografie a in-vitro
bunécnych testl. Z vysledki vyplyva, Ze morfologie vytvorené struktury na povrchu
vlaken je zavisla jak na zakladnim materidlu - na rozpoustédlovém systému a mole-
kulové hmotnosti PCL v polymernim roztoku pro elektrické zvlaknovani, tak na
parametrech pouzitého roztoku pro post-procesni dpravu. Bunécné testovani na
mysich fibroblastech 3T3-NIH ukazalo, Ze shish-kebab Uprava mize zlepsit adhezi
bunék na materialu, ale obecné se da pouze konstatovat, Ze material po post-pro-
cesni upravé zlstava biokompatibilni, nijak nezhorSuje metabolickou aktivitu
bunék a je tedy vhodny pro pouZiti ve tkaniovém inZenyrstvi. V ramci reSeni této di-
plomové prace byl nalezen postup tvorby prozatim v literatuie detailné nepopsa-
nych vybézki s kruhovou zakladnou - ostrych kuzelovitych vystupkd, a to i na velmi

jemnych elektricky zvlaknénych PCL nanovlaknech.

Klicova slova

Polykaprolakton, elektrické zvlaknovani, nanovladkno, post-procesni tiprava, hierar-

chicka struktura, shish-kebab, nanopdry, koralky



Abstract

The intention of the thesis is to describe and investigate various surface hierarchical
structures that can be prepared on polymer nanofibers. The aim is to explain how
such structures are formed, how they are prepared and what advantages they bring
compared to basic unmodified materials. Polycaprolactone (PCL) was selected for
testing and was DC electrospun. Several polymer solutions of different concentra-
tions and molecular weights of PCL in different solvent systems were used for the
electrospinning. A post-processing shish-kebab treatment was performed on the
fiber layers, and subsequently the materials were characterized by electron micros-
copy, based on which only a few materials were selected for further detailed testing.
The post-process treatment was carried out by an evaporation method using a so-
lution of 1% w/w PCL with molecular weights of 45000 g-mol-! and 80000 g-mol-!
in pentyl acetate. The modified materials were characterized using fiber diameter,
characteristic parameters of the treated fibers, differential scanning calorimetry, gel
permeation chromatography and in-vitro cell assays. The results show that the
morphology of the structure formed on the fiber surface depends both on the base
material - the solvent system and the molecular weight of the PCL used for the
electrospinning, and on the parameters of the solution used for the post-processing
treatment. Cellular testing on 3T3-NIH mouse fibroblasts has showed that
shish-kebab treatment can improve the adhesion of the cells to the material, but
in general it can only be stated that the modified material remains biocompatible,
does not impair cell metabolic activity and is therefore suitable for application in
tissue engineering. Within the scope of the thesis, a procedure for a preparation of
sharp conical circular-based protrusions, not yet described in detail in the literature,

was found even on very fine electrospun PCL nanofibers.

Keywords

Polycaprolactone, electrospinning, nanofiber, post-processing modification, hierar-

chical structure, shish-kebab, nanopores, beads
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Seznam pouzitych zkratek

PCL Polykaprolakton
PLA Kyselina polymlécna
PC Polykarbonat

CF Chloroform

DCM Dichlormethan

THF Tetrahydrofuran

FA Kyselina mravenci

DMSO Dimethylsulfoxid

CNT Uhlikova nanotrubice

PA Pentyl-acetat

NHSK Nanohybridni shish-kebab (Nanohybrid Shish-Kebab)

NFSK Nanovlakenny shish-kebab (Nanofiber Shish-Kebab)

w/w Hmotnostni koncentracni pomér

v/v Objemovy koncentra¢ni pomér

w/v Hmotnostné-objemovy koncentra¢ni pomér
SEM Skenovaci elektronovy mikroskop

DSC Diferencialni skenovaci kalorimetrie

GPC Gelova permeacni chromatografie

DMEM  Dulbecco's Modified Eagle's Medium

CCK-8 Cell Counting Kit 8 (testovani bunécné viability)
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1  Uvod

Polymerni vldkna v nano aZ mikro-méritku patfi v dnesni dobé k vyznamné studo-
vanym materidltim v $iroké oblasti aplikaci. Elektrické zvlakiovani nabizi univer-
zalni moznost, jak takové materidly vyrabét nejen v laboratornim, ale i
primyslovém méritku. Polymerni nanovlakna se daji pripravit ze Siroké skaly poly-
mertl. Technické polymery se daji pouZit ve filtra¢nich materidlech nebo elektro-
technice. Velké mnoZstvi polymert je také biokompatibilni a biodegradabilni, coZ je
predurcuje k vyuZiti v regenerativni mediciné a tkanovém inZenyrstvi jako nosice
bunék, kde zastupuji roli bandazi, krytl ran, vyztuh cév a dale se pouZzivajii v rege-
neraci vnitfnich tkani organt a kosti. Polykaprolakton a jeho smési ¢i kopolymery
patii do intenzivné zkoumanych materiali pro tyto aplikace. PCL se vyjima svou
biokompatibilitou a biodegradabilitou, kdy degradace diky jeho hydrofobii trva i
v fadu mésici a let, a specifickymi mechanickymi vlastnostmi, jelikoz je velmi tazny
a elasticky. Ackoliv samotné vlakenné materialy prinasi spoustu vyhod pro zminéné
aplikace, tak se daji dale upravovat, coz jejich vyuZitelnost dale prohlubuje a zvysuje.
Vlakna se daji modifikovat jiZ pfi samotném procesu elektrického zvlaknovani
upravou parametrd, jako je napiiklad tvorba povrchovych pora ¢i koralki. Existuje
také mnoho post-procesnich metod, které umoznuji upravovat povrch vlaken, jako
je naptiklad shish-kebab dprava. Tato post-procesni Uprava vytvaii na povrchu
vlaken utvary, které maji obecné tvar kotouce obepinajiciho cely obvod vldkna. Tyto
kotouce se za sebou periodicky opakuji a jsou orientované kolmo na osu vlaken.
Uprava vlaken méni morfologii jejich povrchu tak, Ze vylep3uje jejich vlastnosti pro
urcité aplikace. Koralky na vlaknech se daji naptiklad pouzit jako rezervoary pro
1é¢ivo, které se z nich poté uvolituje. Tim se zabyva obor cilené dopravy 1éciv. Povr-
chové poéry a shish-kebab struktura obecné zvysuji mérny povrch vladken a jeho hru-
bost, coZ se ukazuje byt vyhodné v medicinskych aplikacich, kdy upravené materialy
lépe napodobuji roli mezibunécéné hmoty a buriky na né 1épe adheruji a zvySuje se
také bunécna proliferace. Shish-kebab dprava se intenzivné zkouma v oblasti rege-
nerace kosti, jelikoZ mezery mezi zminénymi kotouc¢i mohou napodobovat mezery
vyskytujici se v kolagenovych fibrilach. Tyto upravy jsou vSak silné zavislé na poca-
teCni strukture a morfologii zakladnich vlaken a na pouzité metodé, proto je diilezité

tyto proménné prozkoumat a zjistit jejich vliv na vysledny material.
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V ramci této diplomové prace je predstavena podrobna reSerSe na téma tykajici se
tvorby povrchové strukturovanych polymernich nanovlakennych materialt. Dale se
prace v experimentalni ¢asti zameéiuje na testovani post-procesni Upravy krystali-
zacnim roztokem na riiznych elektricky zvlaknénych materidlech z polykaprolak-
tonu s cilem prozkoumat moznosti této metody a nalézt riizné strukturni modifikace

povrchu stejnosmérné elektricky zvlaknénych nanovlakennych vrstev.
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2 Teoreticka cast

Teoreticka ¢ast ma za cil vysvétlit problematiku polymernich nanovlaken, jejich
vlastnosti, vyuziti a pripravu. Je predstaveno nékolik metod pripravy nanovlaken,
nejvétsi pozornost je nicméné vénovana elektrickému zvlaknovani, prevazné stej-
nosmérnému, kde jsou vyloZeny i zakladni parametry procesu ovliviiujici morfologii
nanovlaken. Dale jsou popsany zakladni vlastnosti a priprava biokompatibilniho a
biodegradabilniho polymeru polykaprolaktonu a jeho vyuZiti véetné nanovlaken.
Druha ¢ast se vénuje riiznym hierarchickym strukturam na nanovladknech, kde je vy-

svétlen fyzikalni princip mechanismu vzniku téchto struktur, faktory ovliviujici je-

jich konecnou podobu, moZné metody pripravy a v neposledni fadé jejich vyuziti.
2.1 Polymerni nanovlakna

Nanovlakna tvoii tfidu nanomateridli. Charakteristicky maji 2 dimenze v nano-
méritku a obecné se predponou nano oznacuji vlakna, ktera dosahuji priiméru do
100 nm. Zda se jedna o nanovlakna vsak nezaleZi Cisté na jejich rozmérech, ale
piedevSim na zméné jejich vlastnosti oproti makroskopickym protéjskiim. Proto
nese vétSina materiali oznaceni nanovlaken i presto, Ze vlakna dosahuji priméra i
nékolika stovek nanometrti. Oproti makroskopickym vlaknim maji mnohem vétsi
mérny povrch a mezi dal$i vyznamné vlastnosti patfi vysoka porozita, variabilni
velikost port nebo pomérné nizka hustota nanovlakennych vrstev. Diky tomu je 1ze
pouzit vraznych aplikacich a vriaznych oborech jako napiiklad v biomediciné
(Ié¢eni riiznych povrchovych zranéni nebo bio-senzory), tkaniovém inzenyrstvi
(nahrada a oprava poskozenych tkani organt, kosti, nervi i cév a mnoho dalsich),
farmacii (cilend doprava a uvolnovani 1é¢iv), filtraci (¢iSténi vody ¢i separace vody
od nepolarnich latek), v elektrotechnice (ochrana proti korozi a elektromagnetické
interferenci), v bateriich jako porézni elektrody nebo v textilnich ochrannych
produktech. Diky velkému mérnému povrchu maji také nanovlakna obnaZené vétsi
mnozstvi funkénich skupin polymernich retézcl, coz je predurcuje kucinné
funkcionalizaci, ktera dale zvySuje potencial jejich pouziti. Nanovlakna se daji
pripravit mnoha metodami ze Siroké Skaly syntetickych i prirodnich polymeri
s riznymi vlastnostmi. Pfirodni polymery jako chitosan nebo prirodni hedvabi jsou

biokompatibilni a bioaktivni, a proto nachazi vyuziti hlavné v biomedicinskych
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aplikacich. Oproti syntetickym vSak maji hor$i mechanické a Spatné
reprodukovatelné vlastnosti, kviili Cemuz se s vyhodou vyuZivaji i biodegradabilni a
biokompatibilni polymery jako polykaprolakton, kyselina polyglykolova a mnoho
dalSich. Syntetické polymery se vyuZivaji i v technickych aplikacich, jmenovité
napriklad polyamid 6.6 (nylon) v ochrannych odévech a membranach nebo

polyvinylidenfluorid ve filtraci. [1, 2, 3, 4, 5]

2.1.1 Technologie pripravy

Piiprava nanovlaken je uz pomérné dlouho znamy jev, kdy uz na konci 19. stoleti
pripravil Charles V. Boys nanovlakna o priimeéru priblizné 250 nm. Jednalo se o zaji-
mavy napad s roztavenym kifemenem umisténym na $ipu kuse a jeho naslednym vy-

stfelenim, coZ by se dalo oznacit jako metoda taZeni (drawing). [3, s. 9]

Technologie ptipravy jednotlivych nanovlaken taZenim z polymerni taveniny ¢i roz-
toku vyuziva k pretvareni kapaliny do podoby vlaken mechanickou silu, kdy je po
dotyku tenké pipety nebo sklenéné tyc¢inky s polymernim roztokem nebo taveninou
pipeta pomalu odtahovana, coz vede k prodluzovani a zuzovani vlakna a postup-
nému tuhnuti ¢i vysuSovani. Schéma této technologie je vidét na Obrazku 1C. Pouzity
material by mél byt vysoce viskoelasticky, coZ zmensuje $kalu pouZitelnych poly-
meru a také disponuje metoda nizkou produktivitou, vhodnou spisSe pro laboratorni

pouziti. [5s.5,65. 6]

Zajimavymi moZnostmi pripravy nanovlaken jsou template synthesis (syntéza podle
Sablony) ¢i self-assembly (samousporadavani). Syntéza podle Sablony je mnoho-
strannd metoda umoZnujici pripravu nanocastic, nanovladken, nanotrubicek ¢i nano-
tycCinek. Pro pribliZeni metody se da replikace DNA oznacit také jako syntéza podle
Sablony. Jako Sablona mtze byt pouzita napriklad membrana s péry v nanoméritku,
skrze kterou se protlac¢i polymerni roztok do srazeciho roztoku, kde vzniknou nano-
vlakna v délce maximalné nékolika mikrometr@ [7, s. 41]. Sablona v$ak miiZe byt
mnohem inovativnéjsi, jako napriklad vyuZiti elektricky zvlaknénych vlaken k pri-
pravé nanovlaken z oxidd prechodnych kovi ke zlepsSeni elektrochemickych vlast-
nosti elektrod [8]. Self-assembly je metoda, ktera vyuzZiva mezimolekularnich
vazebnych sil, jako jsou vodikové mistky, van der Waalsovy interakce ¢i disperzni

sily ke skladani mensich molekul, které se organizuji do vétsich celki a ve vysledku

tvori poté mimo jiné i nanovlakna. Vyhodou je velmi maly priimér vlaken a dobra
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modifikovatelnost, ale jedna se o velmi sloZity a zdlouhavy proces a produktivita je

velmi mala. [3, 5]

Odstredivé zvlaknovani je pomérné jednoducha metoda, ktera je diky absenci elek-
trického pole bezpecnéjsi a produktivnéjsi nez elektrické zvlaknovani a také je pou-
Zitelna pro Sirsi spektrum polymert a jejich roztok, jelikoZz nezaleZi na jejich
elektrickych vlastnostech. Princip je znamy uZ velmi dlouho, jelikoZ timto zplisobem
vznika napriklad cukrova vata, na jejiZ vyrobu byl stroj patentovan na konci devate-
nactého stoleti. Jak nazev napovidj, tak tento zplisob piipravy nanovlaken vyuziva
jevu, kdy je ze zadsobniku vytlaCovan odstredivou silou polymerni roztok nebo tave-
nina skrze tenké kapilarni otvory, a tfenim o vzduch se vytahuji a za odparovani
rozpoustédla tuhnou nanovlakna, kterd se zachyti na kolektor, viz Obrazek 1A.
Struktura a primér vyslednych vlaken zavisi na obvodové rychlosti spinerety, tedy
rotujici zvlaknovaci jednotky, na priiméru kapildr a vlastnostech polymeru a poly-
merniho roztoku. Dale mize byt odstiedivé zvlaknovani kombinovano se stejno-
smérnym elektrickym zvlaknovanim, ¢imz se 1épe usmérni nanovlakna na kolektor
a diky vlivu bicovani neboli ohybové nestability projevujici se typicky pii elektric-

kém zvlaknovani, se i zmensuji priméry nanovlaken. [3 s. 42, 6 s. 7]

Kromé stejnosmérného elektrického zvlaknovani (DC zvlakinovani) je intenzivné
zkoumano i stiidavé elektrické zvlaknovani (AC zvladkinovani). Oproti DC zvlakno-
vani neni nutné pouZiti elektricky aktivniho kolektoru, coz prinasi technologické vy-
hody, napftiklad pri kombinaci s jinymi technologiemi, a dal$i moZnosti aplikace.
Varianta AC zvlakinovani vyuZzivajici kapilary ma omezenou produktivitu, proto je
vétsi pozornost vénovana zvlaknovani z volné hladiny, kde vznikd mnozZstvi trysek
formujicich vlakennou vle¢ku pripominajici stoupajici oblak jemného Kkoure.
Schéma této metody je vidét na Obrazku 1B. Oblak se v prvnich nékolika centime-
trech pohybuje smérem pry¢ od zvladknovaci elektrody diky tvorbé virtualni proti-
elektrody, ktera je dlisledkem neustalych zmén polarizace ptlvin elektrického sig-
nalu. Nabiti skupin vlecky se tedy rychle stfida mezi zdpornym a kladnym a do vzda-
lenosti 2-5 centimetrl se naboj skupin vzajemné neutralizuje. DalSim dutlezitym
jevem pri AC zvladknovani je elektricky vitr, ktery brani zpétné pritaZlivosti vlaken
ke zvlakiiovaci elektrodé a dale pohani pohyb vlecky az do vzdalenosti kolem 30 cm.

Elektricky vitr je proud vzduchu hnany stejné nabitymi ionty vzniklymi korénovymi
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vyboji na elektrodé. Po ztraté hybnosti musi byt nanovlakna zachycena na kolektor,
ktery miize byt konstruovan napriklad jako rotujici valec, prize ¢i mrizka s odsava-
nim. Oproti DC zvldkiiovani jsou vétSinou vysledna vlakna vice ,kudrnata“, zamo-
tana do sebe a podél délky se znateln€ méni jejich priimér. Na rozdil od DC varianty
se pti AC zvlaknovani po kazdé ptlviné elektrického signalu tvoii nova polymerni
tryska, coz klade vyssi naroky na elektrické vlastnosti polymeru a rozpoustédel, aby
se viibec za kratky okamzik (urceny frekvenci elektrického napéti) stihla tato tryska
vytvorit. Napiiklad pfi frekvenci 50 Hz trva jedna ptlvina sinusového tvaru signalu

10 ms. Z hlediska vysoké produktivity se tato varianta elektrického zvlakiiovani jevi

jako velmi vhodna pro priimyslové uplatnéni. [3, 9]

A — B /B 1
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Obrdzek 1: Schémata technologii vyroby nanovldken. A) Odstredivé zvldkriovdni [10], B) AC elektrické
zvldkriovdni [11] a C) Technologie taZeni nanovldken (drawing) [5]

Technologie zvlakniovani za pritomnosti stejnosmérného elektrického pole, tedy DC
zvlaknovani, miiZze byt provozovana také ve dvou variantach, a to s kapilarou anebo
na volné hladiné. Kapilarni varianta je vhodna laboratorni metoda, jelikoZ umoziuje
zpracovavat pouze mala mnozstvi polymernich kapalin bez vétSiho odparovani roz-
poustédla z polymerniho roztoku v zasobniku, av§ak ma velmi nizkou produktivitu
a mozné problémy s ucpavanim kapilary. Pro primyslové pouZiti je vice vyuZzivano
zvlaknovani z volné kapaliny. Zvlaknovani je mozné provést jak z taveniny, tak mno-
hem hojnéji z polymerniho roztoku [3, s 25]. Tato metoda je zaloZena na elektro-
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hydrodynamickém procesu vyuzivajictho pro zvlaknovani elektrickych sil, kdy se
pomoci elektrického tlaku piekonava kapilarni tlak ve zvlakniované polymerni ka-
paliné zplisobeny povrchovym napétim. Zakladni aparatura pro DC zvlakniovani je
pomérné jednoduchd, mize se skladat ze zvlaknovaci elektrody pripojené na zdroj
elektrického napéti, uzemnéného kolektoru a zasobniku s davkovanim polymerni
kapaliny. Po sepnuti elektrického napéti se na povrchu kapaliny zvysuje hustota na-
boje stejné polarizace, coZ zptlisobi elektrostatické odpuzovani. Aby se sniZilo odpu-
zovani, je potreba zvétSit plochu kapky a tim sniZit ploSnou hustotu naboje.
Povrchové napéti vSak reprezentuje silu, ktera se snazi povrch kapky co nejvice
zmenSit. Konkurenci téchto dvou sil je tedy povrch kapky deformovan az do tvaru
Taylorova kuzele. Pri prekondani kritické hodnoty intenzity elektrického pole na po-
vrchu nasledné z Taylorova kuzele vylétne elektrickym pole urychlena polymerni
tryska, taZenda k opacné nabitému kolektoru. V prvni ¢asti leti tryska primou trajek-
torii v fadu nékolika jednotek az desitek milimetra s vysokou rychlosti v rozmezi
1-15 m-s'! za kontinudlniho ztencovani. Kviili viskoelastické sile a povrchovému na-
péti je rychlost trysky utlumovana az do bodu, kdy miiZe byt primy pohyb narusen
a vytvori se nestabilita rizena elektrostatickym odpuzovanim nabojl na jejim po-
vrchu a jejich interakci s vnéjSim elektrickym polem. Mezi tyto nestability se radi
axisymetricka Plateau-Rayleighova nestabilita rozdélujici trysku na kapky kviili po-
vrchovému napéti. Tento jev je nezadouci a je potlaCovan vy$Sim elektrickym napé-
tim. Druha nestabilita je také axisymetricka a objevuje se pri vySSim elektrickém
napéti. Treti a nejvyznamnéjsi nestabilitou je tzv. bicovaci, ktera je odpovédna za
chaotické ohybani trysky. Schéma stejnosmérného elektrického zvlakinovani je uve-
deno na Obrazku 2. Vyvoj téchto jednotlivych nestabilit zavisi na zvlaknovacich pa-
rametrech a vlastnostech polymerniho roztoku. Diky biCovaci nestabilité se
trajektorie vyvine do tvaru rozsirujici se spiraly, coZ také vyrazné prodlouzi celko-
vou drahu trysky, a to zptlisobi jeji prodluZovani a ztencovani. Pokud je vzdalenost
od kolektoru dostate¢né velka a tryska jiz kontinualnim odpafrovanim rozpoustédla
neztuhla (coZ by znemoznilo existenci zminénych nestabilit), tak se miiZou objevit

dalSi rady biCovacich nestabilit, dale prodluzujicich trajektorii trysky. [12]
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Obrdzek 2: Schéma stejnosmérného elektrického zvidkriovdni z kapildry, upraveno z [13]
2.1.2 Parametry stejnosmérného zvlaknovani

Pribéh DC zvlaknovani se da ovlivnit nastavenim parametrii okolniho prostredi,
zvlaknované polymerni kapaliny a procesu. Okolni teplota zvySuje rychlost
odparovani rozpoustédel, ale na druhou stranu snizuje viskozitu kapaliny. ZvySeni
teploty vétSinou sniZuje kone¢ny primér nanovlaken. Vlhkost okolniho vzduchu
miuZe snizit rychlost odparovani rozpoustédel a také vybijet povrchovy naboj trysky
dutlezity pro jeji urychlovani v elektrickém poli. Vlhkost okolniho vzduchu ovlivni
proces zvlaknovani v zavislosti na tom, zda se jedna ve zvlaknované polymerni ka-
paliné o polarni ¢i nepolarni rozpoustédlo a polymer. U polarnich polymert se s vlh-
kosti obecné primeér zmensuje (pomalejsi odparovani a tuhnuti) a u nepolarnich se
zvétsuje (rychlejsi srazeni a tuhnuti). U nepolarnich polymert se s vysokou vlhkosti
mohou zacit objevovat na vlaknech pory kvtili kondenzaci vody na polymerni trysce
a u polarnich zase koralky nebo kapky. Vice je o téchto fenoménech zminéno v kapi-

tolach 2.3.1 a 2.3.2. pozdéji. [4, 14]

