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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo shrnout zédkladni mozZnosti zvldkiovani polymert a inkorporace
aditiv. V teoretické ¢asti jsou popsany moznosti vyroby nanovlaken pomoci pfistroje 4SPIN®
spolecné s jednotlivymi elektrodami pro zvlaknovani.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na vliv struktury aditiva na mnoZstvi inkorporované
latky. K tomuto vyzkumu byla pouzita barviva erytrosin, riboflavin, brilantni modf a
eriochromova c¢ern. Vyhodnocovéani obsahu aditiv bylo provaddéno pomoci UV-Vis
spektrofotometrie.

ABSTRACT

The goal of this thesis was to summarize basic options of fiber spinning and incorporation
of additives. Options for nanofiber production by 4SPIN® are described along with particular
electrodes for spinning in theoretical part.

The experimental part was focused on influence of molecular structure of additives to
incorporated volume of the substance. For this research four dye was used: erythrosine,
riboflavin, briliant blue and eriochrom black. UV-Vis spectroscopy was used for evaluation of
volume of aditives in nanofiber layer.
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1. Uvod

Uz od raného stfedovéku lidé prikladali na rany obvazy, aby zamezili krvaceni a infekci a
napomohli hojicimu procesu riiznymi bylinami a mastmi. Nejdiive se pouZivaly latkové
obvazy, v 19. stoleni se zacatkem vyroby buniCiny pfisly gdzové obvazy a vyvoj postupoval
dal az k dneSnim materidlim pro kryti ran.

Dulezitym milnikem ve vyvoji hojeni ran bylo znovuobjeveni vlhkého hojeni v 60. letech
20. stoleti. Tento postup uz byl znam v starovéku v Mezopotamii a Egyptu, kde se pouzival
med k udrzeni vlhkosti rdny a navic jeho antiseptické a antibakteridlni uc¢inky pomahaly
dezinfikovat ranu.

Pro hojeni ran je dilezitych nékolik faktort: pH, teplota, vlhkost a samoziejmé sterilita.
Toto optimalni prostiedi je nejvyhodnéjsi pro rychlé uzdraveni rany a kryci materialy pouzité
pii 1éEbe by toto prostiedi meli podporovat, nikoli jak je tomu v pfipadé suché gazy, hojné
pozivané v dneSnim zdravotnictvi, ktera ma skvélé saci schopnosti, krev z rany odsaje a obcas
vytvoii strup pevné spojeny obkladovym materidlem. Pii odstranéni obkladu pak dojde
k odtrZeni strupu, otevieni nové rany a hojici proces miZze zacinat od zaCatku. Navrat
do ptivodniho stavu trva 6-8 hodin a je pro télo zatézujici.

Moderni materidly by mély byt navrhnuty tak, aby podporovaly hojivé prostfedi rany a
jejich vymeéna by nebyla tak Casta. Spolecné s vlhkym prostiedim rany nedochazi k zartistani
tkan¢ do obvazového materidlu a vyména obvazii neni pro pacienty tak bolestiva. [1]

Moderni nanomateridly navic maji moznost slouzit jako nosi¢e 1éCiv a poté je
uvoliovat do rany, tim piispivat k hojivému procesu a rychlejSimu a dokonalejSimu zaceleni
rany.



2. Teoreticka cast

2.1 Vyroba nanovlaken

Netkané nanovlakené textilie se daji vytvafet jak z pfirodnich tak syntetickych polymert
mnoha zplsoby napf. taZzeni (drawing), syntéza Sablonou (template synthesis), fazova
separace (phase separation), samosestavovani (self-assembly), technologie melt-blown,
vyroba bikomponentnich vldken — typ ,ostrovy v moii“ a electrospinning. Pod nazev
elektrospinning lze schovat jest¢ dva podobné procesy electroblowing a electrospraying.
Posledni tfi jmenované procesy pracuji kazdy trochu jinak, ale zakladni princip maji vSechny
stejny.
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Obrazek 1: Princip vyroby nanovlaken

Proces elektrospinningu vyzaduje dvé elektrody, zvldknovaci (emitor) a sbérnou
(kolektor). Na emitor je ze zasobniku pfivadén roztok, ktery je napétim v fadech kV
pritahovan ke sbérné elektrodé. Elektrické pole pusobi na kapku roztoku na emitoru,
deformuje jeji tvar a vytahuje ji do utvaru zvany Taylortv kuzel. Pii spravnych podminkach
se roztok v tenkém proudu zacne vytrhévat z kapky a vylétavat ke sbérné elektrode. Cestou se
vypartuje rozpoustédlo a polymer zasycha. V obecném ptipadé jsou vldkna neuspotadana.

V ptipad€ electrospinningu by méla vylétavat souvisld fada nanovléken. Jejich velikost
pak zavisi jak na pouZzitém materialu, tak na pracovnich podminkach jako je velikost napéti,
vlhkost a vzdalenost elektrod. Velikost vldken se muze pohybovat od 2 nm do fadu
mikrometrti.

Electroblowing je metoda kombinujici electrospinning a proudéni vzduchu. Vyhodou je
fizeni podminek v bezprostiednim okoli emitoru a proud vzduchu navic pomaha vytrhavat
roztok z kapky. Tato metoda se pouziva pro obzvlasté viskdzni roztoky a rozpoustédla, ktera
se pomalu nebo $patné odpaiuji.

Electrospraying je proces, pii kterém se nevytvaieji vldkna, ale utvary kulovitého tvaru
s primérem od desitek nanometri do nckolika mikrometr. Tato metoda se pouziva
na nanaseni tenkych vrstev, vétSinou na podkladovou plochu. Elektrospraying je také
nechténym vysledkem pii pokusech vlaknit Spatné¢ vldknitelny polymer metodou
electrospinning za Spatnych podminek.



Vlastnosti nanovlakenné vrstvy se tedy daji ménit pomoci podminek ve zvlakinovaci
komote, pouzitou metodou, 1 ale typem zvldknovaci a sbérné elektrody. V nasledujicich
odstavcich budou rozebrany jednotlivé kolektory a emitory zatizeni 4SPIN® a jejich funkce.

2.1.1 4SPIN®

4SPIN® je zafizeni vyvinuté a vytvofené firmou Contipro, jako univerzalni ndstroj
pro vyrobu nanovldken. Jeho vyhodou je velkd rozmanitost kolektori a emitord a moZnost
jednoduchého voleni pracovnich podminek.

Rizné typy pouZzitych emitor mohou ovlivnit vyrobnost a Gc¢innost. Na druhou stranu
kolektory mohou ovliviiovat také velikost a orientovanost nanovldken ve vyrobené textilii
(vrstve). [2]

Emitory

vvvvvv

bylo vysoké napéti, aby byla zajiSt€éna nepteruSovand dodavka polymeru a aby se mohla
vytvofit kapka, ze které by mohl vytryskout proud nanovldken. Kvuli vysokym tlakim,
pii protlacovani viskéznich roztoki tenkymi trubickami emitord, se pouziva standardizovany
systém LuckerLock® na piipojeni emitoru a zasobni stiikacky s polymerem.

Na 4SPIN® se daji upevnit nasledujici ctyti elektrody:

E1 - Jednoducha jehla

Tato tryska je nejlepsi volbou v ptipadé Spatné vldknitelnych nebo pokusnych roztokt.
Diky celokovové konstrukci dobie prenasi elektrické napéti a diky malé plose na Spicce
emitoru vznikd mald, snadno odtrhnutelnd kapka. Vyhodou je i jeji relativné rychlé cisténi.

Nevyhoda této trysky je ale ziejma. Kviili malé plose roztoku na elektrodé vznika pouze
jeden Tayloriv kuzel a vldknéni probiha pomalu. Typické davkovani pro tento emitor je
10pl/min.

Na tento typ emitoru lze pridélat néastavec, ktery okolo jehly fouka suchy vzduch a tak
muze byt pouzit k electroblowingu.

E2 — Vicenasobna jehla

SloZena jehla ma vSechny vyhody jednoduché jehly, ale oproti ni mé vyssi vyrobnost, a to
Sestkrat. Typické davkovani pro tento emitor je 60ul/min.

