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Abstrakt

Tato prace se zabyva nalezenim optimalnich podminek pro zvlaknéni kyseliny
hyaluronové (HA) metodou elektrostatického zvlaknovani z volné hladiny. Kyselina
hyaluronova je prirodni polysacharid s Sirokym vyuzitim v oblasti tkanového
inZenyrstvi. Vytvoreni nanovlakenné vrstvy metodou elektrostatického zvlaknovani
je, jako u vétSiny biopolymert, obtiZné. Problémem je jejich priliSna viskozita ve
vodnych roztocich a polyelektrolytickd povaha. Tato prace shrnuje vybér
dosavadnich pokusi o vytvoreni nanovldken na bazi kyseliny hyaluronové. Na
teoretickou ¢ast navazuje ¢ast prakticka, ktera ukazuje postup a dosazené vysledky
vlastntho snazeni o vytvoreni nanovlaken, predevSim ve smési snosnym
polymerem, kterym byl zvolen polyethylenoxid (PEO). Podaftilo se takto zvlaknit
vysokomolekularni i nizkomolekuldrni kyselinu hyaluronovou v riiznych pomérech

HA:PEO.
Abstract

This bachelor thesis deals with finding the optimal condition to prepare hyaluronic
acid-based nanofibers via free surface electrospinning. Hyaluronic acid (HA) is
polysacharide with numerous uses in the field of tissue engineering. Electrospinning
of nanofibrious mats is still a real issue because of its high viscosity in aqueous
solvent and polyelectrolytic nature. In the first part of this thesis,
the results from previous papers aiming for preparation of HA nanofibers are
concluded. The theoretical part is followed by experimental results regarding
preparation of nanofibers in a solution containing hyaluronic acid
and polyethylenoxide (PEO). In this study high molecular weight HA as well as low

molecular weight HA nanofibers were obtained by using various ratios of HA:PEO.
Klicova slova

elektrostatické zvlaknovani, biopolymer, kyselina hyaluronova, polyethylenoxid,

nanovlakna
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electrospinning, biopolymer, hyaluronic acid, polyethylenoxide, nanofibers



Obsah

1 NANOVIAKNG ottt bbb 13
1.1 VIastnosti NANOVIAKEN. ...ttt ssens 13
1.1.1  Biokompatibilita....ccrrnererenisesinesessisesessssssessssssesssse s sssssessssesnes 13
1.1.2  Biodegradabilita ......ceeereeeeeeeeeseseeeeseseesessessesessesssssssssssessesssssenns 14

1.2 MozZné formy NanOVIAKEN ... 14
1.2.1  Linearni NanOVIAKNO ... ssssssssss s ssssssssssssssssssssssens 14
1.2.2  Nanovldkno v ploSnych struKturach........nn. 14
1.2.3  Nanovldkno v objemovych StruKturach ..., 15
1.2.4 Nanovlakno v dalSich fOrmach...... s 15

1.3 Metody pripravy NanovIAKeN ... 15
1.3.1  DIOUZENI .ttt ses s ssse s s s sassssesssssnes 16
1.3.2  Syntéza Pres SADIONY ... sssssns 16
1.3.3  Samosestavovani (SAMOOIZANIZACE) ......vueurerrerrersersesrerssnssesssssessssssessesssses 16
1.3.4  FOUKANT taVENINY ..ot ssssss e ssssssssssssssssssssssesssssnes 16
1.3.5  FAZOVA SEPATACE....ccri it ssssnen 16

2 Elektrostatické ZVIAKNOVANI ... sesssssssssssessssssssssssssns 17
2.1 UVOQ cerrtrrreeeeneessssseesessssssssssssssssssssssssssssssssssss s 17
2.2 Zarizeni pro elektrostatické zvlaknovani a princip metody ........c.coeereercennee. 18
2.3 Morfologie vysledného produktu — nanovlaken..........neeneeneeneenens 18
2.4 Modifikace zarizeni elektrostatického zvIaKNovani.......nnencncens 21
2.4.1  EleCtrODIOWING ...ttt 21
242 NaNOSPIAEITM . ... 22

3 Elektrostaticky zvIAKNOVANE POLYMEIY.......couerirreerirressersereesseseesssssesssessssssessesseans 22
3.1 Obecny Uvod do biOPOIYMETT.....cccvueereereeriereeeesreeseesee s ssesssessesssssssssesees 22
3.2 Kyselina hyalurOnOVa.......eneereeeeseeseeseesesse s sssssesssssessssssssssssssssssssssssssns 23