Koncentrace polymerniho roztoku ovliviiuje jeho povrchové napéti a zejména vis-
kozitu. Pokud je moc nizka a tim je i prili$ nizka viskozita, tak se kviili malé soudrz-
nosti polymernich retézci netvori vlakna viibec nebo na sobé maji vyrazné kulovité
defekty, tzv. koralky. Cim je viskozita polymeru niZsi, tim je obecné mens{ primér
konec¢nych nanovlaken. AvSak pouze do urcité meze, u prilis nizkych viskozit nedo-
chazi k tvorbé vladken viibec a nastava tzv. elektrické rozprasovani. Viskozita je také

v korelaci s molekulovou hmotnosti polymeru. Cim vy3$si je molekulovd hmotnost,
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tim jsou do sebe polymerni Fetézce vice zamotany a tim je vyssi viskozita roztoku.
Je tedy u kazdého procesu potieba optimalizovat vzajemné tyto 3 parametry, aby se
tvorila hladka vlakna o pozadovaném primeéru. Rozpoustédlo v polymernim roz-
toku urcuje jeho povrchové napéti, a to ovliviiuje kritickou hodnotu intenzity elek-
trického pole pro zapoceti zvlaknovani. Prili§ vysoké povrchové napéti zptisobuje
na vldknech tvorbu koralki z divodu vétsi tendence molekul rozpoustédla v poly-
merni trysce, pohybujici se od zvlakniovaci elektrody ke kolektoru, sniZovat povrch.
Povrchové napéti se da také sniZit napriklad povrchové aktivnimi latkami. Jak jiz
bylo zminéno, tak dlouzZeni polymerni trysky zavisi na odpuzovani povrchovych na-
boju. Vétsi elektricka vodivost polymerniho roztoku vede k vétsi povrchové hustoté
naboje a silnéjsimu odpuzovani. DalSim efektem je také silnéjsi bicovaci nestabilita.
Zvysujici se elektricka vodivost roztoku prokazatelné zmensuje primér nanovlaken

a da se zvysit pridavkem vhodnych rozpoustédel ¢i iontovych soli. [4, 15]

Morfologie vlaken vzniklych DC zvlaknovanim zavisi také na aplikovaném elektric-
kém napéti a typu a rychlosti davkovani polymerniho roztoku. Vliv elektrického pole
je ponékud spekulativni, jelikoZ jeho vy$si hodnota nékdy zplisobi zmenseni a nékdy
zvétSeni primeéru vlaken. Vyssi hustota naboje a vétsi intenzita elektrického pole
zplsobuji silnéjsi nestability prodluzujici drahu letu, ale na druhou stranu se zkra-
cuje doba letu a je ze zadsobniku vytahovan skrze trysky vétsi objem polymerniho
roztoku. Prilis vysoké elektrické napéti také miiZe stat za vétsi tendenci tvorby ko-
ralki. Dale bylo dokdzano, Ze optimalizace elektrického napéti miize zvysit miru ori-
entace polymernich fetézci a tim krystalinitu polymernich vldken vytvarenych ze
semikrystalickych polymert. Davkovani roztoku se preferuje nizsi, aby mél dostatek
¢asu na polarizaci a tryska na odpareni rozpoustédla. Pokud je kombinovano velké
davkovani a vysoké elektrické napéti, mtize tryska vytahovat prili$ velky objem roz-
toku a rozpoustédlo se nestihne dostatecné odparit, coZ vyvola nezadouci slepovani

vldken. [4, 15]
2.2 Polykaprolakton

Polykaprolakton (PCL) patfi do kategorie biodegradabilnich, biokompatibilnich a
netoxickych polymerti a byl poprvé syntetizovan jiz v 30. letech 19. stoleti pri
vyzkumu syntetickych polymert degradovatelnych mikroorganismy. Jedna se o
alifaticky polyester s chemickou strukturou, viz Obrazek 3. Diky vysoké mobilité
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polymernich fetézcli a slabymi mezimolekularnimi interakcemi ma oproti dalsim
polyesterlim jako kyselina polymlécna ¢i polyglykolova vyrazné niz$i hodnoty
teploty skelného prechodu a tani, priblizné -60 °C, respektive 56-65 °C [16, s. 16,
17, s. 2]. Tyto vlastnosti mimo jiné zpiisobuji jeho pomérné vysokou semikrystali-
nitu, priblizné 50-60 %. PCL ma také zajimavé mechanické vlastnosti. Oproti zmi-
ma Youngtiv modul kolem 200-400 MPa a pevnost v tahu v jednotkach az stovkach
megapascall [17, s. 2]. BéZné dostupné molekularni hmotnosti PCL jsou v rozmezi
par tisicti az 80000 g-mol-1, coZ vyrazné ovlivni jeho vlastnosti, kdy miiZe byt kirehky
az pevny a meékky. Napriklad PCL o Cciselné stredni molekulové hmotnosti
14000 g-mol-! neni DC zvlakiiovdnim samostatné zvlaknitelné. PCL se také vyjima
velmi vysokou misitelnosti se Sirokou Skalou polymert, a tak se ¢asto pouziva do
polymernich smési, tzv. blendd, nebo kopolymera k modifikaci riznych mechanic-
kych ¢i fyzikdlné-chemickych vlastnosti. Polykaprolakton je dobie rozpustny
ve vétSiné aromatickych, chlorovanych a polarnich rozpoustédlech jako
napiiklad chloroformu (CF), dichlormethanu (DCM), benzenu nebo toluenu, malo
rozpustny v acetonu, kde je potireba roztok zahrat, ¢i dimethylformamidu (DMF) a

nerozpustny v alifatickych uhlovodicich a alkoholech. [16, 18]

Z chemické struktury je také ziejmé, Ze se jedna o hydrofobni polymer, coZ dohro-
mady s vyssi krystalinitou zplisobuje pomérné dlouhou dobu degradace, pohybujici
se vétSinou v fadech jednotek let. PCL je tedy vhodny pro dlouhodobéjsi medicinské
aplikace. Dlouhodoba degradace je mimo jiné zptlisobena tim, Ze PCL je biodegrada-
bilni pouze za pritomnosti enzymil vhodnych mikroorganismt, pti¢emz v Zivocisich
probiha aZ do molekulové hmotnosti kolem 3000 g-mol-! pouze hydrolytickym Sté-

penim. Poté je intracelularné vstreban a vyloucen z téla ven. [16, 18]
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Obrdzek 3: Chemickd struktura polykaprolaktonu [19]
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Polykaprolakton je vhodny pro pouZiti v Siroké Skale aplikaci. Jednou z prvnich byla
cilenda doprava léciv, kde se svyhodou vyuzZivd vysoké permeability pro velké
mnozstvi lé¢iv. Samotny PCL se hodi na dlouhodobéjsi uvoliiovani, vétSinou presa-
hujici 1 rok. Tvorbou polymernich smési ¢i kopolymeri se vSak d4 upravit kinetika
degradace a tim prizplisobit materidl pro pozadovanou aplikaci. Jako prostredek
dopraveni se pouZzivaji napriklad mikroc¢asticové nebo nanocasticové systémy, které
mohou byt prizplisobeny naptiklad k uvoliiovani v organech s optimalni dobou
degradace, coz zvysi ucinnost a snizi frekvence podavani latky. Rai a kol. [20] zkou-
mali 1écbu infekce zptisobenou kmenem zlatého stafylokoka pomoci hybridu PCL
s léCivem vankomycinem. In-vitro testy ukazaly konstantni vytrvalé uvoliovani
l1éc¢iva a z vysledki in-vivo testd na Kkralicich vyplyva, Ze byla 1écba efektivnéjsi nez
pii pouziti samotného vankomycinu a bez vedlejSich piiznakii poskozeni okolni
tkané. Dale je PCL zkouman jako obalovy materidl, jelikoZ je ale pomérné hodné pro-
pustny pro kyslik i vodni paru, tak je toto pouziti velmi omezené. To se vsak da vy-
razné zlepsit pridanim jinych polymert, naptiklad chitosanu, Skrobu ¢i celul6zy.
AcKkoliv je tato oblast stale v raném vyvoji, tak jiZ existuje nékolik firem vyrabéjicich
obalové folie obsahujici PCL. Jedna se napriklad o BioPlastics z Nizozemi produkujici
biodegradabilni pytle ze smési PCL se Skrobem nebo Daicel Chemical Industries z Ja-

ponska a jejich smés PCL s acetylcelul6zou. [16, 21, 22]

2.2.1 Vyroba PCL

Polykaprolakton miiZe byt ptipraven dvéma zptlisoby. Nejcastéji je vyrabén polyme-
rizaci za otevieni kruhu (ROP) z e-kaprolaktonu, polykondenzace kyseliny 6-hydro-
xyhexanové je vSak také mozZnd. Polykondenzace miize byt provedena bez
jakychkoliv katalyzator ve vakuu, které z reakéni smési odstraniuje vodu a tim po-
souva rovnovahu smérem k tvorbé polymeru nebo také katalyzovana enzymem li-
pazou. Tento zpiisob vyroby poskytuje polymer s vy$sim stupném polydisperzity a
nizsi molekulovou hmotnosti (do 10000 g'-mol-1), a proto je preferovana polymeri-
zace za otevireni kruhu. Mezi ROP patii velké mnozstvi rliznych mechanismi, jakymi
na aniontové, kationtové a koordina¢ni mechanismy, ale radikalova ROP z 2-methy-
len-1,3-dioxepanu byla také omezené zkoumana a vyjima se moZnosti kopolymeri-

zace s polyvinyly a také vyssi mirou vétveni. Dilezitym aspektem pri pozdéjsich
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fazich priibéhu ROP je intermolekuldrni a intramolekularni transesterifikace, tvotici

cyklické retézce a zaroven zvysujici polydisperzitu. [17, 21]

Nejcastéji pouzivany katalyzator polymerizace za otevieni kruhu je kombinace
nukleofilni slou¢eniny (vétSinou alkoholu) s oktoatem cinatym, ktery je efektivni,
dobfe rozpustny v organickych rozpoustédlech a poskytuje vysoké molekulové
hmotnosti vysledného polymeru. Na druhou stranu vyzaduje vyssi reakcni teplotu,
coz zapric¢inuje zvySenou miru zminénych nezZadoucich transesterifikaci. Rostouci
polymerni fetézec je vazan na atom cinu skrze alkoxidovou vazbu a pouzity alkohol
zahajuje reakci tvorbou komplexu s oktoatem a vyrazné ovliviiuje pribéh a vysle-
dek reakce. Podrobnéji je priibéh reakce popsan autory v [17, s. 9]. Dale mohou
katalyzatory obsahovat hlinik. Takové katalyzatory jsou méné aktivni, ale poskytuji

lepSi kontrolu na reakci. [17, 21]

Prozkoumany byly také katalyzatory zaloZené na alkalickych kovech jako sodik ci
lithium, které reaguji s karbonylovym uhlikem, a polymerizace se s nimi ridi anion-
tovym mechanismem. Polymerni retézec opét roste skrze formaci alkoxidu. Tento
zpusob je vsak zatiZen vysokou mirou transesterifikace a tudiZz nizkou kontrolou
nad reakci. Kationtovy mechanismus, kde se tvori kation, ktery je napaden dalsi
molekulou monomeru, coZ vyvola nukleofilni SN2 substituci, probiha s Lewisovymi
kyselinami [21, s. 5] a u nékterych katalyzatori zaloZenych na vzacnych kovech jako
je naptiklad skandium. Posledni zajimavou moZnosti je pouziti enzymii, naptiklad
lipaz, kde vytvori enzym s e-kaprolaktonem komplex a ndasledné je za pomoci
alkoholu enzym zkomplexu obnoven pro dalSi pokracovani reakce. Katalyza
enzymy také muZe v prvotni fazi probihat mechanismem otevirani kruhu a v pokro-
Cilejsi fazi prejit do polykondenzace, kdy je dtleZzité kontrolovat podil vody v reakci,
aby bylo dosaZeno nizsi polydisperzity a zaroven vyssich molekulovych hmotnosti

polymeru. [17]

2.2.2 Nanovlakna z polykaprolaktonu

V této Casti bude zminéno nékolik aplikaci PCL nanovlaken v riiznych oblastech. Dle
databaze Web of Science po zadani klicovych slov ,nanofibers“ a ,polycaprolactone”
bylo od roku 2002 publikovano témér 2600 odbornych ¢lanki s témito klicovymi
slovy. Od roku 2002 aZ do roku 2023 mély pocty publikovanych ¢lanki vyrazné
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vzrustajici tendenci. VétSina publikaci méla medicinskou aplikaci, stejné tak jako

dale vybrané stru¢né popsané studie.

Autofti v [23] zkoumali pouziti PCL nanovlaken v regeneraci srde¢niho svalu a rozdil
v efektivité mezi uspoiradané srovnanymi a nahodné orientovanymi vlakny. Byly vy-
uzity kmenové bunky z lidské tukové tkané nanesené na vrstvu PCL nanovlaken o
priméru v rozmezi 450-800 nm, ktera byla nejdrive oSetfena plazmou kvili zvy-
Seni hydrofility materidlu. MTT test ukazal, Ze oproti kontrole vzrostla Zivotaschop-
nost i rychlost proliferace bunék a vyznamné vyssi byly tyto hodnoty pro vzajemné
usporadana vlakna. Exprese genti spojenych s diferenciaci byly také obecné vyrazné
vys$i nez u ndhodné usporadanych vlaken. Autori navrhli hypotézu, Ze se tyto kme-
nové buriky ve vhodném prostredi diferencuji do bunék velmi podobnych bunikam
srdec¢niho svalu a Ze diky tomuto pristupu zlistanou buniky prilnuté na material, coz
by sniZilo ztratovost bunék a zlepsilo efektivitu regenerace srde¢ni tkané oproti
bézné metodé vyuzivajici injekci Zivych bunék piimo na poskozené misto. Uprava
PCL vlaken pomoci plazmy byla provedena i autory v [24], kde zkoumali in-vitro
charakteristiky PCL nosicli pro regeneraci kostni tkané na preosteoblastech. JelikoZ
zvlaknovali z vysoce koncentrovanych roztokd PCL v acetonu (20-30 %), tak se jed-
nalo o mikrovlakna o primérném primeéru 2,34 pm a po Upravé 2 riznymi typy
plazmy pak 1,76 pm a 2,16 um. Negativné nabité skupiny, jako karbonylové a kar-
boxylové, vzniklé plazmatickou tpravou pozitivné ovliviiuji adhezi bunék a tudiz i
rychlost jejich proliferace oproti neupravenym vlakntim. Diferenciace bunék byla
mérena na zakladé aktivity enzymu alkalické fosfatazy, kde dle vysledkt byla po 8
dnech jeho aktivita vyrazné vyssi na nanovlaknech, nez u kontroly a na upravenych
vldknech dokonce jeSté vyssi. Jako vyhodné se také jevi pripravit nanovldkna s hyd-
roxyapatitem ¢i oktacalcium-fosfatem, coz zvySuje drsnost jejich povrchu a hydrofi-
litu. Z vysledkl studie [25] vychazi, Ze buiiky na tento povrch lépe adheruji a
vykazuji vy$si miru proliferace. [23, 24]

Zajimavou aplikaci je také hojivy obvaz na rany s propolisem zkoumany autory v
[26]. Propolis je material produkovany vcelami, ktery se sklada hlavné z riiznych
pryskyftic, vosku a olejli a obsahuje také pires 300 bioaktivnich latek, jako jsou poly-
fenoly, terpeny, steroidy a dalsi, diky cemuzZ vykazuje antibakterialni, antivirové, an-

tioxidacni a dalsi vlastnosti. Autori testovali rizné Kkoncentrace propolisu ve
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zvlaknovacich roztocich. Zjistili, Ze se diky propolisu zvysila hydrofilita PCL nano-
vlakennych vrstev, coz je pro obvaz Zadouci. Diky zvySené hydrofilité se také oproti
zakladnimu materialu zvysily aktivita, adheze, Zivotaschopnost, riist a proliferace
bunék lidskych dermalnich fibroblastfi. Cast propolisu se ze za¢atku uvoliiovala
velmi rychle a v druhé fazi postupné a pomaleji. Ze studie tedy vychazi, Ze pro bio-
medicinské aplikace propolis obecné zlepsSuje vlastnosti polykaprolaktonovych vla-

ken. [26]

Dale jsou nanovlakenné PCL nosi¢e vhodné v nervovém tkanovém inZenyrstvi, kde
se daji vyuzit jako nahrada €i k regeneraci tkané. Zkoumany byly napriklad aktivita
podptlirnych astrocytli na vrstvé PCL, podpora rdstu a obnovy nervové tkané na
kompozitnich PCL vladknech s jadrem z hovéziho sérového albuminu s nervovym
ristovym faktorem nebo zlepsena adheze a proliferace Schwannovych bunék na na-
novlakenném nosici ze smési PCL a chitosanu, ktery zvySuje hydrofilitu materialu.

[27]

Nanovlakna z PCL jsou Siroce vyuZzivana pro tvorbu a testovani materialti pro tka-
nové inZenyrstvi v celé radé oblasti. Nanovlakenné materialy z PCL tvoii nosice pro
buriky pro regeneraci kosti, kiize, chrupavek, cév, nervii a mnoho dalsich. Jedna se
vSak o pomérné hydrofobni material, a tak se v medicinskych aplikacich nanovlaken
z PCL s vyhodou nevyuZivaji pouze zakladni valcovita nanovlakna, ale vytvareji se
na nich strukturné modifikované povrchy, které mohou také obsahovat pridavky

riznych aktivnich ¢i neaktivnich aditiv. [18, 28, 29]

2.3 Hierarchické struktury nanovlaken

Elektrické zvlaknovani je relativné jednoducha metoda pro vyrobu dlouhych konti-
nudlnich nanovldken kruhového prirezu, tedy valcovitych vlaken s hladkym povr-
chem. Ta se vSak daji upravovat, a to bud’ prfimo tpravou podminek pti zvlaknovani,
nebo post-procesni upravou. Prvni zplisob mize poskytnout naptiklad strukturo-
vana vlakna s nanopéry ¢i koralky. Druhy zpiisob nabizi dalsi Siroké spektrum moz-
nosti skrze tepelné Upravy ¢i Upravy v rozpoustédlech, jako je napriklad tvorba

shish-kebab struktur.
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2.3.1 Porézni struktura

Jednou z jedine¢nych vlastnosti nanovldkennych vrstev je jejich velka porozita ne-
boli hodné relativné malych mezer mezi jednotlivymi vlakny. Porézni jsou kromé
vyjimek vSechny takové vrstvy. Tato kapitola se vSak bude zabyvat p6ry na povrchu
samotnych vlaken nebo zcela skrze n€, oznacovanych jako ,nanopory*, které dale

zvySuji mérny povrch vlaken. [28]

V jednom z prvnich vyzkumi povrchové poréznich vlaken se zabyvali autori v [30],
kteti zkoumali formaci nanopo6rii na polykarbonatu (PC), kyseliné polymlécné (PLA)
a polyvinylkarbazolu rozpusténych ve vysoce tékavém DCM. Tvar pért na PC byl
kruhovy, zatimco na PLA elipsoidni. Tento jev byl vysvétlen prudkym odparovanim
rozpoustédla ze vznikajicich vlaken, coZ zptisobilo fazovou separaci polymeru a roz-
poustédla. To vyustilo v tvorbu oblasti bohatsich na rozpoustédlovou fazi, coz zapfti-
Cinilo vznik péru. Dalsi vyzkumy vsak této struktury s pouzitim stejnych materiala
nedosahly, naopak se pory tvorily v rtiznych rozpoustédlovych systémech. Vyvstava
tedy otdzka, zda za tvorbou poéri nestoji dalsi fyzikalni jevy zptsobujici jejich rtizné
tvary a zda je mozné pouzit i rlizna rozpoustédla. Kromé spravného rozpoustédlo-
vého systému je také nutné zapocitat vliv parametrt okolniho prostredi jako je vlh-

kost a teplota. [28]

Na tvorbé nanopéri se podili nékolik mechanismii a je mozné vyuzit vice z nich
najednou. Prvni byl zminén v predchozim odstavci - tepelné indukovana fazova
separace (Thermally Induced Phase Separation - TIPS), kdy prudkym sniZenim tep-
loty dochazi k termodynamické nestabilité systému a nasledné k separaci fazi, pri-
¢emz se tvori kapicky bohaté na rozpoustédlo, které po svém vypareni zanechaji
v povrchu vldken péry, viz Obrazek 4. JelikoZ je zde rozdil teplot hnaci silou, tak se
tento mechanismus da podporit velkym rozdilem teplot mezi zvlaknovacim rozto-
kem ¢i vlakny a kolektorem. Druhym mechanismem je fazova separace indukovana
Spatnym rozpoustédlem (Non-solvent Induced Phase Separation - NIPS), kde musi
byt pouzit rozpoustédlovy systém s tékavym rozpoustédlem a méné tékavym ne-
rozpoustédlem daného polymeru. K fazové separaci dochazi v disledku rychlejsiho
odparovani rozpoustédla a Spatné rozpustnosti polymeru v druhé sloZce systému,
viz Obrazek 4. Faze Spatného rozpoustédla ma velmi nizkou koncentraci polymeru

a dojde kjeji disperzi ve fazi s vysokou koncentraci polymeru. Po odpareni vSech
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rozpoustédel zanecha tato faze péry. Tento mechanismus miiZze také byt vyuzit pri
zvlaknovani polymeru z dobrého rozpoustédla do 1azné Spatného rozpoustédla, kde
rou (Vapor Induced Phase Separation - VIPS) je tfeti mechanismus, ktery se obje-
vuje pri pouziti zvlaknovaciho roztoku zhydrofobniho polymeru s vodou
misitelného a malo tékavého rozpoustédla, napriklad DMF, a v zavislosti na pouZi-
tém systému vyZaduje pomérné vysokou relativni vlhkost vzduchu. Netékavé roz-
poustédlo poskytuje vodni pare dostatek ¢asu, aby penetrovala polymerni trysku pti
zvlaknovani a vlakna pii usychani na kolektoru a u hydrofobnich polymert tudiz
dochazi k fazové separaci, coZ obdobné jako u drive zminénych jevi vede k tvorbé
po6rd na vlaknech. Schéma priibéhu tohoto mechanismu je vidét na Obrazku 4. Pri
pouziti opacné kombinace - s vodou nemisitelného tékavého rozpoustédla dochazi
prudkym ochlazenim ke kondenzaci pary tvorici kapicky vody na polymerni trysce,
které po sobé po Uplném odpareni zanechaji na povrchu otisk ve formeé péra. Tento
jev se oznacuje jako ,dechové obrazce“ a jedna se tedy o jakousi kombinaci mecha-
nismi TIPS a VIPS a jeho priibéh je vidét na Obrazku 4. Pory vzniklé fazovou sepa-
raci maji typicky nepravidelnou strukturu, zatimco p6ry vzniklé dechovymi obrazci

maji tendenci mit pravidelné;jsi kruhovy tvar. [28]

