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Abstrakt

Cilem této prace je navrhnout pripravit nanovlakennou vrstvu z polykaprolaktonu
a polyvinylalkoholu s pouZzitim v mediciné jako biodegradabilni kryci material
usnadnujici hojeni ran (angl. wound dressing). Zkombinovani polykaprolaktonu
(PCL) a polyvinylalkoholu (PVA) bylo dosaZeno metodou zvldkniovani z emulze.
Teoretickd Cast prdace se zabyva vlastnostmi PCL a PVA, pripravou a vlastnostmi
emulzi, jejich zvlaknovanim a vyuZitim vyslednych biodegradabilnich nanovldken
v mediciné. V praktické ¢dsti této prace bylo pripraveno nékolik rtiznych emulzi,
které se liSily jednak rozpoustédly, kterd byla pouzita v roztocich PCL, jednak
koncentraci PCL a PVA v roztocich a jednak pomérem PCL a PVA ve vyslednych
emulzich. Emulze byly zvlaknény pomoci zvlakiiovani z jehly i pomoci bezjehlového
zvlaknovani a vyslednd vlakna byla charakterizovdna rastrovacim elektronovym
mikroskopem, fluorescen¢nim mikroskopem a infracervenou spektroskopii
s Fourierovou transformaci. Pomoci téchto analyz byl vybrdn nejlepSi vzorek,
pripraveny zvlakniovanim z jehly. Emulze pouZité k pripravé téchto vzorkd ovsem
nebyly vhodné pro bezjehlové zvlaknovani, diky své vysoké viskozité. Proto byla

pripravena dals$i emulze o niZ$i koncentraci PCL i PVA pro bezjehlové zvlakinovani.

Klicova slova

polykaprolakton, polyvinylalkohol, zvlaknovdni z emulzi, biodegradabilni

nanovlakna, kryci materidl na rany



Abstract

The aim of this thesis is the preparation of a nanofibre mat consisting of
polycaprolactone (PCL) and polyvinyl alcohol (PVA) with medical applications as
a biodegradable material used for wound dressing. PCL and PVA were combined
into the prepared mat using emulsion electrospinning. The theoretical part of this
thesis discusses properties of PCL and PVA, preparation and properties of
emulsions, emulsion electrospinning and medical uses of biodegradable nanofibre
mats. In the practical part of this thesis were prepared multiple emulsions using
a number of different solutions of PCL and PVA. The prepared emulsions differed in
solvents used for the PCL and PVA solutions, in concentration of PCL and PVA and
in the PCL and PVA ratios in the prepared emulsions. Nanofibre mats were
prepared from these emulsion using both needle electrospinning and needle-less
electrospinning. Scanning electron microscopy, fluorescent microscopy and Fourier
transform infrared spectroscopy were used in characterization of the nanofibre
mats. The most promising mats prepared by needle electrospinning were
prepared using needle-less electrospinnig. However, because of the high viscosity
of these emulsions, the emusions were not suitable for needle-less electrospinning

and a new emulsion of a lower concentration had to be prepared.

Keywords

polycaprolactone, polyvinyl alcohol, emulsion electrospinning, biodegradable

nanofibre mats, wound dressing
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I. Teoreticka cast



.1 Uvod

Jednim z problémi, se kterym se medicina potykd uZ od svych pocatkd, je
dezinfekce a spravné hojeni ran, at uZ jde o rany zpilisobené zranénim nebo
chirurgickym zdkrokem. JiZ ve starovéku si lidé uvédomovali diileZitost cisténi
poranéni, v této dobé ovSem neznali dost moZnosti dezinfekce ran [1]. V 19. stoleti
bylo Louisem Pasteurem ucinéno mnoho objevii z oblasti mikrobiologie. Diky
témto objevlim zacal byt pii operacich pouzivdn jako dezinfekce fenol, ¢imZ byla
vyrazné sniZena umrtnost operovanych pacientli [2]. Kromé dezinfikovani ran je
vhodné, aby obvaz nebo latka zakryvajici ranu urychlovaly hojeni a pomdahaly ristu
nové tkané. Toho miiZe byt docileno, pokud slouZi materidl oSetfujici ranu zaroven

jako nosic 1éciv.

Polykaprolakton a polyvinylalkohol jsou biokompatibilni polymery [3, 4], které
maji mnoho vyuziti v mediciné, napt. pro wound-dressing, jako nosice 1é¢iv nebo
v tkafiovém inZenyrstvi. Maji rovnéz vhodné vlastnosti pro electrospinning a je
tedy moZné vytvorit nanovldkenné vrstvy tvorené témito polymery [3, 5].
Polykaprolakton je hydrofobni, ma dobré mechanické vlastnosti a relativné
dlouhou dobu degradace [6]. Je proto vhodny pro pouziti jako material tvorici
pevnou strukturu nanovlakenné vrstvy. Polyvinylalkohol je hydrofilni a je mozné
na néj navazat léciva [4]. Kombinaci téchto polymeri Ize vytvorit material, ktery
zabraniuje vniknuti bakterii do rany a zaroven urychluje jeji hojeni, ale ktery je
zaroven biodegradabilni a neni tedy nutné ranu po oSetfeni znovu pi'evazovat nebo
materidl z rany po urcité dobé odstranovat. Tyto polymery lze kombinovat nékolika
riznymi zpusoby, naptiklad zvlaknénim nejprve jedné vrstvy tvorené jen PCL
a poté zvlaknénim dalsi vrstvy tvorené jen PVA [7]. Také je moZné tyto polymery
kombinovat Kkoaxidlnim zvldkihovdnim nebo zvldknovanim obou polymeri
soucasné, ale ze dvou rlznych zvldkiovacich elektrod [8]. Tyto zplisoby ale
vyZaduji pouziti slozitého zvlaknovaciho aparatu nebo pouziti zdlouhavého
postupu, proto je v této bakalarské praci vyzkouSeno zvldknovani emulzi
vytvorenych z téchto polymerti. V praktické ¢asti byl otestovdn electrospinning
emulzi o rizném poméru PCL a PVA s cilem nalezeni emulzi, které 1ze pouZit pro

vyrobu nanovldkennych vrstev pouzitelnych v mediciné.
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.2 Emulze

Jako emulze jsou oznacovany disperzni systémy s koloidni velikosti ¢astic tvoricich
disperzni podil (velikost ¢astic od 10 m do 10° m), kde jsou disperzni podil
i disperzni prostiedi kapalné [9]. Nemisitelnost disperzniho podilu a disperzniho
prostredi je zajiSténa riznou polaritou obou kapalin. Podle poldrnosti obou kapalin
rozdélujeme emulze na dva druhy, O/V neboli olej ve vodé, kde je disperzni
prostredi polarnéjsi nez disperzni podil a V/O neboli voda v oleji, kde je disperzni
podil polarnéjsi neZ disperzni prostiredi. Existuji i vicesloZkové emulze, V/O/V -
voda v oleji ve vodé a 0/V /O - olej ve vodé v oleji. Dvé stejné kapaliny mohou tedy
vytvéaret dvé riizné emulze podle toho, kterd z nich vystupuje v daném systému

jako disperzni prostiredi a kterd jako disperzni podil.

Emulze zpravidla nevznikaji samovolné. Pro rozptyleni disperzniho podilu
v disperznim prostredi je tfeba dodat systému energii, aby byly prekonany sily,
které drzi kazdou z fazi pospolu. Vyjimku tvoii mikro- a nanoemulze, ve kterych
maji rozptylené Castice polomér mensi nezZ 100 nm [10]. ProtoZe je k vytvoreni
emulze potreba dodatetna energie, jsou vytvorené emulze nestdlé a kapky
rozptylené faze s postupem Casu zanikaji a spojuji se ve vétsi kapky. Systém se vraci
zpét do plivodniho stavu dvou oddélenych fdzi. Aby k tomuto jevu nedochdzelo

a emulze mohla byt pouzita a uchovana po delsi dobu, je tieba ji stabilizovat.

Pro stabilizaci emulzi se pouZivaji latky zvané emulgatory. Jedna se o ldtky schopné
reagovat s poldarni i nepoldrni fazi systému, které vyvareji na povrchu kapek
disperzniho podilu slabou vrstvu a zabranuji tim spojovani kapek mezi sebou [9].
Emulgatory se pouzivaji nejen ke stabilizaci emulze, ale i k jejimu vytvareni
akovlivnéni typu vzniklé emulze. SniZuji energii potfebnou k rozptyleni
disperzniho podilu a urcuji, jestli vznikne emulze typu O/V nebo V/O, podle toho,
zda jsou vice rozpustné v poldarnich nebo v nepoldrnich latkach. Emulgatory
rozpustné v poldrnich latkdch budou vytvaret emulze typu O/V a emulgatory
rozpustné v nepoldrnich latkach naopak emulze typu V/O. Vybér emulgdtoru tedy

ovliviiuje podobu vysledné emulze.
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. 3 Elektrické zvlaknovani

Elektrické zvlaknovani je obecny nazev pro technologie vyroby vlaken pomoci
elektrickych sil. K tvorbé vldken jsou pouZivany zdroje vysokého elektrického
proudu a napéti to jak stejnosmérného (DC electrospinning) tak stfidavého (AC
electrospinning) [11]. Zvlakiovani stejnosmérnym proudem je jednou
z nejpouzivanéjSich metod tvorby polymernich nanovlaken. K tvorbé nanovldken
jsou zde vyuzivany elektrické sily pilisobici na roztok nebo taveninu polymeru [12].
Pri zvlakniovani je malé mnoZstvi polymerniho roztoku nebo taveniny privedeno na
zvldkiiovaci elektrodu, kterd miiZe mit rlizné tvary (napf. tvar jehly, vdlce nebo
dratu). Na kapky polymerni kapaliny zacne pisobit silné elektrické pole, které
zplUsobi nabiti molekul polymeru. Odpudivé elektrické sily v kapce polymeru
prekonaji sily povrchového napéti a na kapce se vytvori tzv. Taylorovy kuZele. Pri
dalSim zesilovani elektrického pole dochazi k vytahovani slabych vlaken polymerni
kapaliny ze Spicky kuZele. Vlakna nasledné putuji ve sméru elektrického pole
k opacné nabité elektrodé, ktera slouZi jako kolektor. Béhem letu se z polymerniho

roztoku odparuji rozpoustédla, ktera byla pouzita k jeho vytvoreni.

I. 3.1 Historie

Plisobeni elektrostatickych sil na kapalinu bylo poprvé popsano v Sestnactém
stoleti anglickym védcem a lékafem Williamem Gilbertem [13, 14]. Ten popsal
deformaci kapky vody do tvaru, ktery je v dneSni dobé zndmy jako Taylortv kuZel
ausoudil, Ze vznikla deformace je zapric¢inéna elektrostatickymi silami. Béhem
osmnactého a devatenactého stoleti dochazelo k postupnému objevovani novych
poznatkil v oblasti elektrickych sil a tim i k dalsim objeviim v oblasti zvldkniovani.
JiZ v této dobé bylo znamé odstredivé zvlakiiovani (ang. centrifugal spinning nebo
forcespinning), které misto elektrickych sil vyuziva k tvorbé vldken sily odstredivé
[15]. Tento zplisob zvldkiiovani je i v dneSni dobé konkurenc¢ni k elektrickému
zvlaknovani. Presto v roce 1887 vytvoril britsky fyzik Charles Vernon Boys vldkna
nékolika rtiznych materidli electrospinningem. Pomoci aparatury sestavené
z malého talife, odizolovaného a pripojeného ke zdroji elektriny, se mu podarilo

vytvorit vldkna z Selaku (Zivice vylucovana samickou cervce lakového), vceliho
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vosku, pecetniho vosku, gutaperci (guma, kterd je ziskdvana z mlé¢né $tavy stromu
Palaquium gutta) a kolodia [14]. Electrospinning byl Johnem Francisem Cooleyem
patentovan nejprve v roce 1900 a poté také v lednu roku 1902. Cooley ve svém
prvnim patentu navrhuje pouZiti ¢tyr riiznych zvlaknovacich hlav a ve svém pokusu
pouzil nitrocelul6zu rozpusténou v etheru. V ¢ervnu roku 1902 byl electrospinning
patentovan rovnéz Williamem Jamesem Mortonem. Charles Ladd Norton nechal
viletech 1939 a 1940 patentovat metodu electrospinningu z taveniny. Anton
Formhals prispél nékolika rlznymi objevy k vylepSeni technologie
electrospinningu. Popsal riizné zplisoby zvldkniovani a vliv zmény parametri pri
zvlaknovani na vysledny produkt [12]. Ve dvacatém stoleti se také podarilo
matematicky popsat deformaci kapaliny pfi electrospinningu. John Zeleny studoval
elektrické vyboje v kapalinach a ptijednom ze svych pokusi si v§iml chovani kapky
vody na konci kapilary, pokud na ni piisobil elektricky proud. Popsal odletovani
kapicek od konce kapildry i tenky proud vznikajici z kapicky u konce kapilary. Tyto
poznatky byly vychodiskem pro vytvoreni matematického popisu deformace
kapaliny pod proudem. Matematicky model tvaru kapky kapaliny byl popsan mezi
lety 1964 aZ 1969 pomoci poznatkil britského matematika a fyzika Sira Geoffreye
Ingrama Taylora. Kapka je v elektrickém poli deformovana do kuZelovitého tvaru,

ktery je dnes zndmy jako Taylortv kuZel [14].