Nevyhodou tohoto emitoru je nemoznost pouziti electroblowingu a pomérné velka ¢asova
narocnost na ¢isténi.

E3 — Bezjehlova tryska — trn

Trn sice oplyva niz8i schopnosti vlaknit nez jehlové elektrody, ale v jinych ohledech je
dalece prevysuje. VyznaCuje se znacnou vyrobnosti, jednoduchou konstrukci a snadnou
omyvatelnosti. Typické davkovani pro tento emitor je 60-80ul/min. Navic k nému lze ptipojit
nastavec na electroblowing.



E4 — Kruhova bezjehlova ryska

Kruhova bezjehlova tryska je kombinaci nékolika bezjehlovych trysek uspotfadanych
do kruhu. Ze vSech trysek ma nejvétsi vyrobnost a davkovani (standardné okolo 150pl/min.) a
stdle si zachovdva velmi sluSnou schopnost vladknit. Diky nastavei lze opét pouzit
electroblowing.

Nevyhodou je slozita konstrukce a s ni spojené slozité €isténi. Proto se tato tryska hodi
pfi vyrobé textilii z jiz vyzkouSenych polymert, nez na optimalizaci s vlaknéni.

Obrazek 2: Jehla, Vicenasobna jehla, bezjehlova tryska, kruhova bezjehlova tryska

Kolektory

Pouzity kolektor ovliviiuje u vytvoiené vrstvy nejvice orientaci a strukturu nanovlaken.

C1 - staticky

Staticky je zakladni typ kolektoru, ktery se pouziva v prvotnich fazich vyvoje, kdy je
od vzorku pozadovany vysoky stupeii homogenity.

Tento kolektor tvoii neusporadané nanovldkenné struktury. Na druhou stranu lze na tento
typ kolektoru ptipevnit podkladova vrstva, na niz vzorek vlakni a da se tedy snadnéji snimat.

C2 — staticky déleny

Tento typ kolektoru vytvari vldkna sefazend dle jedné osy. Stupen usporadanosti 1ze ménit
v zavislosti na technickych parametrech kolektoru. Vyhodou je, ze nemd Zadné pohyblivé
¢asti a je jednoduchy na konstrukei.

C3 —rotaéni

Tento kolektor je vhodny pro vyrobu vétsiho mnozstvi nanovlaken, kterd zaroven maji mit
urCity stupeni usporddanosti. Navic jako na prvni kolektor je zde moZnost upevnit
podkladovou vrstvu

Se zvySovanim rychlosti otacek vznikaji uspofadané;jsi nanovlakenné struktury.
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C4 — rotacni déleny

Tento kolektor spojuje vyhody druhého a tietiho kolektoru. Diky délené konstrukci a
rotujici sbérné ploSe vytvaii extrémné uspoiadané struktury. Toto je asi nejlepSi kolektor
pii vyrobé nanovldken, u kterych si pfejeme piesné parametry. Bohuzel Ize pouzit pouze
pro omezenou vyrobnost.

Obrazek 3: Kolektory: staticky, staticky déleny, rota¢ni, rota¢ni déleny

2.2 Nosné materialy

Jak jiz bylo zminéno, nanovlakna mohou byt pfipraveny jak ze syntetickych polymert, tak
z biopolymert. V této praci byli pouziti zastupci obou skupin a to kyselina hyaluronova a
polyvinylalkohol.

2.2.1 Kyselina hyaluronova

Hyaluronan (HA) je polymer, ktery je bioaktivni, neimunogenni a je to latka télu vlastni.
Je soucasti extracelularni matrix, ktera vypliuje prostor mezi bunkami a drzi je na svém
misté. Napomaha hojivému procesu, tim padem je skvélym kandididtem na kryci a hojivé
materidly. Navic ma antibakteridlni uCinky. Nevyhodou je rozpustnost ve vod¢ a rychla
odbouratelnost enzymy v téle. Hyaluronan je dostupny v Sirokém rozmezi molekulovych
hmotnosti od 10 po 3 000 kDa.

Hyaluronan ale kvili svym fyzikalnim vlastnostem nelze zvlaknit samostatné€, a proto je
potfeba vytvaret nanovlakenné textilie hyaluronanu s ptidavkem dal$iho nosného polymeru.
Vybornymi kandidaty jsou polyethylen oxid nebo chitosan.[3]

Kyselina hyaluronové je v posledni dobé komeréné velmi zpopularizovana a v malych
koncentracich se ptidava do celé fady kosmetickych vyrobkll a pouziva se, jako hojiva latka
v léCebnych piipravcich. Jednim z nich je hyiodine, roztok kyseliny hyaluronové s jodem, kde
hyaluronan slouzi jako hojivéa latka a navic ranu udrzuje hydratovanou a jod funguje jako
dezinfek¢ni ¢inidlo udrzujici ranu Cistou. [4]
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Obrazek 4: Hyaluronan
2.2.2 Polyethylen oxid

Polyethylen oxid (PEO), nebo také polyethylen glykol, je polymerni latka pouzivana jako
podptrny polymer pro kyselinu hyaluronovou. Je bézné komercné dostupny v rozmezi
od 300 — 10 000 000 Da. S délkou fetézce se méni pouze fyzikalni vlastnosti polymeru, jako
jsou viskozita nebo teplota tani, nikoli vSak vlastnosti chemické.

Existuje nékolik typt fetézcl polymert polyethylen oxidu. Vétvené polymery obvykle
maji 10 — 100 fetézch vychazejicich z centralniho jadra, vétvené 3 — 10 fetézch vychazejicich
z vétviciho uzlu a hiebenovité maji nékolik fetézci odbocujicich z hlavniho fetézce. [5]
Pti zvlaknovani elektrospinningem je uzivan PEO linearni.

2.2.3 Polyvinylalkohol

Polyvinylalkohol (PVA) je dlouho znamy a pouzivany polymer pravé kvili jeho
vlastnostem. M4 vybornou chemickou odolnost, fyzikalni vlastnosti, je biodegradabilni, dobie
vlaknitelny a levny. Casto se pouziva jako polymer na tvorbu adhesivnich materiald, filma,
membran a nosicl na cilenou distribuci 1é€iv. Vldkna PVA jsou velmi silnd jak v tazném tak
stlacitelném sméru.

n

OH

Obrazek 5: Polyvinylalkohol

PVA je polymer, jeho vlastnosti se tedy odvijeji od molekulové hmotnosti a délky
fetézce. Bylo zjiSténo, Ze optimalni pocet jednotek tfetézce je 1700 a 4000. Pii velikosti 1700
jednotek méla vlakna primérny pramér 300 a pii velikosti 4000 jednotek 240 nm. Pfitom
s rostoucim elektrickym potencidlem na elektrodach mirn€ klesal primér vlaken. Navic
vlakna z delSiho fetézce vykazovala vlastnosti krystalové struktury, vétsi tepelnou stabilitu a
lepsi mechanické vlastnosti nez nanovlédkna z polymeru s nizs§i molekulovou hmotnosti.[6]

Stejné jako je tomu u jinych nanovldkennych materidli, plati 1 zde, Ze 1 kdyz néjaka latka
funguje dobfe sama o sobé&, snazime se vzdy nalézt, zda v kombinaci s néjakou dalsi
neprojevuje lepsi vlastnosti. Na toto téma byl veden vyzkum bunécné odpovédi na rizné
nanovlakenné materidly z PVA a rGznych jinych polymert. Konkrétné to byly chitosan (CHI),
kyselina hyaluronova (HA), kolagen (COL), a fibrin zhedvabi (SF). VSechny takto
pripravené nanovldkenné vrstvy, az na vrstvu s kyselinou hyaluronovou, vykazuji nizsi
hydrofilni charakter, nez Cista vrstva tvofend vyhradné¢ PVA. Bylo také pozorovéano zlepseni
mechanickych, obzvlaste¢ taznych, vlastnosti, diky vazbam, které vznikly navic b&hem
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procesu vyroby vrstvy. Tyto materidly by se daly v budoucnosti pouzit na vyrobu scaffoldu.