Autofi v [31] studovali tvorbu a morfologii poréznich nanovlaken z polykaprolak-
tonu o 80000 g-mol! za pouziti mechanismu NIPS z riiznych smési rozpoustédlo-
vych systémi s 12,5% w/v koncentraci PCL. Ackoliv se autofi snaZili aplikovat
hlavné mechanismus NIPS, tak se vliv mechanismt VIPS a dechovych obrazct také
neda zanedbat. Jako dobra rozpoustédla s odliSnymi vlastnostmi byla zvolena CF,
DCM, tetrahydrofuran (THF) a kyselina mravenci (FA) a k nim jako Spatné rozpous-
tédlo s nejvyssi teplotou varu dimethylsulfoxid (DMSO). MnoZstvi dobrého rozpous-
tédla se pohybovalo mezi 50-100 % po 10% krocich. Elektrické zvlaknovani
rametr pro urceni vhodnosti rozpoustédla se jevi jeho volatilita, tedy teplota varu,
zatimco vlastnosti jako elektricka vodivost, povrchové napéti ¢i misitelnost s vodou
dale ovliviiuji morfologii nanovlaken a nanop6ri. Obecné byla piiprava nanopori
Pro objemovy podil 30-50 % se zacal prosazovat jev tvorby pevného obalu poly-

merni trysky, ktery je zplisoben odparenim dobrych rozpoustédel z jejiho povrchu
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a zvySenim podilu DMSO, ¢imZ se vyrazné zhorsi rychlost difuze polymernich re-
tézcl do jadra trysky. Nasledné kapalné jadro neudrzi tthu pevného obalu, ktery se
zhrouti a vysledna vlakna maji elipsoidni az paskovity prarez. Dle vysledki, viz Ob-
razek 5, je nejvhodnéjSim rozpoustédlem CF, zatimco DCM a THF prokazovali tvorbu
koralkd a vyraznéjsi vyskyt tvorby pevného hladkého obalu trysky a FA je v této
kombinaci zcela nevhodné kvtili ptiliSné blizkosti teploty varu s DMSO. [31]
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Obrdzek 4: Schémata tvorby poréznich vidken mechanismy TIPS, NIPS, VIPS a dechovych obrazcii. Upra-

veno a preloZeno z [32]

Porézni nanovldkna nachazi vyuZiti hlavné v dopravé l1éciv a tkdniovém inZenyrstvi,
ale i vupravé vody pri separaci od oleje nebo odstranovani organickych barviv
¢i iontd tézkych kovi. Jiang a kol. [29] zkoumali vyuziti PCL nanovldken o
80000 g-mol! elektricky zvlaknénych z 12% w/v roztoku PCL v CF a DMSO pro na-
podobu kolagenovych vlaken pro tkanové inZenyrstvi. Oproti hladké povrchové
strukture vykazovala v in-vitro testech na mysich fibroblastech lepsi Zivotaschop-
nost i proliferaci ve vSech mérenych dnech, zlepSenou adhezi a také rychlejsi , rozsi-
fovani“ bunék po nanovldkenné vrstvé. Ackoliv byla vlakna stale hydrofobni
s kontaktnim thlem podobnym v obou pripadech, tak miiZe toto zlepsSeni vlastnosti
byt vysvétleno hierarchickou strukturou pért, ktera tvori pro burnky vhodnou topo-
logii povrchu. In-vitro testovani na lidskych endotelovych buiikach prineslo stejné

vysledky a dale byla u poréznich vlaken pozorovana za pouziti SEM dobra buné¢na
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interakce skrze tvorbu mezibunécnych fibril, které v pripadé hladkych vlaken nale-
zeny nebyly. Porézni PCL nanovlakna by mohla byt potencialné pouZita pti ptipravée

vrstev na podporu regenerace a ristu endotelu cév. [28, 29]

Obrdzek 5: Nanopdry na PCL vildknech pripravenych z rozpoustédlovych smési s 10% objemovym podi-
lem spatného rozpoustédla DMSO. A) CF, B) DCM, C) THF a D) FA. Prevzato a upraveno z [31].

2.3.2 Koralkova struktura

DalSi hierarchickou strukturou polymernich DC zvlaknénych nanovlaken zkouma-
nou pro mozné zlepSeni biokompatibility a efektivity nanovlaken jsou koralky, které
byly zpocatku, ale i dnes ve vétsiné aplikaci, vnimany jako neZadouci jev zhorsujici
kvalitu a mérny povrch nanovlaken. V poslednich letech vSak ziskaly pozornost a
objevilo se velké mnozZstvi studii, které jich s vyhodou vyuZivaji a hledaji jejich po-
tencialni aplikace v tkanovém inZenyrstvi, cilené dopravé 1é¢iv nebo filtraci. Mecha-
nismus vzniku téchto deformaci na nanovladknech neni stile presné teoreticky
vysvétlen, ale da se alespoii ¢astecné popsat pomoci nestabilit vznikajicich v pri-
béhu elektrického zvldkiiovani, které byly popsany v kapitole 2.1.1 a jejich domi-

nance jsou ovlivnény parametry procesu, pirevazné pak povrchovym napétim,

viskozitou a hustotou elektrického naboje (vodivosti polymerniho roztoku). Tvorba
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koralkovité struktury na vlaknech se vyskytuje v ptipadé dominance Plateau-Ray-
leighovy nestability a varikézni nestability, zatimco bi¢ovaci nestabilita tvorbé nao-
pak zamezuje. Prvni zminéna nestabilita je vedena primarné povrchovym napétim,
které udava kohezni silu mezi molekulami a je fyzikalni pri¢inou zmensovani po-
vrchu polymerni trysky - vytvoreni kapek. Varik6zni nestabilita vznika pri vySsich
elektrickych napétich pri zménach hustoty elektrického ndboje a zplisobuje axisy-

metricky rozpad trysky na kapky. [33]

Obecné ze studii vyplyva, Ze vysSi hodnoty povrchového napéti podporuji tvorbu
koralkové struktury. Naptiklad z vysledkl studie Fonga a kol. [34], ktefi studovali
vliv poméru vody a ethanolu v polymernim roztoku polyethylenglykolu na tvorbu
koralkd, je ziejmé, Ze pridavek ethanolu do smési snizil jeho povrchové napéti, a
tedy i zabranil tvorbé koralkd, viz Obrazek 6. Viskozita udava vnitini tieni mezi
molekulami, které vznika u polymernich roztoka hlavné diky zapleteni polymernich
Fetézci do sebe, coz zabranuje pohybu kapaliny a ptisobi proti povrchovému napéti.
Viskozita je hlavné ovlivnéna koncentraci polymeru a jeho molekulovou hmotnosti.
Cim vétsi jsou tyto parametry, tim je obecné vyssi viskozita roztoku a nizsi vliv
Plateau-Rayleigho a varikézni nestability. Gupta a kol. [35] zkoumali pomér koncen-
trace a kritické koncentrace pro zapleteni fetézcli u polymethylmethakrylatu v dob-
rém rozpoustédle a z vysledkl vychazi, Ze pii poméru koncentraci 1-3 byl roztok
prili§ ziedény a pti elektrickém zvlaknovani se tvorily pouze polymerni kapky.
V rozmezi pomért 3-6 se jednalo o stredné ziedény roztok, ktery poskytoval vldkna
s koralky. U polymernich roztokii s pomérem vétSim nez 6 jiz bylo zapleteni molekul
a viskozita dostacujici na to, aby se tvorila hladka nanovlakna. Autofi také ukazali,
Zze polymery s nizkou molekulovou hmotnosti maji vyssi kritickou koncentraci
zapleteni, a proto vyZaduji vyssi koncentraci polymerniho roztoku. Kromé toho ze
studie vychazi, ze dllezitym parametrem je i rozdéleni molekulové hmotnosti, kdy
pfi jeho vys$si hodnoté doSlo ke zvySeni poméru koncentraci nutného k dosaZeni
hladkych vlaken. Vliv viskozity je vidét na Obrazku 7. Hustota elektrického naboje
na trysce souvisi s jeji akceleraci v elektrickém poli a také fluktuaci naboje, ktera je
pri¢inou bicovaci nestability. Hustota naboje je imérna vodivosti polymerniho
roztoku a také elektrickému napéti pri procesu zvlaknovani. Obecné plati, Ze nizka
hustota naboje zpomaluje ztencovani trysky a usnadiiuje tvorbu koralkové struk-

tury. Proces je také citlivy na zvolené elektrické napéti, kdy pri nizsi viskozité miize
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vys$i napéti podporit kvili nedostatecnému zapleteni Fetézcl tvorbu koralkd.
Z toho vyplyva, Ze pro tvorbu a urcitou morfologii i pro potlaceni koralkové struk-
tury je nutné peclivé zvolit kombinaci rozpoustédel a pripadné pridanych vodivych
iontd, koncentraci polymeru a jeho molekulovou hmotnost, elektrické napéti a

nakonec také parametry procesu jako jsou vzdalenost zvlaknovacich elektrod,

teplota a vlhkost prostredi. [33, 34, 35]

Obrazek 6: Vliv povrchového napéti na nanovlakna z polyethylenglykolu ptipravena z 3% roztoku
vody a ethanolu. Sitka jednotlivych obrazki je 20 um. Pomér ethanol/voda byl A) 0,000 a B) 0,702.
Prevzato z [34].

Obrazek 7: Vliv viskozity na nanovlakna z polyethylenglykolu pfipravena z 3% roztoku vody a etha-
nolu. Sika jednotlivych obrazki je 20 um. Viskozita roztoku byla A) 74 mPa-s a B) 527 mPas.
Prevzato z [34].

Koralkové strukturovana nanovldkna nalezla vyuZiti v cilené dopravé 1éciv, ktera je
Casto dulezitou soucasti tkanového inzenyrstvi k ovliviiovani chovani bunék a
zvySovani efektivity regenerace tkani. Kordlky umoziuji nanaset 1é¢ivo nejen na
povrch, ale z velké ¢asti i do objemu, coZ vyrazné sniZuje efekt prudkého uvolnéni
na zacCatku a také zpomaluje dlouhodobéjsi uvoliiovani. Li a kol. [36] ve studii zkou-
mali kontrolu primeéru koralkli skrze vyrobni parametry a jejich odpovidajici

pribéhy uvolnovani antibiotika tetracyklinu z nanovlaken kopolymeru kyseliny
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mlécné a glykolové. Kontrola primeéru byla provedena skrze variace poméru roz-
poustédel CF a acetonu a také koncentraci polymeru a zjistili, Ze obecné s koncen-
traci roste primeér koralkdi aZ do takové koncentrace, kdy koralky vymizi, coZ
odpovida poznatkim z predchoziho odstavce, a s pridavkem 2 % tetracyklinu do po-
lymerniho roztoku primeér klesal, coz bylo pravdépodobné zplsobeno zvySenim
hustoty elektrického naboje. Pri in-vitro testovani uvoliovani ve fosfatovém pufru
dosli autoti pomoci UV/VIS spektroskopie k zavéru, Ze diky vétsSimu ,,obaleni” ¢astic
tetracyklinu u koralkd o priméru 2,45 pm bylo pocatecni ptil-hodinové uvolnéni
pouze 11,2 % oproti 27,9 % u koralki o priméru 0,93 pum. Mensi pramér také zna-
menal mnohem strméjsi riist kumulativniho uvolnéni, zatimco vétsi primér
znamenal pomalejsi stabilnéjsi uvolnovani. Po 48 hodinach se hlavné skrze difuzi
uvolnilo 79,0 %, respektive 89,3 % antibiotika. Dalsi studie tuto tendenci potvrdily
a dale ukazaly, Ze u hladkych nanovlaken je jev prudkého uvolnéni v prvnich hodi-

nach vyrazné vétsi. [33, 36]

V nékterych aplikacich je potreba vytvorit hydrofobni materidly z nanovlaken, na-
piiklad pro stfevni anastomozu. Pak je mozné pomoci hydrofobniho polymeru vy-
robit nanovlakenny material s koralky a tim jesté zesilit hydrofobii povrchu takové

vrstvy. [37]

2.3.3 Shish-kebab struktura

Posledni zde predstavenou hierarchickou strukturou jsou vlakna, ktera se vyznacuji
velmi specifickou morfologii povrchu, a to lamelami polymeru, které jsou tvoreny
jeho rekrystalizaci a v teorii jsou kolmé na osu vlakna. Pateini vlakno se v tomto pii-
padé oznacuje jako ,shish“ a lamely tvorené periodicky kolem néj jako ,kebab“.
Tvorbou polymernich krystalli se zabyvalo mnoho védct jiz v 50. letech minulého
stoleti. Naptiklad autofi v [38] zkoumali krystalizaci polyethylenu ovlivnénou smy-
kovym napétim, a to z 5% roztoku v xylenu o 102 °C pfi tfidennim michani. Vysledné
krystaly byly vldknového tvaru a tato vlakna byla sloZena z periodicky opakujicich
se oddélenych lamel o priiméru 100-300 nm, mezi nimiz bylo kratké spojeni. Sni-
mek téchto vlaken je k vidéni na Obrazku 8B a je patrné, Ze se jedna o typ struktury
shish-kebab. Tento material mél vyssi teplotu tani o 15-20 °C diky sniZené entropii

natazenych polymernich fetézcii. Dale bylo dokazano, Ze tvorba kebabti neni zavisla
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na hydrodynamickych nestabilitach, ale na podélném, smykovém ¢i smiSeném prou-
déni a na dostatecné velkém gradientu rychlosti podél osy polymernich fetézcti.
V téchto podminkach mohou byt polymerni retézce podrobeny prechodu ze zaple-
tené struktury pripominajici civku do protahlé. NataZené retézce pak maji oproti
tém sloZenym mensi energetickou bariéru k dosazZeni krystalického stavu a odtud
vznika nejdrive shish, ktery slouZi jako nuklea¢ni Sablona pro dalsi retézce se zaple-
tenou strukturou podilejici se na tvorbé lamel kebabu, které maji konecné strukturu
sklddanych retézcti, viz Obrazek 8A. Tyto struktury se daji pripravit jak ze zredé-
nych, tak i koncentrovanych roztokl a polymernich tavenin. Bylo také ukazano, ze
molekulova hmotnost a typ polymeru a mira proudéni ovliviiuje distribuci retézci

do shish a do kebabu [39]. [40]

Obrdzek 8: A) Schéma struktury shish-kebab tipravy polymert, pfevzato a upraveno z [41]. B) Krystaly
z polyethylenu ve tvaru vidken vykazujici shish-kebab strukturu, prevzato a upraveno z [38].

Shish-kebab struktury vSak nemusi byt tvoreny pouze zplisobem zminénym v
predchozim odstavci. Li a kol. [42] navrhli metodu funkcionalizace jednosténnych a
mnohosténnych uhlikovych trubicek (CNT), pti které krystalizovaly polyethylen
anebo nylon-6,6 ze ziedénych roztokti CNT a daného polymeru pfi teploté krystali-
zace na povrchu trubicek. Vysledna struktura byla tvorena trubickami o priméru
12,7 nm s periodicky se opakujicimi (50-70 nm) objekty ve tvaru diskii o priiméru
60-80 nm kolem nich, coZ je z pohledu morfologie velmi podobné shish-kebab
struktuie tvotené v poli podélného a smykového proudénti, viz Obrazek 9B. Material
byl nazvan jako ,nanohybridni shish-kebab“ (NHSK) a jeho schematicka struktura
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je vidét na Obrazku 9A. Tento systém vSak nebyl pri krystalizaci michan, a proto bylo
predpokladano, Zze CNT vyvolavaji po adsorpci polymeru na povrch jeho nukleaci a
kontrolovanou krystalizaci, coZ je z hlediska energie vyhodnéjsi neZ homogenni
krystalizace samotného polymeru. Kolma orientace mezi CNT a kebaby naznacuje,

Ze retézce polymeru jsou rovnobézné s osou trubicek. [43]

Obrdzek 9: A) Schéma struktury nanohybridniho shish-kebabu - centrdini shish tvoren uhlikovou tru-
bi¢kou a kebab ze sklddanych krystalitii polyethylenu. B) TEM snimek mnohosténné uhlikové trubicky
s kebaby z polyethylenu. Prevzato z [43]

Rist a vznik NHSK je pravdépodobné ovlivnén dvéma faktory, a to epitaxi a geome-
trickym omezenim [43]. Epitaxe polyethylenu byla jiz dfive dokdzana na povrchu
grafitu [44]. Epitaxe je zavisla na krystalické mriZce substratu a CNT ma vice orien-
taci miizky viici své ose, které by zplsobily rizné orientace kebabu, coZ se nedéje.
Proto musi byt rist ovlivnén druhym faktorem nezavislym na ,shodé vzor(“
(pattern matching). CNT se vlastné chovaji jako makromolekuly a maji prlimér srov-
natelny s typickym gyrac¢nim polomérem polymeru, coz je divodem k preferované
rovnobézné orientaci retézcli s osou CNT tvorici geometrické omezeni pro tyto
fetézce. Tento jev se nazyva jako tzv. mékka epitaxe a vyznacuje se vzdjemnou
orientaci retézcti i CNT. Mechanismus ristu NHSK je fizen obéma témito faktory a

jejich vliv je zavisly na velikosti substratu. Pokud by totiz byl primér substratu (tru-

bicky nebo uhlikového vlakna) vétsi viici velikosti polymeru, tak by se polymer
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choval jako na nezaktiveném povrchu a hlavnimi mechanismy riistu by byly epitaxe
a pattern matching. Lamely kebabti nejsou také v tomto pripadé kolmé na osu CNT,
nybrz maji vice orientaci. Cim je viak priimér mensi a zaktiveni povrchu nezanedba-
telné, tak by striktni epitaxe zptsobila deformaci mrizky, coz vyustuje v geome-
trické omezeni a prechod spiSe k mechanismu meékké epitaxe a pouze kolmé
orientaci lamel. Tento materidl mtze byt dale funkcionalizovan na polymernich
Fetézcich kebabi, coZ otevira dvefe mnoha oblastem vyuZiti, jako naptiklad v
nanokompozitech nebo jako podplirny material katalyzatort. Zajimavou aplikaci je
také frakcionace polymert, jelikoZ proces tvorby shish-kebabu je ovlivnén mimo

jiné molekulovou hmotnosti makromolekul. [43]

Dnes je také velka pozornost vénovana pripravé shish-kebab hierarchické struktury
na polymernich vldknech jakoZto post-procesni uprava. JiZ pripravena vlakna,
vétSinou elektricky zvlaknéna, je mozné nékolika metodami upravit tak, Ze na jejich
povrchu vzniknou lamely kolmé na osu vlakna, ve vétSiné piipadi silné pripomina-
jici kebaby jako v predchozich dvou ptipadech. Vyvstava tedy otazka, zda se princi-
pidlné jedna o podobny jev, jelikoZ nanovlakna jsou nasobné vétsi nez Kkrystaly
vzniklé v michaném roztoku i nez CNT a v pripadé pouziti stejnych polymerti jsou i
parametry miizky a fyzikalné-chemické vlastnosti stejné pro shish i pro kebab. Vliv
materialu zvoleného pro vlakna vyrazné ovliviiuje tvorbu kebabu, napiiklad v [45]
byla vyzkouSena priprava na vlaknech ze smési PCL a PLA, a pokud bylo PCL v
mensiné, tak se kebaby z PCL vytvorily velmi omezené kvili nekompatibilité,
pricemz v pripadé zvoleni vétSiho podilu PCL byly kebaby vyrazné a periodické.
Prvni ¢asto zminovanou metodou této Upravy je pomald krystalizace za inkubace
v roztoku po urcitou dobu, pohybujici se v ramci minut aZ do dvou hodin. Roztok je
vétSinou pomérné zredény mezi 0,5-1,5 % w/w polymeru v dobrém nebo Spatném
rozpoustédle nebo v jejich smési. Druhou metodou je rychla krystalizace za nane-
seni roztoku na vldkennou vrstvu a odpatovani rozpoustédla, coZ obvykle trva
pouze nékolik minut, oproti inkubaci v§ak disponuje horsi kontrolou nad parametry
procesu, jako je napriklad koncentracni gradient v roztoku, a proto metody mohou
poskytovat rizné vysledky. Mechanismus vzniku shish-kebabu neni jednoznacny a
studie se mirné rozchazeji v interpretaci, tak se v podstaté vSechny shoduji na tom,
Ze se urCitou mirou na vzniku podili epitaxe, pattern matching a mékka epitaxe.

Pattern matching se nemiiZe v mechanismu prosadit dplnég, ale pouze na urcité ¢asti
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rozhrani shish a kebabu, jelikoZ polymerni retézce v nanovlaknech jsou z podstaty
zvlaknovani prevazné natazené a kolmé na osu vladkna a kebab je teoreticky
monoKkrystal, ve kterém se tetézce ohybaji. Mira vlivu téchto jevli na konecném
mechanismu se vSak lisi v zavislosti na vlastnostech vlaken, a to prevazné na jejich
primeéru, ktery ovlivni vnitfni uspoiadani polymernich retézci a krystalické faze,
viz Obrazek 10, a na interakci povrchu s roztokem. Zda se, Ze pokud se jedna o na-
novlakna s malym priimérem, jako napiiklad kolem 200 nm v [46], tak prevlada
meékka epitaxe z dlivodu popsaného vyse. Wang a kol. [47] v rozpor ve své studii
upiednostnili vliv epitaxe a pattern matchingu a také ukazali, Ze pti vétSim primeéru
vlaken (kolem 2 pm) uz nejsou lamely kebabu kolmé na osu vlakna, a naopak jsou

nahodné orientované, coz ve vysledku tvori na povrchu ,koralovitou“ strukturu.

[46, 47]
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Obrdzek 10: Zavislost priibéhu tvorby a morfologie shish-kebab struktury na priiméru vldkna u vidken
ze smési PCL a Zelatiny, lamely kebabu jsou pouze z PCL. A) Vldkno s malym priimérem a B) vidkno
s velkym priimérem. Prevzato a upraveno z [48].