I. 3.2 Elektrostatické zvlaknovani z jehly

Jednou z nejcastéjSich metod elektrického zvlaknovani stejnosmérnym proudem je
metoda vyuzivajici zvlaknovdni z kapilarni zvlaknovaci elektrody tvorené kovovou
jehlou. Aparatura sestdva z jehly, na kterou je privedeno vysoké napéti a tak
zaroven slouZi jako elektroda, uzemnéného kolektoru sbirajiciho vytvorena vlakna,
zdroje vysokého napéti a pumpy, ktera davkuje polymerni roztok z jehly [16]. Pri
procesu zvldknovani je nejprve roztok zvlakiiovaného materidlu protlacovan
jehlou. Na Spicce jehly se vytvori mala kapka polymerniho roztoku, ktera je
deformovana silnym elektrickym polem do tvaru Taylorova kuZele. Na kapku
plsobi elektrické sily zplisobené elektrickym polem a zdroven sily zplisobené
povrchovym napétim uvniti polymerni kapaliny. Elektrické pole musi byt

dostatecné silné k prekonani téchto sil. Pokud k tomu dojde, je z kapky vytahovdn
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tenky proud polymerniho roztoku (tzv. polymerni tryska), ktery putuje smérem ke
kolektoru. BEhem letu roztok tuhne a proud je dale zuZovan tzv. procesem bicovani
(ang. whipping). Vysledna vldkna poté dopadaji na kolektor. Kolektor pro
zachytavani vytvorenych vldken miiZe mit nékolik podob. Casto ma tvar kovové
desky, na které se tvori vrstva vlaken primo proti Spicce jehly, nebo je ve tvaru
valce, ktery rotuje kolem své osy. Vldkna jsou potom postupné sbirana na plast
valce. Timto zplisobem Ize vytvorit vétsi vzorky s rovhomérnym rozmisténim
vrstvy vlaken. Schéma aparatury pro electrospinning z jehly je mozZné vidét

na Obrazku 1:

davkovani

polymerni roztok

jehlova
elektroda

zdroj
stejnosmérného
elektrického
napéti

polymerni tryska

kolektor

Obrdzek 1: Zdkladni schéma aparatury pouZivané pri stejnosmérném elektrickém

zvldkniovdni. Kolektor md tvar kovové desky. Obrdzek byl prekreslen podle zdroje [16].

Kromé roztoku polymeru miZe byt pomoci electrospinningu zvldkiiovdna
i tavenina polymeru. V tomto pripadé ovSem musi zvldknovani probihat ve vakuové

komore. Polymer musi byt elektricky nevodivy a musi byt zahfivan na relativné
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vysokou teplotu. Hlavni vyhodou zvlakiovdni z polymerni taveniny je to, Ze

k vytvoreni taveniny neni tieba pouzit rozpoustédla [16].

I. 3.3 Parametry ovliviiujici elektrostatické zvlaknovani

Béhem procesu stejnosmérného elektrického zvlaknovani je vysledny produkt
ovliviiovdn mnoZstvim parametrii zvldkilovaného roztoku nebo taveniny,
nastavenim zvldknovaciho zarizeni a podminkami okoli. Pri Spatné zvolenych
podminkdch nemusi ke zvldkniovani viibec dojit nebo miiZe vznikat produkt s prilis
velkym prlimérem vldken. Mohou také vznikat pouze kapkovité cdstice. Mezi
dtleZité parametry roztoku patfi koncentrace polymeru, ktera ovliviiuje viskozitu
roztoku. Prili§ nizkd viskozita roztoku znemoZiuje zvlakiiovani, protoZe roztok
ynedrzi pohromadé“ a béhem zvlaknovani se rozpadd a misto vlaken na kolektor
dopadaji pouze kapky. Tento jev je oznacovan jako elektrické rozpraSovani (ang.
electrospraying). Vysoka viskozita naopak zplisobuje vznik vldken vétsich primeért
nebo znemozZiuje celé zvlaknovani, protoZe roztok nedokdZe vytvorit Taylortv
kuZel a nasledné ani polymerni trysku. Viskozitu lze kromé koncentrace roztoku
ovlivnit i molekulovou hmotnosti zvoleného polymerniho materialu a teplotou pri
zvldkiiovani. Povrchové napéti je dalsim dileZitym parametrem pii zvldknovani.
Spravné povrchové napéti umoZiuje tvorbu Taylorova kuzele a také ovliviiuje
podobu vyslednych vlaken. SniZeni povrchového napéti mliZe zlepsit pravidelnost
tvaru vldken, ale i zvétSit primér vlaken. Povrchové napéti 1ze ovlivnit vybérem
rozpou$tédla nebo pridanim vhodnych aditiv, jako jsou napft. povrchové aktivni
latky. DalSim dtleZitym parametrem roztoku pii electrospinningu je elektricka
vodivost. ProtoZe je cely princip electrospinningu zaloZen na ovliviiovani roztoku
elektrickym polem, je nutné, aby byl roztok dostatecné vodivy areagoval na
elektrické sily. Vodivost urcuje zvlakinovany polymer i pouZzité rozpoustédlo nebo
aditiva. Pokud je vodivost roztoku prili§ nizkd, tvori se nepravidelna vlakna

s trhlinami [17].

Elektrické napéti béhem zvlaknovani musi byt dostatecné vysoké, aby doSlo
k tvorbé Taylorova kuZele a polymernich trysek. Pokud je ovSem napéti prilis

vysoké, dochazi k tzv. electrosprayingu, kdy na kolektor misto vlaken dopadaji jen
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pomérné velké kapky roztoku [17, 18]. VnéjSi podminky ovliviiujici electrospinning

jsou predevsim teplota a relativni vlhkost okoli [19].

I. 3.4 Zpusoby elektrostatického zvlaknovani vice polymerl najednou

Existuje nékolik rlznych zplsobli zvldknovani vice polymerti do jednoho
vysledného produktu. VétSina téchto zplisobli vyuZivd upravenou aparaturu pro
zvlaknovani (Koaxidlni zvldknovani, dual-jet electrospinning), protoZe ke
zvldkiiovani vyuZivaji vice zvldkiovacich elektrod pro rlizné roztoky [20].

vvvvvv

zvlaknovani pouze jednoho roztoku z jedné zvlakiovaci elektrody.

.3.4.1 Dual-jet electrospinning

Dual-jet electrospinning je metoda elektrostatického zvlakinovani, pri které dochazi
ke zvlakniovani ze dvou trysek zaroven na jeden spolecny kolektor. Kazda z trysek
obvykle obsahuje jiny polymerni roztok a vznikly nanovlakenny materidl ma tak
smiSenou strukturu. Relativni podil kaZdého z polymert ve vysledném materidlu
lze kontrolovat regulaci priitoku pumpami, které do kazdé z trysek privadéji
prisludny polymer [20]. Nevyhodou této technologie je komplikované;jsi
instrumentace (je potreba zarizeni, které obsahuje vice trysek a privodnich
systémii pro polymerni roztoky), nebezpeci ucpani trysek a elektrostatické
interakce mezi jednotlivymi proudy vznikajicich vldken, které mohou zplisobit
jejich vzajemné odpuzovani a odchylovani a celkové prispivaji k nepredvidatelnosti
procesu [19]. Na Obrdzku 2 je moZné vidét rtiznd uspoiddani aparatury pro

dual-jet electrospinning.
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Obrazek 2: Dual-jet electrospinning ve dvou riiznych uspordddnich zvldkriovacich elektrod.
Na obrdzku vlevo jsou elektrody naproti sobé. Pri zvldkriovdni se tvori postupné vrstvy obou
polymerti. Obrdzek byl prevzat ze zdroje [21]. Obrdzek vpravo zobrazuje usporddani elektrod
pod tihlem 45° viici ose kolektoru. Kombinovdni vidken polymerii zde dochdzi az pri jejich

dopadu na kolektor. Obrdzek byl prekreslen podle zdroje [20].

1.3.4.2 Multi-syringe electrospinning

Multi-syringe electrospinning je dals$i metoda pripravy vicesloZkovych
nanovldkennych materidli. Ve zvldkiiovaci aparatufe je pohyblivé zatizeni
obsahujici pumpu napojenou na vice paralelné umisténych jehel zaroven. Kazda
zjehel funguje jako elektroda a pumpa do ni privadi roztok polymeru. Cela
soustava pumpy a jehel se pohybuje podél kolektoru, na ktery se zachytavaji
vznikajici vldkna. Zatizeni mlZe slouZit k vyrobé béZné nanovlakenné textilie a to
rychleji, nez zarizeni obsahujici pouze jednu trysku/jehlu, ale protoZe je mozné do
kazdé z jehel privadét jiny polymer, lze timto pristrojem vytvaret i smiSené

nanovlakenné materialy [22].
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Obrdzek 3: Schéma mozné zvldkriovaci aparatury pro multi-syringe electrospinning. Ctyri
jehly slouZzi zdaroven jako zvidkriovaci elektrody a béhem procesu zvldkriovdni se pohybuji

podél osy kolektoru. Prekresleno podle zdroje [22].

I. 3.4.3 Koaxialni zvlaknovani

Koaxidlni zvlakiiovdni je specidlni druh elektrostatického zvlaknovani, ktery
umozZiiuje tvorbu nanovlaken, které maji takzvanou , core-shell /sheath” strukturu -
obsahuji jadro (core) z jednoho materidlu, které je obalené plaStém (shell nebo
sheath) tvofenym jinym materidlem. Zatimco plast musi byt tvofen zvldknitelnym
polymerem, jadro miiZze sestdvat prakticky zjakékoliv latky, pokud nenastanou
problémy s kompatibilitou s materidlem plasté. ProtoZe koaxidlni vlakno je vlastné
kompozit, miiZe mit vlastnosti (napf. pevnost v tahu, modul pruZnosti, elektricka
vodivost), kterych by za pouZiti pouze jednoho typu materidlu nebylo moZné
dosdhnout [23, 24]. Tyto typy vldken se pouzivaji napriklad ve drug-delivery
systémech, kde miiZe plast byt tvotfen z biodegradabilniho polymeru a jddro miiZe
tvorit 1écivo, vitaminy, riistové faktory, hormony a podobné, které je zvldkiiovano
ve formé vodného roztoku nebo suspenze. Plast se v organismu postupné rozklada
a tak se uvolnuje latka tvorici jadro. DalSi vyuziti vlaken vytvorenych koaxidlnim

zvlaknovanim je tkanové inZenyrstvi.