4

8

S 707/ R U7 o R 23
3.2.2  Chemicka StIUKEUTA ..ottt ssssens 23
3.2.3  SYNTAZA .t s 24
TN S D 1T~ =T b Lo PP 24
3.2.5  SEEPENT HA weooeceersreececesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssees 24
T T A VAV VA Lo U 5 s 25
3.2.7  Elektrostatické zvlaknovani kyseliny hyaluronové............cccueeenineenen. 25
3.3 PoOlyethylenoxid....mninnesssssssssssesssesessssesssssssssssssesssssssssssssssssssesans 28
G 0 R € 28
3.3.2  Vlastnosti a chemicka StrUKEUTaA.....cocoeereereerernseneerereeseesessessessessesseessseseesees 28
170G J0 T V2D A L (O 29
Vybrané metody analyzy vytvorenych nanovIaken ........enneneenseneeneeseensenees 29
4.1 Elektronovy rastrovaci miKroSKOP .....isssssssssssssssssssssnes 29
O S | TR 29
Cile PraktiCKE CASLI ...t 31
Materialy @ MELOAY ... 31
Y00 B\ =1 ) - 1 /PSPPSR 31
ST T (= 0T | 31
6.2.1  Elektrostatické zvlAKNOVANT......c.coorrnenincenie s 31
6.2.2  SEEPENTHA ..oooooeevevevvevvvveseveseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssees 32
6.2.3  Charakterizace NanoVIAKeN. ... 34
Zvlakiiovani roztokl vysokomoleKularni HA .........nonenenscneneeseeseeseeseennees 35
7.1  Priprava zvlakinovacich roZtoKU .......eeeeneemeeseesesseesessesssesssesssesssesssesssesnns 35
7.2 Vystaveni roztoki elektrostatickEmu Poli.......oorereemeeserneenmeenseeseesessesseenns 35
W8S T 5] (=T 1« PP 36
7.4 DiSKUSE VYSIEAKU ..euveeriereereereesreeseisessesneesseesessessssse st ssssssesssssss st ssssssessssssssssssnees 37

Zvlaknovani roztokl vysokomolekularni HA ve smési s nosnym polymerem 37

8



8.1 Priprava zvlaKNovacich roZtoK{ ... ssssssssssssssssssssssssenns 37

8.2  Vystaveni roztoki elektrostatickému poli......oeeeenreenseenseensesneessseseesseeeseesnees 38
8.3  Analyza nanovlaken a vysledKy ... 39
8.3.1  MOTfologie VIAKEN .....ceeeeceeerereeieeeesesssses s sssssss s sesessssssssees 39
8.3.2  Analyza chemického sloZeni (FTIR) ...ccmmmmnemmnenmnensnensssssssssssssssens 40
8.4  DiSKUSE VYSIEAKU ...ovurreieureenreessiesesssessessessssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssaees 41

9  Zvlakiiovani roztokl nizkomolekuldrni HA ve smési s nosnym polymerem... 42

T N <Y Y=Y 0V 1 5 - S 42
9.1.1  PIIPrava roZtOKU ..o sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 42
O.1.2  POSTUP et 42
9.1.3  Vysledky Stépeni HA a diSKUSE .....ccouvvererrernseniinisesesesesssssssses s 43

9.2  Zvlaknovani roztokl nizkomoleRularni HA ... 46
0.2.1  PPIPrava roztoKl ... ssssssssssssssssssssssssssssssnns 46
9.2.2  Vystaveni roztoki elektrostaticCkEmu Poli.....cumnnenenenensnensnensnens 46
9.2.3  MOrfologie VIAKEN ... ssssssssssens 47
9.2.4  Analyza chemického sloZeni (FTIR) .....coomnemrneninsssesereessesseesssssensens 48
9.2.5  DiSKUSE VYSIEAKU....uuieureuieerrereesreeseesessessessessesssssessssssssssessssssssssssssssessssssssssssees 49

TO  ZAVET ettt s s s bbb RS 50
U= o gL /06 (0 [ TSP 51
1110 72T 59



Seznam obrazku

Obrdzek 1 - Schéma zarizeni pro elektrostatické zvldKknovdni.............ccccoovvvvcvsvsnirnns 18
Obrazek 2 - Strukturni jednotka kyseliny Ryaluronove.........cosmeeonserisssrisssesinssssnns 24
Obrdzek 3 - Chemicka StTUKEUTA PEQ ....cueeeeeeeeeeeserseeeseraseessesasesissssssssssssssssssssesssssssesssssanss 29
Obrdzek 4 - Fotografie pouzivaného zarizeni pro elektrostatické zvldkriovdni............ 32
Obrazek 5 - Kinetika hydrolyzy pro acidickou KONCENtIraCI ........ccrvvceronscrssserneerissienanes 33
Obrazek 6 - Kinetika hydrolyzy pro ROANOLY PH.......crsnierossirssiirssirsssisssisisssesssisisssssanss 33
Obrazek 7 - Aparatura Ke StEPENT HA ......cvveeseerssirissirssirisssirssisisssisssssisssssssssisssssssssssssssanss 34
Obrazek 8 - SEM SNIMKY NANOVIAKEN .......coverriirrriirssirisssirssirisssirssisisssesssssissssssssssssssssssssssssanss 40
Obrdzek 9 - VIiv podilu PEO NQA PTUMEY VIAKEN .......eeveeeerereseriseserissssesisesesisssesisssssissesssasssess 40
Obrdzek 10 - FTIR speKtrum roztOKi HA/PEQ.......isissssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssanns 41
Obrazek 11 - Chromatogramy hyaluronovych KYSeliN. ........coneriossesissssisssesinssssns 44
Obrazek 12 - Chromatogramy hyaluronovych KYSeliN.......erossersssesisssrisssesinsssins 44
Obrdzek 13 - Zdvislost dosaZzené molekulové hmotnosti na ¢ase t [A] ......owroseerrssronn. 45
Obrdzek 14 - Srovndni spekter ptivodni HA a HA po hydrolyze 10,5 R......coveerevsrrrerssrnnn. 45
Obrdzek 15 - SEM SNTMKY NANOVIAKEN. ....cvvovvressrrsssrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanns 48
Obrdzek 16 - VIiv podilu PEO Na PrimeEr VIAKEN..........cuwemerossessssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssenns 48
Obrazek 17 - FTIR SpeKtrum LMW HA/PEQ.....eoseerssserssirisssisssesisssssssssisssssssssisssssanes 49