Li a kol. [46] zkoumali pripravu shish-kebab struktur na nanovlaknech polykapro-
laktonu v rtiznych podminkach a jejich prace vnesla do tématiky mnoho poznatka.
Tuto strukturu nazvali nanovlakennym shish-kebabem (Nanofiber Shish-kebab -
NFSK). Mimo jiné bylo dokdzano, Ze shish-kebab vznika na PCL nanovlaknech i pfi
jednohodinové inkubaci (l14zni) v Cistém Castecném rozpoustédle DMF, kdy dochazi
k rekrystalizaci rozpousSténého povrchu vlaken, pricemzZ ve Spatnych rozpousté-
dlech jako jsou ethyl-acetat a pentyl-acetat (PA) k tvorbé nedoslo. Situace je vSak
jina, pokud se z téchto Spatnych rozpoustédel pripravi 1% PCL roztok. Pri pouZiti
metody s 1azni je vidét postupny vyvoj kebabii v ¢ase. V 1% roztoku v PA se po 5

minutach vytvori lamely podél celého vlakna, po 15 minutach se jiz lamely obtoci
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kolem celého vlakna jako disky, po 30 minutach uz do sebe kebaby kolabuji, zvétsuji
se a zvétsSuje se i jejich vzajemna vzdalenost a tento jev se jesté umocni po 60 minu-
tach. Pribéh je vidét na Obrazku 11. Wang a kol. [45] dale zkoumali, jaka je vlastné
pricina periodicity a velikosti kebabi pti pouziti metody vyparovani a interakce vla-
ken s krystaliza¢nim roztokem. Pomoci pozorovani procesu svételnym mikrosko-
pem bylo vidét, Ze se na nanovlakenné vrstvé po aplikovani krystalizacniho roztoku
tvori tmavé tecky, které by mohly byt tvoreny nahromadénymi shluky polymeru po
fazové separaci kviili odpatovani rozpoustédla. Jelikoz se rozpoustédlem mirné roz-
pusti i povrch vlakna, tak se mohou nékteré retézce z téchto shlukt zaplést s povr-
chovymi retézci vlakna a jelikoZ je jejich rozdéleni vyskytu priblizné rovnomeérné na
vSech mistech roztoku, tak se také rovnomérné splétaji s retézci vlakna. Po iplném
necné v téchto mistech na povrchu krystalizuji v lamely kebabu. Z této teorie také
vychazi, Ze pocatecni koncentrace roztoku je dilezitym parametrem urcujicim vy-
slednou morfologii, periodicitu a velikost kebab{i, protoZe ¢im je vyssi koncentrace
roztoku, tim vétsi shluky se mohou vytvorit, a to vyusti ve vétsi kebab. Vétsi perio-
dicita kebabli mliZe byt zpiisobena vétsim shlukem retézcti, ktery zabira vice mista
na povrchu, nebo také vzajemnym kolapsem ¢i pritahovanim sousednich lamel kviili
kapilarni sile. D& se predpokladat, Ze podobny proces probiha i u druhé inkubac¢ni

metody. [45, 46]

Oproti neupravenym vlakniim maji obecné vyssi bioaktivitu a adhezi bunék, ¢ehoz
se vyuziva v tkdnovém inZenyrstvi pro regeneraci a obnovu tkani, prevazné pak
ktize nebo kostni tkané misto soucasné casto bolestivé metody, kdy je pacientlim
odebran vlastni kostni Stép z jiného mista. Organicka hmota tvori asi 30 hm. % kosti
a z toho je az 90 % kolagennich proteinti. Molekuly kolagenu se mezi sebou s meze-
rami mohou spojovat a tim vznikaji mineralizované kolagenni fibrily s typickym
vzorem periodicky se opakujicich mezer a piekryvii o Sifce 67 nm, které slouzi jako
nuklea¢ni mista pro mineralni krystaly, prevazné hydroxyapatitu, a také ovliviiuji
proliferaci a mineralizaci osteoblastii. Wang a kol. [45] méli za cil napodobit topo-
grafii fibril pomoci NFSK, kde shish tvorila vlakna ze smési PCL a kyseliny poly-
mlécné a kebab byl tvofen vypatovaci metodou s rizné zredénymi roztoky PCL
v 77 % kyseliné octové (AA) ziedéné deionizovanou vodou. Z vysledki vyplyvaji ur-

Cité podobnosti s fibrilami, a to nasledujici - jejich priméry (597 + 254 nm) jsou
36



srovnatelné, periodicita kebab je v rozmezi desitek aZ stovek nanometri a Ze je vy-
sledny povrch drsnéjsi nez ptivodni hladka vlakna. Bunécné kultury fibroblast 3T3
dosahly po 3 dnech na neupravenych i shish-kebab vldknech vysoké 95% Zivota-
schopnosti, takZe jsou oba materialy biokompatibilni. Na vrstvach s vétSimi krystaly
kebabu bylo dle MTS eseje zjisténo vétSi mnoZstvi bunék, coz indikuje rychlejsi bu-
nécnou proliferaci na hrubsich povrsich, a po 10 dnech bylo na vSech vrstvach do-
sazeno konfluence. Ze snimkli SEM vSak bylo patrné, Ze builky mély na
neupravenych vlaknech zakulaceny tvar a ¢im byl povrch drsnéjsi a kebaby tedy
vétsi, tim vice se buriky protahovaly a mély vietenovity tvar, coZ znamena lepsi ad-
hezi. S vétSimi kebaby se zvétSuje mérny povrch vlaken, coZ mohlo prispét k lepsi
adhezi i vétSimu poctu bunék. Ze studie tedy vyplyva, Ze vldkna pozménéna shish-
kebab strukturou lépe napodobuji topografii kolagennich fibril a maji tedy velky po-
tencial pro vyuziti v tkanlovém inZenyrstvi. Diky lep$i napodobé extracelularniho
matrixu by bylo také mozné lépe studovat chovani bunécnych kultur v kontrolova-

nych podminkach. [45, 49]
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Obrdzek 11: Priibéh tvorby NFSK z PCL metodou inkubace v Idzni 1% PCL roztoku v pentyl-acetdtu po
dobu A) 5, B) 15, C) 30 a D) 60 minut. Prevzato a upraveno z [46].
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2.4 Shish-kebab na PCL nanovlaknech

Cilem této kapitoly je pribliZit pripravu shish-kebab hierarchické struktury na
nanovlaknech z polykaprolaktonu, ukazat riizné metody pripravy, jaké se daji pou-

Zit krystaliza¢ni roztoky a jejich jednotlivé vysledky, které jsou shrnuty v Tabulce 1.

Jiang a kol. [29] zkoumali pouziti NFSK z PCL pro pfipravu nanovlakennych nosict
bunék napodobujicich strukturu kolagennich fibril. Nanovlakna byla pripravena z
PCL o molekulové hmotnosti 80000 g-mol! z 15% w/v roztoku. PCL bylo rozpus-
téno ve smési CF a DMF vobjemovém podilu 6:4 a elektricky zvlaknéno.
Vysledna nanovlakna méla primér v rozmezi 190-866 nm a primérny pramér byl
392 nm. Krystaliza¢ni roztok byl pripraven ze 77% v/v AA v deionizované vodé a
0,5; 1; 1,5 a 2 % w/v PCL. Inkuba¢ni metoda trvala 5 minut nasledovana 5 minutami
omyvani, aby se vlakna nespojila. Jako nejlepsi koncentrace se jevilo 1,5 % w/v, kdy
byly jiZz kebaby vyrazné, ale nedochazelo ke spojeni vlaken jako u 2 % w/v. U vypa-
Fovaci metody byla nanesena 30 pl kapka roztoku a pribéh byl velmi podobny, s
nejlepsi koncentraci 1,5 % w/v, pfi 2 % w/v roztoku se také vlakna spojovala.
Vyslednd shish-kebab struktura obou metod je vidét na Obrazku 12. Morfologie
vlaken byla vSak lepsi pri pouZiti vyparovaci metody, ktera poskytovala vétsi
velikost i periodicitu kebabt, pravdépodobné diky nepotrebnosti omyvani, které
muze dodatec¢né strukturu ovlivnit. Oproti neupravenym vldkntim byla ta se shish-
kebab strukturou jeSté vice hydrofobni, kdy se uhel smaceni zvysil z 132,9 ° na
137,1 °amérny povrch méreny metodou BET (4,3 m2-g-1) zlistal srovnatelny. Z testt
provedenych na mysich fibroblastech 3T3 v intervalu 3, 5 a 10 dni vyplyva, Ze se
diky shish-kebab struktuie mirné zvysila Zivotaschopnost po 3 i 5 dnech z 84 % na
88 %, respektive z 92 % na 93 %. Po 10 dnech tvorily buriky konfluentni vrstvu. MTT
test také odhalil vy$si miru proliferace, ktera se postupné zvySovala ve vSech testo-
vacich dnech. Velky rozdil byl pozorovan v morfologii bunék po 3 dnech, kdy mély
na neupravenych nosicich kulaty tvar signalizujici ne-biokompatibilitu, zatimco na
upravenych nosicich se bunky roztahly do vretenovitého tvaru. Po 5 dnech vSak
rostly buniky dobre i na neupraveném nosici. In-vitro testy na lidskych endotelovych
bunkach pupecnikové Zily mély podobné vysledky. V souhrnu tato studie indikuje,
ze oproti neupravenym PCL nanovlaknlim poskytuje hierarchicka struktura lepsi

Zivotaschopnost i proliferaci a zvySenou adhezi bunék. [29]
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Yu a kol. [50] méli za cil otestovat NFSK z polykaprolaktonu o molekulové hmotnosti
80000 g-mol-! jakoZto ndpodobu kolagennich fibril v kostni tkani a jejich efekt na
preosteoblasty MC3T3 E1. NFSK byla pripravena inkuba¢ni metodou za pomoci
krystaliza¢niho roztoku o 1 % w/v PCL rozpousSténého v pentyl-acetatu z nahodné
a paralelné orientovanych PCL nanovlaken o priméru 200 nm, elektricky zvlakné-
nych z 12% w/v roztoku v trifluorethanolu. Zajimavym jevem bylo, Ze periodicita
kebabli byla po 15 minutdch 1lazné srovnatelnd u ndhodnych i paralelnich
vlaken, pricemz jejich velikost byla skoro 3x vétsi u paralelnich. Na Obrazku 13 je
vidét porovnani NFSK vzniklych po 15 a 60 minutach inkubace. Morfologie bunék
byla pri testech na 15-minutovych NFSK-15 nejasng, jelikoz se kulatost bunék s
Casem zvySovala, statisticky vyznamny rozdil byl vSak vidét pouze u paralelnich
vlaken. Pozoruhodné je, Ze bunky byly u paralelnich NFSK-15 protazené ve sméru
osy vlaken a u NFSK-60 kolmo na osu vlaken, coZ u ndhodnych NFSK pozorovano
nebylo. Paralelni NFSK-60 vSak mély pierostlé lamely kebabu, coZ bunnkdm umoz-
nilo prilnout pouze na né, a ne na vldkna samotna. Proliferace bunék byla oproti
jejich neupravenym protéjSkiim vyznamné vétsi jak u nahodnych, tak i paralelnich
nanovlaken, nejlépe se pak jevily nosice bunék s paralelni orientaci, a to za pouziti
NFSK-15 i NFSK-60. Testy aktivity enzymu alkalické fosfatazy ukazaly, Ze vyrazny
rozdil oproti neupravenym nanovlaknim byl vidét pouze po 14 dnech a opét byly
nejefektivnéjsi nosice z paralelnich NFSK-15 a NFSK-60, ackoliv po 7 dnech nebyl
mezi ndhodnym a paralelnim NFSK-60 vyrazny rozdil. Souhrnem vysledky indikuji,
ze jak krystalické lamely, tak orientace vlaken maji vyrazny vliv na proliferaci bunék
i aktivitu alkalické fosfatazy. Kebaby pridana drsnost v nano-méritku méni interakci
bunék s vldkny, cozZ zlepsSuje jejich funkci i aktivitu. Tvorba NFSK sice napodobuje
periodické mezery mezi kolagennimi fibrilami, ale periodicita kebabti je mnohem
vétsi a zavisla na koncentraci krystalizacniho roztoku a doby lazné. Paralelni vldkna
lépe napodobuji nativni strukturu kolagennich vlaken, ktera jsou tak také oriento-

vana. [50]
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Obrdzek 12: PCL NFSK pri koncentraci krystalizacniho roztoku 1,5 % w/v PCL v 77% v/v kyseliné oc-
tové. A) Inkubacni a B) vyparovaci metoda. KS znaci velikost a PD periodu lamel kebabu.
Meéritko 20 um. [29

Obradzek 13: PCL NFSK pri koncentraci krystalizacniho roztoku 1 % w/v PCL v pentyl-acetdtu. Inku-
baéni metoda o trvdni A) 15 a B) 60 minut. Méritko 2 um. [50]

Jing a kol. [51] zkoumali taktéZ napodobu kolagennich fibril pomoci NFSK z PCL o
molekulové hmotnosti 80000 g-mol-1, pficemz testovali vliv pouZitého rozpoustédla
v krystalizacnim roztoku a nasledné i vliv kovalentné navdzaného matrigelu,
proteinli bazalni membrany, na interakci s fibroblasty HEF1. Nanovladkna o priiméru
486 + 294 nm v rozsahu od 200 po 1400 nm byla ziskana elektrickym zvlaknovanim
z 12% w/w roztoku v CF a DMF v objemovém podilu 6:4. NFSK byla pripravena
vypatovaci i inkuba¢ni metodou z 0,8% w/w roztoku PCL v pentyl-acetatu a dale
v 77% v/v kyseliné octové. Vrstvy byly poté omyty prisluSnym rozpoustédlem a
vysuseny ve vakuu. Porovnani NFSK pripravenych sriznymi krystalizacnimi
roztoky obéma metodami je vidét na Obrazcich 14 a 15. Lamely kebabu byly obecné
veétsi s vétsi periodicitou pri pouziti PA. To mize byt zplisobeno riiznou rozpustnosti
PCL v jednotlivych rozpoustédlech, kdy roztok s AA byl mnohem stabilnéjsi, nez ten
s PA. Diky horsi rozpustnosti v PA se fetézce snadnéji kumuluji na povrchu vlaken,

maji tedy vétsi Sanci se na ném zachytit a tvorit vétsi lamely. Problémem PCL je
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hydrofobie, ktera se potvrdila i v této studii, bylo vSak ukazano, Ze hydrolyza pomoci
NaOH a i nasledné navazani matrigelu vyrazné sniZuje tthel smaceni s vodou, a to
ptiblizné o 20°, respektive 50 °. Umrtnost bunék pfi in-vitro testech byla velmi mala,
takze bunky prezivaly na vSech testovanych materialech, avsak vice Zivych bunék
bylo pozorovano na NFSK a nosicich s matrigelem, na kterych byl také pozorovan

v

protahlejsi tvar bunék. Proliferace byla oproti neupravenému PCL vyznamné vétsi

jak na samotnych NFSK, tak i s matrigelem a rozdil byl v Case stale vyraznéjsi.

Drsnost povrchu tedy zlepSuje proliferaci i adhezi bunék a dale vkombinaci

s matrigelem ma materidl mnohem vice vazebnych mist pro adhezi a prichyceni

g‘!

bunék, coz dale podporuje jejich aktivitu. [51]

Obrdzek 14: PCL NFSK pripravend vyparovaci metodou s koncentraci krystalizacniho roztoku
0,8 % w/w PCL v A) pentyl-acetdtu a B) 77% v/v kyseliné octové. Méritko 5 um. [51]
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Obrdzek 15: PCL NFSK pripravend inkubacni metodou s koncentraci krystalizacniho roztoku
0,8 % w/w PCL v A), B) pentyl-acetdtu a C), D) 77% v/v kyseliné octové. Nalevo byla doba inkubace 5
minut a napravo 15 minut. Méritko 5 um. [51]

Navrhem dals$iho zlepsSeni aktivity preosteoblastit MC3T3 E1 se zabyvali Yu a kol.
[52]. Aktivita enzymu alkalické fosfatazy je klicova pro tvorbu kostni hmoty a jeji
zvySeni je moZné mineralizaci NFSK. Homopolymernim NFSK z PCL nicméné stale
chybi povrchovy zaporny naboj, ktery by umoznil nukleaci hydroxyapatitu. Autori
pripravili paralelné orientovana vlakna elektrickym zvldkiiovanim z PCL o moleku-
lové hmotnosti 80000 g-mol-! z roztoku v trifluorethanolu o 12 % w/v. Krystaliza¢ni
roztok byl pripraven z 0,5, 1 a 3 % w/v blokového kopolymeru PCL a kyseliny poly-
akrylové (PAA) rozpusténého v PA a ethanolu v poméru 1:1. Blokem polykaprolak-
tonu byl umoznén vznik kebabii. Nosice byly inkubovany v 1azni po dobu 15 minut
a poté oplachnuty. S rostouci koncentraci roztoku se zvétsila velikost kebabii i jejich
periodicita, viz Obrazek 16 a Tabulku 1. Mineralizace byla provedena ponoienim do
dvakrat koncentrované simulované télni tekutiny na 3 a 7 dni a poté oplachnuta.
Oproti neupravenému nosici byly morfologie a tvar bunék u NFSK protahlejsi, coz
bylo pozorovano jesté vyraznéji u mineralizovanych NFSK nosict. In-vitro testy pro-

béhly u NFSK pripravenych z 0,5% w/v roztoku. Po 7 dnech nebyl mezi sledovanymi
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nosici pozorovan vyrazny rozdil v proliferaci ani aktivité enzymu. Po 14 dnech byla
oproti neupravenému i NFSK nosici proliferace vyrazné vyssi u mineralizovanych
nosicl, a to stejné platilo i pro aktivitu enzymu. Pfi srovnani riznych velikosti
kebabi na mineralizovanych NFSK vychazi z vysledki nejlépe 3% w/v NFSK. V sou-
hrnu byla aktivita bunék ovlivnéna jak chemicky, tak fyzikalné. VyS$si drsnost
povrchu zpiisobend lamelami kebabu pozitivné ovliviiuje proliferaci i aktivitu alka-
lické fosfatazy. Pritomnost anorganickych fosfati na mineralizovanych nosicich
slouzi jako signal pro diferenciaci bunék, diky cemuZ maji nasledné vyssi aktivitu
enzymu. V pripadé tvorby kostni hmoty je dilezité, aby dochazelo k dostate¢né
proliferaci bunék, ale také vysoké aktivité enzymu. Efekt NFSK a mineralizace se
vzajemné podporuji a nosice tedy tvoriidealni material pro toto pouziti, jelikoZ maji
idedlni drsnost i chemické vlastnosti povrchu. Zifejmym omezenim je vsak mnohem
vétsi periodicita kebabli oproti mezefe 67 nm v kolagennich fibrilach a neptitom-
nost nekolagennich proteind, které jsou také diileZitou slozkou tvorby kostni hmoty.

[52]

Obrdzek 16: PCL NFSK pripravend inkubacni metodou (15 minut) s koncentraci krystalizacniho roz-
toku A) 0,5; B) 1 a C) 3 % w/v kopolymeru PCL-PAA ve smési pentyl-acetdtu a ethanolu o poméru 1:1.

[52]
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Tabulka 1: Shrnuti materidlii, metod a vysledkii pripravy NFSK z PCL ze zminénych zdroji. Sloupec
koncentrace zde oznacuje koncentraci krystalizacniho roztoku pro post-procesni tpravu a VK / PK
znaci velikost lamely kebabu a periodicitu téchto lamel.

Zvlaknovaci Prumér Metoda ) Koncen- yK /PK .
roztok vlaken [nmj  Krystalizace By trace [%] [nm] dilal]
1 58,9/
156,3
397 Inkubacni 77% v/v kyse- 15 95,8 /
5 minut lina octova ! 187,2
PCL 80000 98,6 /
zriolh, 2 1934
CF/DMF 6:4 - [29]
v/v, 15 % 1 2l
’ 191,4
w/v 77% v/v k 156,7 /
o 2 o v/Vv Kyse- ;
o o] lina octova L5 240,9
2 138,7 /
247,6
200 590 /
paralelni Inkubaén{ , 1190
P(;nil}é)l(_)loo 200 15 minut Pentyl-acetat 1 —210 7
’ Ah 6 1
Trifluoretha- nazggne 060 [50]
nol, 12 % aralelni Inkubaéni -/ 2140
w/v P n cubachl Pentyl-acetat 1
200 60 minut 2440
nahodné /
452 /
0,5
L —— 261
Trifluoretha- i 15 minut, Pentyl-acetat / 1 1294 / [52]
kopolymer ethanol 1:1 372
nol, 12 % PCL-PAA
w/v 3 1765 /
708

s v

Zavérem teoretické Casti této diplomové prace je tfeba shrnout, Ze u polykaprolak-

tonu byla opakované a UspésSné testovana post-procesni Uiprava na zménu povr-

chové morfologie. Autori ve vySe zminénych publikacich vyuzivali PCL o vysoké

molekulové hmotnosti 80000 g-mol-1, ktery byl z polymernich roztokt elektricky

zvlaknovan za pomoci riznych rozpoustédlovych systému. Na pripravené materialy

byly aplikovany krystaliza¢ni roztoky s rtiznymi rozpoustédly a koncentracemi PCL,

coz vedlo k tvorbé lamelovitych strukturalnich zmén na povrchu vlaken.
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3  Experimentalni cast

Experimentalni ¢asti této prace je studium piipravy hierarchickych povrchovych
zmén struktury (napriklad typu shish-kebab) na elektricky zvlaknénych nanovla-
kennych nosicich z polykaprolaktonu. Cilem je prozkoumat tvorbu NFSK na materi-
alech pripravenych stejnosmérnym elektrickym zvlakiiovanim z nékolika rtiznych
rozpoustédlovych smési a molekulovych hmotnosti PCL a ovérit biokompatibilitu
pripravenych materiali pomoci in-vitro test. Nejprve jsou popsany metodika, ma-
terialy a chemické slouceniny. Zvlaknéné materialy jsou charakterizovany pomoci
plosné hmotnosti, snimki ze skenovacich elektronovych mikroskop, primért vla-
ken, charakteristickych veli¢in struktury shish-kebab ¢i jinych povrchovych zmén,
diferencialni skenovaci kalorimetrii a gelovou permeac¢ni chromatografii. Dale je
uveden priibéh in-vitro testi a v neposledni radé jsou v diskuzi prozkoumany

moZzné priciny a faktory dosazenych vysledki.
3.1 Materialy a metody

Tato kapitola popisuje rozpoustédla a polymery pouzité pri piipravé nanovlaken a
jejich post-procesni upravy. Také predstavuje metodiku piipravy a charakterizace

neupravenych i upravenych nanovlaken.

3.1.1 Materialy a chemikalie

Vzhledem k vlastnostem a literarni resersi byl jako polymer zvolen polykaprolakton
o Ciselné stiedni molekulové hmotnosti Mn 45000 g-mol-! (PCL45) a 80000 g:mol-!
(PCL80), s polydisperzitou mensi nez 2 a ve tvaru granuli s mlé¢nym zabarvenim od
dodavatele Sigma-Aldrich (Merck). PCL45 ma podle vyrobce hmotnostni stredni
molekulovou hmotnost Mw 48000-90000 g:mol-1 a u PCL80 tuto variantu moleku-
lové hmotnosti neuvadi [53]. Vyrobce uvadi teplotu tani Tm kolem 60 °C a potvrzuje
Cistotu materialu skrze testovani infracervenou spektroskopii. Podklad pro vla-
kenné vrstvy byl tvoren netkanou textilii typu spunbond Pegatex S o plosné hmot-

nosti 20 a 30 g'm-2 od dodavatele PFNonwovens.