Ke koaxidlnimu zvlakiniovani se nejcastéji vyuziva systém ,jehla v jehle, tvoreny

jehlou o vétSim priméru, kterou prochdazi vnitini jehla o tené¢im priméru. Vnéjsi
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jehla privadi polymer tvorici plast, zatimco vnitini jehlou prichazi latka formujici
jadro vznikajicich vldken. Polymery jsou z jehel vytlacovany pomoci stlaceného
vzduchu nebo pistu. Dva priklady konstrukce tohoto zarizeni jsou zndazornény na

Obrazku 4.

elektroda

~

L pfivody
gumové tésnéni stlaéeného

vzduchu

roztoky materiala
tvoficich jadro
' a plast

vnitini tryska

vnéjsi tryska

Obrdzek 4: Schéma dvou variant aparatury pro koaxidlni zvidkriovdni. Vpravo je nakreslena
jednoduchd varianta aparatury pro koaxidlni zvldkniovdni. Roztok, ktery bude ve vyslednych
vldknech tvorit pldst’ je protlacovdn jehlou o vétsim priiméru. Osou této jehly vede zdrover
i jehla 0 mensim priiméru, kterou je protlacovdn roztok tvorici jadro vldken. Obrdzek byl
zde umistény ve vzduchotésnych komordch, kde komora obsahujici roztok, ktery bude tvorit
jadro vidken, je uvniti komory obsahujici roztok, ktery bude tvorit pldst vidken. Elektrody
jsou zde vloZeny primo do komor obsahujicich roztok. Roztok je z komor vytlacovdn

stlacenym vzduchem. Obrdzek byl prekreslen podle zdroje [26].

.3.4.4 Zvlaknovani z emulzi

Electrospinning z emulzi je technika zvldkiovani kombinace polymeri najednou,
ktera nevyZaduje specidlné upravenou aparaturu pro zvlakitovani. Timto zplisobem

je mozné zvlakiiovat emulze olej ve vodé (0/V) i voda v oleji (V/0) a vytvorit tak
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materidl skladaji se i hydrofilni a hydrofobni slozky zaroven. Pouziti emulze jako
roztoku pro zvlaknovani znamend, Ze se materidly pouZzité pro zvlaknovani pri
samotném procesu nemichaji, ale jsou pouze sloZkami emulze. Ve vzniklych
vlaknech poté tvori roztok, ktery v emulzi slouZil jako disperzni prostredi, plast
neboli nosnou ¢ast vldken a roztok, ktery v emulzi predstavoval disperzni podil,
tvori jadro vzniklych vldken nebo je rozprostren ve formé protahlych kapek uvnitr

vlakna [27].

Aby byl proces electrospinningu uspésny, je nutné nastavit spravné parametry
zvldkiiovani. Kromé parametri ovliviiujicich proces zvldkiiovani obecné jako je
viskozita a vodivost roztoku, je pri zvlaknovani z emulzi nutné zajistit dostate¢nou
stabilitu emulze [27, 28]. Pokud je emulze béhem procesu malo stabilni, dochazi
k vydélovani jejich slozek, které se jako samostatné roztoky nemusi zvlakinovat
stejnou mirou a vysledny produkt poté neobsahuje slozky emulze v oc¢ekdvaném
poméru. Stabilitu emulze lze zajistit pouZzitim stabilizatoru a také vybérem
vhodného zplisobu homogenizace emulze pri jeji pripravé. Dale je vhodné, aby
roztoky, tvorici slozky emulze, byly vhodné pro electrospinning i samostatné.
KaZdy roztok musi mit dostate¢nou viskozitu i vodivost pro tvorbu vladken pomoci
electrospinningu. Je ovSem mozné pouZit ke zvlaknovani emulze, kde je disperzni

podil tvoren kapalinou, kterou nelze elektricky zvlaknit samostatné.

Béhen procesu zvldknovani se disperzni podil dostava do stfedu vznikajiciho
vldkna a ve vysledném produktu tedy tvori jadro vlakna. Z vyzkumu publikovaného
ve Clanku [29] vyplyva, Ze velikost kapek disperzniho podilu ve vysledné emulzi
ovliviiuje vysledny produkt zvlakiniovani. Pokud byly kapky disperzniho podilu
prilis velké, oddélovaly se pri zvlaknovani z emulze. Dochazi tedy ke zvlakinovani
pouze disperzniho prostredi a disperzni podil tvori kapky, které jsou nasledné
obklopeny vlakny vzniklymi z disperzniho prostredi. Vysledna vlakna tak mohou
ziskat nepravidelnou strukturu (primeér vldken se po celé jejich délce vyrazné
méni). Prili§ malé kapky disperzniho podilu ovSem také nejsou idedlni pro

elektrické zvldknovani. V tomto pripadé bylo zjiSténo, Ze emulze ziska béhem
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zvldkiiovani gelovitou povahu a proces zvldknovani viilbec nezapocne. Tyto jevy

jsou zakresleny na Obrazku 5.

koncentrace PVA (hm. %)

|

nedostatecné
protaZeni
Nerovnomérné Celistvé Zvlaknovani
vlakno vlakno neprobiha
s koralkovitymi
utvary

Obrazek 5: Na obrdzku je vidét chovdni emulze pri elektrickém zvidkriovdni pro riizné
velikosti kapek disperzniho podilu (v tomto pripadé PCL). Vlevo je moZné vidét zvidkriovdani

emulze s prilis velkymi kapkami disperzniho podilu, kdy je zvidkriovdn pouze polymer tvorici

vvvvv

Vs oss

podil i prostiedi se zvldkriuji soucasné. Disperzni podil tvori jadro vniklych vidken, disperzni
prostredi tvori jejich plast. Emulzi vpravo zvldknit nelze. Obrdzek byl prekreslen podle

zdroje [29].

Velikost kapek disperzniho podilu v emulzi lze ovlivnit zménou koncentrace
disperzniho podilu nebo disperzniho prostiedi [29]. Pokud je emulze pro elektrické
zvlaknovani pripravena spravné, disperzni podil vytvori spojité jadro vzniklych

vlaken a disperzni prostredi tvorfi plast vlaken.
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I.4 Polykaprolakton

Jednou z latek vyuZivanym v této praci je polykaprolakton (PCL). Jedna se
o synteticky semikrystalicky polyester (viz. Obrazek 6), ktery je vyuzivan

predevsim pro své biokompatibilni a biodegradabilni vlastnosti [3, 30].

O

O n

Obrazek 6: Strukturni jednotka polykaprolaktonu. Prekresleno podle [30].

Pripravuje se polymerizaci s oteviranim kruhu e-kaprolaktonu katalyzovanou
alkoxidy nebo karboxylaty prechodnych kovii. Pro pripravu polykaprolaktonu je
také mozna pouzit polykondenzaci 6-hydroxyhexanové Kkyseliny. Produkt
pripraveny timto zplisobem ma ovSem nizsi kvalitu a niZ$i molekulovou hmotnost
neZ produkt pripraveny polymerizaci s oteviram kruhu [31]. Reak¢ni schéma

polymerizace s oteviranim kruhu e-kaprolaktonu je uvedeno na Obrazku 7:

O
Katalyza r
> @)
Teplo L
o n
Obrazek 7: Priprava PCL polymerizaci s oteviranim kruhu e-kaprolaktonu. Prekresleno podle
[22].

Pri pripravé polykaprolaktonu lze ovlivnit délku a tim i molekulovou hmotnost
polymerniho retézce. Zména molekulové hmotnosti polykaprolaktonu ovliviiuje
jeho mechanické vlastnosti a krystalinitu. Molekulovd hmotnost a krystalinita
polykaprolaktonu urcuji dobu potfebnou k jeho uplné degradaci, ktera se pohybuje

v rozmezi od nékolika mésicii do nékolika let [6].
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Diky malému mnoZstvi mezimolekuldrnich interakci ma polykaprolakton nizkou
teplotu skelného prechodu (T, = -60 °C) a teplotu taveni T,, pohybujici se v rozmezi
59 - 64 °C podle podilu krystalické faze v polymeru [32]. VyuZiva se pro své dobré
mechanické vlastnosti a biokompatibilitu. Polykaprolakton je hydrofobni polymer,
ktery je za béZnych podminek dobfe rozpustny v chloroformu, dichlormethanu,
tetrachlormethanu, benzenu, toluenu, cyklohexanonu a 2-nitropropanu. Je také

omezené rozpustny v acetonu, ethyl-acetatu, butanonu a dimethylformamidu [3].

Esterové vazby pritomné v polykaprolaktonu umoziiuji jeho degradaci pomoci
hydrolyzy. Retézce polykaprolaktonu se pti degradaci postupné zkracuji, dokud
nevzniknou kratké casti retézcli s karboxylovymi skupinami na koncich. Tyto
vzniklé fetézce se rozpousteji ve vodé. Pri degradaci polykaprolaktonu nedochazi
kjeho ukladani v organech. Diky témto vlastnostem patii polykaprolakton mezi

biokompatibilni polymery a je tedy vhodny pro aplikace v mediciné.

Polykaprolakton byl poprvé pripraven ve 30. letech 20. stoleti. V 70. letech
20. stoleti zacal byt vyuZivan pro své biokompatibilni vlastnosti jako nosi¢ 1éciv.
Diky své vysoké chemické odolnosti oproti jinym biokompatibilnim polymertim
nebyl pro toto vyuziti nejvhodnéjsi a nebyl tedy v této dobé tolik vyuzivan. Velka
pozornost je mu vénovdna az s nastupem tkanového inZenyrstvi, v 90. letech
20. stoleti a na zacatku 21. stoleti [3]. Zde byly jeho mechanické vlastnosti velkou
vyhodou. V soucasnosti je polykaprolakton vyuzivdan kromé vySe zminénych
aplikaci také pri vyrobé implantitli a pro biodegradabilni obaly v potravinarstvi

[33].
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I.5 Polyvinylalkohol

Polyvinylalkohol je semikrystalicky synteticky polymer (viz. Obrazek 8), ktery je

biokompatibilni a rozpustny ve vodé [4].

oH "

Obrazek 8: Stavebni jednotka polyvinylalkoholu. Prekresleno podle [4].

Polyvinylakohol neni mozné pripravit polymerizaci pfimo vinyl alkoholu, protoZe
ten je nestabilni akratce po vzniku prechdzi na acetaldehyd, ktery je jeho
tautomerem. Je proto nejcastéji vyrabén hydrolyzou polyvinylacedtu. Tento zplisob
vyroby PVA byl poprvé objeven v roce 1924 [34]. Acetylové skupiny na
polyvinylacetatu jsou pfi reakci hydrolyzovany na hydroxylové skupiny. Pri reakci
je pouZit hydroxid sodny nebo hydroxid draselny jako katalyzator. Reakéni schéma

je uvedeno na Obrazku 9:

Katalyza
+nCH,OH —— > +n CH,OCOCH,
o n n

OH
SCOCH;

Obrazek 9: Priprava PVA hydrolyzou polyvinylacetdtu. Prekresleno podle [34].

Polyvinylalkohol je pripravovan v rtznych molekulovych hmotnostech (obvykle
od 20 000 do 400 000) a o rtzném stupni hydrolyzy, ktery je urcen podle poméru
acetylovych a hydroxylovych skupin v polymeru. Caste¢né hydrolyzovany
polyvinylalkohol obsahuje 10-15 mol.% acetylovych skupin, plné hydrolyzovany
obsahuje 1-2 mol. % acetylovych skupin. Stupen hydrolyzy polymeru ovliviiuje jeho
vlastnosti, jako napriklad rozpustnost ve vodé a stupen krystalinity. Plné

hydrolyzovany PVA ma niZS8i rozpustnost neZ ¢aste¢né hydrolyzovany [34].
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Polyvinylalkohol je obecné povaZovan za netoxicky a biokompatibilni. Je chemicky
stabilni a ma prilnavé vlastnosti. Diky témto vlastnostem ma Siroké vyuziti
v medicingé, potravindrstvi i textilnim primyslu [35, 36]. Jeho vyuZiti v riiznych
odvétvich se liSi podle stupné hydrolyzy. PIné hydrolyzovany PVA je vyuZivdn pro
vyrobu vodéodolnych lepidel, ¢dste¢né hydrolyzovany PVA je vyuZivan pro vyrobu
folif. V mediciné ma PVA vyuZiti jako ndhrada kloubni chrupavky, pro rtizné
implantaty a jako nahrada tkani a tkafiovych membran [37]. Diky jeho rozpustnosti
ve vodé je vyuzivan pro drug-delivery systémy. Tenké vrstvy vyrobené z PVA maji
vyuziti jako kryty ran nebo pro vyrobu kontaktnich ¢oc¢ek [38]. Spolu s dal$imi
polymery md vyuZziti jako kapky do oci. Dale je pouZzivan pfi vyrobé papiruy,

v textilnim priimyslu a v potravinai'ském priimyslu na vyrobu obalti [34, 35].