Seznam tabulek

Tabulka 1 - Parametry ovliviiujici vysledek elektrostatického zvidkriovdni ................... 19
Tabulka 2 - Vysledky vystaveni roztokti Cisté HA elektrostatickému poli......................... 35
Tabulka 3 - SloZeni a znaceni roztokil vysokomoleKuldrni HA ..........ccomeonsersneeeinseeens 37
Tabulka 4 - Vysledky vystaveni roztokti HA/PEO elektrostatickému poli........................ 38
Tabulka 5 - Priamer VIAKen HMW HA/PEQ ....eeeerovsrisssrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesns 39
Tabulka 6 - SloZeni a znaceni roztokii vysokomoleKulGrni HA ..........comeonsersneeeinseeens 46
Tabulka 7 - Vysledky vystaveni roztokii HA/PEO elektrostatickému poli........................ 47
Tabulka 8 - Primer VIAKeN LMW HA/PEQ ........eoeerosserossserissssesissssssissssesssssssissssssssssssssses 47

10



Seznam zKkratek

DIW

DMF
DMSO
EtOH
FTIR

Ge

H20

HA
HA-DTPH

HMW

HPLC - ELSD

CH3COOH
IPA

LMW

NaCl

NaOH
NH40H
PEG

PEO

REM (SEM)

Deionizovana voda
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

Ethanol

Fourierova spektroskopie
Germanium

Voda

Kyselina hyaluronova

3,3’-dithiobispropandihydrazid-modifikovana kyselina

hyaluronova

Vysokomolekularni

Kapalinova chromatografie s odpatfovacim detektorem rozptylu

svétla

Kyselina octova
Izopropylalkohol
Nizkomolekularni

Chlorid sodny

Hydroxid sodny

Hydroxid amonny
Polyethylenglykol
Polyethylenoxid
Elektronova rastrovaci mikroskopie
Objemovy pomér

Pomér hmotnosti na objem

Hmotnostni pomér

11



Uvod

Metoda zvana electrospinning, Cesky elektrostatické zvladknovani, je pomérné
vSestrannd a efektivni metoda kziskdni kontinudlnich vlaken s priméry v
nanometrech. (Greiner a Wendorff 2007; Bhardwaj a Kundu 2010) Nanovlakna maji
Fadu unikatnich vlastnosti, napt. velky mérny povrch, vysokou pérovitost a malou
velikost jednotlivych pora. (Liu et al. 2011) Tyto vlastnosti davaji nanovlaknim
potencial pro Siroké vyuziti v fadé oblasti. V poslednich letech se nanovlakenné
materialy staly predmétem zajmu v oblasti biomediciny. Vyzkum v této oblasti je
velmi intenzivni. Pro tyto ucely je nezbytné pouZivat biokompatibilni
a biodegradabilni materialy, pro metodu elektrostatického zvlaknovani tedy
biopolymery. Jednim z biopolymerd, ktery lze zvlaknit touto metodou je Kyselina
hyaluronova (HA). Biokompatibilita této kyseliny umoznuje vyuZiti HA v tkanovém
inZenyrstvi, pro 1é¢eni ran, dopravu 1éciv €i k vyrobé umélych cév. (Liu et al. 2011;

Brenner et al. 2012)

Tvorba nanovlakennych struktur je ovSem velmi obtizna. Se snahou
zachovani biokompatibility prichazi omezeni ve vybéru rozpoustédel a HA pouze ve
vodnych roztocich vykazuje vysokou viskozitu, coZ vyrazné znesnadiuje
elektrostatické zvldknovani. Zaroven jsou komplikaci elektrické vlastnosti
biopolymert. (Brenner et al. 2012) V této praci se k usnadnéni procesu zvlaknéni

uziva biokompatibilni nosny polymer a medicinsky prijatelné primési.

Pouzitelnost vyrobenych nanovrstev HA v biomedicing, ovérili napf. Kim
a kolektiv (2008), kteri zkoumali nanovladkenné vrstvy HA/kolagenu a vysledky
ukazuji, Ze tyto vrstvy mohou byt pouZitelné jako nosice pro tkanové inzenyrstvi.

(Kim et al. 2008)
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TEORETICKA CAST

1 Nanovlakna

Nanovlakna jsou, dle Mezinarodni organizace pro normalizaci (ISO), vlakna
s primérem pod 100 nm. OvSem v primyslovych odvétvich se za nanovldkna
povazuji vlakna s SirSim vymezenim primeéru. (Sekaninova 2014) Elmarco uvadi, ze
nanovlakna jsou vlakna o priiméru mensim nez 500 nm (1 nm = 102 m). (Elmarco
2016) Dalsi zdroje ¢asto uvadi i rozmezi 50 - 1000 nm. (Peniazova 2009; Kostakova
2016) Nanovlakna patfi do tvz. nanostruktur. Tvorbu nanovlaken neumoZnuji
veskeré materialy, vlaknotvornymi materialy jsou pifedevsim polymerni roztoky ci

taveniny. (Sodomka 2009; Penidazova 2009)

1.1 Vlastnosti nanovlaken

Nanovlakna maji unikatni vlastnosti. Pravé jejich vlastnosti vedou k ¢astému vyuziti,
at' uz v oblasti filtraci diky vysoce porézni strukture s velkym povrchem a moZnosti
inkorporace dalsich materialli do struktury (Barhate a Ramakrishna 2007), v
tkaniovém inZenyrstvi, nanoelektronice, pro vyrobu ochranného obleceni, ve

vesmirném vyzkumu, i ke zlepSovani vlastnosti dnesnich materiala. (Reneker et al.