Rozpoustédla dimethylformamid, absolutni ethanol, chloroform stabilizovany etha-
nolem a dichlormethan byla poskytnuta firmou Penta s.r.o. Pentyl-acetat byl dodan

firmou Sigma-Aldrich (Merck).
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KCl a KH2PO4 od firmy Penta s.r.o., NaCl od firmy Merck a NaH2PO4 - 12H20 od firmy
Sigma-Aldrich (Merck) byly pouZity na pripravu fosfatového pufru PBS, ktery se
sklada z 800 ml destilované vody a téchto sloucenin ve stejném poiadi v poméru
0,2:0,24:8:3,63 g. Trypsin, DMEM a trypanova modr byly dodany firmou Merck, fe-
talni hovézi sérum (FBS) firmou Gibco, Penicilin-Streptomycin-Amfotericin firmou
Lonza, CCK-8 (Cell Counting Kit 8) firmou Dojindo, DiOC6, glutaraldehyd, phalloidin
FITC a DAPI firmou Sigma-Aldrich (Merck) a konec¢né bunécné linie mysich fibrob-
lasti 3T3-NIH byly ziskany od firmy ATCC. Médium pro buné¢né testovani bylo pfi-
praveno z 89 % DMEM, 10 % FBS a 1 % antibiotik.

3.1.2 Priprava PCL nanovlaken

Navrh zvlaknovacich roztokl byl zaloZen na zkuSenostech vedouci prace a také na
testovani tvorby shish-kebab tUpravy na jiz zvlaknénych materidlech z riznych
rozpoustédel, jejich poméra a koncentraci PCL. Tyto vodni testy byly provedeny
autorem této prace na malych tercicich o priiméru 1 cm, na které byly pripevnény
kousky vlakenné vrstvy. Shish-kebab struktura na nich byla ptipravena vypaiovaci
metodou pfi post-procesnim nanaseni krystaliza¢niho roztoku stejnym zptisobem,
jako je popsano v nasledujici podkapitole 3.1.3. Pripravené materialy byly nasledné
charakterizovany na SEM. Na zakladé snimkt ze SEM bylo okometricky vyhodno-
ceno, jaka rozpoustédla a koncentrace PCL jsou vhodné pro dalsi detailni testovani
pripravy NFSK. Jednalo se tedy o prvni jednoduché rozirazovaci testovani na malych
vzorcich. Nasledné bylo pro zvladkiiovani vybrano a dale pripraveno 5 roztoki
z PCL45 a PCL80 o riiznych koncentracich a s riiznymi rozpoustédly ¢i rozpousté-
dlovymi systémy. Jednotlivé roztoky jsou uvedeny v Tabulce 2. K odméteni potieb-
nych mnoZstvi PCL a rozpoustédel byly vyuZzity chemické vahy ¢i odmérné valce.
Roztoky byly uchovavany ve sklenénych lahvi¢kach uzavienych vickem. Cerstvé pi-
pravené zvlaknovaci roztoky byly ponechdny nékolik hodin (obvykle 8 hodin) na

magnetickém michadle pro dokonalé rozpusténi polymeru.

Nanovlakenné nosice byly pripraveny stejnosmérnym elektrickym zvlaknovanim na
pristroji Nanospider™ NS 1WS500U od vyrobce ELMARCO s.r.o., priCemz konstantni
hodnoty teploty a relativni vlhkosti ve zvlaknovaci komore zajistovala klimatizac¢ni
jednotka NS AC150. Parametry zvlakniovani byly nastaveny, viz Tabulku 3. Pouze u

dvou materialt (PCL45_CF16 a PCL80_82) byl zvolen odtah textilie 20 mm-min-1.
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Elektrické napéti na zvlaknovaci elektrodé bylo 40 kV a na kolektoru -10 kV. Obé
elektrody méli tvar tenkého dratu o priiméru 0,2 mm. Pro porovnani vlivu plosné
hmotnosti na tvorbu shish-kebab struktur a in-vitro testovani byly také materialy
PCL45_82 a PCL80_82 zvlaknény znovu se snahou docilit podobnych plos$nych
hmotnosti vyslednych nanovlakennych vrstev. Parametry elektrického zvlaknovani
byly kromé odtahové rychlosti podkladového materialu, ktera ovliviiuje v zavislosti
na produktivité zvlaknovani vyslednou plosnou hmotnost nanovlakenné vrstvy, na-
staveny stejné. Odtahova rychlost byla pro PCL45_82 zvolena 48 mm-min-! a pro

PCL80_82 pak 20 mm- min-1.

Tabulka 2: Popis jednotlivych zvldkriovacich roztokil a znaceni vyslednych vidken. Hmotnostni pomér
rozpoustédel je znacen w/w a objemovy pomér v/v.

Typ Koncentrace Rozpoustédlo / Smés Pomér Oznaceni

PCL [hm. %] rozpoustédel rozpoustédel vlaken
PCL45 12 CF - PCL45_CF12
PCL45 16 CF - PCL45_CF16
PCL45 16 CF / ethanol 8:2w/w PCL45_82
PCL80 10 CF / ethanol 8:2w/w PCL80_82
PCL80 10 CF / DMF 6:4v/v PCL80_64

Tabulka 3: Parametry elektrického stejnosmérného zvidkriovdani na zarizeni Nanospider™.

Teplota vzduchu [°C] 221
Vzdus$na vlhkost RH [%] 40+ 2
Priitok vzduchu dovnitr zvlaknovaci -
komory [m3-h-1]
Pritok vzduchu ven ze zvlaknovaci 120
komory [m3-h-1]
Vzdalenost elektrod [mm] 180
Pruvlak nastavce struny [mm] 0,7
Rozdil elektrickych potencialu [kV] 50
Rychlost pohybu zasobniku po draze "
50 cm [s]
Odtah podkladové textilie [mm-min-1] 10
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3.1.3 Priprava shish-kebab struktur

Krystaliza¢ni roztoky pro post-procesni Upravu povrchu zdkladnich elektricky
zvlaknénych vldkennych nosicti byly pripraveny z1 % w/w PCL45, respektive
PCL80 v pentyl-acetatu. JelikoZ je PCL v tomto rozpoustédle Spatné rozpustné, tak
bylo potfeba nechat pripraveny roztok ptibliZzné 4 hodiny na magnetickém michadle
s ohfevem nastavenym na 50 °C. Roztoky byly poté uchovavany v lednici a pred
kazdym pouzitim bylo nutné opétovné zahrati ve vodni lazni o teploté priblizné
50 °C na 15 minut, aby zmizel bily ,zakal“ vysrazeného polymeru (dvoufazového
systému) a byl ziskan transparentni roztok. Pracovano s nim bylo aZ po opétovném

dosaZeni pokojové teploty.

Pro pripravu NFSK z PCL nanovlaken byla zvolena vyparovaci post-procesni metoda
s nanaSenim Kkrystaliza¢niho roztoku postrikem. Pro post-procesni dpravu byl tedy
krystaliza¢ni roztok odebran ze sklenénych lahvicek do plastovych nddob o objemu
50 ml s mechanickym rozprasovacem ve vicku. Ze vSech zvlaknénych materiala byl
vystriZzen takovy kus, aby se mohl vypnout do bambusového ramecku o priméru
14 cm, viz Obrazek 17.Z rozpraSovace se poté na vypnuty material nanesl postrikem
krystaliza¢ni roztok tak, aby byla vrstva vSude rovnomérné pokryta. VZdy se jednalo
o podobny pocet rozprasovani na kazdou vrstvu ze stejného rozprasSovace. Po nane-
seni krystaliza¢niho roztoku byly vrstvy rychle ale opatrné vysuSeny papirovou
utérkou, aby na nich nebyla viditelnd mista, kde by se shromazd'ovalo moc velké
mnoZstvi roztoku. Pfed a hned po naneseni a osuSeni krystalizacniho roztoku byly
ramecky zvazeny. Na kazdy vzorek bylo naneseno priblizné 2 g krystaliza¢niho roz-
toku. Davkovani krystaliza¢niho roztoku bylo tedy priblizné 130 g-m-2. Radmecky
byly ponechany v laboratorni digestoti do druhého dne, aby se z nich dokonale od-
parilo rozpoustédlo. V digestofi byla naméiena pristrojem Comet C3121 teplota
okolniho vzduchu priblizné 21 °C a relativni vlhkost 25 %. Vzorky z pripravenych
vrstev NFSK pro SEM a dalsi analyzy byly odebirany kus od jejich kraje (kraje ra-
mecku), aby se zamezilo jejich pripadné riznorodosti. Vysledné NFSK materialy
byly pojmenovany podle ptivodnich materialt, viz Tabulku 2, s pfiponou PA (pentyl-
acetat) a molekulovou hmotnosti pouZitého PCL v krystaliza¢nim roztoku, tedy na-

priklad PCL80_82_PA45 pro vlakna z PCL o molekulové hmotnosti 80000 g-mol-!
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zvlaknéného z roztoku CF a ethanolu s pomérem 8:2, na ktera byl aplikovan krysta-

liza¢ni roztok s obsahem PCL 0 45000 g-mol-1.

Obradzek 17: Vypnuté vrstvy nanovldkennych materidlii v bambusovych rameccich pro pripravu NFSK.

Zde je vhodné poznamenat, Ze byla vyzkouSeno nanaseni krystaliza¢niho roztoku
rozprasovanim pomoci airbrushe a bylo sice dosaZzeno rovnomérnéjsiho jemného
nanosu, ale krystaliza¢ni roztoku bylo na vlaknech tak malo, Ze vysledné nebyly po-
zorovany zadné povrchové zmény. Zaroven zplisoboval silny proud vzduchu posko-

zeni vypnuté nanovlakenné vrstvy.

3.1.4 Charakterizace materialu

Pro charakterizaci plivodnich i upravenych nanovlakennych vrstev bylo zvoleno né-
kolik metod. Plosné hmotnosti plivodnich neupravenych vrstev byly méfeny
v tripletech vystriZzenych ¢tvercli o 16 cm? na laboratornich vahach a tato hodnota
byla poté prepocitana na hmotnost na 1 m2. Kviili pomérné malé ploSe NFSK vrstev
bylo k méfeni ploSné hmotnosti pouzito tripletli ¢tverci o 1 cm2. Nanovlakenné
vrstvy vypnuté na bambusovych rameccich byly zvaZeny pred a hned po aplikaci
krystaliza¢niho roztoku, aby se dalo alespon ptibliZné urcit, jaké mnoZstvi krystali-

zacniho roztoku bylo na vrstvy aplikovano.

V pripadé hierarchické struktury shish-kebab ma skenovaci elektronovy mikroskop
dtlezitou roli v prozkoumavani lamel kebabtj, jejich morfologie a struktury povrchu.
Pomoci pristroje Quorum Q150R Plus musela nejdrive byt na vSechny vzorky nane-

sena tenka elektricky vodiva vrstva zlata s pribliZznou tloustkou 10 nm. Pomoci SEM
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(Tescan Vega S3B) bylo potizeno pro vSechny materialy vZdy nékolik snimkd s riiz-
nymi zvétSenimi. Mensi zvétSeni jsou snimana pro vétsi nadhled na strukturu a jeji
rovnomeérnost ¢i pozorovani defektli, a naopak vétsi zvétSeni (obvykle azZ od 10000x
a vice) umoziuji pozorovani vzniku povrchovych zmén na vlaknech po post-pro-
cesni upravé. Zakladni neupravena nanovlakna i jejich protéjsky se shish-kebab
strukturou byly naskenovany a dle jejich morfologie byly pro dalSi testovani
vybrany pouze tfi z nich. Pro ovéreni tvorby shish-kebab struktury byly nasnimany
jak vrchni, tak spodni strany NFSK material{i, nebot pti vodorovném vysuSovani ra-
meckul po post-procesni ipravé miize diky gravitaci vypadat finalni tprava shora a
zespoda vlakenné vrstvy rozdilné. Vrstvy NFSK téchto vybranych materialt byly
dale naskenovany na SEM s vys$sim rozliSenim (Carl Zeiss ULTRA Plus), ktery také
umoznil poridit snimky p¥i niz§im elektrickém napéti na elektronovém déle, coz by
jisté nemélo nijak ovliviiovat findlni nanostrukturu na vladknech. Z vyslednych
snimki byly pomoci programu Image] méfeny priamér a délka vlaken a pocet lamel
kebabu. Z téchto hodnot byla dale vypoctena charakteristicka veli¢ina pro lamely

kebabu, a to pocet lamel na jednotkovou plochu ¢i délku.

JelikoZ se po post-procesni shish-kebab Upravé muize zménit celkova krystalinita
materialu, tak byla také provedena analyza diferencialni skenovaci kalorimetrie
(DSC), ktera diky sledovani rozdilu v dodaném teple pro zvySeni teploty vzorku
oproti referenci umoznuje studovat entalpii, a tedy miru usporadanosti polymer-
nich retézci ve vzorku. Crescenzi a kol. [54] ve své studii zjistili hodnotu entalpie
pro PCL se 100% krystalinitou (135,44 ]J-g1), diky cemuz mohly byt vysledky této
analyzy prevedeny na procentudlni krystalinitu jednotlivych materialti. Analyza
byla provedena na pristroji Mettler Toledo DSC 1/700. Vzorky vazici mezi 8-13 mg
byly vZdy méreny v tripletech. Nejdiive byly po dobu 2 minut ponechany pfri teploté
-20°C a vdruhém kroku pak ohfivany z -20°C na 100 °C srychlosti ohfevu

10 °C'min-1.

K ovéreni, zda se neméni molekulova hmotnost polymeru reakci s krystaliza¢nim
roztokem pii pripravé shish-kebab vrstev, byla provedena analyza gelova
permeacni chromatografie. Méreni probihalo na pristroji Dionex Ultimate 3000
HPLC v tripletech od kazdého materiadlu rozpusténych v tetrahydrofuranu (THF).
Hmotnostni koncentrace PCL v THF byla 3 mg-ml-l. Mobilni faze THF protékala
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kolonou Phenomenex Phenogel 1E5 priitokem 1 ml-min-! p¥i teploté 35 °C po dobu

15 minut. K detekci polymeru byl pouzit ELSD detektor Varian 385-LC

3.1.5 In-vitro bunécné testy

Z pripravenych vybranych NFSK materialti byly pomoci kovového dérovace vysek-
nuty vzorky o 1 cm2. Od kazdého materialu bylo ptipraveno osm vzorki pro kazdy
odbérovy den, z ¢ehoZ byly ¢tyti vzorky s bunikkami a jeden bez bunék (negativni
kontrola NC) urceny pro analyzu metabolické aktivity bunék (CCK-8), dva vzorky
pro fluorescencni mikroskopii a jeden pro SEM. Vzorky byly po vloZeni do
48-jamkové mikrotitracni desticky zatiZeny sklenénymi dutymi valecky k zamezeni
plovani pri nasazovani bunécné suspenze. Dale byly materialy sterilizovany pomoci
ethylenoxidu a ponechany pri pokojové teploté 14 dni odvétravat. Pro testovani
bylo vybrano 9 materialdi, a to pouze materialy PCL45_CF16, PCL45_82 a PCL80_82
a jejich prislusné NFSK pripravené z obou krystaliza¢nich roztoki, s PCL45 i PCL80.
K tomu byly dale buiiky nasazeny do sedmi jamek s médiem bez materiald, coz po-
slouzilo jako pozitivni kontrola (PC), neboli kontroly Zivotaschopnosti bunék v pri-

béhu celého experimentu.

In-vitro testy byly vyhodnocovany po 24 hodinach, poté po 3 dnech a po 7 dnech.
Z lahve s kultiva¢ni bunéc¢nou suspenzi bylo nejdiive odsato médium, buriky na dné
bunék od stén lahve. Po péti minutach v inkubatoru byla suspenze nékolik pipeto-
vana, aby se rozbily bunéc¢né kolonie a na automatické pocitacce bunék (NanoEntek
Eve) spocitdna koncentrace bunék v suspenzi. Pro experiment bylo pripraveno
200 ml bunécné suspenze o koncentraci 1-10% bunék na 1 ml média. Do kazdé jamky
bylo automatickou pipetou nadavkovano 500 pl této bunécné suspenze, pouze do
jamek negativni kontroly bylo pridano 300 pl samotného média. Plata byla uloZena
do inkubatoru (Heracell VIOS 160i), ktery mél nastavenou teplotu prostredi na
36,7 °C a koncentraci CO2 na 4 %. V kazdy testovaci den byly buriky pozitivni kon-
troly nasnimany optickym mikroskopem Olympus CKX53 k ovérenti jejich Zivota-

schopnosti a adheze.

Ke zkoumanti Zivotaschopnosti, adheze a proliferace bunék byl vyuzit 10% roztok
CCK-8.Jedna se o kolorimetricky test k urc¢eni poctu zivych bunék v suspenzi, kde se

zluté zbarvena tetrazoliova siil metabolickou aktivitou dehydrogenaz uvniti bunék
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redukuje na oranzové zbarvenou stl formazan [55]. MnoZstvi formazanu v roztoku
je pak primo ameérné poctu zivych bunék. Nejdrive bylo do novych plastovych jamek
pipetovano 300 pl 10% CCK-8 a poté do nich prendany jednotlivé materidly z
ptivodnich jamek tak, aby nebyly zmuchlané. Materialy byly pfemistény do novych
desticek z toho diivodu, aby nebyla metabolicka aktivita ovlivnéna burtitkami mimo
material, adherovanych na plastu jamek. U pozitivni kontroly bylo odebrano
opatrné médium zjamky, aby se neodsaly adherované bunky na dné kultivacni
jamky a pridano také 300 pl 10% CCK-8. Nasledovala inkubace téchto plastovych
desticek v inkubatoru po dobu dvou hodin. Poté bylo z kazdé jamky odebrano 100 pl
roztoku do 96-jamkové desticky a provedeno méreni absorbance pti 450 nm ve
spektrofotometru Tecan Spark. Zbyly roztok CCK-8 byl z jamek odebran a materialy
byly nasledné oplachnuty v Cistém PBS. Dale bylo do jamek k materialim pipeto-
vano 300 pl 2,5% glutaraldehydu po dobu 15 minut pfi 4 °C a poté byly vzorky
dvakrat oplachnuty PBS. Glutaraldehyd slouZi jako sitovaci ¢inidlo bilkovin, ¢imz
se dosahne fixace bunék pro jejich dalsi zkoumani na SEM a fluorescen¢nim mikro-
skopu. Bunikdm uréenym pro sedmy den bylo v priibéhu tietiho dne vyménéno
médium, kdy bylo odebrano 300 pl a pridano 500 ul nového média DMEM. Priibéh

popsané procedury byl stejny pro vSechny testovaci dny.

Pomoci barviva DiOC6 byla barvena cytoplazmatickd membrana bunék po dobu 20
minut pii pokojové teploté. DiOC6 se nespecificky vaZe na membranu pomoci
hydrofobnich interakci. Barvivem Phalloidin FITC byla specificky barvena aktinova
vldkna bunécéného cytoskeletu v cytoplazmé bunky po dobu 30 minut pti pokojové
teploté. Bunécna jadra byla obarvena barvivem DAPI, které se specificky vaze na
DNA, po dobu 15 minut pri pokojové teploté. Vzorky byly mezi barvenimi dvakrat
oplachnuty v PBS. Vizualizace obarvenych bunécnych struktur probéhla na

fluorescen¢nim mikroskopu Zeiss Axio Observer.

Pro analyzu na SEM musely byt buniky nejdiive dehydratovany. Z jamek byl odebran
glutaraldehyd a materidly dvakrat oplachnuty v ¢istém PBS. Dehydratace byla pro-
vedena ethanolovou Fadou o vzristajici koncentraci (60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 96 %
a 100 %). Do jamek bylo davkovano 500 pl ethanolu dané koncentrace a poté byly
vzorky vzdy inkubovany pri pokojové teploté po dobu 5 minut. Po uplynuti této

doby byl odsan ethanol o nizs$i koncentraci a nasledné pridano 500 pl ethanolu o
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vyss$i koncentraci. Po inkubaci v nejvyssi 100% koncentraci ethanolu byly materialy
vyndany z jamek na parafilm, kde se nechaly dostatecné vyschnout, a pak byly vra-
ceny do suchych jamek. Materialy byly poté rozstriZzeny naptl a nalepeny z licni i
rubové strany na kovové terciky a standardné na né byla nanesena vrstva zlata, aby
byly elektricky vodivé a nasledné byly bunécné struktury vizualizovany pomoci

SEM.

3.2 Vysledky a diskuze

V této kapitole jsou uvedeny vysledky jednotlivych casti experimentu popsanych
v predchozi kapitole 3.1. Zaroven je snahou této kapitoly diskutovat nad moznymi

piicinami vysledki a trendy v nich.

3.2.1 Zvlaknovani a ploSna hmotnost vrstev

Ackoliv byly parametry pri elektrickém stejnosmérném zvlaknovani nastaveny
kromé odtahové rychlosti vZdy stejné, viz podkapitola 3.1.2, tak se kazdy polymerni
roztok choval pfi procesu jinak, a to jak rychlosti zvlaknéni roztoku z celého zasob-
niku, ktera se mohla liSit az o 100 %, tak i tvorbou vlecek, které zistavaly viset na
krajich zvlaknovaci elektrody, coZ mohlo poskodit okraje vysledné vrstvy na pod-
kladové textilii. K tomuto poskozeni doslo u zvlaknovani vrstvy z PCL80_82, kviili
¢emuz byla také zvySena odtahova rychlost podkladové textilie na dvojnasobek a
velka ¢ast okraje nebyla pouzita k dalsim analyzam. Rozdil se také dal pozorovat na
polymernich tryskdch z jednotlivych polymernich roztokd, kdy napiiklad
PCL45_CF12 ¢i PCL80_64 mély velmi tenké trysky, které okem nebyly skoro vidét a
u ostatnich mohly byt trysky tlustsi, a tudiz byly 1épe viditelné.

Zvlakiovani s cilem vytvorit stejnou ploSnou hmotnost u materiald PCL45_82_M a
PCL80_82_M bylo pomérné uspésné, kdy se podartilo pripravit vrstvy s 22,4 g'm2,
respektive 23,2 g-m-2, to je rozdil pouze 0,8 g'm2, coZ spada do rozmezi smérodat-
nych odchylek, viz Tabulku 4. D4 se tedy konstatovat, Ze primérné byly ploSné
hmotnosti srovnatelné. Elektrické zvlaknovani je typické pro Sirokou distribuci
plosnych hmotnosti pres plochy vyslednych materialti, a to kviili samoorganizaci
tvorby nanovlaken ve zvlaknovacim prostoru. Tyto dva finalni elektricky zvlaknéné
materialy a jejich NFSK uprava byly také analyzovany na SEM a jejich morfologie a

struktura odpovidaly stejnym materialim zvlaknénym drive, jejichZ snimKky jsou
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vidét v nasledujici podkapitole 3.2.2. PloSné hmotnosti vSech pripravenych zaklad-
nich i upravenych vrstev jsou uvedeny v Tabulce 4. Z vysledkt vyplyva, Ze se ploSna
hmotnost u materialii s post-procesni shish-kebab tpravou zvysuje u jednotlivych
materiald razné. U materidlu PCL45_CF16_PA80 doslo oproti zakladni vrstvé ke sni-
zeni plosSné hmotnosti, coz mohlo byt zplisobeno vazenim ¢tverce o mirné mensi
ploSe neZ 1 cm? a také nehomogenitou distribuce ploSné hmotnosti v ramci dané
vlakenné vrstvy. ZvySeni bylo ziejmé zpisobeno pridanym polymerem z krystali-
zaCniho roztoku. Vrstva PCL80_82 méla pfi elektrickém zvlaknovani pomérné niz-
kou produktivitu, coz je pro polymerni roztoky s vy$si molekulovou hmotnosti
typické, a tedy i pomérné nizkou ploSnou hmotnost. TO se také projevilo v obtizné
manipulaci s timto materidlem a naopak PCL45_CF12 i CF16 mély vyrazné vétsi

plosné hmotnosti neZ ostatni materialy, a proto se s nimi manipulovalo nejsnaze ze

vSech testovanych materiald.