[7]
2.3 Inkorporace aditiv do nanovlakenné vrstvy

Existuje fada zpiisobtl zaclenéni ptidavnych latek do nanovlaken. Zplsob, ktery je volen,
zé&visi na dané latce, nejvice na jeji molekulové hmotnosti, dale potom na jeji rozpustnosti a
hydrofobnim ¢i hydrofilnim charakteru ¢i komplexotvornosti. Léciva, kterd byvaji malymi
molekulami, lze rozpustit pfimo v roztoku vldkniciho polymeru, ale latky, které by
v ptitomnosti vysokého elektrického pole nebo organickych rozpoustédel v roztoku polymeru,
podléhaly denaturaci a degradaci, musi byt inkorporovany jinymi metodami. Riizné metody
zaclenovani 1éc¢it mohou také ovliviiovat rychlost uvoliiovani 1é¢iv.[8]

2.3.1 Spolecné zvlakinovani polymeru a aditiva

Zakladni metodou je zvlaknovani roztoku polymeru, ve kterém je rozpusténo aditivum
(1é¢ivo). Pti vlaknicim procesu je strhava polymer Castice aditiva sebou a jak roztok vysycha,
1é¢ivo zlstane navazané na vlaknu polymeru.

Prvni zaznamenand nanovldkenné vrstva s inkorporovanym lé¢ivem byla vytvofena
doktorem Kenawyem zvldkiiovanim polyethylen-co-vinyl acetatu (PEVA) a polykyseliny
mlécné (PLA) s ptidavkem Tetracyklinu. [9]

Nejvétsim pozadavkem na aditivum pfi této metodé€ je jeho rozpustnost. [10] Hydrofobni
molekuly se samoziejmé daji rozpustit v organickych rozpoustédlech, ale u bioaktivnich
molekul dochézi k jejich degradaci a ztraceji svoje vlastnosti.[11]

Dalsi nevyhodou této metody je Spatné kontrolovatelné uvolnovani 1é¢iv, kvili velkému
mérnému povrchu nanovldken a obecné hydrofilité pouzivanych nanomaterialti. Dochazi
ke vsttebavani vody do nanovldkenné vrstvy a prostou difuzi jsou ¢éstice 1é¢iv uvolinovany.
Proto dochazi k prvotnimu uvolnéni velkého mnozstvi aditiva. Rychlost difuze se snizujici se
koncentraci aditiva v nanovlaknech s Casem klesa, coz je také jev nezadouci.[12]

Polymer +
aditiva
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Obrazek 6: Zvlaknovani roztoku polymeru a aditiva

2.3.2 Navazani i imobilizace na povrchu nanovliken

Navazanim aditiv na povrch nanovldken lze zabranit jejich denaturaci pfi vystaveni 1é¢iv
organickym rozpoustédlim nebo vysokému napéti ve vldknici komote. Léciva se vazou
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na nanovlakna prevdzné elektrostaticky, vodikovymi mistky, Van der Walsovymi
interakcemi a hydrofobnimi interakcemi. [§]

Jako vzorovy pfipad slouzi heparin, negativné nabity polysacharid, ktery ma velkou
afinitu k riznym rGstovym faktorim a dokéaze je inhibovat. Proto se miize pouzit jako latka
ovlivitujici uvoliovani a Gc¢inek 1é¢iv podporujici rist. Ve spojeni s nanovldkny se pouziva
heparin na nanovldkennou vrstvu polykaproacetonovych a Zelatinovych vldken. Po navazani
rustového faktoru a testovani uvolfiovani aditiva byl pozorovan pomalejsi a pozvolnéjsi
prubéh uvolnovani, které trvalo az 20 dni. [13]

Dalsi metodou imobilizace 1é¢iv jsou modifikace povrchu nanovlakenné vrstvy obsahujici
amino, karboxy, hydroxy nebo thiolové skupiny. Takto upravené skupiny jsou pak schopny
na sebe vazat l1éCiva a tim 1 pfesnéji definovat jejich mnozstvi obsazené ve vrstvé nez je tomu
u metody fyzického zachytavani 1é¢iv. Kvuli sile vazby také trva déle, nez se 1é¢iva uvolni a
vstfebavani aditiv je tak pozvolnéjsi. [13]

Polymer

Aditiva

Diftze /

Obrazek 7: Navazani a inhibice aditiv na povrchu nanovlédken

2.3.3 Plastova vrstva a nékolikavrstvé nosice

Klasicka metoda spole¢ného vlaknéni polymeru a aditiva je jednoduchd a efektivni. Jeji
nevyhodou je rychlé uvoliiovani a velka pocatec¢ni davka aditiv po uvolnéni — tzv. Burst efekt.
V ptipadé hyaluronanu zde nastava také problém rychlého rozpousténi nanovlakenné vrstvy.
Tyto nevyhody se daji kompenzovat takzvanou plastovou vrstvou.

Plastova vrstva je nanovldkennd vrstva, kterd chrani vrstvu slouZici jako nosi¢ 1éc¢iv, a
funguje jako polopropustna membrana regulujici distribuci aditiv. Upravou jejich parametrti
l1ze také upravovat kinetiku uvoliiovani aditiv. Faktory ovlivitujici uvoliiovani mohou byt
napf. sila plastové vrstvy, jeji hydrofilni charakter, tloustka vladken a rozpustnost vlaken,
polymeru. Nejcastéji se optimalizuje ddvka aditiv a jeji fizené uvoliovani diftizi, které je
kvili rozdilu koncentraci nejmarkantnéjsi na pocatku celého procesu. Studie také ukazaly,
ze tato technika redukuje kinetiku prestupu aditiv do prostiedi na kinetiku nultého fadu. [14]

Neni nutné zistavat pouze u jedné vrstvy. Lze zvlaknit vice polymerti na sebe, at’ uz kvuli
latkdm rozpusténym ve vlaknicich roztocich nebo kviili zlepSeni mechanickych a fyzikélnich
vlastnosti nanovlakenné vrstvy. Takovymto vlaknénim lze ziskat smés nanovlaken s riznym
obsahem aditiv a jejich pofadim Ize uréit uvoliovani danych latek. Okuda et al. zminuje
zvlaknéni roztoku poly(L-lactide-co-e-caprolactone) (PLCL), se dvéma riznymi aditivy.
Nejdrive byla zvlaknéna vrstva s prvnim lé¢ivem, poté, k oddéleni vrstev obsahujicich aditiva,
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byla zvldknéna vrstva bez aditiv a nakonec vrstva s druhym druhem léciva. Cela smés pak
byla pfipevnéna stranou s druhym IéCivem na neprostupnou vrstvu a bylo pozorovano
uvoliovani 1é¢iv. Na takto vytvofené nanovlakenné smési bylo podle o€ekavani pozorovano
nejprve uvolnovani 1é¢iva z odhalené nanovlakenné vrstvy a az po €ase uvolnovani léciva
ze spodni, kryté vrstvy. [15]

Tato metoda vyroby nanovldkennych vrstev sregulovanym uvolilovanim aditiv je
zajimavy koncept, ktery je moZzno pouzit pouze v makroskopickém méftitku, napiiklad jako
obvaz pro kryti externich ran. Tento koncept vyroby nanovldken ale byl posunut dale,
do podoby takzvanych koaxidlnich nanovlaken.