2000)
Mezi vlastnosti nanovlaken patii (Kostdakova 2016; Elmarco 2016):

- velky mérny povrch,

- mala velikost poéri,

- vysoka pérovitost,

- moznost kombinace s dal§imi nanomaterialy,

- tuhost, houZevnatost (v zavislosti na chemické povaze).

V pripadé aplikace nanovldken v mediciné je nutné vénovat pozornost také
vlastnostem jako jsou biokompatibilita (kapitola 1.1.1.) a biodegradabilita (kapitola
1.1.2) vlaken.

1.1.1 Biokompatibilita
Pri aplikaci ciztho materidlu do Zivého systému dochazi k interakci. Pro pouZiti
ciztho materidlu v medicinskych aplikacich je Zadouci, aby nedochdazelo

k nepriznivé reakci. Biokompatibilni materidly jsou takové materidly, které po

13



vloZeni do biologického prostredi nejlépe viibec nereaguji, pripadné reaguji
zanedbatelné. Zaroven ale neni mozné zapominat, Ze material musi byt dostate¢né
odolny proti procestim, probihajicim vlidském téle, které by mohly material
rozlozit. Material si tedy musi byt schopny zachovat své vlastnosti, ale zaroven byt

nedrazdivy pro lidské télo. (Mazanek et al. 2014; Houdek et al. 2007)

Polymerni materidly se se svymi vyhodnymi biologickymi i mechanickymi
vlastnostmi ukazaly jako nejlepsi feSeni pro vyrobu nosice materialu v tkanovém
inZenyrstvi. Jak bylo uvedeno, pro pouZiti vyrobenych nanovlaken pro medicinské
aplikace je nutné, aby pouZzity polymer mél co nejvétsi biokompatibilitu. Proto by
bylo idealni pouZivat prirodni polymery, jako napriklad kyselinu hyaluronovou,
chitosan ¢i kolagen, které poskytuji prirozenéjsi povrch pro lepsi pripojeni burky
v oblasti tkanového inZenyrstvi, nicméné tyto polymery byva obtiZné zpracovat, vice
se pro tkanové inZenyrstvi pouZivaji polymery syntetické, které jsou

biodegradabilni. (Llorens et al. 2013)

1.1.2 Biodegradabilita

Biodegradabilita je rovnéz diilezitou charakteristikou biomateriali. Je to schopnost
materialu rozloZit se v organickém prostredi. Biologicky odbouratelné polymery
jsou rovnéz zaklad tkanového inZenyrstvi, slouzi predevSim k ucelu, kdy burky
naneseme na tkanovy nosi¢ (scaffold) a implantujeme natrvalo. Plné prirozena
obména tkané bez prebytetnych materidll, které ziistavaji v téle, je Zadouci

vysledek. (Sykackova 2014)

1.2 MoZné formy nanovlaken

1.2.1 Linearni nanovlakno

Za linearni nanovlakna jsou povazovany nité a prize. Nejde pravé pouze o nanos
nanovlaken na povrch bézné nité, naopak jedna se o nité a prize, které v celém
objemu tvori nanovlakna. U takovych vlaken je pomérné velka technologicka obtiz
s pripravou, nicméné by mohla byt vyvazena jejich dobrymi mechanickymi

vlastnostmi. (Klouckova 2014; Petras et al. 2009)

1.2.2 Nanovlakno v ploSnych strukturach
Nanovlakna v ploSnych strukturach, jednoduse ploSna nanovlakna, jsou nanovlakna

ve vrstvach. Jsou to standartni textilni Gtvary. MliZzeme je rozdélit na dva typy, tkané
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a netkané, které se lisi z hlediska struktury a moZnosti pripravy. Pokud jsou vlakna
v tvorené roviné ndhodné rozhazena, jsou to vldkna netkané. Proti tomu u vlaken
tkanych prevlada jeden ze smérli, neboli vldkna jsou organizovana. Druhym
rozdilem je pravé pripravitelnost, ktera je u vlaken tkanych velmi obtiZna, nejsou
zminovany zZadné metody pripravy, které by presné vedly k predem stanovenym
strukturam. Naopak netkané textilie tvorené nanovlakny patii mezi nejrozsirenéjsi
nanovlakenné materialy s Sirokym pouZitim - filtratni membrany ¢i medicinalni

aplikace (kryti ran zajiSt'ujici lepsi hojeni). (Petras et al. 2009)

1.2.3 Nanovlakno v objemovych strukturach

Co se tyka nanovlaken v objemovych strukturach jde o podobnou strukturu jako
v predchozi podkapitole, rozdilem je, Ze zde se jedna o 3D struktury, tedy vlakna
vstupuji i do tretiho rozméru. Stejné jako se u nanovldken v plo$nych strukturach
nachazelo rozdéleni na tkané a netkané nanovlakenné textilie, i ve trojrozmérné
strukture se nachazi celky, které maji usporadana i neusporadana vlakna (ty jsou
Castéjsi a vypadaji jako vaty rizné hustoty). Uplatnéni pak nachazi napft. v tkanovém

inZenyrstvi. (Petras et al. 2009; Klouckova 2014)

1.2.4 Nanovlakno v dal$ich formach

Existuji i dal$i malo Casté formy nanovlaken, které by mohly byt uzitecné
v budoucnosti. Jsou jimi napriklad nanovlakna, ktera jsou nanesena na povrchu tak,
ze tvori kolmou vrstvu k podkladu ¢i nanovlakna, kterd jsou soucasti majoritniho
objemu, ktery je tvoren jinym materidlem (napt. keramikou ¢i plastem). (Petras et

al. 2009)