Tabulka 4: Plosné hmotnosti vsech elektricky zvldknénych zdkladnich materidlii i materidlii po post-
proceni tipravé. SD znaci smérodatnou odchylku. SK znaci post-procesni tipravu bud’ zi'edénym poly-
mernim roztokem PCL45 nebo PCL80. M znaci materidly, pri jejichZ vyrobé byla optimalizovdna odta-
hovd rychlost tak, aby se dostaly na co nejpodobnéjsi plosnou hmotnosti.

Material Plosna hmotnost SK Plosna hmotnost
+ SD [g'm2] [gm2]
PA45 32,7+2,6
PCL45_82 25,8+ 0,2
PA8O 28,0+ 2,2
PCL45 82 M 22,4+0,3 PA80 27,0+0,0
PA45 79,7 + 2,6
PCL45 CF16 71,9 £ 0,4
PA80 64+1,6
PA45 13,3+0,5
PCL80_82 11,6 +1,6
PA80 12,7 +0,9
PCL80 82 M 23,2+ 3,7 PA8O 34,0+1,4
PCL45 CF12 56,9 £ 3,6
PCL80_64 39,2+5,5
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3.2.2 Shish-kebab struktury a vybér materiali pro dalsi testy

Na zakladé snimkl ze SEM byly z péti zvlaknénych materiald vybrany pouze tfi,
které mély vhodna jak ptvodni neupravena vlakna, tak i strukturu shish-kebab. Ze
snimkd vyplyva, Ze spodni i vrchni strana materialti po post-procesni shish-kebab
Upravé vypada srovnatelné, a tedy proces tvorby lamel kebabti probéhl stejné na

obou stranach, viz Obrazek 18.

s [

b NS 4 !
SEM HV: 10.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN| SEM HV: 15.0 kV ‘ SEM MAG: 5.00 kx

Obradzek 18: Nalevo spodni strana a napravo vrchni strana neupraveného elektricky zvldknéného
materidlu PCL80_82_PA45. SEM Tescan, méritko 10 um.

Dale byly porovnavany jak zadkladni, tak NFSK vrstvy podle morfologie vlaken, jejich
miry vzajemné slepenosti, pritomnosti koralkovych struktur ¢i jinych nevlakennych
defektlim, které v tomto pripadé byly brany jako nezadouci deformace a v nepo-
sledni radé podle morfologie lamel kebabti neboli povrchovych nartstl na télech
vladken po post-procesni Upravé, jejich tvaru, pravidelnosti, periodicity a deformaci.
Pfedem je potfeba zminit, Ze u nékterych materidli Slo htre zaostrit strukturu
shish-kebab na vlaknech, coz mohlo ovlivnit vyhodnoceni téchto materialt. Obecné
se hilife zaostiovaly materidly, kde byl pouZit krystaliza¢ni roztok s PCL80, ackoliv
na vSechny materialy byla nanesena vrstva zlata stejné. Rozdily mezi NFSK za pou-
ziti krystaliza¢niho roztoku s PCL45 nebo PCL80 byly velmi méalo patrné, coz mohlo
byt zplisobeno horsim zaostfenim snimki a také technickymi limity pouZzitého mi-

kroskopu Tescan, ktery nedovoloval pfti velkém zvétSeni dostate¢né zaostrit malé
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lamely kebabu. AvSsak mikroskop Tescan byl dostupny primo autorovi této diplo-
mové prace za snazsiho pristupu i ekonomicky méné naro¢ného spotiebniho mate-

rialu.

SEMHV: 15.0kV | SEM MAG: 5.00 kx

Obrdzek 19: Neupravend vldkna pripravend z riiznych polymernich roztoku. A) PCL45_82,
B) PCL45_CF12, C) PCL45_CF16, D) PCL80_64 a E) PCL80_82. SEM Tescan, méritko 10 um.

U materidlu PCL45_82 bylo pozorovano pomérné Casté preruSeni vldken zakoncené
malym koralkem a obcas na vrchni strané vlaken byla mista bez lamel kebabd, coz
ale mohlo byt zpisobeno az skenovanim pomoci SEM, kdy byly jemné struktury ke-
babii roztaveny energii proudu elektronti (15 kV). Vlakna méla pomérné zajimavou
distribuci priimér(, ktera by se dala oznacit jako bimodalni, kdy néktera vlakna méla
priameér vétsi jak 1,5 um a mezi nimi bylo velké mnozstvi vlaken s priimérem kolem
300 nm, viz Obrazek 19A. Primérny priimér vlaken dosahl 685 nm, pricemz median
priméru ¢inil 343 nm. Lamely kebabu byly na mensich vlaknech pravidelné a vy-
razné, na vétSich vlaknech uzZ nepravidelné a méné vyrazné, pricemz strukturné pti-
pominaly diky své ndhodné orientaci na povrchu vlakna motské koraly. Pti pouziti
krystaliza¢niho roztoku s PCL80 se zdaly byt lamely kebabu mensi a méné vyrazné,
avsak to mohlo byt zpisobeno horsim zaostienim snimki. Snimky NFSK jsou vidét

na Obrazku 20.
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SEM l'iV: 15.0 kV SEM MAG: 14.0 kx j VEGA3 TESCAN| SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 14.0 kx | VEGA3 TESCAN|

Obrdzek 20: SEM snimky shish-kebab struktur na materidlu PCL45_82. A) PCL45_82_PA45 a
B) PCL45_82_PA80. SEM Tescan, méritko 5 um.

Vlakna materialu PCL45_CF12 také byla na urcitych mistech prerusena, avSak ne to-
lik jako u PCL45_82. Vyskyt koralkové struktury byl v tomto pripadé mnohem vy-
raznéjsi, kdy vrstva obsahovala velké mnozstvi velkych koralkil (kapek polymeru),
coz bylo pravdépodobné zptsobeno prilis nizkou koncentraci polymerniho roztoku,
a tedy i jeho nizkou viskozitou. Vrstva opét obsahovala dvé skupiny vlaken, mensi
prvni skupina obsahovala vlakna o priiméru vétsim nez 1 um a druha vétsi skupina
velké mnoZstvi opravdu jemnych vlaken o priiméru kolem 120-300 nm, viz Obra-
zek 19B. Primérny primér vldken byl 400 nm a median pak 255 nm. Lamely kebabu
byly vyrazné a periodické jak na jemnéjsich, tak i tlustsich vldknech, avSak vldkna se
po shish-kebab tpravé zdala byt mirné slepena k sobé. To bylo pravdépodobné zpii-
sobeno pentyl-acetatem, ktery ackoliv je pro PCL Spatnym rozpoustédlem, tak
z velké ¢asti rozpustil zminéna jemna vlakna, ktera se tim pfrilepila na ta s vétSim
priamérem. Rozdil mezi dvéma pouzitymi krystalizacnimi roztoky nebyl ze snimka

nijak patrny, viz Obrazek 21.

Materidl PCL45_CF16 uz nevykazoval pteruSeni vlaken, patrné diky vyssi koncen-
traci polymerniho roztoku a mira vyskytu koralkové struktury byla také oproti nizsi
koncentraci omezena, avsak koralky se stale vyskytovaly. Rozdéleni primért vlaken
uzZ nebylo tak extrémni, ale stale se vyskytovala jak vlakna s priimérem vétSim
2,5 um, tak i urcita sit jemnych vlaken s priimérem priblizné 300-400 nm, viz

Obrazek 19C. Vlakna méla primeérny pramér 840 nm s medianem cinicim 433 nm.
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Prameér vlaken byl obecné vétsi nez u nizsi koncentrace, coz bylo nepochybné zpi-
sobeno pravé vyssi koncentraci. U vétSich vlaken byla také pozorovana urcita defor-
mace jejich povrchu. Lamely kebabu byly opét vyraznéjsi u jemnych vlaken, ale
jejich struktura byla dobie patrna i na téch s vétSim priimérem, ackoliv jejich pravi-
delnost uz byla horsi a orientace vici ose vlakna ndhodna. Na tomto materialu se
také podarilo poridit kvalitni snimek shish-kebab struktury na koralku (nebo vlaknu
s velmi velkym priimérem), ktera pripomina jiz zminény moisky koral, viz Obra-
zek 22. Tento jev nepravidelnych a neorientovanych lamel kebabu je pravdépo-
dobné zptlisoben vnitfnim uspoidadanim polymernich retézci ve vlakné, kdy vlakno
s velkym primérem nema fetézce paralelné srovnané po smeéru délky vlakna, ale
pravé diky tloustce nahodnéji a podle nich se pak orientuji Fetézce vlamelach
kebabu. Shish-kebab struktura byla vyrazna, periodicka a s kolmou orientaci na osu
vlakna u vlaken s mensim primérem. Orientace se z velké ¢asti zachovala i u vlaken
s vétSim primeérem, ale byla zde uZ opét pozorovana tendence odchylovat se od

kolmého dhlu na osu vlakna. Pro materidl PCL45_CF16_PA80 se zdaly byt lamely

kebabu méné vyrazné, a to hlavné na vlaknech s vétSim priimérem, viz Obrazek 23.

ok D -
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SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 14.0 kx VEGA3 TESCAN| SEM HV: 15.0

Obrdzek 21: SEM snimky shish-kebab struktur na materidlu PCL45_CF12. A) PCL45_CF12_PA45 a
B) PCL45_CF12_PA80. SEM Tescan, méritko 5 um.
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SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 5.00 kx

Obrdzek 22: Shish-kebab struktura na velké polymerni kapce - defektu ve vidkenném materidlu
PCL_CF16_PA45.

Morfologicky nejvice deformovanou vrstvu mél material PCL80_64. Pri procesu
zvlakiiovani se s velkou pravdépodobnosti neodparilo rozpoustédlo z polymerniho
roztoku dostatecné a z toho divodu byla vlakna p¥i dopadu na podkladovou textilii
jeSté CasteCné rozpusténd. Vysledkem byla vrstva se zietelné slepenymi vldkny
k sobé, jejich povrch byl deformovany a €asto byly pozorovany vétsi uschlé kapky
polymeru a koralky na vlaknech, viz Obrazek 19D. Pramér vlaken byl pomérné pro-
ménlivy po jejich délce, ale z méreni vySel primérny primér vlaken 905 nm a me-
dian priméru pak byl 673 nm. Shish-kebab struktura byla na mensich vlaknech
pravidelnd a orientovana, na vétSich vldknech pak méné orientovang, vyraznost byla
na vSech vlaknech srovnatelna. Lamely kebabu se zdaly byt oproti materialu
PCL45_CF16_PA45 mensi a byly bliZze k sobé (mensi periodicita), viz Obrazek 24.
Struktura materidlu PCL80_64_PA80 vypadala podobné jako pti pouziti krystalizac-
niho roztoku s PCL45, okometricky se zdaly byt kebaby velmi mirné mensi, ale to

mohlo byt zpiisobeno hor$im zaostienim vldken.

59



I
4‘7 R
. ¥ (' [” '
SEMHV:15.0kV | SEM MAG: 14.0 kx VEGA3 TESCAN| SEMHV:150kV  SEM MAG: 14.0 kx VEGA3 TESCAN

Obradzek 23: SEM snimky shish-kebab struktur na materidlu PCL45_CF16. A) PCL45_CF16_PA45a
B) PCL45_CF16_PA80. SEM Tescan, méritko 5 um.
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: SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 14.0 kx VEGA3 TESCAN| SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 14.0 kx | VEGAS TESCAN|

Obrdzek 24: SEM snimky shish-kebab struktur na materidlu PCL80_64. A) PCL80_64_PA45 a
B) PCL80_64_PA80. SEM Tescan, méritko 5 um.

Vlakna materidlu PCL80_82 méla obc¢as na povrchu zaschlé malé kapky polymeru,
ale jinak byl jejich povrch z vétSiny hladky, nebyly pozorovany zadné deformace ani
koralkova struktura, viz Obrazek 19E. Primér vlaken nemél podle méreni tak vy-
razné rozdéleni jako u prechozich materialti, avsak vétSina vlaken méla primér nad
1,5 pm. Vlaken s priimérem pod 500 nm bylo pozorovano jen malo. Vlakna dosahla
primérného priméru 1381 nm a medianu 1104 nm. Lamely kebabu byly vyrazné a
periodické, pouze na vlaknech s vétSim primérem se vyskytovala mista, kde chybély

uplné a povrch byl v misté mirné deformovany. Na vétsSich vlaknech s priimérem
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vétSim neZ 2 um byla také struktura shish-kebab méné hustd, nepravidelna a s na-
hodnou orientaci vii¢i ose vlakna. Vlakna materidlu PCL80_82_PA80 méla podobnou

morfologii shish-kebab struktury jako PCL80_82_PA45, viz Obrazek 25.

SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 14.0 kx VEGAS3 TESCAN| SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 14.0 kx | VEGA3 TESCAN

Obrdzek 25: SEM snimky shish-kebab struktur na materidlu PCL80_82. A) PCL80_82_PA45 a
B) PCL80_82_PA80. SEM Tescan, méritko 5 um.

Na zakladé zde uvedenych vysledkd, jejichz shrnuti je uvedeno v Tabulce 5, byly vy-
brany pouze 3 materialy pro dal$i analyzu ptipravy shish-kebab struktury a jejiho
testovani. Material PCL45_CF12 mél sice vyhovujici shish-kebab strukturu, avsak
kviili nizké koncentraci polymerniho roztoku prili§ mnoho koralkt na svych vlak-
nech, coz je v tomto pripadé nezadouci jev, ktery by mohl ovlivnit vysledky in-vitro
testovani na bunkach. Material PCL80_64 mél slepena vlakna, ktera navic byla de-
formovana a méla na sobé koralky. Dale v sobé mél materidl uschlé polymerni
kapky, které se pri elektrickém zvlaknovani viibec netransformovali do vldkenného
tvaru a vlakna nemeéla po své délce homogenni primeér. Z toho diivodu byly tyto ma-
teridly v ramci experimentu vyrazeny z dalSiho testovani a ponechany tedy byly
pouze materidly PCL45_82, PCL45_CF16 a PCL80_82, které nemély koralkovou
strukturu anebo jen omezenég, neslepend vldkna a lamely kebabu byly také vyhovu-

jici.
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Tabulka 5: Shrnuti vysledkii pripravy zdkladnich a shish-kebab vidken k vybéru vhodnych materidlii.
SD zna¢i smérodatnou odchylku

Prameér Deformace
Material  vlaken +SD Koralky . Shish-kebab
vlaken
[nm]
v Preruseni Na mensich
PCL45_82 685 + 817 Omezeneé , , wivs
vlaken vyraznéjsi
PCL45 CF12 400 + 437 Ano Prerusen Na viech
vlaken
PCLA5_CF16 840+1114  Ano Hruby povrch AEREiE S

vyraznéjsi
Slepena vlakna, ne-
homogenni priimér

PCL80_82 1381 + 803 Ne Ne

PCL80_64 905 + 689 Omezeneé Malo vyrazné

Na vétSich
nékde chybél
3.2.3 Analyza shish-kebab struktury

JelikoZ nebylo u NFSK materiali mozné na zakladnim SEM Tescan nasnimat struk-
turu lamel kebabii ve vysokém pribliZzeni dostate¢né detailné a s vysokym rozlise-
nim, tak byly vybrané tfi materidly nasnimany na pokrocilejSim SEM Zeiss, viz
podkapitola 3.1.4. Diky dosazenym detailim bylo na snimcich pozorovano, Ze
lamely kebabu vypadaji pomérné jinak, nez jak bylo pozorovano u zakladniho SEM,
a dokonce takova struktura nebyla zminéna ani v literature, viz podkapitola 2.3.3 a
kapitola 2.4. Primérné hodnoty charakteristickych veli¢in jsou uvedeny v Tabulce 6
na konci podkapitoly. Vice snimkii ze SEM vSech pripravenych materiali je k vidéni

v Priloze A.

Shish-kebab struktura povrchovych ,nartisti“ po post-procesni tpraveé na zvlakné-
ném materidlu PCL45_82_PA45 neméla ocekavany tvar, kdy je lamela kebabu vcelku
kolem celého obvodu vlakna s kolmou orientaci na osu takového vlakna. Misto toho
byly na povrchu vldken pozorovany oddélené vystupky ¢i vybézky polymeru s kru-
hovou zakladnou, které jsou na prvni pohled rozmistény ndhodné, ale vyskytuje se
mezi nimi urc¢itd mira periodicity, kdy jsou vystupky serazené vedle sebe ve sméru
priblizné kolmém na osu vlakna a dalsi fada vystupkti je az o urcitou vzdalenost dale,
viz Obrazek 26. Zajimavym fenoménem je, Ze vlakna o vétSim primeéru, priblizné
uz nemaji lamely kebabu tvar vystupkd, ale jsou protahlejsiho tvaru. Lamely vsak

stale nejsou kolem celého obvodu vlakna, a navic jejich orientace, ackoliv vétSinou
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stale pribliZzné kolma na osu vlakna, ma uz ndhodnéjsi charakter, kdy byly na po-
vrchu vidét také lamely, které mély orientaci podélnou s osou vldkna. U vlaken s pri-
mérem nad 2,5 um bylo dale pozorovano, Ze na nékterych mistech povrchu vlaken
chybi shish-kebab struktura tiplné anebo je pouze ridka. Z divodu velmi malého po-
¢tu nasnimanych vlaken s druhou zminénou variantou lamel bylo pocitano pouze
mnozstvi vystupkil. Z vypoctenych hodnot hustoty vybézki je ziejmé, Ze s povr-
chem vlakna roste pocet vybézka priblizné linedrné, viz Graf 1, kde byl zvolen pri-
seCik osy linearni regrese nula za predpokladu, Ze s nulovym povrchem nebude mit
vlakno Zadné vybézky. Cim mélo vlakno vétsi priimér, tim také priblizné linedrné
rostl pocet vybézkl na jednotku délky vlakna, viz Piilohu B.1. Mezi primérem a

plosnou hustotou vybézki se zadna zavislost neprojevila, viz Piilohu B.2.

o

r!l L - €
2 S

Mag= 25.00 KX Image Pixel Size = 4.466 nm Sigﬁal A =InLens
WD= 15mm EHT= 1.00kV Aperture Size = 10.00 pm  Date :12 Feb 2024

Obrdzek 26: Shish-kebab struktura na materidlu PCL45_82_PA45. SEM Zeiss, méritko 200 nm.
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Graf 1: Zavislost poctu vybézkii na povrchu vldkna pro materidl PCL45_82_PA45 (Cervené) a
PCL45_82_PA80 (modre).

Morfologie shish-kebab struktury na materidlu PCL45_82_PA80 vykazovala stejnou
tendenci jako pri pouziti krystaliza¢niho roztoku s PCL45, avsak ze snimki SEM bylo
jiz okometricky ziejmé, Ze hustota polymernich vybézkii je mirné nizsi, nez tomu
bylo u jeho protéjsku, viz Obrazek 27. To je podloZeno i vyslednym méienim hustoty
vybézk, viz Graf 1, kde je také zirejmé, Ze hustota vybézki roste s povrchem vlaken
pomaleji, jelikoZ smérnice pfimKky z rovnice linearni regrese je vice nez 1,5x mensi.
Podélna i ploSna hustota vykazovali stejné zavislosti jako u PA45, viz Prilohu B.1 a

B.2.
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Signal A = InLens CXI TUL
= 23mm EHT= 1.00kV Aperture Size = 10.00 ym  Date :14 Feb 2024

ZEISX

Obrdzek 27: Shish-kebab struktura na materidlu PCL45_82_PA80. SEM Zeiss, méritko 200 nm.

U materialu PCL45_CF16_PA45 prokazovala morfologie shish-kebab struktury mno-
hem vétsi podobu k morfologii, ktera byla pozorovana v literature. Lamely kebabu
nebyly v nékterych pripadech stale narostlé kompletné kolem celého obvodu
vlakna, ale uZ se nevyskytovaly polymerni vybézky, jako u NFSK vrstvy materialu
PCL45_82. Nékteré lamely byly jiz narostlé kolem celého obvodu vlakna, ale povrch
jejich vrcholkl nebyl hladky, coz naznacuje, Ze se v bezprostiredni blizkosti mohlo
spojit vice sousednich lamel do jedné. Morfologie lamel kebabii nezavisela na pri-
méru vldkna, na vSech byla priblizné stejna, ale u vlaken s mensim primérem byla
velikost lamel srovnatelna s prlimérem vlakna, viz Obrazek 28, a u vlaken s pramé-
rem priblizné vétSim jak 2,5 um byly lamely velmi fidké a na nékterych mistech chy-

bély uplné. Hustota lamel kebabu je vidét na Grafu 2.
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Obrdzek 28: Shish-kebab struktura na materidlu PCL45_CF16_PA45. SEM Zeiss, méritko 200 nm.
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Graf 2: Zavislost poctu lamel na povrchu vldkna pro materidl PCL45_CF16_PA45 (Cervené) a
PCL45_CF16_PA80 (modre, 1 odlehld hodnota vyrazena).

Lamely kebabu materialu PCL45_CF16_PA80 vypadaly také v ptilce piipadi jako po-
mérné souvislé kotouce kolem celého obvodu vlakna, ale na druhou stranu vykazo-
valy vétsi roztristéni na jednotlivé kratké polymerni tseky, a proto byla druha

polovina povaZovana spiSe za vybézky nez lamely. Vybézky se vyskytovaly spiSe na
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vlaknech mensiho priiméru, nejvice jich bylo v rozmezi 220-320 nm. Ackoliv se la-
mely vytvorily i na vldknech o priméru kolem 300 nm, tak byly pozorovany spiSe
na vlaknech s vétsSim primérem v rozmezi 450-1600 nm. Pocet lamel u tohoto ma-
terialu byl dle linearni regrese mirné vétsi nez u protéjSku s PA45, viz Graf 2. Hus-
tota vystupkil na tomto materialu je vSak vyrazneé nizsi nez u NFSK vrstvy materialu
PCL45_82, viz Graf 3. Je ale tfeba dodat, Ze mély jiny tvar s obdélnikovou zakladnou
a velikost, kdy pripominaly spiSe velmi kratkou lamelu a byly od sebe vice vzdalené,
viz Obrazek 29. U obou variant NFSK materialt PCL45_CF16 nebyla pozorovana vy-
razna zavislost podélné hustoty lamel na priiméru vlakna, viz Piilohu B.3, ale plosna
hustota lamel zavisela exponencidlné na priméru vlakna, viz Prilohu B.4, cozZ je

opacny trend nez u materialu PCL45_82.

b

) B a k.

¢ 3 i
T U L 200 nm* lag 5.00 KX Image Pixel Size = 4.466 nm Signal A = InLens CXITUL
EHT = 1.00 kV Aperture Size = 10.00 pm  Date :14 Feb 2024

ZEISX

Obrdzek 29: Shish-kebab struktura na materidlu PCL45_CF16_PA80. SEM Zeiss, méritko 200 nm.