27



.6 Vyuziti  polykaprolaktonu a  polyvinylalkoholu
v mediciné

Polykaprolakton a polyvinylakohol maji dobré biokompatibilni vlastnosti a jsou
vyuzZivany pro velké mnozstvi aplikaci v mediciné. Jednim z vyznamnych vyuziti
PCL a PVA v mediciné jsou biologické scaffoldy (Cesky tkdnovy nosic). Jsou to
dvou- a trojrozmérné struktury slouzici jako leSeni pro bunky v tkaniovém
inZenyrstvi. Tkanové inZenyrstvi je obor zabyvajici se opravou nebo nahradou
tkdni v lidském téle. Scaffoldy zde slouZi jako podpiirné struktury, které poskytuji
vhodné prostiedi pro rist tkdné. Scaffold v téle zlistava pouze docasné, aby pomohl
obnoveni a rlstu tkdné piipadné také vstiebani l1éciva. Proto je dlleZité, aby byl

vyroben z biokompatibilniho a biodegradabilniho materidlu [39, 40].

l. 6.1 Vyuziti polykaprolaktonu v mediciné

Polykaprolakton je ¢asto vyuzivan v mediciné. Vyhodou je jeho biokompatibilita,
pevnost a mechanické vlastnosti [31], ale diky svym hydrofobnim vlastnostem ma
Spatnou prilnavost k tkani [41]. Je proto ¢asto kombinovan s jinymi polymery,

napriklad s kyselinou polymlécnou [40, 42, 43].

Jednou z oblasti mediciny, kde je PCL vyuzivan jsou drug-delivery systémy.
V lidském téle degraduje PCL pomaleji neZ jiné biokompatibilni polymery, je proto
vhodny pro drug-delivery systémy, které v téle ziistavaji déle nez 1 rok [3]. Finsky
tym z univerzity Abo Akademi University se pokusil vytvorit nitrodélozni télisko,
slouzici jako druh hormonalni antikoncepce pomoci 3D tisku z PCL [44]. Jako
modelova latka byl pouzit indometacin. Vytvorené produkty byly biokompatibilni
a dochazelo ke spravnému uvoliiovani modelové latky. Pridani modelové latky

ovSem zrychlilo degradaci PCL.

PCL je rovnéZ pouZzivan pro woud-dressing aplikace. Zde je PCL pouZivan ve formé
nanovlakennych vrstev nebo tenkych folii, na které jsou navazany antibakteridlni
latky [3]. Konkrétnim prikladem jsou nanovldkenné vrstvy PCL, které byly

funcionalizovany nanocasticemi stiibra [45] s cilem vytvorit materidl vhodny
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k hojeni ran kiiZze. Vysledny materidl vykazoval dobré antibakteridlni vlastnosti
a bylo by tedy moZzné takovy materidl pouZit pro hojeni ran a jejich ochranu pred

infekcemi.

Ve tkanovém inZenyrstvi je PCL hojné vyuzivan, predevSim diky svym dobrym
mechanickym vlastnostem [3, 46]. PCL scaffoldy mohou byt ptipravovany riznymi
zplsoby a tyto zplisoby pripravy poté ovliviiuji vlastnosti vysledného produktu
[46]. Diky svym hydrofobnim vlastnostem neni PCL vhodnym materidlem pro riist
bunék a je proto ¢asto kombinovan s jinymi polymery, napt. kyselinou polymlé¢nou

[47], polyethylenglykolem [46] nebo kolagenem [46].

l. 6.2 Vyuziti polyvinylalkoholu v mediciné

Jednim z nejcastéjSich vyuziti PVA v medicin€ je jeho vyuzZiti ve formé hydrogelu
[48]. Hydrogely jsou pripravovany zesitovdanim roztoku PVA a to chemickymi nebo
fyzikdlnimi procesy nebo pomoci zdareni [48]. PVA hydrogely se vyuZzivaji
v drug-delivery systémech [5], jako ndhrada chrupavky [49], pro riizné implantaty
ipro wound dressing [5]. Také jsou z nich vyrabény kontaktni cocky [38].
Vyzkumny tym z japonské univerzity Osaka Medical College testoval pouziti PVA
hydrogelu jako ndhradu menisku po dobu dvou let [49]. Béhem téchto testli bylo
dokdzano, Ze PVA hydrogel ma podobné vlastnosti jako lidsky meniskus a zarover
vykazuje biokompatibilni vlastnosti. PVA hydrogel je tedy moZné pouzit v mediciné

jako nahrada kloubniho menisku.

Polyvinylalkohol je v mediciné vyuZivan i ve formé nanovlaken [5]. Velkou vyhodou
PVA jsou jeho hydrofilni vlastnosti, diky kterym je pri electrospinningu PVA mozné
pouzit rozpoustédla na vodni bazi, kterd jsou Casto netoxicka pro lidské télo. Diky
hydrofilnim vlastnostem je také moZné nanovldkenné vrstvy PVA pouzit
v drug-delivery systémech [5]. Vyzkumny tym z Ddnska a Ciny pripravil v roce
2012 electrospinningem nanovlakenné vrstvy PVA a otestoval dobu uvoliiovani
modelovych lécivych latek z téchto vrstev [50]. Jako modelové latky byly pouZity
kofein a riboflavin. Do roztoku PVA bylo pridano malé mnozstvi kofeinu

ariboflavinu a tento roztok byl poté zvlaknén elektrostatickym zvlaknovanim
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z jehly. Uvoliiovani modelovych latek z vyslednych nanovlaken probihalo ve vodnim
prostredi pomérné rychle (100 % kofeinu a 40 % riboflavinu se rozpustilo po
prvnich 60 s) diky hydrofilnim vlastnostem PVA. PVA je tedy vhodny pro pouZiti
jako nosic 1é¢iv podavanych ordlné. Vysoka hydrofilita PVA ov§em neni vhodna pro
pouziti ve scaffoldech. PVA je zde proto c¢asto kombinovan s hydrofobnimi

materidly. Jednim z materidli pouZivanym v kombinaci PVA je chitosan [51].

I. 6.3 Kombinace polykaprolaktonu a polyvinylalkoholu s vyuzitim
v mediciné

MozZnosti vytvoreni scaffoldli PCL a PVA pro vyuziti v mediciné se zabyval v roce
2020 tym z univerzity Karnatak v Indii [52]. Kombinace PVA a PCL pro vyrobu
scaffoldi byla vyrobena postupnym zvldkiiovdnim polymerti. PCL byl zvlaknén
z roztoku o 20 hm. % koncentraci, kde byl pouZit rozpoustédlovy systém THF/DMFE.
Tento roztok byl elektricky zvlaknén z jedné elektrody na rotujici kolektor jako
prvni vrstva. Jako druhad vrstva byla zvlaknéna smés PVA a alginatu sodného. Smés
byla rozpusténa v destilované vodé a méla koncentraci 5 hm. %. Byly vytvotreny dva
vzorky, jeden dvouvrstvy, ktery obsahoval pouze vySe uvedené dvé vrstvy a druhy
trojvrstvy, kde na vrstvu PVA a algindtu sodného byla zvlaknéna druhd vrstva
roztoku PCL. Byly vytvoreny dal$i vzorky podle stejného postupu, které byly
ponoteny do roztoku CaCl, po dobu 4 h, aby doSlo k zesitovani. Vzorky byly poté
omyty a vysuSeny vakuem a nasledné charakterizovany pomoci FTIR a SEM. Také
byla otestovana jejich cytotoxicita a biodegradace. Mira degradace byla mérena
jako zména hmotnosti po 24 h po dobu jednoho tydne. Cisté PCL nevykazovalo
velkou miru degradace. Vzorek obsahujici dvé vrstvy PCL vykazoval podobnou
miru degradace jako Cisté PCL, ale vzorek obsahujici pouze jednu vrstvu PCL mél
vySSi miru degradace. Hmotnost vyrazné klesala prvni tri dny, dal$i dny pak klesala
linedarné. Zesitované vzorky nevykazovaly témér Zadnou miru degradace. Vzorek
obsahujici dvé vrstvy PCL vykazoval nejvy$si mechanickou odolnost z vytvorenych
vzorkll diky dobrym mechanickym vlastnostem PCL. Cytotoxicita vzorkli byla
ur¢ena pomoci méreni ristu bunék na povrchu vzorkl po 24 h a 96 h. Vzorky
vytvorené bez pouZiti sitovadla vykazovaly mensi bunécny rlist neZ vzorky, pro

které bylo pouZito sitovadlo. VSechny vzorky ovSem vykazovaly vys$si bunécny rist
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neZ samotna vlakna PCL. Vysledky této studie dokazaly, Ze kombinovani PCL a PVA
spolu s algindtem sodnym zvySuje degradabilitu i biokompatibilitu vzorki, ale
i jejich mechanickou odolnost a je tedy mozné takové vrstvy pouZit pro tkanové
inZenyrstvii Na Obrazku 10 je moZné vidét snimky SEM vyslednych

nanovlakennych vrstev.
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Obrdzek 10: Snimky SEM prevzaté z ¢ldnku [52]. Na prvnich snimcich je mozné vidét vidkna

vytvorend z roztokii PCL a PVA v kombinaci s algindtem sodnym. Snimky B a B1 zobrazuji

dvouvrstvé vzorky PCL/PVA:algindt sodny. Vzorek B neni zesitovany, zatimco vzorek B1 byl

zesitovdn. Na snimcich C a C1 je moZné vidét trojvrstvé vzorky PCL/PVA:algindt sodny/PCL.
I zde je vzorek C1 zesitovany, zatimco vzorek C zesitovdn nebyl. V§echny snimky jsou

v meéritku 4 um.
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Vroce 2021 se tym z iranské univerzity Kermanshah University of Medical Sciences
zabyval zvldknovanim PCL, PVA a kolagenu v kombinaci s extraktem z rostliny
Momordica charantia pomoci dual-jet electrospinningu [8]. Byl pripraven roztok
PCL v chloroformu o koncentraci 10 hm. %. Druhy pripraveny roztok obsahoval
10 hm. % PVA a 10 hm. % kolagenu v kyseliné octové. Do druhého roztoku byl
priddn extrakt z rostliny Momordica charantia ve trech rtznych koncentracich 1, 5
a 10 hm. %. Roztok PCL byl pumpovdn z prvni jehly, z druhé byl pumpovdn roztok
obsahujici PVA, kolagen a rostlinny extrakt. Parametry zvlakiiovani byly stejné pro
oba roztoky. Vytvorena nanovldkennda vrstva byla zesitovdna pomoci par
glutaldehydu. Vysledna vlakna byla charakterizovana pomoci SEM, byla zmérena
jejich smacivost, mechanickd odolnost, mira bobtnani. Vzorky byly také testovany
na biokompatibilitu,miru hemolyzy zptisobenou vzorky a také na schopnost hojeni
ran testy na laboratornich krysach. Ze snimkti SEM bylo patrné, Ze nanovldkna maji
pravidelnou strukturu a zvySovani koncentrace nemélo na morfologii vlaken
284 + 21 nm, priméry vladken se zvySovaly spolu s koncentraci a pro vzorek
snejvyssi koncentraci rostlinného extraktu mély primeéry vldken hodnotu
430 + 54 nm. Z testli mechanické odolnosti vyplynulo, Ze zvySovani rostlinného
extraktu sniZovalo mechanické vlastnosti nanovldkennych vrstev. 7 testl
biokompatibility vyplynulo, Ze nanovldkenné vrstvy nezplisobuji zvySenou
hemolyzu, nanovldkna, ktera obsahovala rostlinny extrakt podporovala riist bunék
Vysledky testii rlistu bunék se zlepSovaly se zvySujici se koncentraci rostlinného
extraktu. Byly provedeny in-vivo testy schopnosti pripravenych nanovlakennych
vrstev hojit rédny. Testy byly provedeny na krysdch, kterym bylo zplisobeno
poranéni na kiiZi. Poranéni bylo oSetieno pripravenymi nanovldkennymi vrstvami
a po dobu 14 dni bylo pozorovano hojeni rany. Po 14 dnech byly krysy usmrceny
arany byly pozorovany pod optickym mikroskopem. VSechny vzorky obsahujici
rostlinny extrakt vykazovaly lepsi vlastnosti hojeni ran, neZz vzorky, které extrakt
neobsahovaly. NejlepSi vysledky vykazoval vzorek, ktery obsahoval 10 hm. %
rostlinného extraktu. V této studii bylo dokazano, Ze nanovldkenné vrstvy

obsahujici PCL a PVA jsou vhodné pro wound-dressing aplikace v mediciné a také,
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Ze PVA miiZe slouZit jako nosi¢ latky slouzici k hojeni v takovychto nanovldkennych

materialech.