1.3 Metody pripravy nanovlaken

V kapitole 2 bude rozebrano elektrostatické zvlaknovani, coz je jedina metoda,
kterou vyrobime kontinualni polymerni nanovlakna. Zaroven pri této metodé
miiZeme dobte kontrolovat a ovliviiovat parametry vlaken jako napft. jejich primér,
hustotu a jiné. (Sirc et al. 2012) Ne vSechny polymery jsou oviem kompatibilni
s vysokym elektrickym polem, nutnym pro elektrostatické zvlaknovani. (Vajtai
2013) Existuji i dal$i moZnosti vyroby vlaken, v nasledujicich podkapitolach uvedu

priklady nékterych z nich.
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1.3.1 DlouZeni

DlouZeni neboli tvz. drawing je zaloZen na principu odtahovani kapky roztoku
kapilarou. Kapilara se odtahuje nastavenou rychlosti, ¢imz vznika nanovlakno. Tim
se lisSi od metody elektrostatického zvlaknovani, jelikozZ pri dlouzeni dokazeme
ziskat individualni vlakno. (Bajakova et al. 2011) Tato metoda nema a nejspis
nebude mit vyrazné pouZiti ani v budoucnosti, jelikoZ neumime pomoci této metody

opakovatelné vyrabét vlakna o stejnych parametrech. (Petras et al. 2009)

1.3.2 Syntéza pres Sablony
Pri tomto procesu je pouZivana Sablona, ktera je vlastné nanoporézni membranou.
Vyhodou této metody je zisk vlaken s predem urenymi parametry - ty jsou primo

urcené velikosti p6rt Sablony. (Martin 1996)

1.3.3 Samosestavovani (samoorganizace)

Pro tuto metodu je vyzadovano pouziti polymert, které prodélaji samosestavovani
prirozené nebo polymert, které se shromazdi do fibril ¢i vlaken diky své
hydrofilnim a lipofilnich vlastnostem. (Vajtai 2013) Jak uvadi Ramakrishna (2005)
hlavnim mechanismem jsou intramolekuldrni sily, jako napft. elektrostaticka
interakce, vodikové vazby. Tyto sily spojuji mensi jednotky, které buduji vlakna.

(Ramakrishna 2005)

1.3.4 Foukani taveniny

Tato metoda je zvana meltblown. Pro tuto technologii je zapotiebi pouZivat pouze
specialni polymery (pouze termoplasty, napt. high MFI! polypropylen). Metoda totiz
funguje tak, Ze taveniny polymeru se protlaci tryskou s otvory, nasledné je
zachycena horkym stla¢enym vzduchem. Vzduch proudi vysokou rychlosti, dale
unasi polymer a dochazi k jeho vyznamnému prodlouzeni. Kombinaci vhodnych
konstrukc¢nich parametrl zarizeni, véetné vysoké rychlosti vzduchu a patficnych

vlastnosti polymeru, lze ziskat vyjimecCné aZ nanovlakna. (Petras et al. 2009)

1.3.5 Fazova separace
Fazova separace je dalsi z moZnosti metod pripravy nanovladken. V této metodé je
cilem ziskat porézni nanovlakna. (Khajavi a Abbasipour 2012) Nejprve je potreba

ziskat vychozi roztok, kterym je polymer v rozpoustédle. Tento roztok se nasledné

1 melt flow index neboli index urcujici miru teceni taveniny (¢im vyssi index, tim snaze tece)
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ochladi, aZ dojde k prechodu na gel. Nasledné je zapotifebi nahrada pivodniho
rozpoustédla za nové, jiné rozpoustédlo s odliSnymi vlastnostmi. Timto krokem
dojde k vytvoreni vlakenné struktury s poéry s primérem odpovidajicim
nanorozméru. Rozpoustédlo je po ztuhnuti, které vzniklo ochlazenim na teplotu
tuhnuti rozpoustédla, odstranéno. (Ramakrishna 2005; Klouckova 2014; Petras et

al. 2009)

2 Elektrostatické zvlaknovani

2.1 Uvod

Electrospinning neboli elektrostatické zvlaknovani je v dneSni dobé nejbéznéjsi
zplUsob ziskdni nanovlaken. Pii této metodé jsou vysledna vlakna tvorena z
viskoelastického polymerniho roztoku/taveniny. Technika elektrostatického
zvlaknovani pouZziva vysoké elektrické napéti, principem metody je vytvoreni
elektrostatického pole vysokym zdrojem napéti. Stejnosmérné elektrostatické pole
se vytvari mezi emitorem, na kterém je umistén roztok ¢i tavenina, a kovovym
kolektorem. Elektrostatickym polem se pak generuje proud polymerniho
roztoku/taveniny, ktery je elektricky nabity. Pri umisténi roztoku/taveniny na
emitor, kterym miiZe byt jehla nebo volny povrch, vznikne polokulovita kapka
roztoku/taveniny drZici povrchovym napétim. Pti vygenerovani elektrického pole s
dostatecnou silou dojde ke zméné tvaru kapky, protoZe naboj elektrostatického pole
s povrchovym napétim se odpuzuji. KdyZ stejnosmérné napéti dosahne tak
vysokych hodnot, Ze prekonaji soudrznost roztoku/taveniny, zplsobenou
povrchovymi silami, z Taylorovych kuZelli se zacnou tvorit tenké prameny
polymerniho roztoku/taveniny. Dochazi k prodlouZeni a zuZeni vldkna po celou
dobu, nez je zachyceno na kolektor, na kterém tak vznika nanovlakenna sit. Pri
dlouZeni a iZeni rovnéz dochazi k odparovani rozpoustédla. (Norman a Desai 2006;