67



140

120
= 100
|
4
w80
o)
N>
>
w60 y =18,18x
3 R=022 o @ .
& 4 7 L 4 o
o .0
20 [
0
0 1 2 3 4 5 6 7

Povrch vldkna [um?]

Graf 3: Zdvislost poctu vybézkii na povrchu vidkna pro materidl PCL45_CF16_PA8O.
Na materialu PCL80_82_PA45 se tvorily spiSe polymerni vystupky, ale pozorovany
byly i lamely. Vystupky se tvorily na vldknech mensiho priiméru v rozmezi 300-
600 nm a lamely naopak na vlaknech vétsiho priiméru od 650 nm a vysSe. Lamely
vSak nebyly vétSinou vcelku kolem celého obvodu vlakna, kdy se jednalo o spojeni
vice sousednich lamel ve stejné trovni. Vystupky byly tvarem podobné NFSK mate-
rialu PCL45_82, avsak v urcitych piipadech se také jednalo o velmi kratké lamely
s obdélnikovou zakladnou, viz Obrazek 30. Pocet vybézkii na povrch vlakna je srov-
natelny s poctem vybézki u materidlu PCL45_CF16_PA80, viz Graf 4. PoCet lamel na
povrch vldkna je srovnatelny s materidlem PCL45_CF16_PA45, viz Graf 5. Pocty la-
mel i vystupki byly srovnatelné pro oba krystaliza¢ni roztoky PA45 i PA80 s mirné
vétsi hodnotou pro PA45. Mira riistu poc¢tu lamel a vybézka s rostoucim povrchem
vlaken se také zda byt u obou materialt PA45 i PA80 srovnatelna. Morfologie obou

variant kebabi nebyla zavisla na priiméru vlaken.
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Obrdzek 30: Shish-kebab struktura na materidlu PCL80_82_PA45. SEM Zeiss, méritko 200 nm.

ZFEISX

Materidl PCL80_82_PA80 mél morfologii shish-kebab struktury srovnatelnou
s PA45, viz Obrazek 31. Stejné jako u PA45 se na povrchu vlaken vytvorily kebaby
jak ve tvaru lamel, tak vybézkd a rozmezi pramért, ve kterém se obé varianty vy-
skytovaly, bylo také srovnatelné s PA45. Z méfeni v programu Image] se jevilo, Ze
ma tento material vice lamel, a naopak méné vybézki oproti protéjsku s PA45, toto
pozorovani vsak mohlo byt zptisobeno malym souborem mérenych vlaken. Na grafu
v Priloze B.5 je vidét tendence zvySovani poctu vybézkil na délku vlakna s rostoucim
primérem vlakna, coz ale u téchto materialt neplati pro lamely, viz B.6. V zavislosti
na rostoucim priameéru vlakna se zd3, Ze pocet vybézk i lamel na jednotkovou plo-

chu kles3, viz Ptilohu B.7 a B.8.
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Graf 4: Zavislost poctu vybéZkii na povrchu vldkna pro materidl PCL80_82_PA45 (Cervené) a
PCL80_82_PA80 (modre).
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Graf 5: Zavislost poctu lamel na povrchu vildkna pro materidl PCL80_82_PA45 (Cervené, oranZove vy-

razené z linedrni regrese) a PCL80_82_PA80 (modre, svétle modre vyrazené).
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Obrdzek 31: Shish-kebab struktura na materidlu PCL80_82_PA80. SEM Zeiss, méritko 200 nm.

ZFISK
Date :9 Feb 2024

Tabulka 6: Priimérné priiméry vidken, na kterych byly méreny hustoty vystupkii a lamel na jednotko-
vou plochu a délku (N-S1 a N-L1). SD znaci smérodatnou odchylku.

Material Primér N-S1+SD N-L1+SD Lamely /
vlaken + SD [nm] [num-2] [num-1] Vystupky
PCL45_82_PA45 228 + 54 66 12 23+6 Vystupky
PCL45_82_PA80 257 £ 101 41+9 16 +5 Vystupky
PCL45f5F16‘PA 500 =166 6+3 4+1 Lamely
PCL45_CF16_PA "
80 (vystupky) 330127 215 10+ 2 Obé
PCLASCEL6 PA 504 450 745 541 Ob
80 (lamely)
PCL8,0_82‘PA45 487 + 134 24+7 17+ 4 Obé
(vystupky)
FOLEL S 846 + 134 6+2 8+2 Obé
(lamely)
PCLS,O‘82‘PA80 450 + 154 22+3 15+3 Obé
(vystupky)
PCL80_82_PABD 870+ 172 52 7+2 Obé
(lamely)
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3.2.4 Diferencialni skenovaci kalorimetrie

Z vysledkl analyzy DSC vyplyva, Ze zakladni materialy PCL45_82 a PCL45_CF16
mély oproti materidlu PCL80_82 o 8-9 % vyssi krystalinitu, viz Tabulku 7. Zvolené
smési rozpoustédel ziejmé nijak neovlivnily Kkrystalinitu polymernich vlaken.
Vsechny testované vzorky mély maximum entalpie v rozmezi 62-67 °C a krystalinita
vSech materialti z PCL45 a PCL80 byla vrozmezi 56-67 %. To odpovida typické
teploté tani PCL i béZnému rozsahu krystalinity PCL, viz kapitola 2.2. Skelny piechod
nemohl byt kviili rozsahu mérenych teplot pozorovan. Obecné z vysledka vyplyva,
Ze krystalinita polymernich vlaken z PCL po post-procesni shish-kebab tpraveé roste.
Rozdil sice neni nijak velky, ale u NFSK materialt PCL80_82 ¢inil 2,5 %, coz uZ neni
zanedbatelné. Je také nutné brat v potaz, ze hmotnostni podil lamel kebabti viici
celému zbytku hmoty vlakna je ve vétsSiné piipadt maly, z ¢ehoZ by se dalo odvodit,
ze lamely kebabu maji pomérné vysokou krystalinitu. Rozdil mezi zménou krystali-
nity post-procesni ipravou s riznymi krystaliza¢nimi roztoky je viditelny pouze u
materialu PCL45_CF16, kde se s pouzitim PA45 krystalinita oproti neupravenému
materidlu zvysila o 1,7% a naopak s pouzitim PA80 klesla o 0,5 %. Priibéh DSC
analyzy pro material PCL45_CF16_PA45 je vidét na Obrazku 32 a priibéhy DSC ana-
lyzy zbylych vzorki jsou k vidéni v Priloze C. U nékterych vzorki se objevila dvé ma-
xima, to ale mohlo byt zptisobeno defekty na vlaknech z elektrického zvlakiovani,
nehomogenitou rozloZeni krystalickych fazi ve vzorcich ¢i pripravou vzorku pro DSC

analyzu.

Tabulka 7: Vysledky DSC analyzy. AH znaci entalpii a SK druh shish-kebab krystalizaéniho roztoku.

. AH +£SD  Krystalinita AH = SD Krystalinita

Material SK [-g1] + SD [%]
PA45 87,7+0,8 64,7 £ 0,6

PCL4582 87,0+1,3 64,2+0,9
PA80 88,1+0,7 65,0 £ 0,5
PA45 90,4 +0,6 66,7 £ 0,5

PCL45_CF16 88,010 65,0+0,7
PA80 87,4 £ 0,5 64,5+ 0,4
PA45 78,8 0,5 58,2+0,4

PCL8082 754%0,3 55,7+0,2
PA80 78,8+0,8 58,1+0,6
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Obrdzek 32: DSC analyza, priibéh zmény entalpie v zdvislosti na teploté pro materidl PCL45_CF16_PA45.

3.2.5 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie méla za cil ovérit pripadné zmény molekulové
hmotnosti v pfipadé, kdyby spolu reagovaly krystaliza¢ni roztok a PCL vlakna, coZ
se nepotvrdilo. Molekulovad hmotnost byla stejna jak pro zakladni neupravené, tak i
upravené materidly, viz Graf 6. Pro PCL80 vysla hmotnostni stfedni molekulova
hmotnost priblizné 80000 g-mol-1, pficemzZ pro PCL45 priblizné 32000 g-mol-%, coZ
neodpovida hodnoté uvadéné vyrobcem. Tyto molekulové hmotnosti byly konzis-
tentné mezi vSemi testovanymi vzorky. Dale bylo smyslem GPC ovérit, zda se u kom-
binaci molekulovych hmotnosti PCL ve vlaknech a v krystalizacnim roztoku budou
ve vysledcich vyskytovat obé molekulové hmotnosti PCL nebo jen jedna z nich. Jeli-
koz bylo pfi ptipravé shish-kebab struktur naneseno priblizné 2-3 g krystaliza¢niho
roztoku o 1% w/w koncentraci PCL, tak hmotnost polymeru naneseného na vldken-
nou vrstvu bylo priblizné jen 0,02-0,03 g. Druhy typ PCL se u Zadného takového

vzorku neobjevil, viz Graf 7. To mtze byt zplisobeno detek¢nim limitem GPC metody.

73



Hmotnostni stfedni molekulovd hmotnost
[g:-mol?]

90000
80000
70000
60000
50000
40000
30000
20000
10000

Graf 6: Priimérné hmotnosti sti‘edni molekulové hmotnosti jednotlivych materidlii z GPC analyzy.
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Graf 7: Graf zdvislosti intenzity rozptyleného svétla na retencnim case. Intenzita odpovidd poctu

retézcti dané molekulové hmotnosti v urcity cas.



3.2.6 Analyza in-vitro bunécnych testii

Vramci optimalizace nanovlakennych materidli s icelem piipravy hierarchicky
strukturovanych vlaken byly pripravené materialy testovany a hodnoceny z
pohledu bunécné adheze a proliferace. Cilem bylo ovérit biokompatibilitu materiali
a porovnat interakci mysich fibroblastii 3T3-NIH na neupravenych a upravenych
materialech. Vysledky metabolické aktivity bunék v jednotlivych testovacich dnech

jsou vidét na Obrazku 33 a znaceni vzorki je zndzornéno v Tabulce 8.

Tabulka 8: Prirazeni ¢isel k jednotlivym testovanym zdkladnim i upravenym materidliim.

Cislo Zakladni Cislo Zakladni

vzorku material LIEEE vzorku material g
1 PCL45_82 PA45 6 PCL80_82 PA8O
2 PCL45 82 PA8O 7 PCL45 82 -
3 PCL45 CF16 PA45 8 PCL45 CF16 -
4 PCL45 CF16 PA8O 9 PCL80_82 -
5 PCL80_82 PA45
Ao.45 B 0:2
g 0.2 I : I é 0.2
o | B | I | R ) B
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Obrdzek 33: Grafy metabolické aktivity bunék 3T3-NIH mysich fibroblastii adherovanych na jednotli-
vych materidlech v jednotlivé testovaci dny. A) PCL45_82, B) PCL45_CF16, C) PCL80_82 a D) souhrnny
graf. Ciselné oznaceni vzorkii viz Tabulku 8.

Z grafti na Obrazku 33 je patrné, Ze kazdy z testovanych materialli je kompatibilni

s bunéc¢nou linii 3T3-NIH. Na kazdém z testovanych material{i je patrna pocatec¢ni
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bunécna adheze po 24 hodinach inkubace bunék a nasledna bunécna proliferace v
tretim a sedmém testovacim dni. Metabolickd aktivita byla ve vSech pripadech
nejvyssi po 7 dnech inkubace. U NFSK materiald PCL80_82 neni ziejmy vliv povr-
chové upravy na bunécnou adhezi a proliferaci oproti neupravenému materialuy, viz
Obrazek 33C. U materialu PCL45_CF16 (Obrazek 33B) je patrny rozdil u povrchové
upravy krystalizatnim roztokem PA45, ktery pozitivné ovlivnil buné¢nou adhezi,
jelikoZ byla metabolicka aktivita po 24 hodinach inkubace vys$si neZ u zbylych dvou
materiald. Na druhou stranu nebyl u materidlu PCL45_CF16_PA45 prokazan vliv
této upravy na bunécnou proliferaci, kdy po 7 dnech byla metabolicka aktivita ze
pozitivni vliv povrchové upravy pomoci PA80 na bunéc¢nou adhezi, proliferace vsak
ovlivnéna oproti neupravenému materialu nebyla. Pro materidly z PCL45, které
podporovaly bunécnou adhezi, se jevi trend poklesu metabolické aktivity po 3 dnech

vV

metabolicka aktivita byla pozorovana u materiald z PCL45_CF16.

Pro sledovani morfologie bunék byly buiiky na materialech v jednotlivych testova-
cich dnech zafixovany a fluorescenc¢né barveny pomoci barviva DiOC6 a DAPI, viz
podkapitola 3.1.5. Zvolené barvivo DiOC6 vSak nebylo vhodné, jelikoZ interagovalo
hydrofobnimi interakcemi nejen s bunécnou membranou, ale také s hydrofobnimi
PCL materidly, a tudiZ doslo k obarveni celého vzorku, coZ znemoznilo vzorky nasni-
mat na fluorescené¢nim mikroskopu. Pro sledovani morfologie bunék byla tedy pou-

Zita elektronova skenovaci mikroskopie, viz Obrazek 34 a 35.
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Obrdzek 34: Snimky ze SEM po 24 hodindch inkubace testovanych materidlii v suspenzi bunécné linie
3T3-NIH mysich fibroblastii. Méritko je 5 um.

Snimky ze SEM zachycené na Obrazku 34 zobrazuji bunikky adherované na povrchu
vSech testovanych materialti po 24 hodinach interakce. Morfologie bunék na vSech
materialech jsou srovnatelné. Na snimcich ze SEM, viz Obrazek 35, jsou zachyceny
bunécné populace na vSech testovanych materialech po 7 dnech inkubace. Nen{ jiZ
mozné pozorovat jednotlivé bunky, je zde vSak patrna rozprostiend monovrstva
tvotrend z bunék. Morfologie jednotlivych struktur bunéénych vrstev mezi sebou ne-
vykazuji vyrazné rozdilny charakter. Patrny nartist plochy materiali pokryté bun-
kami oproti prvnimu dni, viz Obrazek 34, potvrzuje bunécnou proliferaci v priibéhu
experimentu na vSech testovanych vzorcich, a tedy potvrzuje vysledky méreni me-

tabolické aktivity, viz Obrazek 33.
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Obrdzek 35: Snimky ze SEM po 7 dnech inkubace testovanych materidlii v suspenzi bunécné linie
3T3-NIH mysich fibroblastii. Méritko je 5 um.

Testovani bunécné interakce z pohledu bunécné adheze a proliferace bylo zopako-
vano na vybranych materialech PCL45_82_M a PCL80_82_M vyrobenych ze stejné
smési rozpoustédel a se srovnatelnou ploSnou hmotnosti, viz podkapitola 3.2.1.
Post-procesni shish-kebab Uprava byla provedena pouze krystalizatnim roztokem
1% w/w PCL80 v pentyl-acetatu. Testovani probihalo stejné a odbéry byly prove-
deny v prvni, tfeti a sedmy den. Vysledky metabolické aktivity bunék v jednotlivych

testovacich dnech jsou vidét na Obrazku 36.
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Obrdzek 36: Grafy metabolické aktivity bunék 3T3-NIH mysich fibroblastii adherovanych na jednotli-

vych materidlech v jednotlivé testovaci dny. Jednalo se o materidly zvidkriované na podobnou plosnou

hmotnost. A) Metabolickd aktivita po 24 hodindch interakce bunék s materidly a B) souhrnny graf pro
vSechny testovaci dny.

Vysledky metabolické aktivity bunék po 24 hodinach inkubace jednoznac¢né nepro-
kazuji vliv povrchové Upravy na zvySeni nebo sniZeni bunécné adheze na jednotli-
vych materialech. Materidl PCL45_82 s dUpravou meél mirné vétsi metabolickou
aktivitu bunék, avsak statisticky nevyznamné oproti zdkladnimu materialu. U mate-
rialu PCL80_82 byla tendence opacna, ale opét statisticky nevyznamneé. Je patrné, Ze
adheze na materialu PCL45_82 s i bez Upravy byla vyrazné vétsi, neZ na materialech
PCL80_82. Spise by tedy adheze mohla byt ovlivnéna priméry vlaken, a ne samot-
nou post-procesni shish-kebab uUpravou, kdy bunky l1épe adheruji na material
PCL45_82 s mensim primérem vlaken. Proliferace bunék testovana v tireti a sedmy
den od nasazeni bunék se jevila byt vétSi u materialu PCL80_82 pro upravenou va-
riantu, avSak opét statisticky nevyznamné. Naopak u materidlu PCL45_82 doslo
v sedmy testovaci den k vyraznému poklesu metabolické aktivity bunék u upravené

shish-kebab varianty. Takovy trend by mohl byt zplisoben nizsi pristupnosti péort

mezi vrstvami vlakenné struktury vlivem lamel kebabii na jednotlivych vlaknech.

Morfologie bunék byla dale sledovana pomoci fluorescen¢ni mikroskopie, viz Obra-
zek 37 a 38. Oproti prvnimu experimentu byly bunky barveny pomoci fluorescen-
¢niho barviva Phalloidin FITC, které se specificky vdze na aktinova vlakna
v cytoplazmé a pomoci DAPI, které se vaZze na strukturu DNA, viz podkapitola 3.1.5.
Snimky na Obrazku 37 nenaznacuji rozdil mezi morfologii bunék na jednotlivych
testovanych materialech, jak s, tak i bez shish-kebab upravy. Buniky na vSech snim-
cich vykazovaly c¢astecnou Ci celkovou dilataci, coZ naznacCuje vhodnou interakci

s povrchem testovanych materiald.
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Obrdzek 37: Snimky z fluorescencniho mikroskopu po 24 hodindch inkubace materidlii s bunécnou
linii 3T3-NIH mysich fibroblastil. A) PCL45_82_PA80, B) PCL80_82_PA80, C) PCL45_82 a D) PCL80_82.
Aktinovd vldkna barvena pomoci Phalloidin FITC (zelend) a DNA v jadre barveno pomoci DAPI
(modrd). Méritko je 50 um.

Dle snimkt na Obrazku 38 je patrné, Ze oproti inkubaci po dobu 24 hodin je na vSech
materialech nasobny nartist buné¢né populace po inkubaci trvajici 7 dni od nasazeni
bunék. Buniky na vSech materialech vykazuji dilataci a vytvareji monovrstvu pokry-
vajici povrch materialt. Vysledky pozorované na snimcich z fluorescen¢niho mikro-
skopu potvrzuji vysledky dosazZené testovanim metabolické aktivity na jednotlivych
materialech. Nehledé na pouZitou modifikaci povrchu vlaken vykazuji vSechny ma-
teridly vhodnou adhezi i vzristajici proliferaci bunécné linie 3T3-NIH mysich fib-

roblastu.
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Obrdzek 38: Snimky z fluorescen¢niho mikroskopu po 7 dnech inkubace materidlii s bunécnou
linii 3T3-NIH mysich fibroblastii. A) PCL45_82_PA80, B) PCL80_82_PA80, C) PCL45_82 a D) PCL80_82.
Aktinovd vldkna barvena pomoci Phalloidin FITC (zelend) a DNA v jddi'e barveno pomoci DAPI
(modrd). Méritko je 50 um.

3.3 Souhrnna diskuze vysledkt

V této diplomové praci bylo jednoznacné prokazano, Ze tvorba hierarchickych shish-
kebab struktur pomoci post-procesni upravy krystalizacnim roztokem je vyrazné
ovlivnéna zvolenym rozpoustédlovym systémem, ktery byl pouZit pfi stejnosmeér-
ném elektrickém zvlaknovani zakladnich materiali z polykaprolaktonu, a dale vlast-
nostmi pouZzitého krystaliza¢niho roztoku pro jejich samotnou ptipravu. Bylo
ukazano, Ze rozpoustédlovy systém pfti stejnych parametrech procesu elektrického
zvlaknovani urcuje vyslednou morfologii vlaken daného materialu, at uzZ rozloZenim
a velikosti priimért vlaken, tak jejich deformacemi a vzajemnym usporadanim jejich
struktury. Z vyslednych shish-kebab struktur vytvorenych post-procesni upravou
na vSech zakladnich materialech se zda, Ze rozpousStédlovy systém také ovliviiuje
vnitini krystalické usporadani ve vlaknech. Jak bylo popsano v kapitole 2.3.3, tak

tvorba lamel kebabi je z urcité ¢asti zplisobena mékkou epitaxi a zavisla na velikosti
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a tvaru krystalickych a amorfnich fazi v polymernim nanovlakné a na vSech testova-
nych materiadlech z riiznych rozpoustédel byla struktura shish-kebab rozdilna, kdy
nékterd vldkna meéla kebab ve tvaru vybézki s priblizné kruhovou zakladnou,
néktera vybézky s vice hranatou a podélnou zakladnou a néktera méla delSi lamely
kolem celého obvodu vlakna. DalSim faktorem ovliviiujicim strukturu shish-kebab
je nepochybné pouzity krystalizac¢ni roztok, ve kterém hraje diilezitou roli jak
zvolené rozpoustédlo, které miiZe rtizné silné rozpustit povrch vldken, tak i koncen-
trace polymeru a jeho molekulova hmotnost. Vys$si molekulova hmotnost znamena
delSi polymerni retézce, které mohou skrze mékkou epitaxi i pattern matching vy-
Zadovat vice ¢asu na usporadani do lamely kebabu, coZ u pomérné rychlé vyparovaci
metody nemusi byt splnéno. Z diivodu velmi Spatné rozpustnosti v pentyl-acetatu se
také mohou delsi fetézce PCL z roztoku diive vysrazet, coZ omezi jejich interakci

s povrchem vlaken.