O Polymer +

Aditiva Polyvmer

S | > g——)

Obrazek 8: Zvlaknovani vicevrstvych smési
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2.3.4 Koaxialni nanovlakna

Koaxiélni nanovldkna jsou dvojitd nanovldkna typu jadro-plast’ tvofend dvéma rliznymi
typy latek. Vyroba probiha tak, Zze do specidlni dvojité jehly jsou hnany dva polymery a
elektrostatické pole vytahuje oba polymery najednou a tim se tvofi nanovlakno typu jadro-
plast, tzv. core-shell. [16]

V porovnani s metodou zvlaknovani jednoduchou jehlou je ucinnost vclenovani léCiv
do vldken stile vysoka. Tato metoda se nejCastéji pouziva pro distribuci proteind, kdy
proteiny jsou rozpuStény v jadie nanovldkna. [12] Zaroven tak lze pfipravit vrstvu
nanovlaken, ktera by nesla dvé 1éCiva, jedno v plasti a druhé v jadru. Tato nanovlakna by pak
mohla slouzit jako nosi¢ 1éCiv s dvéma riznymi dynamickymi vlastnostmi uvoliiovani.
Prikladem je vrstva koaxialnich nanovlédken s obsahem zakladniho fibroblastického rtistového
faktoru (bFGF) a epidermalniho rastového faktoru (EGF). BFGF byl rozpustén ve vodni fazi
plastového polymeru a EGF byl rozpustén v polymeru jadra koaxialniho nanovlakna. Timto
krokem byla zmenSena pocatecni diftize 1éCiv z nanovlaken a uvoliovani rastovych faktora
bylo pozorovéano i po 7 dnech. [17]
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Obrazek 9: Koaxialni zvlaknovani

2.3.5 Nanovlikenna vrstva ve spojeni s hydrogely

Snaha o zakomponovani hydrogelli na nanovlakennou vrstvu plyne z jejich vlastnosti.
Obzvlasté pak ze schopnosti zadrzovat obrovské mnoZzstvi vody a slouzit jako vrstva branici
okamzitému uvoliiovani 1é€iv.

Téchto vlastnosti vyuzil Young, kdyz zasitoval roztok polyethylen glykolu pomoci UV
zéfeni na zvldknéné nanovrstvé polykaprolaktanu (PLC), ve kterém byl rozpustén, jako
kontrolni aditivum, hovézi albumin (BSA). Takto upravena nanovldkenna vrstva vykazovala
daleko nizs§i pocatecni davku albuminu a uvoliovani BSA pomoci diftize probihalo po dobu
az 30 dnt. [8]

Neni to ale pouze tak, ze hydrogely zlepSuji vlastnosti nanovldken a jejich potencial
nosi¢ll 1éCiv, ale i1 nanovldkna zlepSuji vlastnosti hydrogeld. Hydrofobni nanovlakna
inkorporovana do hydrogelu zlepsuji jeho mechanické vlastnosti a tim zlepsuji jejich pouziti
v tkanovém inzenyrstvi. [18] Dulezitym faktorem je, aby si nanovldkna zachovaly svoji
vlakennou strukturu po inkorporovani do hydrogelu. Je dilezité pracovat s hydrofobnimi
materidly, protoze pouziti hydrofilnich a dobfe rozpustnych materidli spiSe zvySuje prvotni
davku a rychlost uvolnovani 1é¢iv navadzanych na nanovlaknech.

Nanovlakna + aditivum Difiize do hydrogelu
o

Difiize z hydrogelu

Obrazek 10: Vrstva s hydrogelem
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Nicméné, povrchova uprava nanovldkenné vrstvy muze snizit poc¢ate¢ni davku a rychlost
uvoliovani léciv. Im a kol. pouzil polyvinylalkohol, ktery mize byt po navazani léciv
upraven fluorem tak, aby byla sniZena rychlost uvoliovani aditiv. Uprava fluorem sniZila
markantné prvotni davku a upraveny polyvinylalkohol vylucoval kontrolni aditivum po dobu
67 dnii. Nicméné vysoky tlak, kterému byla vrstva vystavena pfi nanasSeni fluoru, zdeformoval
nanovlédkennou vrstvu do podoby filmu. [19]

2.4 Aditiva

Jak jiz bylo zminéno, nanovldkna se jevi byt idealnim nosiCem riznych éCiv.
Pro navrzené experimenty bylo zvolené piimé smichani aditiva a nosného polymeru piimo
ve vlaknicim roztoku popsané v kapitole 2.3.1. Jako modelové latky byla zvolena barviva
pro jejich snadnou dostupnost, malou toxicitu a snadnou moznost kvalitativni i kvantitativni
analyzy. Nosnymi polymery jsou chemicky neutralni PVA a anionicky polymer hyaluronan,
da se tedy predpokladat, ze budou mit riiznou interakci s rGznymi typy molekul. Z toho
davody byla zvolena eriochrom Cerii jako zastupce anionickych barviv, brilantni modi jako
zastupce kationickych barviv a erytrosin a riboflavin jako molekuly neutrdlni kazda s jinou
mirou hydrofobicity a komplexotvornosti.

2.4.1 Erytrosin

Erytrosin (Ery) je Cervené potravinaiské barvivo oznaCované také kodem E127. Jedna se
o disodnou sul tetrajodofluoresceinu. Ve vodném roztoku md maximalni absorbanci
pii 530 nm. Pouziva se jako barvivo pro potraviny, jako napli do tiskaren a k odhalovani
zubniho plaku. Ve vétsiné zemi je povoleny, pouze v USA se pouziva ziidka, protoze muize
zpusobovat problémy se soustiedénim. [20]

Obrazek 11: Erytrosin

2.4.2 Riboflavin

Riboflavin (Rib), nebo také vitamin B2, je zluté ptirodni barvivo malo rozpustné ve vode¢.
Oznacuje se kédem E101. Strukturu riboflavinu tvoii heterocyklickéisoalloxazinové jadro a
cukerny alkoholribitol. Pisobenim svétla se rozklada a diky svoji struktufe fluoreskuje. Je
soucasti koenzymi flavinadeninmononukleotidu (FAD) a flavinmononukleotidu (FMN) a ma
svoji roli v oxidacnim metabolismu. V téle se nedostatek riboflavinu projevuje zanéty Ust, rtd,
jazyka a spojivek. Piedavkovani touto latkou neni mozné, protoze patii mezi vitaminy
rozpustné ve vodé a nadbytek vitaminu se z téla odplavuje spolecné s moci.[21]
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Obrazek 12: Riboflavin

2.4.3 Brilantni mod¥r

Brilantni modf (BB) je modré potravinarské barvivo znamé také pod oznacenim E133. Je
to syntetick¢é barvivo vyrabéné z aromatickych uhlovodikl izolovanych z ropy. PouZziva se
pii barveni raznych potravinarskych vyrobkli jako napiiklad zmrzliny, konzervovaného
hrésku, a potravin s obsahem ostruzin. I kdyz se pfi poziti travicim traktem vstfeba pouze 5%
pozieného barviva, v roce 2003 vydala americkd administrace pro potraviny a léciva Clanek
upozornujici na ptipadna rizika. V reakci na to byl v Evropské unii ur¢en limit 150-300 mg
brilantni modie na 1 kilogram potraviny. Nebezpeci brilantni modii spoc¢iva v jejim blokovani
receptord ATP neuronii michy. Tento efekt mé ale pouze, je-li ptimo vstiiknuta do michy.
[22]

SOy

Obrazek 13: Brilantni modf

2.4.4 Eriochromova ¢ern

Eriochromova ¢ernn (EC) je komplexotvorna latka pouzivana jako indikac¢ni ¢inidlo. Patii
mezi azobarviva a je dobie rozpustnd ve vodé¢ a v ethanolu. Ve své protonované form¢é ma
tmavé modré zbarveni, pifi reakci sionty kovl vSak méni svoji svoji barvu do cervena.
Pouziva se jako indikator pfi titraci EDTA a k diikkazu kova v pidé.[23]
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Obrazek 14: Eriochromova ¢ern

2.5 Cil prace

Cilem prace bylo zjistit rozlozeni aditiv v nanovldkenné vrstvé pfipravené formou
elektrospinningu na pfistroji 4SPIN®. Nosnymi polymery byly PVA a smés HA/PEO
v poméru 80/20. Jako modelové latky byly uzity barviva s riznym typem nositelli barevnosti
a ruznou mirou hydrofobicity. Kvantitativni stanoveni bylo provedeno pomoci UV-Vis
spektrometrie.
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3. Experimentalni ¢ast
3.1 Materialy a pristroje

3.1.1 Pouzité chemikalie

Kyselina hyaluronova — 83,2 kDa, Contipro Biotech s.r.o.
Polyethylen oxid — 400kDa, Scientific Polymers
Polyvinylalkohol — Solviol R16, 16% roztok, Novacké zavody
Erytrosin — Aroco spol. s.r.o.