Subbiah et al. 2005; Vasita a Katti 2006)
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2.2 Zarizeni pro elektrostatické zvlaknovani a princip metody

I kolektor

I J (katoda)

nanovlikennd sit’

nanovlakna

Tayloriv kuzel roztok polymeru
emitor (zde tycka) ——

— zdroj vysokého napéti

-+

Obrdzek 1 - Schéma zarizeni pro elektrostatické zvldkriovdni (emitorem je tycka)

Zarizeni pro vyrobu nanovlaken je konstruovano ze tfi zakladnich komponent,
kterymi jsou zdroj vysokého napéti, emitor a kolektor. Kolektor a emitor jsou
elektrody, umistény tak, Ze emitor s polymernim roztokem/taveninou je primo
spojen se zdrojem, ktery generuje vysoké napéti a v dané vzdalenosti je
protielektroda, tzv. kolektor, ktery je uzemnén. Na kovovy kolektor se zachycuji
vytvofend nanovldkna. (Bhardwaj a Kundu 2010; Subbiah et al. 2005) Dle
pouZzivaného emitoru rozdélujeme elektrostatické zvlaknovani na dva druhy a to
sice na zvlakiiovani z jehly a zvlakiiovani z volného povrchu. Na Obr. 1 je zndzornén
ptipad, kdy emitor tvofi tycka, toto schéma bylo pouZivano po celou praktickou ¢ast

této prace.

2.3 Morfologie vysledného produktu - nanovlaken

DalSi nedilnou soucasti pri procesu elektrostatického zvlakinovani je nalezeni
optimalnich podminek, kde spousta parametrt (at' uz parametry, které volime pfi
nastaveni zarizeni, okolni prostredi i vlastnosti samotného roztoku/taveniny
polymeru) hraje dtilezitou roli ve vlastnostech vyslednych nanovlaken. Navic pro
vyrobu vlaken je Zadouci, aby byl proces reprodukovatelny. Je nutné znat veskeré
podminKky pri zvlaknovani, respektive hodnoty parametrd, které jsou nejvyhodné;si

pro dosazeni vysledku o poZadovanych vlastnostech.
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Zdroje se neshoduji na tom, ktery parametr nejvice ovlivituje priibéh zvlaknovani.

Prehled zasadnich parametri je uveden v tabulce 1. (Li a Wang 2013)

Tabulka 1 - Parametry ovliviiujici vysledek elektrostatického zvldkriovdni

Nastaveni zarizeni pro Vlastnosti Parametry okolniho
elektrospining zvldkrniovaného prostredi
polymeru
e Napéti e Viskozita e Vlhkost vzduchu

e PouZité elektrody ¢ Koncentrace e Teplota
e Vzdalenost polymeru e Rychlost proudéni
emitor - kolektor e Molekulova vzduchu
hmotnost
polymeru
Povrchové napéti
Rozpoustédlo
Vodivost
Miseni s dalSim
polymerem

Napéti

Napéti je extrémné dulezité jiz pro zahajeni samotného procesu zvlakinovani. Aby
vibec doslo k tvorbé vlaken musi byt napéti dostatecné vysoké. Pokud zvysSime
napéti, zvySime i silu elektrického pole mezi elektrodami. (Li a Wang 2013) Vliv
napéti na morfologii vlaken je zkouman ve vice zdrojich, napriklad jak uvadi Zhang
a kolektiv (2005), ve své studii zvlakiiovani polyvinylakoholu pfi zvySeném napéti

dojde k naristu hodnot primért vlaken. (Zhang et al. 2005)
Elektrody

Jak uz bylo zminéno v kapitole 2.2 emitorem mtiZe byt jehla ¢i volny povrch. OvSem
i tvar kolektoru hraje roli v morfologii vyslednych vlaken. Byva pouzivana kovova
deska, na kterou se chytaji vldkna s nahodnou orientaci. Existuji ale i specialné
upravené kolektory, jako napftiklad rotujici bubnovy kolektor, vesmés slouzici k
zachyceni usporadanych vlaken, ktera jsou navic zarovnana. Jako kolektor se také
Casto pouziva hlinikova folie, na kterou se primo chytaji nanovlakna, nicméné je
obtiZné prenést nanovlakna na dalSi substraty, pro tyto ucely lze pouZit i jiné

rozmanité formy kolektoru, napriklad mrizku ¢i tekutou lazen. (Li a Wang 2013)
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Vzddlenost emitor - kolektor

Na této vzdalenosti dochazi k odparovani rozpoustédla. Pokud je nastavena
vzdalenost nedostatecnd, vldkna nestihnou pied dosaZenim kolektoru ztuhnout,
navic pri pouziti vodnych roztokii polymeru nedojde k uplnému odpareni
rozpoustédla a vznikaji mokra vlakna. Pokud je naopak ale vzdalenost vétsi, nez by

bylo potteba, jsou ziskany spiSe kapky. (Li a Wang 2013)
Viskozita roztoku

Viskozita roztoku je dal$im dtlezitym faktorem ve vysledné morfologii vlaken.
Nizka viskozita zplisobi proces zvany electrospraying. Electrospraying je tvorba
kapicek namisto vlaken. K takovému jevu dojde, protoZe povrchové napéti roztoku
pii nizké viskozité je dominantni, takze zplisobi rozpad celistvého utvaru a vzniknou
pravé kapKky. Vysoka viskozita zase zpilisobi obtiZzné vybuzeni proudu polymeru,
respektive znemozni tvorbu Taylorovych kuzelii. Je nutné najit optimalni viskozitu,
piicemzZ nelze opomenout, Ze viskozita, koncentrace polymeru, jeho molekulova
hmotnost a dalsi vlastnosti roztoku (aditiva, rozpoustédlo,...) spolu souvisi. (Li a