Material PCL45_82_PA45 mél kebaby prevazné ve tvaru vybézkil, az od urcitého
priméru se vyskytovaly lamely, coZ miiZe byt zplisobeno praveé rozdilnou struktu-
rou krystalické faze, kdy vldkna s malym primérem meéla malé nepravidelné
rozmisténé krystality, vétsi vlakna pak vice uniformni krystality a ptilis velka vlakna
naopak nahodné orientované krystalické faze zptsobujici ndhodnou orientaci lamel
vUci ose vlakna a obecné 1idsi vyskyt struktur kebabti. Pii pouZziti PA80 byla hustota
vybézkili na povrchu vlakna nizsi, coZ miize byt zpiisobeno prave vyssi molekulovou
hmotnosti polymeru. Material PCL45_CF16_PA45 mél na vldknech s mensim primeé-
rem pravidelné rozmisténé lamely kebabu, které obepinaly cely obvod vlakna, coz
naznacuje, Ze ve vlaknech jsou polymerni fetézce usporadany prevazné paralelné a
krystalicka faze je tedy pravidelnéjsi. To by mohlo mit pric¢inu v tom, Ze se jednalo o
jediny material zvlaknény z jednoho rozpoustédla, bez pritomnosti nerozpoustédel,
které by omezovaly pri dlouzeni vldken volné uspoiadavani polymernich tetézci.
JelikoZ nebyla krystalinita tohoto materidlu vyznamné vyssi, viz Tabulku 7, tak
mohly krystalické faze byt oproti PCL_45 vétsi a méné roztristéné v objemu vlakna.
Ackoliv pri pouZziti PA80 byla hustota lamel vyssi nez u PA45, tak na snimcich je
vidét, Ze morfologie kebabi byla jina, kdy byly lamely krat$i a neobepinaly cely
obvod vlakna, coz mohlo vyustit ve vétsi pocet lamel klikaté za sebou na stejné ploSe
i délce vlakna. Tyto kratsi lamely, a dokonce i vyskyt kebabti tvaru vybézki, mohou

mit opét plivod ve vétsi molekulové hmotnosti polymeru v krystalizacnim roztoku.
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Na materialu PCL45_82 bylo u obou krystaliza¢nich roztoki vidét, jak zaleZzi struk-
tura kebabti na priiméru vlaken, kdy bylo ziejmé, Ze na vldknech s mensim pramé-
rem se primarné tvori vybézky a na vétsich vlaknech spise lamely. V Priloze B.9 a
B.10 je tento trend znazornén na grafech, ze kterych také vyplyva, Ze vybézky se
vyskytovaly na vldknech do priméru priblizné 800 nm a dale viibec, pricemz lamely
se vyskytovaly na vlaknech s priimérem od 650 nm a horni omezeni priiméru nevy-
kazovaly. Hustota vybézki i lamel byla u obou NFSK materialt priblizné stejna a vy-
bézky mély spiSe tvar velmi kratké lamely, ale lamely se u PA80 zdaly byt méné
pravidelné a kratsi. Na vlaknech s velmi velkym priimérem ve srovnani s ostatnimi
vlakny daného materialu se ¢asto morfologie shish-kebab struktury podobala moft-
skym koralim ¢i kvétinovym vzorltm, viz Obrazek 22, kdy lamely rostly s riiznou
orientaci a ve vétsiné pripadech byla struktura také velmi ridka az na nékterych mis-
tech chybéla uplné, viz Prilohu A.1 a A.4. Krystalicka faze do takové hloubky, do
které je povrch rozpustén krystaliza¢nim roztokem, tedy miiZe mit velice sloZitou
orientaci a usporadani krystalické a amorfni faze. Povrch je také pravdépodobné
vice amorfni neZ stied vlakna, jelikoz pri elektrickém zvlaknovani se ve stiredu déle

odparuje rozpoustédlo, coz by umoznilo lepsi uspoiadani polymernich retézct.

Grafy zavislosti podélné a plosné hustoty vybézkl a lamel na primeéru vlakna v
Piiloze B vykazuji u vétSiny materialli opacny trend, kdy podélna hustota mirné
roste a plo$na hustota naopak klesa, coz se zda jako protikladné jevy, ale z diivodu
malého poctu mérenych vldken se tyto vysledky téZko interpretuji a nabadaji k
opatrnosti pti takové interpretaci. Kebaby se totiz vyskytuji v rliznych morfologiich,
jak uZ bylo naznaceno diive. Lamely nemusi byt kolem celého obvodu vlakna,
mohou byt krats$i a tyto kratké lamely se mohou mezi dvéma Urovnémi spojit
jakymsi mistkem, coz ze dvou lamel vytvoii jen jednu. Dale se vyskytuji vybézky a
ty mohou mit jak kruhovou, tak i obdélnikovou zakladnu, a tedy i rizny tvar. Grafy
v priloze B proto slouzi hlavné jako naznak sméru, jakym se mtize charakterizace
shish-kebab struktur dale ubirat. Pro studium téchto jevii by bylo potfeba nasobné

vétSiho souboru mérenych vlaken nasnimanych pri vysokém zvétSeni.

Analyza DSC svymi vysledky potvrdila predpoklad, Ze lamely kebabu na vlaknech
maji urcitou mérou vyssi krystalinitu nez nosna vlakna, ale jedna se pouze o kvali-

tativni méreni. Ke kvantitativnimu méreni krystalinity lamel kebabu by bylo potieba
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vyuzit jinou charakteriza¢ni metodu a je otdzka, zda existuje metoda, ktera by tuto
strukturu dokazala presné zmérit. V pribéhu DSC analyzy se u nékterych materiali
objevily 2 maxima, ta se vSak objevila i u zakladnich materialti bez dpravy, coz vylu-
Cuje moznost tyto maxima priradit k PCL45 ¢i PCL80. Proto byl tento jev pravdépo-

dobné zptisoben pricinami zminénymi v podkapitole 3.2.4.

Analyza GPC odhalila, Ze PCL45 nema hmotnostni stfedni molekulovou hmotnost
takovou, jakou uvadi vyrobce, nybrZ o minimalné 15000 g-mol-! nizsi. DlleZité vSak
je, Ze vSechny materidly v ramci experimentu mély srovnatelnou molekulovou
hmotnost. Zajimavé bylo, Ze u kombinaci PCL45 a PCL80 ve vlaknech a krystalizac-
nim roztoku se u GPC tato kombinace neprojevila. Je mozné, Ze byly struktury
kebabu tvoreny spiSe na zakladé rozpusténi povrchu vlakna, tudiZ by obsahovaly
primarné polymer vlakna, anebo bylo mnoZstvi druhého polymeru naneseného

skrze krystaliza¢ni roztok pod detekénim limitem pristroje.

In-vitro bunécné testovani na bunécné linii 3T3-NIH mysich fibroblast jedno-
znacné neprokazalo vliv shish-kebab struktur na adhezi a proliferaci bunék. Materi-
aly PCL45_82_80 a PCL45_CF16_PA45 zlepSily metabolickou aktivitu a adhezi bunék
po 24 hodinach, ale naopak ve 3. a 7. den se nartst utlumil a byl stejny nebo mensi
nez u zakladniho a PA45, respektive PA80 materialu. Zopakovani experimentu pro
vlakenné vrstvy se srovnatelnou ploSnou hmotnosti poskytlo podobné vysledky.
U materidlu PCL45_82_PA80 doSlo ke zlepSeni adheze oproti neupravenému
materidlu a u PCL80_82_PA80 byl trend opacny. Proliferace byla nejnizsi pro
zakladni material PCL80_82. I presto, Ze nebyl prokazan vliv post-procesni dpravy
na zlepSeni adheze a nasledné proliferace bunék, tak experimenty prokazaly vhod-
nost materialli pro tkanové inZenyrstvi. Na vSech testovanych materidlech byla
prokazana bunéc¢na proliferace v priibéhu experimentu, coZ znaci vhodné prostredi

pro uchyceni bunék a naslednou regeneraci poskozené tkané.

Zavérem je potreba dodat, Ze tato oblast nabizi do budoucna mnoho dalSich
moZznosti, jak tuto post-procesni upravu dale zkoumat. Proces krystalizace po nane-
seni krystaliza¢niho roztoku mitze byt 1épe kontrolovan napiiklad lyofilizaci Ci
vakuovou odparkou tak, aby byl v urCitou chvili zastaven. Dale by bylo dobré

prozkoumat, jaky vliv na tvorbu shish-kebab struktury ma koncentrace polymeru
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v krystalizacnim roztoku a jaky je rozdil v jeji morfologii pfi pouZiti inkuba¢ni me-
tody. Pomoci Brunauer-Emmett-Teller (BET) metody by se mohlo zkoumat, jak se
méni mérny povrch post-procesné upravenych materiali, metoda mikroskopie
atomarnich sil (AFM) dale miiZe poskytnout nové a presnéjsi pohledy na tvar
vybézki a lamel kebabi a tim umoznit dalsi rozmérovou charakterizaci. Transmisni
elektronova mikroskopie (TEM) by mohla odhalit i rozloZeni krystalického uspora-
dani polymernich retézct v zdkladnich i upravenych vldknech. Z hlediska pouzitel-
nosti materialt v aplikacich jako regenerativni medicina ¢i tkanové inZenyrstvi je
dtlezité také prozkoumat mechanické vlastnosti upravenych materiald, jelikoz
post-procesni Uprava muze pozitivné i negativné ovlivnit pevnost materialu. Pro
bunécnou adhezi je také dilezitd mira hydrofobie materialu, ktera se miize se zvy-
Sujici se drsnosti povrchu vlaken po post-procesni upravé zvysit. K pochopeni
tohoto jevu by dobte poslouzilo méreni smacivosti a kontaktnich uhli s post-pro-

cesné upravenymi materialy.
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4 Zaver

Tato diplomova prace méla za cil studovat hierarchické struktury na povrchu vlaken
a prakticky ovérit pripravu takové struktury post-procesni upravou a zkoumat za-
vislosti jeji vysledné morfologie na vstupnich parametrech. Byla testovana priprava
post-procesni Upravy shish-kebab na elektricky zvlaknénych nanovlakennych vrst-
vach z polykaprolaktonu. Elektrické zvlaknovani a nasledna uprava byla provedena
na nékolika zakladnich materialech, které se lisily koncentraci polymerniho roztoku,
zvolenym rozpoustédlem nebo rozpousStédlovym systémem a molekulovou hmot-
nosti polymeru, kdy bylo pouZito PCL o molekulové hmotnosti 45000 g-mol-!
(PCL45) a 80000 g'mol-! (PCL80). Shish-kebab struktura byla ptipravovana pomoci
krystaliza¢nich roztokl vyparovaci metodou, tedy nanasenim roztoki rozprasova-
¢em na elektricky zvlaknéné materidly, které se poté nechaly vyschnout. Krystali-
zani roztoky obsahovaly PCL o 45000 g-mol-! (PA45) a 80000 g-mol! (PA80) o
koncentraci 1 % w/w rozpusténych v pentyl-acetatu. Ze zakladnich materialli byly
vybrany pouze tri, které mély vhodnou morfologii vlaken bez defekt a vhodnou

morfologii shish-kebab struktury a ty byly dale detailnéji testovany.

Piipravené elektricky zvlaknéné a upravené materidly byly podrobeny nékolika
analyzam. Elektronova mikroskopie odhalila, Ze timto zplisobem pripravena shish-
kebab struktura nemusi mit pouze morfologii, ktera byla uvedena ve veskerych vé-
deckych publikacich - krystalické kotouce kolmé na osu vlakna a obepinajici cely
obvod vlakna kolem dokola s urcitou periodicitou. Tato morfologie byla dosazena
pouze u materialu PCL45 zvlaknéného z rozpoustédla chloroformu a za pouziti krys-
talizacniho roztoku PA45. Lamely kebabu byly v tom pripadé celistvé kolem celého
obvodu vlakna a v nékterych pripadech byla jejich velikost srovnatelna s priimérem
samotného vldkna. U ostatnich materiali se vyskytovaly bud pouze vyristky ve
tvaru vybézkl s kruhovou az kratkou obdélnikovou zakladnou anebo kombinace
lamel a vybézki. To, zda se na vlakné tvorily vybézky nebo lamely bylo zavislé na
priaméru vlaken daného materialu. Zda se, ze vybézKy se tvoii na vlaknech o mensim
priameéru, ptiblizné do 800 nm, pricemz lamely na vldknech s vétSim primeérem, pri-
blizné od 650 nm bez horniho limitu jako u vybézki. Je vSak zajimavé, Ze na kazdém
materialu byl tvar vybézki ¢i lamel jiny nez u ostatnich materialli. Lamely byly ve
vétSiné pripadd nepravidelné a neobepinaly cely obvod vldkna, ¢asto byla lamela
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tvorena vice kratSimi lamelami spojenymi do sebe. Od urcitého priméru vlakna se
také lamely orientovaly vii¢i ose vlakna ndhodnéji a tvorily struktury pripominajici
kvétinové vzory nebo motské koraly. Na vldknech o velkém priiméru byl také vyskyt
lamel kebabti ¢asto fidsi a nékde dokonce chybély aplné. Orientace, tvar, velikost a
periodicita kebabli zavisela ziejmé na usporadani krystalické a amorfni faze na
povrchu polymernich vlaken, kdy vice roztristéné a mensi oblasti krystalické faze
vedly k vybézkliim a vétsi oblasti naopak k lamelam. Toto je tvrzeni je vSak nutné
jeSté detailnéji ovérit vhodnymi analytickymi metodami. Vlakna s velkym primé-
rem mohou mit povrchovou vrstvu vice amorfni, a proto se na nich lamely kebabu
tvorily méné. Tvar moiskych koralti mohl byt zplisoben ndhodnou orientaci krysta-
lickych fazi polymernich retézctli vii¢i sobé, podle nichZ se pak orientovaly lamely

kebabu.

Analyza DSC potvrdila predpoklad, Ze lamely kebabu mohou mit vys$si krystalinitu
nez ,matei'ské” vlakno, jelikoz ve vétSiné pripadii mély post-procesné upravené
materialy o nékolik desetin vyssi procentudlni krystalinitu. Rozdil je vSak pomérné
maly. Analyza GPC potvrdila, Ze nedochazi k degradaci polymernich retézci v roz-
poustédlovych systémech ani po post-procesni dpravé. Pfi kombinaci obou moleku-
lovych hmotnosti PCL, kdy jeden byl v matefském vlakné a druhy v krystaliza¢nim
roztoku nebyla tato kombinace pii analyze GPC pozorovana, coz bylo pravdépo-
dobné zplisobeno detekcnim limitem pristroje, kdy mnoZstvi PCL z krystaliza¢niho

roztoku bylo fadové nizsi nez z matei'ského vlakna.

Zakladni neupravené i upravené materialy prokazovaly biokompatibilitu s bunéc-
nymi liniemi 3T3-NIH mysich fibroblastli. Nékteré materialy zvysily adhezi bunék
na jejich povrchu, ale u bunécné proliferace nebyl pozorovan zadny statisticky
vyznamny rozdil oproti neupravenym materidliim. Post-procesni uprava tedy
zachovava biokompatibilitu materidlu a nesnizuje bunécnou adhezi a naslednou
proliferaci v ¢ase. Zakladni i upravené materialy jsou tedy vhodné pro pouZiti ve

tkanovém inZenyrstvi.

Post-procesni iprava polymernich nanovlakennych materiali pro strukturni zmény
jejich povrchu je v literature stale pomérné malo teoreticky popsané téma. Tento
proces je ovlivilovdn mnoha materidlovymi a procesnimi parametry a je nutné se
tomuto velmi zajimavému a pohledové pozoruhodnému jevu na povrchu
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nanovlaken dale vénovat, aby byly odhaleny principy jeho vzniku a zavislosti na
vstupnich parametrech. Takovy pristup by prispél k zajisténi konzistence pri vyrobé
post-procesné upravenych materiali s predem definovanymi vlastnostmi, coZ by
dale zlepSilo jejich pouzitelnost v oblasti tkanového inZenyrstvi a dalSich

biomedicinskych aplikacich.

Konecné bych chtél uvést, Ze ivodni vysledky mé bakalarské prace, ze kterych bylo
pro tuto diplomovou praci vychazeno, tedy proces optimalizace zvlakinovani biode-
gradabilnich polyestert, a také avodni vysledky post-procesnich uprav vedoucich
ke zméndm povrchi elektricky zvlaknénych nanovlaken v této diplomové praci byly

jiZ prezentovany na konferencich a seminarich. [56, 57, 58, 59]
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Prilohy

Priloha A

1.466 nm nal A = InLens

0.00 ym_ Date

A. 1: Snimky ze SEM materidlu PCL45_82_PA45. M

vy

2 X Tmage Pixd
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TImage 11.16 nm
14mm EHT - 1 Apature Size = 10.00 pm

éritko 200 nm, respektive 1 um.

Date
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A. 2: Snimky ze SEM materidlu PCL45_82_PA80. Méritko 200 nm, respektive 1 um.
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A. 3: Snimky ze SEM materidlu PCL45_CF16_PA45. Méritko 200 nm, respektive 1 um.
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A. 4: Snimky ze SEM materidlu PCL45_CF16_PA80. Méritko 200 nm, respektive 1 um.
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A. 5: Snimky ze SEM materidlu PCL80_82_PA45. Méritko 200 nm, respektive 1 um.
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A. 6: Snimky ze SEM materidlu PCL80_82_PA80. Méritko 200 nm, respektive 1 um.
Priloha B
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B. 1: Zavislost poctu vybézkii na délce vidkna na priiméru vidkna pro materidl PCL45_82_PA45
(Cervené) a PCL45_82_PA80 (modre).
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B. 2: Zavislost poctu vybézkii na ploSe vidkna na priiméru vidkna pro materidl PCL45_82_PA45
(Cervené) a PCL45_82_PA80 (modre)
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B. 3: Zavislost poctu lamel na délce vldkna na priiméru vidkna pro materidl PCL45_CF16_PA45
(Cervené) a PCL45_CF16_PA80 (modre).
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B. 4: Zdvislost poctu lamel na plochu vldkna na priiméru vldkna pro materidl PCL45_CF16_PA45
(Cervené) a PCL45_CF16_PA80 (modre).
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B. 5: Zavislost poctu vybézkii na délce vidkna na priiméru vidkna pro materidl PCL80_82_PA45
(Cervené) a PCL80_82_PA80 (modre).
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B. 6: Zdvislost poctu vybézkii na ploSe vidkna na priiméru vidkna pro materidl PCL80_82_PA45
(Cervené) a PCL80_82_PA80 (modre)
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B. 7: Zavislost poctu lamel na délce vldkna na priiméru vidkna pro materidal PCL80_82_PA45
(Cervené) a PCL80_82_PA80 (modre).
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B. 8: Zdvislost poctu lamel na plochu vldkna na priiméru vidkna pro materidl PCL80_82_PA45
(Cervené) a PCL80_82_PA80 (modre).
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B. 9: Graf rozloZeni vybézkii a lamel v zdvislosti na priméru vldkna na materidlu PCL80_82_PA45. 0 na
vertikdlIni ose oznacuje vybeZky a 1 lamely.
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B. 10: Graf rozloZeni vybézkii a lamel v zdvislost na priiméru vidkna na materidlu PCL80_82_PA80. 0
na vertikdlni ose oznacuje vybézky a 1 lamely.
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Priloha C

2 Integral
15]2[1c) PCL45 16% B:2 PeAcd5 normal
1c) PCLA5 16% B:2 PeAcdS, 9.2800 mg Peak

Method: DSC_-20_t2_100_v10_50

dt1.00s

[1]-20.0 °C, 2.00 min, N2 50.0 miimin

[2] -20.0..100.0 °C, 10.00 Kimin, N2 50.0 miimin
Synchronization enabled

Wg*-1

810.47 mJ

lized 87.33Jg"1

63.06°C

=20 -15 -10 -5 o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

: DSC analyza, prithéh zmény entalpie v zdvislosti na teploté pro materidl PCL45_82_PA45.

I§]2[2c) PCLA45 16% 8:2 PeAcB0
2c) PCLAS 16% 8:2 PeAcS0, B.0300 mg

Method: DSC_-20_t2_100_v10_50
dt1.00s

[1] -20.0 °C, 2.00 min, N2 50.0 mi/min

[2] -20.0..100.0 °C, 10.00 Kimin, N2 50.0 mi/min
‘Synchronization enabled

wgt-1

Integral 704.53 mJ
normalized  87.74 Jg*-1
Peak 6429°C

20 -15 -10 5 0 5 10 15 20 25 30 35

40 45 50 55 60 65 70 75 80 85

90

95

°C

C. 2: DSC analyza, priibéh zmény entalpie v zdvislosti na teploté pro materidl PCL45_82_PA80.
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15]2[4b) PCLA5 16% CF PeAcB0

4b) PCL45 16% CF PeAc80, 9.0400 mg Integral 796.76 mJ
normalized  B8.14 Jg*-1

Method: DSC_-20_t2_100_v10_50 65.44°C

dt1.00s

[1]-20.0 °C, 2.00 min, N2 50.0 mlimin
[2]-20.0..100.0 °C, 10.00 K/min, N2 50.0 mlimin
Synchronization enabled

wg*-1

55 60 65 70 75 80 85 90 95 °c

=20 =15 -10 -5 o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

C. 3: DSC analyza, priibéh zmény entalpie v zdvislosti na teploté pro materidl PCL45_CF16_PA80.

15]2[5) PCLB0 10% B:2 PeAc4S

5) PCLB0 10% B:2 PaAc45, 9.6400 mg Integral 766.99 mJ

normalized  79.56 Jg*-1
Method: DSC_-20_t2_100_v10_50 Peak g
dt1.00s

[1] -20.0 °C, 2.00 min, N2 50.0 miimin

(2] -20.0..100.0 °C, 10.00 K/min, N2 50.0 mlimin

Synchronization enabled

0s
Wg*-1

-20 -15 -10 -5 L 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 80 a5 “C

C. 4: DSC analyza, priibéh zmény entalpie v zdvislosti na teploté pro materidl PCL80_82_PA45.

1$]2(6c) PCLED 10% 8:2 PeAcs)

6c) PCLBO 10% 8:2 PeAcB0, 8.7700 mg Integral 688.00 mJ
normalized  78.45 Jg*-1

Method: DSC_-20_t2_100_v10_50

dt1.00s

[1]-20.0 °C, 2.00 min, N2 50.0 miimin

[2]-20.0..100.0 °C, 10.00 K/min, N2 50.0 miimin

Synchronization enabled

05
Wg*-1

20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95

°C

C. 5: DSC analyza, priibéh zmény entalpie v zdvislosti na teploté pro materidl PCL80_82_PA80.

106



15]2[7c) PCLAS 16% B:2
7c) PCL45 16% 8:2,9.9000 mg

Method: DSC_-20_t2_100_v10_50

dt1.00 s T Integral 844.26 mJ
[1] -20.0 *C, 2.00 min, N2 50.0 miimin normalized  85.28 Jg*-1
Peak 6361°C

[2] -20.0..100.0 *C, 10.00 Kimin, N2 50.0 mi/min
Synchronization enabled

<20

-15 -10 -5 0 5

C. 6: DSC analyza, priibéh zmény entalpie v zdvislosti na teploté pro materidl PCL45_82.

1
Wg*-1

1§]2[8c) PCL45 16% CF
8c) PCL45 16% CF , 12.4500 mg

Integral 1108.87 mJ
Method: DSC_-20_t2_100_v10_50 normalized  BS.07 Jg*-1
Peak 63.76°C

dt1.00s

[1] -20.0 °C, 2.00 min, N2 50.0 mijmin
2] -20.0.:100.0 °C, 10.00 Kimin, N2 50.0 mil/min
Synchronization enabled

75 80 85 20 a5

30 60 65 T0

°C

C. 7: DSC analyza, priibéh zmény entalpie v zdvislosti na teploté pro materidl PCL45_CF16.

15]2[9b) PCLBO 10% 8:2
9b) PCLBO 10% 8:2 , 9.4800 mg

712.38 mJ
75.15 g1
14°C

Integral
normalized

Method: DSC_-20_t2_100_v10_50 Peak

dt1.00s

[1]-20.0 °C, 2.00 min, N2 50.0 ml/min

(2] -20.0..100.0 °C, 10.00 K/min, N2 50.0 mi/min

‘Synchronization enabled

-5 o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 a5

“C

C. 8: DSC analyza, priibéh zmény entalpie v zdvislosti na teploté pro materidl PCL80_82.
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