Riboflavin — Sigma-Aldrich

Brilantni modf — Sigma-Aldrich

Eriochromova ¢erii — Sigma-Aldrich

3.1.2 PouZzité pristroje

4SPIN®
Spektrofotometr Varian Cary 100 Conc.

3.2 Pracovni postupy

3.2.1 Priprava zasobnich roztoki

Zasobni roztok hyaluronanu obsahoval 6 hm. % suSiny, kterd se skladd z 80 hm. %
kyseliny hyaluronové a 20 hm. % polyethylen oxidu. Bylo navazeno 19,2 g hyaluronanu
o molekulové hmotnosti 83,2 kDa a 4,8 g PEO o molekulové hmotnosti 400 kDa. Do 11 ldhve
Duran-Schott bylo navazeno 376 g vody. Lahev byla umisténa na michacku a postupné byly
pfidavany oba navazené polymery. Po prvotnim promichani byla lahev umisténa na 16 h
na tiepacku.

Zasobni roztok polyvinylalkoholu byl pfipraven z origindlniho roztoku Solviol R16
(16 hm. %). Do 11 lahve Duran-Schott bylo navazeno 100 g vody a 300 g Solviol R 16.
Lahev byla umisténa na 16 h na tiepacku.

3.2.2 Priprava pracovnich roztoki

Ze zasobniho roztoku hyaluronanu bylo odebrano pfiblizné¢ po 100 g roztoku do Ctyf
zéasobnich lahvi. Do téchto lahvi bylo poté navazeno barvivo na koncentraci 0,1 hm. %. Cely
roztok se nechal min. 24 hodin tiepat na ttepacce pred dalSim zpracovanim.

Ze zasobniho roztoku polyvinylalkoholu bylo odebrano piiblizn€ po 100 g roztoku do ¢tyt
zéasobnich lahvi. Do téchto lahvi bylo poté navazeno barvivo na koncentraci 0,1 hm. %. Cely
roztok se nechal alesponl 24 hodin tfepat na tiepacce, nez s nim bylo pracovano dale.
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3.2.3 Zvlaknovani roztokua

Ke zvlaknovani byl pouzit pfistroj firmy Contipro. Jako zvldknovaci elektroda byla
ve vSech piipadech pouzita linearni bezjehlova tryska s oznaenim ES a jako sbérna elektroda
byl pouzit staticky kolektor s oznacenim C1.

Zvlaknovani probihalo pfi konstantni vzdalenosti elektrod 18 cm a pfi konstantnim napéti,
tj. pro roztoky hyaluronanu 59 kV a pro polyvinylalkohol 55k V.

Tab. 1 Vzorovy protokol ze zvldknovaciho procesu.

Datum zvlaknovani |

Elektrostatické zvlaknovani
Teplota [°C] 23
Vlhkost [%RH] 24
Zvlaknovaci elektroda ES
Rychlost otaceni [rpm] X
Sbérna elektroda Cl
Rychlost posunu [m/min] X
Vzdalenost elektrod [cm] 18
Napéti [kV] 59
Proud [mA] 35-50
Podkladova vrstva X
Kontinualné/staticky staticky
Pocet vrstev X
Stafi roztoku den
Metoda méfeni X
Elektronovy mikroskop ne
Oznaceni vzorku NJ 20140224 03
Hodnoceni Zvlaknovani probihalo dobie. Roztok vlaknil po celé délce elektrody

3.2.4 Priprava vzorki pro UV-Vis spektrofotometrii

Po zvldknéni roztokd byla nanovldkennd vrstva sejmuta z kolektoru a pfenesena
na silikonovany papir, kvili lep§i manipulaci. Z nanovldkenné vrstvy byly pak odebrany
vzorky pomoci kruhovych ntzek, které vystiihuji kolecka o priméru 1,25 cm. Kazdy vzorek
byl zvazen. Typicka hmotnost vzorku polymeru HA/PEO se pohybovala okolo 6 mg a vzorku
polymeru PVA okolo 15 mg. Tyto vzorky byly rozpustény v pfesné definovaném mnozstvi
vody tak, aby celkova hmotnost roztoku byla 4 g.

3.2.5 Priprava roztoku kalibraé¢ni rady

Roztoky pro tvorbu kalibra¢ni fady byly pfipraveny fedénim pracovnich roztoki
polymerti. Zasobni roztok daného polymeru byl desetkrat nafedén a ponechén na tfepacce
minimélné 1 den. Z tohoto roztoku byly nafedény roztoky kalibra¢ni fady podle nésledujicich
tabulek (Tab. 2 a 3):
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Tab. 2 Redéni pro roztoky hyaluronanu obsahujici erytrosin a riboflavin

Kalibra¢ni roztoky hyaluronanu pro Ery a Rib
Cislo roztoku | Zasobni roztok [g] | Rozpoustédlo [g]
1 0,25 2,25
2 0,5 2
3 0,75 1,75
4 1 1,5
5 1,25 1,25
6 1,5 1
7 1,75 0,75
8 2 0,5
9 2,5 0

Pti piipravé dalSich kalibracnich fad byl ptidan jeste jeden bod kalibraéni kiivky (Tab. 3).

Uvedenym postupem byly pfipraveny dvé sady kalibracnich fad. V prvni fad¢ byl zasobni
roztok fedén cistou vodou, v druhé fad¢ byl roztok fedén 10x fedénym roztokem daného
polymeru bez barviva. Vznikly tak dvé fady kalibracnich roztokt pro kazdou sérii aditiv a
rozpoustédel. Rady fedéné vodou se oznatovali K1, fady fedéné roztokem polymeru se
oznacovali K2.

Tab. 3 Redéni pro roztoky hyaluronanu obsahujici brilantni modf a eriochromovou &erii a
pro roztoky polyvinylakoholu obsahujici vSechny uzité barvy

v Kalibracni roztoky HA pro BB a EC v Kalibra¢ni roztoky PVA
Cislo Zasobni roztok | Rozpoustédlo | Cislo Zasobni roztok | Rozpoustédlo
roztoku | [g] [g] roztoku [g] [g]
1 0,125 2,375 1 0,125 2,375
2 0,25 2,25 2 0,25 2,25
3 0,5 2 3 0,5 2
4 0,75 1,75 4 0,75 1,75
5 1 1,5 5 1 1,5
6 1,25 1,25 6 1,25 1,25
7 1,5 1 7 1,5 1
8 1,75 0,75 8 1,75 0,75
9 2 0,5 9 2 0,5
10 2,5 0 10 2,5 0

3.2.6 Postup analyzy vzorki

Rozpusténé vzorky nanovldkenné vrstvy a kalibracni roztoky byly podrobeny UV-Vis
spektrofotometrii v transmisnim modu ve dvou riiznych métenich. V obou méfenich se vzdy
prométovalo spektrum v rozmezi 200-800 nm. Pro méfeni byla pouzita kiemenna kyveta
QS 104, s délkou optické cesty 10 mm, vnéjSimi rozméry 12,5x12,5x45 mm a vnitfnim
objemem 1,4 ml.

V prvnim méfeni byla proméfena absorbance kalibracni fady K1, K2 a rozpusténych
vzorkll nanovldkenné vrstvy daného aditiva proti vodé. Pritom byl proméfen i Cisty roztok
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polymeru pouzity na fedéni fady K2. V druhém méfeni byla prométfena absorbance pouze
kalibracni fady K2 a rozpusténych vzorkl proti roztoku cistého polymeru o koncentraci
10krat mensi neZz byla koncentrace vlakniciho roztoku, tj. pro roztok HA/PEO 0,6 hm. % a
pro PVA 1,2 hm. %.

Nameétenad data byla ulozena a exportovana do programu Microsoft Office Excel 2007,
kde byla dale zpracovana.

3.2.7 Vyhodnoceni dat

Vyhodnoceni dat bylo uskute¢néno pomoci programu Microsoft Excel. Byly pouzity dvé
metody pro vyhodnoceni obsahu aditiva v zvlaknéném vzorku.