V roce 2021 se tym z Irdanské univerzity University of Bonab zabyval p¥ipravou
nanovldkennych scaffoldli, které obsahovaly PCL, PVA a keratin a jejich moZnym
vyuZitim v mediciné jako kryty ran [53]. Kombinace téchto polymert ve vysledném
materidlu bylo dosaZeno pomoci dual-jet electrospiningu. Byl ptripraven roztok PCL
o koncentraci 15 hm. %, kde jako rozpoustédlo byla pouZzita kyselina octova.
Keratin byl ziskan z vlny irdnskych Afshari ovci. Keratin byl pouZit pro pripravu
roztokli obtahujicich keratin a PVA v pomérech 70:30, 50:50 a 30:70. Jako
rozpous$tédlo byla pouZita destilovana voda a vysledna koncentrace PVA a keratinu
v roztocich byla vzdy 12 hm. %. Pfi procesu zvlaknovani byl roztok PCL pumpovan
z jedné jehly a roztok obsahujici PVA /keratin z druhé. Cilem pokusu bylo pripravit
scaffoldy obsahujici vldkna PCL a PVA/keratin v poméru 50:50. Proto, aby bylo
dosaZeno tohoto poméru ve vyslednych vlaknech, byl roztok PCL pumpovan
pomaleji neZ roztok obsahujici PVA/keratin. Ostatni parametry zvlakiiovani
i podminky okoli byly pro oba polymerni roztoky stejné. Vysledna vlakna byla
sbirdna na rotujici kolektor ve tvaru valce. Vysledna nanovldkna byla
charakterizovdana pomoci SEM a FTIR, byly zjiStény jejich mechanické vlastnosti
a také bylo zméreno, zda maji tato vlakna hydrofobni nebo hydrofilni charakter.
Rovnéz byly provedeny testy degradace in vitro nanovlaken a testy cytotoxicity. Ze
snimkd SEM bylo patrné, Ze nanovldkna maji po celé délce stejny primeér, na
vlaknech se netvorili velké hrudky, nedochdazelo k tvoreni kapek. Se zvySovani
poméru keratinu vic¢i PVA se sniZoval primér vldken. Pro vldkna pripravena
z roztoku, ktery obsahoval keratin a PVA v poméru 30:70 vychazi stifedni hodnota
priméria vldken 560 + 33 nm, pro vldkna pripravena z roztoku keratinu a PVA
v poméru 70:30 vychazi tato hodnota pouze 163 * 36 nm. ZvySovani obsahu
keratinu ve vyslednych nanovldknech rovnéZz zvysilo jejich mechanickou odolnost,
toto zvySeni ov8em nebylo prili§ vyrazné, protoZe nechanicka odolnost materidlu
byla zajisténa hlavné pouzitim PCL jako druhého roztoku pro zvlakiiovani.
Zvysovani obsahu PVA oproti keratinu zptlisobilo zvySeni hydrofilnich vlastnosti

materidlu i zrychleni jeho degradace in vitro. Rlist bunék i jejich adheze
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k pripravenym nanovldkennym vrstvam byla pro vSechny vzorky vyssi, neZ pro
kontrolni vzorky. Prvni kontrolni vzorek byl tvofen pouze nanovlakny PCL a druhy
slabou vrstvou keratinu. ZvySovani poméru keratinu vii¢i PVA zplisobilo zvySovani
ristu bunék. ZvySovani poméru keratinu vici PVA také zvysilo antibakteridlni
vlastnosti materialu. V této studii bylo dokdzano, Ze dual-jet electrospinningem
roztoki PCL a PVA/keratin lze pripravit nanovldkenné scaffoldy s dobrymi
mechanickymi vlastnostmi, které zaroven podporuji riist bunék a vykazuji
antibakteridlni vlastnosti. Pripravené nanovlakenné vrstvy by tedy bylo moZné

vyuZit v mediciné pro wound-dressing.

V roce 2019 pripravil tym z univerzity of Beira Interior v Portugalsku pomoci
electrospinningu z emulze nanovldkenné textilie pro pouZiti v mediciné [54].
Emulze byla vytvorena z PCL, PVA, chitosanu a eugenolu (prirodni fenylpropanoid
ziskavany z extraktu hrebickovce korenného). Cilem bylo vytvorit material
s hojivymi ucinky, ktery by bylo moZné pouzit na kryti ran. PCL bylo rozpusténo
vsystému chloroform/DMF (objemovy pomér 3:2) tak, aby vznikl roztok
obsahujici 8 hm. % PCL. Byl pripraven roztok chitosanu o koncentraci 4 hm. %, jako
rozpous$tédlo byla pouzita kyselina octova. Roztok PVA byl pripraven o koncentraci
10 hm. %, jako rozpoustédlo byla pouzita destilovana voda. Roztoky PVA
a chitosanu byly smichany do roztokli o dvou riiznych objemovych pomérech PVA
achitosanu, 7:1 a 3:1. Do téchto roztokli byl priddin PCL v poméru
PCL/PVA/chitosan 7:3:1 a 3:7:1. Eugenol byl priddan do emulzi podle hmotnosti
pridaného PCL, tak aby jeho koncentrace ve vysledné emulzi byla 5 %. Z roztokl
byly vytvoreny emulze, které byly 4 h ponechdny na magnetickém michadle, aby
doslo k vytvoreni homogenni emulze a poté ihned zvlaknény. Ke zvlaknéni byla
pouzita technologie Nanospider. Zvlaknovani probihalo pro obé emulze za stejnych
podminek, napéti 75 KV, teploty 25 °C a relativni vlhkosti 35%. Vzniklé produkty
byly charakterizovany pomoci FTIR, byla zjiSténa morfologie jejich povrchu,
porozita asmacivost. Také bylo zjisténo mnoZstvi uvolnéného eugenolu
z vytvorenych vzorki a jejich antibakteridlni vlastnosti. Vysledné produkty mély
dobrou strukturu i smacivost pro pouziti jako kryty ran. Na Obrdzku 11 je moZné

vidét snimky SEM vyslednych nanovldkennych vrstev.
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Obrdzek 11: Snimky SEM nanovldkennych vrstev pripravenych ve ¢lanku [54]. Na snimku (a)
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Ize vidét nanovldkna vzorku PCL/PVA/chitosan v poméru 7:3:1 bez eugenolu, na snimku (b)
Jje mozZné vidét nanovldkna vzorku PCL/PVA/chitosan v poméru 7:3:1 s priddnim eugenolu.
Snimek (c) zobrazuje nanovidkna vzorku PCL/PVA/chitosan v poméru 3:7:1 bez priddni
eugenolu a snimek (d) zobrazuje nanovidkna vzorku PCL/PVA/chitosan v poméru 3:7:1

s pridanym eugenolem. Méritko vsech snimkii je 5 um.
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II. Prakticka cast
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V praktické ¢asti této bakalarské prace bylo vytvoreno nékolik roztoki PCL a PVA
v riznych rozpoustédlech nebo rozpoustédlovych systémech o rtizné koncentraci.
Z téchto roztoki byly ndsledné vytvoreny emulze. Cilem bylo najit vhodnou
kombinaci rozpoustédel a koncentraci roztokdi pro zvlaknovani z jehly. Stabilni
emulze byly zvldknény a vznikla vlakna byla pozorovana rastrovou elektronovou
mikroskopii, aby byla urcena velikost i tvar vldken. S pomoci fluorescenc¢ni latky
bylo pod fluorescen¢nim mikroskopem zjiSténo, zda dochdazi ke zvlaknovani obou
polymertl zaroveii. Nejlepsi vzorek byl poté zvldknén z jehly na rotujici vdlcovy

kolektor.

Il. 1 Seznam pouzitych chemikalii a pFistroju

Il. Chemikalie:

Polykaprolakton M, = 80 000 g/mol - Sigma-Aldrich s.r.o (Merck)
Polykaprolakton M, = 45 000 g/mol - Sigma-Aldrich s.r.o (Merck)

Polyvinylalkohol M, = 125 000 g/mol, stupeii hydrolyzy 98 % - Sigma-Aldrich s.r.o
(Merck)

TRITON M, = 625 g/mol - Sigma-Aldrich s.r.o (Merck)
Chloroform - (Penta, Merck)

Dimethylformamid - (Penta, Merck)

Ethanol - (Penta, Merck)

Destilovana voda HPLC - (Penta, Merck)

Fluorescein-5(6)-isothiokyanat (Merck)
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Il. Pristroje:
Skenovaci elektronovy mikroskop - Tescan VEGA3

FTIR - Nicolet iZ10 (Thermo Fisher Scientific), ATR technika na Kkrystalu

7 diamantu.

Invertovany fluorescen¢ni mikroskop - Axio Observer (Zeiss)
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Il. 2 P¥iprava roztokd PCL a PVA

Roztoky PCL byly pripravovany vZdy navaZenim nejprve potrebného mnoZstvi
granuldtu na laboratornich vahdch. Poté bylo pripraveno potfebné mnoZstvi
rozpoustédla, pripadné rozpoustédlového systému. Pro roztoky, kde byla
rozpoustédla v rozpoustédlovém systému v hmotnostnim poméru, bylo potifebné
mnoZstvi rozpousStédel pripraveno vazenim na laboratornich vahach. Pro roztoky,
kde byla rozpoustédla v rozpoustédlovém systému v objemovém pomeéru, bylo
mnoZstvi rozpousStédel odméreno v odmérném valci. Granuldt byl poté smichan
srozpou$tédly a ponechdan nejméné 24 h michat na magnetickém michadle.

MnoZstvi kazdého roztoku bylo 100 g.

Roztoky PVA byly pripraveny podobnym zplisobem. Na laboratornich vahach bylo
navazeno potrebné mnoZstvi granulatu PVA. Poté bylo pripraveno potirebné
mnoZstvi rozpoustédla (v tomto pripadé pouze destilovana voda), ve kterém byl
granuldt rozpu$tén. Takto pripraveny roztok byl poté dan na 24 h do suSicky
nastavené na 90 °C. Nasledné byl roztok vynddn a ponechan na magnetickém

michadle dalSich nejméné 24 h.