Wang 2013)
Povrchové napéti roztoku

Jakjiz bylo receno, pro zvlaknéni polymerniho roztoku je nutné prekonat povrchové
napéti pomoci dostatecného napéti. Povrchovym napétim mizeme lehce ovlivnit
vysledny produkt pti zvladkinovani. Pii konstantni koncentraci a dpravé pouze
povrchového napéti roztoku miize dojit ke zméné tvorby kapicek na tvorbu

kontinualnich vlaken. (Li a Wang 2013)
Vodivost

Pokud je vzajmu vyrobit vldkna, ktera budou jednotné, tvz. uniformni, bez
poskozeni, je dllezitym faktorem vodivost, jelikoZ se zvySujici se vodivosti roztoku,
tedy se zvySujici se hustotou naboje, dochazi pravé k vyrobé uniformnich vldken
a zaroven vétSinou i ke sniZzeni primeéru vlaken. Na vznik pripadnych kulovitych
utvarti nema rovnéz vliv jen viskozita roztoku, ale také vodivost, proto se Casto
pouzivaji povrchové aktivni latky, které vedou i ke zmenSeni primeéru vlaken.

(Kostakova 2016)

20



Miseni s dalsim polymerem

Tvorenim polymernich smési, tedy smési vzniklych ze dvou a vice polymerd, je
mozné ovlivnit uspésnost elektrostatického zvladknovani. Pokud uvaZujeme
zvlaknéni polymeru, ze kterého je obtiZzné vytvoreni vladken, je moZznym reSenim
smichani sroztokem nosného polymeru, ktery pozitivné reaguje na vystaveni
elektrostatickému poli. Zaroven lze misenim polymeri dosahnout vyhodnéjsich
vlastnosti vysledného materialu. Lze kombinovat ptrirodni a syntetické polymery
a tim dosahnout kombinace bioaktivity a mechanickych vlastnosti. (Rysova 2012)
Priprava polymernich smési mize byt provedena mechanickym michanim roztokt
¢i misenim v taveniné, pripadné rozpusténim v ko-rozpustédle, coz je rozpoustédlo
pridané v malych mnozZstvich ke zvySeni u€innosti hlavniho rozpoustédla, dale pak
smésovanim latext atd. (Navratilova 2007) Pro tuto praci bylo pfi miseni polymera

pouzito mechanické michani. Extrémné diilezita je dobra misitelnost polymeri.
Parametry okolniho prostiedi

Na podminkach okoli rovnéz zaleZi morfologie a primér tvorenych vldken. Nejde
jen o vysledny produkt, ale také o to, Ze pri zvlaknovani dochazi k odpaiovani
rozpoustédla, proto v zavislosti na vlastnostech rozpoustédla je vhodné zvazit
i zvlakniovani za odsavani vzduchu ¢i pfimo ve vakuu (to zejména pri zvlaknovani
tavenin). Teplota okolniho prostiredi miize byt dilezita ale i pro samotnou tvorbu
vlaken, uspésny proces zvlaknéni nékterych polymerd pifimo vyzZaduje vysokou
teplotu. ZvysSeni teploty také vede k zdZeni vlaken. Vlhkost vzduchu také hraje roli
pfi procesu. Nizka vlhkost vzduchu podporuje odpatfovani rozpoustédla. Vysoka

vlhkost ma na morfologii vlaken negativni vliv. (Li a Wang 2013)

2.4 Modifikace zarizeni elektrostatického zvlaknovani

2.4.1 Electroblowing

Proces electrospinningu mize byt obohacen o dalsi modifikace, které mohou
napomoci Kk efektivnéjsi pripravé nanovldken. Jednim ze zpisobid je priprava
metodou electroblowing, kterd kombinuje samotny proces elektrostatického
zvlaknovani s procesem proudéni vzduchu kolem trysky, ktera je soucasti
aparatury. Dochazi tim ke kombinovani elektrického pole s proudem vzduchu.

Existuji nejméné ctyri vyhody pripravy nanovlaken touto cestou. Jednak kombinaci
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sil elektrického pole a proudu vzduchu dojde k prekonani vysoké viskozity roztoku,
také pouziti vhodné teploty vzduchu, respektive pouziti zvysSené teploty vzduchu,
Proudici vzduch také zrychli vyparovani rozpoustédla. Zaroven kontrolou teploty,
sméru a tempa proudéni vzduchu miliZzeme snadno ovliviiovat vlastnosti

nanovlaken. (Fanun 2010)

2.4.2 Nanospider™

DalSi modifikaci electrospinningu je tvz. technologie Nanospider™. Technologie je
vyjimecna predevSim tim, Ze pri zvlaknovani touto cestou neni potfeba pouZit
trysky ani kapilary. Tyto komponenty jsou nahrazeny rotacni elektrodou, kterym je
valec. Rotacni elektroda je zcasti vloZena do roztoku zvlaknovaného polymeru
a otacenim zplisobuje vznik tenké vrstvy polymeru v elektrostatickém poli, ze které
je mozné zvlaknovat. (Jirsak et al. 2009) Metoda ma velkou vyhodu, mimo
jednoduchych elektrod, ve vysoké kvalité vyrobenych nanovlaken, produkci
nanovlaken v primyslovém méritku, rozmanitosti pouZitelnych polymeri

i ekonomicky nenaro¢ném provozu. (Linhartova 2008)