Prvnim zplisobem vyhodnoceni byla metoda urceni koncentrace pomoci vysky piku.
U kazdého absorpéniho spektra daného aditiva byla odectena hodnota v bodé¢ maximalni
absorbance s odchylkou 10 nm. Pro prvni meétfeni kazdého aditiva byly vyhodnoceny
kalibra¢ni kiivky K1 a K2, obé méfené proti vodé. Z regresnich rovnic obou kalibracnich
piimek méfenych proti vodé byl vypocitan obsah modelovych barviv ve vzorcich
zvlaknénych nanovlakennych vrstev a jejich koncentrace. Obdobné byly vyhodnoceny i
vzorky méfené proti roztoku polymeru. Tyto vzorky byly vyhodnoceny pomoci kalibracni
fady K2 métené proti roztoku polymeru.

Druhd metoda vyhodnoceni byla metoda integrace plochy absorpéniho pasu. Kiivky
absorpCnich spekter byly integrovany v oblasti mimo oblast absorpce polymert, aby
s analyzou neinterferovalo jejich absorpéni spektrum. Erytrosin byl integrovan v rozsahu 600
az 400 nm, riboflavin 530 az 310 nm, brilantni modi 775 az 460 nm a eriochromova Cern
v rozsahu 775 az 460 nm. Velikost plochy pod touto kiivkou byla pouzita jako hodnota
absorbance pii dané koncentraci.
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4. Vysledky a diskuze

Cilem prace bylo ur¢it pomér mezi mnozstvim aditiv ve vldknicim roztoku a
v nanovldkenné vrstvé a také homogenitu plosSné koncentrace v nanovldkenné vrstvé.
K tomuto ucelu byly z pfipravenych roztoki naméteny kalibracni kiivky a podle nich byl
vypocitan obsah barviva v nanovldkenné vrstvé. Tyto experimenty byly provadény na smési
hyaluronanu s polyethylen oxidem a polyvinylalkoholem, z divodi riznych vlastnosti
vlaknicich polymert.

4.1 Hyaluronan

Na pftipravu vrstev byl pfipraven 6hm. % roztok HA/PEO s obsahem 0,1 hm. % aditiva.
Obsah aditiva vli¢i suchému podilu je tedy 1,67 hm. %, coz je 1 teoretické maximum obsahu
aditiva v zvlaknéné vrstve.

4.1.1 Kalibrace

Pti urovani kalibracnich kiivek z vytvotenych tad kalibracnich roztokti K1 a K2, bylo
naméteno 6 kalibracnich fad pro aditiva erytrosin, riboflavin a brilantni modf. Kvuli posunu
absorp¢niho spektra eriochromové cerni, byla data pro tuto barvu vyhodnocovéna pouze
pomoci integrace plochy pod kiivkou naméteného spektra.

V piiloze jsou k nahlédnuti grafy absorp¢nich spekter a graf posunu absorpcéniho spektra
eriochromové cerni.
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Graf 1- Kalibracni kiivky absorbance aditiv podle vysky piku absorpéniho pasu méfenych
proti vod¢
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Graf 2 - Kalibra¢ni kiivky absorbance aditiv podle plochy absorpéniho pasu méfenych proti
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Graf 3 - Kalibrac¢ni kiivky aditiv podle vysky piku absorpcniho pasu métenych proti roztoku

HA/PEO
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Graf 4 - Kalibra¢ni kiivka EC podle plochy absorpcniho péasu proti roztoku HA/PEO

Se zvysujici se koncentraci aditiva v kalibracnim roztoku vzrasta jak vysSka, tak plocha
absorp¢niho pasu pro vsechna testovana aditiva. Od koncentrace 0,005-0,006 hm. % aditiva
dochazi k vychyleni od linearity zavislosti pro kalibracni kiivky zalozené na vySce
absorpcéniho pasu. V piipadé pouziti plochy absorpéniho pasu k odchylce dochézi u vyssich
hodnot (0,007-0,01 hm. %). Kalibracni pfimky byly proto vypocitdvany pouze z linedrni
oblasti grafu, tj. z prvnich 5 bodii naméfenych zavislosti.

ZvysSena hodnota smérnice kalibra¢ni ptimky erytrosinu méfené pomoci vysky piku oproti
ostatnim barviviim je dana uzkym profilem absorp¢niho piku, a to i pfesto ze smérnice podle
plochy piku byla podobnd smérnicim ostatnich aditiv. Ve vysledku barvivo vykazuje stejnou
barevnost, ale syt&jsi odstin.

Hodnoty kalibracnich pifimek spolecné s korelacnim koeficientem jsou uvedeny
v tabulkéch nize. Chyba linearni zavislosti byla pocitdna metodou nejmensich ¢tvercti.

Tabulka €. 4 - Tabulka kalibra¢nich ptfimek erytrosinu a riboflavinu

Erytrosin Riboflavin

Kalibra¢ni pfimky Rovnice R’ Rovnice R’

K1 - podle vyiky piku, proti vodé y=70025-x  ]0,9935|y=25809 - x 0,9951
K2 - podle vyiky piku, proti vodé y=70017-x ]0,9946|y=25259 - x 0,9948
K1 - podle plochy pod kfivkou, proti vodé |y =3 415 125 - x |0,9997 |y =3 227 677 - x| 0,9958
K2 - podle plochy pod kiivkou, proti vodé [y = 3 422 696 - x 1|y=3142881 x| 09953
K2 - podle vysky piku, proti roztoku

HA/PEO y=70177 - x 0,9947|y=27013 - x 0,9996
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Tabulka €. 5 - Tabulka kalibracnich ptfimek brilantni modfi a eriochromové ¢erni

Brilantni modf Eriochromova Cerni

Kalibracni primky Rovnice R’ Rovnice R’

K1 - podle vysky piku, proti vodé y=26171-x 0,9981 | x X

K2 - podle vysky piku, proti vodé y=26155-x 0,9997 | x X

K1 - podle plochy pod kiivkou, proti vodé y=3298044 -x |0,9999y=4520874 - x|0,9601
K2 - podle plochy pod kiivkou, proti vodé y=3261421"-x |0,9997|y=4806274-x|0,9775
K2 - podle vysky piku, proti roztoku HA/PEO |y =26468 - x 0,9996 | x X

K2 - podle plochy pod kiivkou, proti roztoku X X y=4409 804 - x|0,9754

Z korela¢nich koeficient kalibrac¢nich pfimek je patrné, ze nejvétsi reprodukovatelnost
pro stanovovani obsahu aditiv ma metoda integrace absorp¢niho spektra. Z podobnych hodnot
smérnic kalibracnich pfimek jednotlivych barev vyhodnocovanych bud podle vysky piku,
nebo podle plochy absorpéniho pasu miizeme usoudit, Ze uréeni smérnic dané metody bylo
relativné presné.

Z porovnani smérnic jednotlivych barev métenych metodou integrace plochy absorpcniho
pasu pak muzeme vycCist, ze nejbarevnéjsi z aditiv byla eriochromova cerit. Porovnanim
smérnic ziskanych vyhodnocenim dat pomoci vysky absorpéniho pésu ale zjistime, Ze nejvice
syty odstin mél erytrosin.

Eriochromova Cern touto metodou méfena nebyla.

4.1.2 Vyhodnoceni obsahu aditiv v pfipravené vrstvé

Z hodnot absorbanci vzorkl jednotlivych aditiv byl pomoci kalibracnich pfimek urcen
obsah barviva ve vzorcich v jednotkdch hm. % na suSinu. Kazdy vzorek byl zmeétfen
na 10 riznych mistech zvldknéného materidlu. Hodnoty naméfenych absorbanci byly
vyhodnocovany pomoci vSech ptipravenych kalibra¢nich ptfimek pro dany vzorek.