Po tplném rozpusténi polymert byly vzniklé roztoky pouzity pro piipravu emulzi.
Emulze byly vytvareny v rtizném poméru PVA rozpusténém v destilované vodé
aroztokli PCL o rGzné koncentraci a rozpoustédlovych systémech. Roztoky byly
smichdny ve zvoleném poméru. Konkrétni poméry roztokdi v emulzich jsou
uvedeny dale v textu a v Tabulce 1. Samotnd tvorba emulze probihala s vyuZzitim
ultrazvukového homogenizatoru Q500 (QSonica), ktery pilisobil na emulzi ve tiech
intervalech dlouhych 30 s (viz.Obrdzek 12). Emulze byla poté ponechana na
magnetickém michadle nékolik minut, dokud nebyla uplné homogenizovana

a ihned poté byla zvlaknéna.
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Obrdzek 12: Priklad tvorby emulze pomoci ultrazvuku. Do roztoku PVA byla priddna

berlinska modr pouze pro ticely fotografie - lepsi zndzornéni tvorby emulze. Vlevo je mozné
vidét oddélené roztoky PCL a PVA, vpravo poté emulzi téchto roztokii vytvorenou

ultrazvukem.

Emulze byly zvlaknény stejnosmérnym elektrickym zvlakiiovanim z jehly. Emulze
byla vytlacovana ze seriznuté jehly, ktera zaroven slouzila jako kladna elektroda.
Jako podklad byl pouZzit Cerny papir, pripevnény k plochému kolektoru nebo
netkana textilie spunbond pripevnéna k rotatnimu kolektoru. Schémata téchto

aparatur je mozné vidét na Obrazku 13 a Obrazku 14.
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deska s cernym papirem

polymerni
tryska
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uzemnéni
kolektoru

stfikacka s
polymerni emulzi

pumpa —
zdroj stejnosmeérného
elektrického napéti

Obrdzek 13: Schéma zvidknovaciho apardtu, kde ma kolektor tvar ploché desky.

uzemnény rotujici kolektor
spunbond

motor

polymerni
tryska

-I.-;“

stiikacka s
polymerni emulzi

pumpa
zdroj stejnosmérného
elektrického napéti

Obrdzek 14: Schéma zvildknovaciho apardtu, kde je jako kolektor pouZit rotujici kovovy vdlec.
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Il. 3 Testovani nutnosti pouziti povrchové aktivni latky

Nejprve byla otestovana nutnost pouziti povrchové aktivni ldtky pripravou dvou
emulzi stejnych roztokl ve stejném poméru, kde byla v jedné z emulzi pouZita
povrchové aktivni ldtka a v druhé ne. Emulze byly pripraveny z roztoku PCL
o molekulové  hmotnosti 45000 g/mol v rozpousStédlovém systému
chloroform/DMF (8:2 hmotnostné) a koncentraci 16 hm. % a roztoku PVA
rozpuSténém v destilované vodé o koncentraci 10 hm. % v poméru 8:2
hmotnostné. Do PVA byla v jedné z emulzi pfiddna povrchové aktivni latka TRITON
v poméru 1 ml TRITONu o koncentraci 10 % na 100 g PVA. Emulze byly zvlaknény
z jehly za stejnych podminek. Zaroven byly zvlaknény samotné roztoky PCL a PVA

pouZzité pro pripravu emulzi.

Zvlaknovani probihalo pri napéti 20 kV, teploté 22 °C a vlhkosti 22 % RH z jehly

o priméru 0,8 mm. Jako podkladovy materidl byl pouZit ¢erny papir.

Pii samotném procesu zvldkiiovani nebyl patrny rozdil v pribéhu zvldkiovani
mezi emulzi s povrchové aktivni latkou a emulzi bez povrchové aktivni latky.
V obou pripadech bylo z kapky u 3$picky jehly vytahovano nékolik vlaken. Na
kolektoru se tvorila viditelna vrstva vlaken. Vytvorené vzorky byly pozorovany
rastrovacim elektronovym mikroskopem, aby byla zjiSténa podoba vzniklych

vldken. Snimky SEM je moZné vidét na Obrazku 15.
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M

N4
SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 5.00 kx 1 VEGAS3 TESCAN|
View field: 55.4 ym Det: SE 10 pm
WD: 25.42 mm Date(m/dly): 01/27/21 TUL FP KCH Biolng

i &
SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN
View field: §5.4 pm Det: SE 10 pm
WD: 25.34 mm Date(m/dly): 01/27/21 TUL FP KCH Biolng

Obrazek 15: Vlevo snimek vldken emulze bez povrchové aktivni ldatky vytvoreny SEM
v meritku 10 um. Vpravo snimek emulze s pridanou povrchové aktivni latkou pri stejném

zvétseni a méritku.

Podle snimkli SEM vypadaji vldkna vizudlné podobné. Pomoci téchto snimkil byly
zméreny primeéry vldken. Histogramy primeért vldken lze vidét na Obrazku 16 na
nasledujici strdnce. Primér vldken emulze bez povrchové aktivni latky je
946 + 235 nm, histogram byl vytvoren mérenim primeért 204 vlaken, pro vldkna
s povrchové aktivni latkou je tato hodnota 637 * 304 nm. Histogram byl vytvoren

méfenim primért 144 vliken.

ProtoZe se vysledné vzorky vyrazné nelisi tvarem ani velikosti vldken, neni pro
tvorbu a zvldknovani emulzi nutné pouzit povrchové aktivni latku. VSechny

nasledujici emulze byly vytvoreny bez pouZiti povrchové aktivni latky.
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Potet viaken o daném priméru

Histogram priimérd viaken emulze PCL/PVA bez povrchové aktivni latky

e

Poget vidken o danném priimér

Priiméry [nm]

Histogram primért vidken emulze PCL/PVA s povrchové aktivni latkou

Iy

Ny

Préiméry [nm]

Obrazek 16: Z grafii je patrné, Ze velikost priimérii vidken je pro oba vzorky podobnd. Vzorek

bez povrchové aktivni ldtky mad vétsinu vidken o priiméru 300 - 450 nm a vzorek, ktery byl

vytvoren s pouZitim povrchové aktivni latky md vétsinu vidken o priiméru 350 - 500 nm .
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1.4 Vliv zmeény koncentrace polykaprolaktonu
a polyvinylalkoholu v emulzi na vysledny produkt

elektrického zvlaknovani

Bylo pripraveno nékolik roztokii PCL a PVA. Z téchto roztokd byly vytvoreny
emulze, které byly zvldknény z jehly (schéma aparatury pouzité ke zvlakiovanti je
na Obrazku 13). VSechny pripravené roztoky a jejich emulze jsou zaznamendany

v Tabulce 1. Zarovern je zde zaznamenano, zda zvlakiiovani probihalo.

Pro zvldkiovdni bylo pouZito napéti U = + 20 kV. Zvldkniovani probihalo ze
sefiznuté jehly o prliméru 0,8 mm a vzdalenost Spi¢ky jehly od uzemnéného
kolektoru byla 18 cm. Jako podkladovy materidl byl pouzit ¢erny papir. Seznam
vSech vytvotrenych roztokl je moZnd vidét v Tabulce 1 na ndsledujici strance.

Pomér PCL a PVA byl vypocitdn podle vzorce:

PCL _ hm.dilti PCL-hm . koncentrace PCL
PVA hm.diltiiPVA-hm.koncentrace PVA

Vlakna pripravena elektrickym zvldknovanim byla pozorovana pod rastrovacim
elektronovym mikroskopem. Pro emulze A, ] a K zvldkiiovani vlibec nezapocnulo,

nebudou proto dale vyhodnocovany.

Vzorek F byl vytvoren aZ po otestovani bezjehlového zvlakinovani jinych vybranych
emulzi (emulze C a D). Tyto emulze nebyly pro bezjehlové zvldknovani vhodné,

pravdépodobné kvili prili§ vysoké viskozité. Proto byla snaha vytvorit roztok

v v

Vlakna emulze B maji pravidelny tvar, netvori se na nich hrbolky (viz. Obrazek 17).
Podle snimkl SEM to vypad3, Ze by tato emulze by byla vhodna pro dalsi testovani,
ale zvlaknovani samotné probihalo velmi pomalu, proto s touto emulzi nebylo dale

pracovano.
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Tabulka 1: Seznam vsech roztokii PCL a PVA a z nich vytvorenych emulzi. Ve sloupci nalevo

jsou napsdny pismena oznacujici vzorky.

PCL PVA
(M, =45 000 g/mol) (M, =125 000 g/mol)
Koncentrace Pouzité Koncentrace Pouzité Pomér  Pomér PCL Priibéh
PCLv rozpoustédlo | PVA vroztoku rozpoustédlo | emulzi aPVAve | zvlaknovani
roztoku nebo vyslednych
rozpousStedlovy vlaknech
systém
A chloroform 8:2 6,4:1 Zvlakriovani
n neprobiha
B chloroform/ 8:2 6,4:1 Zvlaknovani
etanol (8:2 probiha
hmotnostné€) pomalu
] 0, 0,
c 16 hm. % chloroform/ 10 hm. % dH.0 8:2 6,4:1 Zvlakriovani
n DMF (8:2 probiha
D hmotnostné) 7:3 3,73:1 | Zvlakiiovani
n probiha
E 3:2 2,4:1 Zvlakriovani
probiha
pomalu
F| 12 hm. % chloroform/ 8:2 6:1 Zvlaknovani
DMF v poméru 8 hm. % dH:0 probiha
8:2 hmotnostné
PCL PVA
(M =80 000 g/mol) (M =125 000 g/mol)
Koncentrace Pouzité Koncentrace Pouzité Pomér  Pomér PCL Priibéh
PCLv rozpoustédlo | PVA vroztoku rozpoustédlo | emulzi aPVAve | zvlaknovani
roztoku nebo vyslednych
rozpousStedlovy vlaknech
systém
G chloroform 8:2 4:1 Vznikaji
L pouze kapky
H 10hm %  chloroform/ 8:2 4:1 Tvorba
etanol (8:2 silnych
hmotnostné€) vlaken
I chloroform/ o 8:2 3,2:1 Tvorba
DMF (8:2 10 hm. % dH:0 silnch
N objemové) vlaken
] 8hm% 7:3 1,87:1 | Zvlakilovani
L neprobiha
K 3:2 1,2:1 Zvlaknovani
neprobiha
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- AR © : - -
SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN|
View field: 55.4 ym Det: SE 10 ym
WD: 15.20 mm Date(m/d/y): 03/11/21 TUL FP KCH Biolng

Obrdzek 17: Snimek SEM vldken emulze B. Snimek md méritko 10 um.

Emulze D tvori vldkna o rizném primeéru, na vldknech jsou viditelné hrudky (viz.
Obrdzek 18). Vrstva vytvorenych vlaken je rovnomérna po celé ploSe vzorku.

ProtoZe zvlaknovani probihalo dobre, byla tato emulze pouzita v dal$ich pokusech.

v
SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN|
View field: 55.4 pm Det: SE 10 um
WD: 17.96 mm Date(m/d/y): 02/08/21 TUL FP KCH Biolng

SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 1.00 kx VEGA3 TESCAN|

View field: 277 ym Det: SE 50 um
WD: 17.96 mm Date(m/dly): 02/08/21 TUL FP KCH Biolng

Obrazek 18: Snimky SEM emulze D v méritku 50 um (vlevo) a 10 um (vpravo).

Emulze E zvldkiiovala pomalu. Ze snimkii na Obrazku 19 je patrné, Ze se vytvorilo
jen malé mnoZstvi vldken o priiméru v rozmérech rddu nm. Vznikaji také vldkna

o velkém primeéru. S touto emulzi nebylo déle pracovano.
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\ \ //}l < - S \ R - N y. ¥ &
SEMHV: 150KV | SEMMAG: 1.00kx || ||| | ||] VEGASTESCANEN  SEM HV:15.0kv | SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN,

Miewiiielda27zium BEESE View field: 5.4 ym Det: SE 10 pm
WD:316:05 mm BDate(micly]02(05/28 EHOEEKCHIBIoIng WD: 18.06 mm | Date(m/dly): 02/08/21 TUL FP KCH Biolng

Obrdzek 19: Snimky SEM emulze E v méritku 50 um (vlevo) a 10 um (vpravo).

Emulze C tvori vldkna o spravném priimeéru (viz. Obrdzek 20) a vrstvy vytvorenych
vlaken je rovnomérna po celé ploSe vzorku. Zvlaknovani emulze probihalo dobfre.

Tato emulze byla pouzita v dalSich pokusech.

= # 4 B i i e
SEMHV: 15.0kV  SEM MAG: 1.00 kx SEM HV: 150KV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN
View field: 277 pm Det: SE 50 um View field: 55.4 ym Det: SE 10 ym
WD: 25.40 mm Date(m/dly): 01/27/21 TUL FP KCH Biolng WD: 25.34 mm Date(m/dly): 01/27/21 TUL FP KCH Biolng

Obrdzek 20: Snimky SEM emulze C. Tato emulze byla pripravena a zvldknéna jiz v pokusu,
ktery testoval pouZiti povrchové aktivni ldatky. Toto jsou snimky emulze bez povrchové aktivni

v/

latky v méritku 50 um (vlevo) a 10 um (vpravo).
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Na snimcich na Obrdzku 21 emulze F je patrné, Ze se béhem zvldknovani tvori velké
kapky. I vytvorena vldkna Casto prechdzeji ze spojitych vlaken v malé kapky. Tato
emulze zvldkiniovala dobfe, ale ze snimkii SEM je patrné, Ze neni vhodnd pro dalsi

pouziti.

ST

SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN
WD: 12.44 mm Det: SE 10 ym
View field: 55.4 ym  Date(m/dly): 05/07/21 Performance in nanospace

= sy SO gl ? ¢
>4 e &, TR e
SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 500 x VEGA3 TESCAN
WD: 12.45 mm Det: SE 100 pm
View field: 554 ym | Date(m/dly): 05/07/21 Performance in nanospace

Obrdzek 21: Snimky SEM emulze F. Snimek vlevo md méritko 100 um, snimek vpravo 10 um.

Posledni tii emulze (G, H a I) zvldkiiovaly velmi obtiZné. Ze snimkli SEM na
Obrazku 22 je patrné, Ze dochazi ke tvorbé vldken o velkém primeéru, kterd jsou
navic slepend dohromady. Zadnd z téchto emulzi neni vhodnd pro dalsi

zvlaknovani.
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\
SEMHV: 15.0KV | SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN SEMHV: 150 kV | SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN
View field: 55.4 pm Det: SE 10 um View field: 55.4 ym Det: SE 10 ym
WD: 15.09 mm Date(m/dly): 03/11/21 TUL FP KCH Biolng WD: 15.27 mm Date(m/dly): 03/11/21 TUL FP KCH Biolng

SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN
View field: 55.4 ym Det: SE 10 ym
WD: 17.92 mm Date(m/d/y): 02/08/21 TUL FP KCH Biolng

Obrazek 22: Snimky SEM emulzi G ( vlevo nahore), H (vpravo nahore) a I (dole) v méritku
10 um.
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Il. 5 Fluorescencni mikroskopie

Cilem pokusu bylo ovérit, Ze pri zvlaknovani nedochazi k oddélovani slozek emulze
avyslednd vldkna jsou tvorena obéma polymery. Byly proto znovu zvlaknény
emulze z predchozich pokusti PCL o molekulové hmotnosti 45000 g/mol
v systému chloroform/DMF (8:2 hmotnostné) o koncentraci 16 hm. % a PVA
v destilované vodé o koncentraci 10 hm. % v hmotnostnim poméru 8:2 a PCL
o molekulové hmotnosti 45 000 g/mol v systému chloroform/DMF (8:2
hmotnostné) o koncentraci 16 hm.% a PVA v destilované vodé o koncentraci
10 hm. % v hmotnostnim poméru 7:3. Do PVA byl u obou roztokii pridan
fluorescein. Druhy roztok tvoril vldkna velikosti mikrometrii a neni proto idealnim
produktem, ale diky vétSi velikosti vytvorenych vlaken jej bylo moZné pod
fluorescen¢nim mikroskopem lépe pozorovat. Zvlaknovani probihalo za stejnych
parametri jako v predchozim pokusu, tedy napéti 20 kV kladnych. Zvldkiovani
probihalo ze seriznuté jehly o priméru 0,8 mm a vzdalenost Spicky jehly od
kolektoru byla 18 cm. Vldkna byla zachycena na sklicko, aby je bylo mozZné

pozorovat pod fluorescen¢nim mikroskopem.

Vysledné snimky z fluorescen¢niho mikroskopu je moZné vidét na Obrazku 23

a Obrazku 24.

Obrdzek 23: Snimky emulze PCL a PVA v poméru 7:3 porizené fluorescencnim mikroskopem

v meritku 100 um.
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Obrdzek 24: Snimky emulze PCL a PVA v poméru 8:2 porizené fluorescencnim mikroskopem

v meritku 100 um.

Na Obrazku 23 lze vidét, Ze zelené barvivo (fluorescein pridany do roztoku PVA) je
rozprostreno po celé délce vlaken vzorku, netvori se samostatna vlakna PVA a PCL,
ale oba polymery se zvlakiuji souc¢asné. Protoze vlakna druhého vzorku maji mensi
velikost nejsou snimky na Obrazku 24 prili§ detailni, ale diky rozprostieni
zeleného barviva po celém snimku je moZné poznat, Ze PVA a PCL se zvldknuji
spole¢né i pro tuto emulzi. Timto pokusem bylo dokdzdno, Ze se béhem samotného
procesu zvlaknovani nevydéluji jednotlivé slozky z emulze. Dochazi skute¢né ke
zvldkiiovani obou roztokli zdroven v emulzi a vysledny produkt by tedy mél mit

poZadovany pomér PCL a PVA.
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Il. 6 Rotacni kolektor

Z predchozich pokusli vychdazi nejlépe emulze oznacend v Tabulce 1 jako C, tedy
PCL o molekulové hmotnosti 45000g/mol v rozpoustédlovém systému
chloroform/DMF (8:2 hmotnostné) akoncentraci 16 hm. % a roztoku PVA
rozpustény v destilované vodé o koncentraci 10 hm. % v hmotnostnim poméru 8:2
a emulze oznacend v Tabulce 1 jako D, tedy PCL o molekulové hmotnosti 45 000
g/mol vrozpouStédlovém systému chloroform/DMF (8:2 hmotnostné)
a koncentraci 16 hm. % a roztoku PVA rozpustény v destilované vodé o koncentraci
10 hm. % v hmotnostnim poméru 7:3. Tyto emulze byly pripraveny znovu
azvlaknény z jehly, ale v tomto pripadé byl jako podkladovy material pouzit
spunbond umistény na kolektor rotujici rychlosti 0,1 m/s. Rovnéz byly zvlaknény
slepé vzorky roztoki PCL a PVA, které byly pouZity pro piipravu emulzi. Cilem bylo
charakterizovat vldkna vznikla z téchto emulzi pomoci FTIR. Také bylo cilem
otestovat, zda emulzi Ize zvlaknovat po delsi dobu (v tomto pripadé 10 min pro
kazdou emulzi). Zvlakiniovani probihalo pri napéti 16 kV kladnych, z jehly
o priméru 0,8 mm a vzdélenosti 17 cm $picky jehly od kolektoru. Vysledna vldkna

byla charakterizovdana pomoci SEM a FTIR a byly zméreny priméry jejich vlaken.

SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 1.00 kx SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 2.50 kx VEGA3 TESCAN

View field: 277 um Det: SE View field: 111 ym Det: SE 20 ym
WD: 9.43 mm Date(m/dly): 04/28/21 Performance in nanospace WD: 9.43 mm Date(m/dly): 04/28/21 Performance in nanospace

Obrdzek 25: Snimky SEM emulze PCL o molekulové hmotnosti 45 000 g/mol v systému
chloroform/DMF (8:2 hmotnostné) o koncentraci 16 hm. % a PVA v destilované vodé
o koncentraci 10 hm. % v hmotnostnim poméru 7:3. Snimek vlevo md méritko 50 um

a snimek vpravo 20 um.
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SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 1.00 kx VEGA3 TESCAN SEM HV: 20.0 KV SEM MAG: 5.00 kx ] VEGA3 TESCAN
View field: 277 pm Det: SE 50 pm View field: 55.4 pm Det: SE 10 ym
WD: 9.45 mm Date(m/dly): 04/28/21 Performance in nanospace WD: 9.45 mm Date(m/dly): 04/28/21 Performance in nanospace

Obrdzek 26: Snimky SEM emulze PCL o molekulové hmotnosti 45 000 g/mol v systému
chloroform/DMF (8:2 hmotnostné) o koncentraci 16 hm. % a PVA v destilované vodé
o koncentraci 10 hm. % v poméru 8:2. Snimek vlevo md méritko 50 um a snimek vpravo

10 um.

Ze snimkl SEM na Obrazcich 25 a 26 je patrné, Ze vldkna obou emulzi tvori
rovnomeérnou vrstvu vldken. VIdkna obou emulzi se mezi sebou lisi v priiméru. Na
Obrazku 26 je mozZné vidét vldkna o vyrazné vétSich primeérech, neZ jaka ma
vétSina vlaken vzorku. Je zde vidét i obfasna tvorba kapek. Protoze se vldkna
vznikld z obou vyrazné 1isi v priméru i po délce kazdého vldkna, byly jejich
priméry zméfeny a vyhodnoceny pomoci ¢lanku [40]. Ze snimkli SEM bylo
vybrano nékolik vldken, kterym byly zméreny primeéry podél osy vzidy po 1 pum.
Z téchto zmérenych priiméri byl poté sestrojen graf porovnavajici zménu priiméru
podél osy vlaken i mezi vlakny samotnymi (viz. Obrazek 27). Vldkno A ma podél
své osy po celé délce podobny priimér, v grafu tvori hodnoty jeho priimért témér
rovnou ¢aru. VIdkno B je hrbolaté a jeho priiméry se po celé jeho délce lisi. V grafu
je vidét vyrazné kolisani jeho primért. Takto byly zméreny i priméry vldken
roztokli PCL a PVA, ze kterych byly vytvoreny emulze, aby bylo moZné priméry
vlaken emulzi porovnat se slepymi vzorky. Vysledky méreni je mozné vidét na

Obrazku 28.
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Obrdzek 28: Grafy priimérti vldken vytvorenych z roztokii PCL (vlevo nahote) a PVA (vpravo

nahore) a z emulzi téchto roztokii v pomérech 8:2 (vlevo dole) a 7:3 (vpravo dole).
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Na Obrazku 28 je moZné vidét, Ze roztoky PCL a PVA tvofi vlakna o menS$im
primeéru neZ jejich emulze. Vldkna roztoki maji podobné velké priiméry a tyto
priméry se vyrazné nelisi po délce jednotlivych vldken. Emulze s pomérem roztokii
PCL a PVA 8:2 md vldkna o vétSim prliméru, vétSina primérd, ale vychdzi mensi
nez 1 um, tedy v nano rozmeérech. Priimér vldken se velmi lisi po celé délce vldken,
coZ lze pozorovat i na snimcich SEM téchto vldken (viz. Obrazek 26). Emulze
s pomérem roztokd PCL a PVA 7:3 md vldkna nejvétsi. Priméry vldken vychdzi vétsi
nez 1 pum. Jedna se tedy spiSe o mikrovldkna. U této emulze se primeéry vldken po

celé jejich délce také velice lisi.