Nize jsou uvedeny grafy s vysledky analyzy jednotlivych vzorkli danou metodou a tabulka
s prumérnym obsahem aditiva z dané metody.
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Graf 5 — Obsah erytrosinu ve vrstvé HA/PEO
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Tabulka €. 6 - Tabulka obsahu aditiv ve zvlaknéné vrstveé

Ery SM.ODCH. | Rib SM.ODCH. | BB SM.ODCH. |EC SM.ODCH.
Metoda [hm. %] | [hm. %] [hm. %] | [hm. %] [hm. %] | [hm. %] [hm. %] | [hm. %]
K1 - podle vysky
piku, proti vod 1,16 0,09| 1,67 0,03| 1,45 009 * X
K2 - podle vysky X X
piku, proti vodé 1,14 0,10 1,69 0,03 1,7 0,1
K1 - podle plochy,
proti vodé 1,33 0,04 1,75 0,02 1,41 0,09 1,5 0,2
K2 - podle plochy,
proti vodé 1,29 0,04 1,78 0,02 1,52 0,09 1,3 0,2
K2 - podle vysky
piku, proti
roztoku HA/PEO 1,34 0,05 1,67 0,02 1,7 0,11 1,5 0,21

Z porovnani vysledki metod vyhodnoceni pomoci vysky absorpcniho pasu a integrace
plochy absorp¢niho pasu vyplyva, ze integralni metody jsou reprodukovatelnéjsi, kvili
korelacnimu koeficientu blizicimu se 1, a stabilngj$i, kvili mensimu rozptylu hodnot obsahu
aditiv v nanovldkennych vrstvach. Z porovnani vyhodnocovani proti vod¢ a proti roztoku
HA/PEO je patrné, ze kalibrace métené proti roztoku HA/PEO maji lepsi reprodukovatelnost
a protoze je touto metodou proméeiovano spektrum samotného barviva, tak by tyto vysledky
mély byt i presnéjsi. V dalsim vyhodnocovéani se tedy braly v potaz pouze vysledky, ziskané
kalibra¢ni pfimkou K2 métenou proti roztoku HA/PEO.

Nejvyssi obsah aditiva v nanovldkenné vrstvé vykazovaly vzorky obsahujici brilantni
modf. Primérné mnozstvi aditiva bylo 1,7+0,1 hm. %, coz odpovida asi 101 % teoretického
maxima. Pfekrofeni maximalniho mozného obsahu aditiva je pouze experimentalni chyba.
Zvysené mnozstvi oproti ostatnim vzorkiim by mohlo byt zptisobeno ndbojem polymeru a
barviva. Hyaluronan jako polymer se zdpornym nébojem a brilantni modt s kladn¢€ nabitym
dusikovym iontem spolu mohou interagovat a tvofit silnéjSi vazbu, coz by vysvétlovalo
zvysenou koncentraci aditiva oproti ostatnim vzorkim.

Druhy nejvyssi podil inkorporovaného aditiva vykazovaly vzorky s riboflavinem a to
primémé 1,67+£0,02 hm. %. Tato hodnota odpovidd 99,4 % teoretické maximalni hodnoty
aditiva v zvlaknéné vrstvé. Nejvyssi obsah souvisi s faktem, Ze riboflavin neni dobie
rozpustny ve vodé a ¢astice barviva mohly agregovat do vétSich zrn, ktera se snaze vytrhovala
s vldknénym polymerem nebo silnou polaritou necyklického zbytku aditiva — CsH;oO4 dobte
interagujici s hyaluronanem.

Aditivum o tfetim nejvys§im obsahu v polymeru byla eriochromovéa ¢erii. Obsah aditiva
ve vrstve Cinil 1,5+0,2 hm. %, coz odpovida asi 89 % teoretického maximalniho mnoZzstvi.
Velkd odchylka vysledki a zdanlivdA nehomogenita je déna charakterem aditiva.
Eriochromové Cerni jakozto komplexotvorné barvivo vytvaii komplexy s ionty kovi. Protoze
hyaluronan je sodnd a draselnd stl kyseliny hyaluronové, interagovalo barvivo s ionty
obsazenymi v polymeru a meénilo svoje absorpéni spektrum. V pfiloze je uveden graf
s posunem absorp¢niho spektra eriochromové ¢erni.

Aditivum s nejniz§im obsahem ve zkoumané vrstvé byl erytrosin. Obsah erytrosinu
v zvldknéné vrstvé byl 1,34+0,05 hm. %, coz tvoii 80 % teoretického maximalniho vytézku.
Toto barvivo ma zaporny naboj, ktery neinteraguje se smési polymerd HA//PEO, netvofi
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komplexy a dobie se rozpousti ve vodé€. Proto je mozné pouzit toto barvivo jako modelovy
piiklad a porovnéavat s nim ostatni aditiva a vliv jejich struktury na schopnost se vazat
do zvlaknénych vrstev.

Homogenita se zjiStovala pro vSechny vzorky z 10 rGznych mist, plocha 1 mista byla
4,906 cm?, a vyhodnocovala se jako sm. odchylka z obsahu aditiva v suging.

Nejhomogenngji byl dispergovan riboflavin (sm. odch. = 0,02 hm. %) a nejméné
homogenni byl Er. Cerii(sm. odch. = 0,2 hm. %). Divodem homogenity byla pravdépodobné
homogenni rozptyleni neutralniho a nereagujiciho Rib. ve zvldknovaci kapalin€. Naproti tomu
Eri. ¢ernn byla vazana ve form& komplexi na Nat+ a K+, které nejsou v HA rozprostieny
homogenné, a tak 1 Er. ¢erii nebyla zvlaknéna do homogenni vrstvy.

4.2 Polyvinylalkohol

Na piipravu vrstev byl ptfipraven 12% roztok PVA jako neutradlni polymer s obsahem
0,1 % aditiva. Obsah aditiva vic¢i suchému podilu je tedy 0,833 %, coz je i teoretické
maximum obsahu aditiva v zvlaknéné vrstve.

4.2.1 Kalibrace

Kalibrac¢ni kiivky pro vzorky PVA byly méfeny pouze pomoci kalibra¢nich roztok K2,
protoze z vysledki kalibracnich zavislosti hyaluronanu, bylo uréeno, Ze absorbance roztokt
meéienych proti roztoku polymeru maji ptesnéjsi hodnoty pro analyzu. Kalibra¢ni roztoky
PVA byly tedy méteny pouze proti roztoku polymeru.

Nize jsou uvedeny grafy kalibracnich kfivek a tabulka s linedrni regresi a korelacnim
koeficientem. Obdobn¢ jako u kalibra¢nich pfimek hyaluronanu, byly kalibra¢ni piimky
pocitany pouze z linedrni ¢asti grafu. Korelac¢ni koeficient byl pocitan metodou nejmensich
¢tvercii. Optimalni metodou pro stanoveni aditiva je tedy metoda K2 s urCenim pomoci
integrace.
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Graf 9 — Kalibra¢ni kiivky aditiv podle vySky absorpéniho pasu méfenych proti roztoku PVA
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Graf 10 — Kalibra¢ni kfivky aditiv podle plochy absorpcniho pasu métenych proti roztoku
PVA
Tabulka €. 7 - Tabulka kalibracnich pfimek pro vzorky PVA

Kalibra¢ni K2 - podle vysky piku, |K2 - podle plochy absorp¢niho
primky proti roztoku PVA pasma, proti roztoku PVA
) Rovnice y=82688 - x y=3924498 - x
Erytrosin
R’ 0,9984 0,9997
_ _ Rovnice y=24969 - x y=3121569 - x
Riboflavin
R’ 0,9956 0,9956
Brilantni Rovnice y=33321"-x y=3602 821 - x
modf | R? 0,9993 0,9993
Eriochromova | Rovnice y=22297 - x y=3228752 " x
Cerfi R’ 0,9998 0,9983

Smérnice kalibra¢nich ptfimek roztokii PVA maji podobny trend jako kalibracni ptimky
roztokd HA/PEO, ale maji vét$i hodnotu.

Kalibrac¢ni pfimka eriochromové Cerni se oproti vyhodnocovani u hyaluronanu nemusela
vyhodnocovat pouze pomoci integrace, ale i pomoci metody vysky piku, protoze na rozdil
od smési HA/PEO nedochazelo k posunu absorp¢niho spektra vlivem tvorby komplexu.
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4.2.2 Vyhodnoceni obsahu aditiv v pFipravené vrstvé
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Graf 11 — Obsah erytrosinu ve vrstvé PVA
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Graf 12 — Obsah riboflavinu ve vrstvé PVA
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Graf 13 — Obsah brilantni modfi ve vrstvé PVA
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Graf 14 — Obsah eriochromové ¢erni ve vrstvé PVA

Tabulka ¢. 8 - Tabulka obsahu aditiv ve zvlaknéné vrstvé PVA

Erytrosin Riboflavin Brilantni modf Eriochromova cernii
Metoda [hm. %] [hm. %] [hm. %] [hm. %]
K2 - podle vysky piku,
proti roztoku PVA 0,74 0,78 0,75 0,67
Smérodatna odchylka 0,04 0,03 0,02 0,02
K2 - podle plochy, proti
roztoku PVA 0,76 0,78 0,75 0,78
Smérodatna odchylka 0,03 0,04 0,02 0,06

VSechny vzorky vykazovaly podobny obsah aditiva inkorporovaného ve své struktufe.
Ve zvlaknéné vrstvé s erytrosinem bylo pfitomno 0,76+0,03 hm. % aditiva, coz odpovida
90 % teoretického obsahu ve zvldkinovacim roztoku. Ve zvlaknéné vrstve s riboflavinem bylo
pritomno 0,78+0,04 hm. % aditiva, coz odpovida 92,8 % teoretického maxima. Ve zvlaknéné
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vrstvé s brilantni modii bylo pfitomno 0,75+0,02 hm. % aditiva, coz odpovidd 89 %
teoretického maxima. Ve zvlaknéné vrstvé s eriochromovou cerni bylo pfitomno
0,78+0,06 hm. % aditiva, coz odpovida 92,9 % teoretického maxima.

Obsah aditiv se tedy vyrazné neméni a neni zavisly na struktufe, polarit¢ ¢i chemismu
aditiv neinteragujicich s relativné inertnim PVA. Protoze je PVA bez naboje a volnych ionti,
chova se vii¢i aditiviim inertné€ a neovliviiuje miru inkorporace v porovnani s hyaluronanem.

Nejvétsi homogenitu pak vykazoval vzorek s brilantni modii, jehoZ rozptyl ¢inil pouze
0,02 hm. %, kterd byla vyrazné niz8i v porovnani se zvldkinovanim hyaluronanu (rozptyl
0,11 hm. %). Nejméné¢ homogenni byla naopak vrstva PVA s eriochromovou cerni, jejiz
rozptyl byl 0,06 hm. %. I tato hodnota vSak byla nizsi pro aditivum v PVA neZ pii zvlaknéni
hyaluronanu (rozptyl 0,2 hm. %). Obecnym problémem stanoveni eriochromové Cerni a
naslednym velkym rozptylem byl Siroky profil absorpéniho pasu vnésejici experimentalni
chybu pfi zpracovani.
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5. Zavér

Cilem této prace bylo stanovit obsah riznych aditiv, po jejich inkorporaci
do nanovlakennych vrstev hyaluronanu/polyethylen oxidu a polyvinylalkoholu a vliv jejich
struktury a vlastnosti na jejich obsah. Polymery s aditivy byly zvlaknény a z nanovldkennych
vrstev byly pfipraveny vzorky. V téchto vzorcich byl spektrofotometricky stanoven obsah
aditiva, podle pfipravenych kalibra¢nich fad.

Obsah cerveného barviva, erytrosinu, byl stanoven na 1,34+0,05 hm. % celkové hmotnosti
nanovlédkenné vrstvy HA/PEO a 0,76+0,033 % celkové hmotnosti nanovlakenné vrstvy PVA.
ProtoZze se u erytrosinu nepfedpokldda Zadnd interakce s polymery nanovlakenné vrstvy,
mohou tyto data slouzit jako standardni model pro ostatni aditiva a pro porovnani vlivu
struktury na miru inkorporace.

V obou vrstvach byl zjistén nejvetsi obsah Zlutého barviva riboflavinu. V nanovldkenné
vrstvé HA/PEO byl obsah aditiva roven 1,67+0,02 hm. % celkové hmotnosti vrstvy. Ve vrstvé
PVA byl obsah aditiva roven 0,78+0,4 % celkové hmotnosti vrstvy. Toto mnoZstvi odpovida
témeét 100% ucinnosti pii zvlaknovani, nebot’ koncentrace ve zvladknujicim roztoku a vrstvé
jsou stejné. ZvySené mnozstvi inkorporovaného aditiva je pravdépodobné zplisobeno malou
rozpustnosti riboflavinu ve vodé a jeho agregaci s fetézcem polymeru a siln€ polarni
strukturou necyklického konce aditiva — CsH;¢Oa.

Primérny obsah brilantni modii byl stanoven na 1,7+0,1 hm. % celkové hmotnosti
nanovldkenné vrstvy HA/PEO a 0,75+0,02 hm. % celkové hmotnosti nanovldkenné vrstvy
PVA. Zvyseny obsah ve vrstvé HA/PEO je dan iontovym charakterem barviva a polymeru.
Ve vrstvé HA/PEO interagoval parcidlni kladny naboj aditiva se zdporné nabitymi castmi
fetézce hyaluronanu.

Primérny obsah eriochromové Cerni byl stanoven na 1,5+0,2 hm. % celkové hmotnosti
nanovldkenné vrstvy HA/PEO a 0,784+0,06 hm. % celkové hmotnosti nanovldkenné vrstvy
PVA. Analyza obsahu eriochromové ¢erni ve vrstvé HA/PEO muze byt ale nepfesnd, kvuli
interakci komplexotvorného barviva a kovovych iontii hyaluronanu. Tim padem dochazelo
k posunu absorpéniho maxima eriochromové ¢erni.

Z hlediska absolutniho mnozstvi aditiva ve zvlaknéné vrstvé je v ptipadé HA/PEO rozdil
mezi riznymi aditivy vlivem vyssi interakce a slozitéjsiho chemismu ve zvldkinovacim
roztoku (interakce parcidlnich naboji aditiva a HA, tvorba komplex...). Diky tomu, ze PVA
je chemicky inertnéjsi, tyto interakce jsou slabsi, coz vede k podobnému mnozstvi riznych
aditiv v pfipravené vrstve.

Ptfi porovnani homogenity ve vrstvé¢ HA/PEO a PVA vychazela lepsi homogenita
u vzorku HA/PEO pro vrstvu s riboflavinem. Pro vSechna ostatni aditiva byla rovnomérnéji
riboflavinu v obou polymerech a vzorky brilantni modii ve vrstvé HA/PEO. Rozptyl obsahu
aditiva se pohyboval vitadech setin hm. %, coZz znamend odchylku 0,1mg na 1g
nanovlakenné vrstvy.
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6. Seznam zkratek

HA
PEO
PVA
UV-Vis
CHI
COL
SF
PEVA
PLA
PLCP
bFGF
EGF
PLC
BSA
Ery
Rib
BB
EC

Kyselina hyaluronova/Hyaluronan
Polyethylen oxid
Polyvinylalkohol
Ultraviolet-Visible (Ultrafialové-Viditelné)
Chitosan

Kolagen

Fibrin z hedvabi
Polyethylen-co-vinyl acetat
Polykyselina mlé¢na
poly(L-lactide-co-e-caprolactone)
fibroblasticky rlstovy faktor
epidermalni rastovy faktor
polykaprolaktan

hovézi albumin

Erytrosin

Riboflavin

Brilantni modf

Eriochromova ¢ern
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. Seznam priloh

. Graf absorpénich past jednotlivych aditiv v kalibraénim roztoku HA/PEO

o koncentraci 0,05 hm. %
. Graf absorp¢nich pasi jednotlivych aditiv v kalibracnim roztoku PVA o koncentraci

0,05 hm. %
. Graf posunu absorpéniho spektra eriochromové cerni v zdvislosti na koncentraci

v prostiedi HA/PEO
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