Byla provedena charakterizace vzorki vlaken vzniklych z emulzi pomoci FTIR, aby
bylo zjiSténo, zda vldkna skutetné obsahuji PVA i PCL. Na Obrazku 29 je moZné
vidét porovnani FTIR charakteristik PVA, PCL a jejich emulzi v pomérech 8:2 a 7:3.
Na charakteristice PVA je patrny peak mezi 3 000 aZ 3 500 cm™ oznacujici
hydroxylovou skupinu, také peaky v oblasti, které oznacuji acetylovou skupinu.
Tyto peaky jsou poté viditelné i ve spektrech emulzi. Tato spektra jsou ale daleko
vice podobna charakteristice PCL, jde vyrazny peak v oblasti pfiblizné 1 700 cm™.
Tento peak oznacuje ketonovou funkéni skupinu. Mezi 1 000 az 1 500 cm™ je
mozZné vidét nékolik peakili, které odpovidaji etherové funkéni skupiné. Peak
voblasti 700 az 750 cm™ je pravdépodobné zplisoben zbytky DMF, které bylo
pouzito jako rozpouStédlo. Spektra emulzi jsou podobna spektru PCL samotného,
ale obsahuji i peak v oblasti 3 000 az 3 500 cm™, ktery je charakteristicky pro PVA.
Da se tedy predpokladat, Ze emulze obsahuji z vétsi ¢asti PCL, ale také v menSi mife

PVA. Grafy spekter vSech vzorkil je moZné vidét na Obrazku 29.
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Obrdzek 29: Porovndni IR spekter slepych vzorkii PCL a PVA a emulzi, které z nich byly
pripraveny. Vzorek vidken emulze PCL/PVA v hmotnostnim poméru 8:2 je zde znacen jako
PCL-PVA 6,4:1 a vzorek vidken emulze PCL/PVA v hmotnostnim poméru 7:3 je znacen jako

PCL-PVA 3,73:1.

Pomoci FTIR byla otestovdna i homogenita vzork(i vldken obou emulzi.
Z charakteristik emulzi vyplyva, Ze vzorky jsou homogenni. Spektra emulzi byla
méfena nékolikrat a méreni vychdzi navzdjem velmi podobnd. Vysledky testii

homogenity je moZné vidét na Obrazcich 30 a 31.
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Obrdzek 30: Emulze PCL o molekulové hmotnosti 45 000 g/mol v rozpoustédlovém systému
chloroform/DMF (8:2 hmotnostné) o koncentraci 16 hm.% a PVA v destilované vodé

o koncentraci 10 hm. % v hmotnostnim poméru 7:3.

57



Absorbance

0.40

| PCL-PVA 6,4:1 A
035, )
' PCL-PVA6,4:1C
- PCL-PVA6,4:1D

0.

w
=]

0.25

| PCL-PVA6,4:1 F

0.20-

0.15-

»

3500 o 000 2500 © 2000 1500 1000
Wavenumbers (cm-1)

Obrdzek 31: Emulze PCL o molekulové hmotnosti 45 000 g/mol v rozpoustédlovém systému

chloroform/DMF (8:2 hmotnostné) o koncentraci 16 hm.% a PVA v destilované vodé

o koncentraci 10 hm. % v hmotnostnim poméru 8:2.
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lll. Diskuze

Cilem praktické cdsti této bakaldiské prace bylo nalezeni vhodnych kombinaci
koncentraci roztoki PCL a PVA a rozpoustédel v nich pouZitych pro vytvoteni
stabilnich emulzi vhodnych k elektrostatickému zvlakiiovani. VZdy se jednalo
o emulze typu V/O tedy voda v oleji. Bylo otestovano nékolik rtiznych roztokti PCL
a PVA a byly otestovany i rtizné hmotnostni poméry téchto roztoki. Z experimentt
vychazi jako nejlep$i kombinace PCL o molekulové hmotnosti 45 000 g/mol
v rozpousStédlovém systému chloroform/DMF (8:2 hmotnostné) o koncentraci
16 hm. % a PVA v destilované vodé o koncentraci 10 hm. % v hmotnostnim poméru
8:2 a PCL o molekulové hmotnosti 45 000 g/mol v rozpoustédlovém systému
chloroform/DMF (8:2 hmotnostné) o koncentraci 16 hm. % a PVA v destilované

vodé o koncentraci 10 hm. % v hmotnostnim poméru 7:3.

Byla otestovdna nutnost pouziti povrchové aktivni latky pro tvorbu emulzi.
Povrchové aktivni latky umoziuji vznik emulzi a zlepSuji jejich stabilitu tim, Ze
reaguji na rozhrani poldrni a nepoldrni ¢asti emulzi [55]. V experimentu byla
nutnost pouZziti povrchové aktivni latky vyzkouSena pripravenim dvou emulzi
o stejném pomeéru stejnych roztokli PCL a PVA, kde byla do jednoho z roztokil
pridana povrchové aktivni latka. Obé emulze bylo moZné snadno zvldknit a z jejich
snimkd SEM i z histogramli zmérenych primért vldken téchto emulzi vyplyva, Ze
pro vytvoreni a nasledné zvlaknéni dalSich emulzi pro experimentalni ¢ast této
prace neni nutné pouZzit povrchové aktivni latku. Tento vysledek je velmi pozitivni,
protoZe povrchové aktivni latka by mohla mit negativni vliv pouziti vysledného
nanovlakenného materidl jako kryt ran, kde PVA nese aktivni slozku napftiklad
v podobé ristovych faktorl zaloZenych na proteinech [55]. Stabilita emulze i bez
pouZiti povrchové aktivni latky mohla byt v tomto pripadé zplisobena kombinaci

nepoldrniho a mirné polarniho rozpoustédla (v tomto pripadé chloroform/DMF).

Dale byl optimalizovan proces zvlakinovani nejlepSich emulzi pro zajiSténi vétSiho
mnoZstvi vzorku pro dalSi testovani. Byla sestavena aparatura, jejiZ soucasti byl
rotacni kolektor, na ktery byly emulze zvlaknény. Podobu této aparatury je moZné

vidét na Obrazku 14. Tyto vzorky vykazovaly velmi rozdilné priméry podél osy
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vldken, podobné je tomu i ve ¢lanku [54], kde byla zvlakiiovdna emulze PCL/PVA
a chitosanu. Tyto vzorky vykazovaly dostate¢né velkou plochu a ploSnou hmotnost,

aby mohly byt déle testovany in-vitro pro biokompatibilitu.

Vzorky budou ndsledné testovany na cytotoxicitu, bunécnou adhezi, proliferaci atd.
Nanovldkenné materidly vytvorené pouze z PCL a PVA z téchto typl polymert
arozpoustédel byly jiZ uspésné in-vitro testovany [55, 56], proto se bude jednat
pouze o test potvrzujici biokompatibilitu nanovlakennych materidlli pripravenych
z emulzi téchto polymert. V dal$im testovani je tfeba otestovat zvldkiiovani téchto
emulzi s vybranymi aktivnimi latky. Jako modelovou aktivni latku je moZné pouzit

BSA, tedy hovézi sérovy albumin, ktery je vyuzivam v biologickych experimentech.

Bylo by také vhodné optimalizovat proces pripravy emulzi i proces jejich
nasledného zvlaknovani tak, aby bylo moZné pripravit tyto nanovladkenné materidly
i pomoci bezjehlového zvlakniovani a tim ziskat vét$i vzorky téchto materidli
v kratSich Casech a zvysit tak jejich vyrobnost. Toho je pravdépodobné mozné
docilit zménou viskozit emulzi a poméri roztokd pouZzitych na jejich ptipravuy,
vyzkouSenim dalsich rozpoustédel a rozpoustédlovych systémtl, nebo zménou

okolnich podminek béhem procesu zvlaknovani.

Dadle by bylo zajimavé vice prostudovat zménu viskozity a povrchového napéti
emulzi. Z prvotnich méreni je patrné vyrazné navySeni viskozity emulzi oproti
roztoklim, ze kterych byly pripraveny, coZ mohlo zplisobit nemoZnost zvlaknéni
emulzi bezjehlové. ZvySend viskozita emulzi mlZe byt zplisobena tim, Ze retézce
PCL nejsou v disperznim prostiedi emulzi ve formé klubek, ale vytvari zapletené
utvary, coZ je zplsobeno vybérem rozpoustédel [57]. Také to miliZe byt zplisobeno
kapkami PVA, které jsou v emulzich rozprostreny jako disperzni podil a piisobi jako

pirekdzka zabranujici toku kapalin [58].
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IV. Zaver

V této praci bylo pripraveno nékolik emulzi roztok polykaprolaktonu
a polyvinylalkoholu. Emulze byly zvlaknény pomoci stejnosmérného elektrického
zvlaknovani s cilem nalezeni emulzi vhodnych pro pripravu nanovldkennych vrstev
s potencidlnim vyuZzitim v mediciné jako kryty ran. Bylo pripraveno nékolik emulzi,
které se liSily pomérem PCL a PVA, koncentraci téchto polymerii v roztocich, ze
kterych byly emulze ptipraveny a rozpoustédly pouZitymi pro piipravu roztokd.
Toto vedlo ke zméné morfologie vyslednych vlaken. Hodnoceni vyslednych

materiali probihalo zejména pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu.

V praktické casti této bakalarské prdce bylo dokdzano, Ze pro pripravu stabilni
emulze pro elektrické zvlaknovani neni nutné pouZit povrchové aktivni latku.
Z procesu zvlaknovani a nasledného hodnoceni vyslednych vldken pomoci snimki
SEM vyplyva, Ze pro pripravu emulzi je vhodnéjSi polykaprolakton o nizsi
molekulové hmotnosti (M, = 45 000 g/mol). Polykaprolakton o vys$si molekulové
hmotnosti (M, = 80 000 g/mol) tvoril emulze, které zvlaknovaly pomalu a vznikala
z nich vldkna o velké prliméru a priliS nepravidelném tvaru. Jako nejlepsi po
testovani nékolika riiznych pomért roztokdt PCL a PVA v rlznych rozpoustédlech
byly z této studie vybrdny dvé emulze tvorené stejnymi zdkladnimi polymernimi
roztoky PCL (M, = 45000 g/mol) v rozpoustédlovém systému chloroform/DMF
(8:2 hmotnostné), koncentraci 16 hm. % a PVA v destilované vodé o koncentraci
10 hm. % ve hmotnostnich pomérech roztoki 8:2 a 7:3. Ve vyslednych vldknech
poméry téchto emulzi odpovidaji hmotnostnim pomértim PCL ku PVA 6,4:1

a3,73:1.

Aby bylo dokazano, Ze pri procesu zvlaknovani skute¢né dochazi ke zvlaknovani
obou polymert najednou, byl do PVA priddn fluorescein a vldkna byla pozorovéna
pod fluorescen¢nim mikroskopem. Vlakna zelené svétélkovala po celé své délce

a tim bylo tedy dokazdno, Ze PVA se nachazi po celé délce vlaken.

Nejlepsi vzorky byly zvlaknény na rotacni kolektor a jako podkladovy materidl byla

pouzita netkana textilie spunbond pro snaz$i sejmuti a naslednou manipulaci
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s vlakny. Timto zplisobem byly pripraveny vzorky s dostate¢né ploSné hmotnosti
pro dalsi in-vitro testovani. Ze spekter FTIR téchto vzorkl je patrné, Ze vzorky jsou

homogenni i Ze obsahuji stejné funk¢ni skupiny jako slepé vzorky PVA a PCL.

Nejlepsi emulze, zvlaknéné pomoci elektrického zvlaknovani z jehly, byly zvlaknény
i pomoci bezjehlového zvlakiiovani, kde se ukdzalo, Ze i kdyZ tyto emulze zvlaknuji
dobre z jehly, nejsou vhodné pro bezjehlové zvldkinovani, pravdépodobné kvili
prilis vysoké viskozité. Byly tedy pripraveny roztoky PCL a PVA o niZzsi koncentraci
neZ jakou mély roztoky téchto polymerti v ptivodnich emulzich. Tato emulze byla
zvlaknéna z jehly a i kdyZ je na snimcich SEM vzniklych vlaken patrné, Ze nevznikaji
stejné pravidelna vldkna jako u pilivodnich emulzi, bylo by vhodné zkusit tento
vzorek zvlaknit pomoci bezjehlového zvlakiiovani. Dale by bylo vhodné otestovat

zvlaknovani vybranych nejlepSich emulzi s pridanim modelové aktivni latky.

Elektrické zvldkiiovani z emulzi se jevi jako vhodny zplisob pripravy vldkennych
materiali, které maji poZadované vlastnosti a je moZné je funkcionalizovat
integraci aktivnich latek do disperzniho podilu. Je ale nutna dal$i optimalizace

procesu pripravy emulzi i jejich nasledného zvlaknovani.
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