3 Elektrostaticky zvlaknované polymery

Mezi nejcastéji zvlakniované polymery z roztoku patti polyamid 6, polyvinylalkohol,
polyuretan, polykaprolakton, polyvinylpyrrolidon atd., z taveniny poté polyethylen,
polypropylen a dalsi. (Kostdkova 2016) Z biopolymerti napt. kolagen, kyselina
hyaluronova, chitosan. (Rysova 2012) Vzhledem k zaméfreni této prace se
nasledujici podkapitoly budou vénovat biopolymerim s diirazem na kyselinu

hyaluronovou.

3.1 Obecny uvod do biopolymeri

Biopolymery jsou polymery, tedy vysokomolekularni latky, majici ptrirodni ptivod.
(Vodrazka 1969) Zhruba by biopolymery mohly byt klasifikovany do tii skupin, a to
sice nukleové kyseliny, proteiny a polysacharidy. Struktura biopolymeri je dana
povahou monomernich jednotek, ze kterych se biopolymer sklada, v kombinaci
s dal$imi faktory jako teplota, rozpoustédlo (kterym byva voda), a ptitomnost soli ¢i
jinych molekularnich sloZek. Jednim z rysii biopolymerii je fakt, Ze se jedna vétsinou

o heteropolymery, coZ znamend, Ze obsahuji vice druhli monomernich jednotek.
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Poradi monomerd se nazyva primdrni struktura a udava bologicky vyznam

biomakromolekuly. (Maarel 2008)

Biopolymery najdou vyuziti ve spousté odvétvi pro svou Setrnost
k zZivotnimu prostiedi, obnovitelnost, navic jsou z podstaty antibakterialni,

biokompatibilni, biodegradabilni.

Jak jiZ bylo receno, do biopolymert Fadime i polysacharidy. Polysacharidy
jsou makromolekularni latky sloZené z monosacharid{, které jsou vzajemné spojeny
glykosidickou vazbou. Monomery jsou vtomto ptipadé cyklické struktury a to
nejcastéji cykly obsahujici pét nebo Sest uhlikovych atomi (pentézy nebo hexézy).
(Maarel 2008) Do skupiny polysacharidi patii napriklad celuléza, chitosan, kyselina
hyaluronova, dextran. (Schiffman a Schauer 2008) Co se ale tvorby nanovlaken tyka

je jejich pouziti omezeno.

3.2 Kyselina hyaluronova

3.2.1 Uvod

Kyselina hyaluronova (HA) je prirodni polysacharid svysokou molekulovou
hmotnosti. HA se vyskytuje prirozené ve vSech Zivych organizmech, jednak jako
hlavni komponent extraceluldrni matrix (mezibuné¢né hmoty) a jednak v tvz. volné
formé v kazi, kloubech, o¢nim sklivci atd. Kyselina hyaluronova je biokompatibilni
a biodegradabilni, a tudiZ nachazi hojné vyuZiti v medicinskych aplikacich,
napriklad k bezjizevnatému hojeni ¢i pri prenosu 1éCiv. Prvné byla objevena pri
isolaci substance, obsahujici kyselinu mo¢ovou a aminocukr. Tato predtim neznama
substance byla isolovana ze sklivce zvireciho oka, proto byla nasledné pojmenovana
spojenim dvou slov, feckého ,hyalos“ - sklivec a anglického ,uronic acid“ - mocova
kyselina. Pouzivani terminu hyaluronan vychazi z faktu, Ze ve fyziologickém pH,

jinak Feceno in vivo, se HA vyskutuje jako stil, hyaluronat sodny. (Necas et al. 2008)

3.2.2 Chemicka struktura

Jak bylo receno v kapitole 3.2.1., kyselina hyaluronova je polysacharid, skladajici se
z kyseliny mocové a aminocukru, kterymi jsou Kkyselina D-glukuronova a N-
acetylglukosamin. Tyto monosacharidy jsou spojeny v disacharidickou jednotku
pomoci [-1,3 glykosidické vazby. Kyselina hyaluronova je polymer, tvoreny

opakujici se zakladni disacharidickou jednotkou, zakladni jednotky jsou spojeny [3-
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1,4 glykosidickymi vazbami. Znazornéno na Obr. 2. Pocet téchto opakujicich
se jednotek miiZe prekrocit hodnotu az 10 000 jednotek v molekule hyaluronanu.
Molekulova hmotnost byva primérné okolo 1000-8000 kDa2. (Necas ]. et al. 2008;
Cowman et al. 2015; Kogan et al. 2007)

Coo

OH
H NHCOCH,

Obrdzek 2 - Strukturni jednotka kyseliny hyaluronové (Bojiang et al. 2010)

3.2.3 Syntéza

Kyselina hyaluronovd neni jako vétSina ostatnich glykosaminoglykant
syntetizovana v Golgiho aparatu, nybrZ mnoha buiilkami organizmu obratovc.
Piedevsim se jedna o buriky, které jsou zapojeny do produkce extracelularni matrix.
(Necas et al. 2008; Velebny 2012) Rist polymerniho retézce probiha za pisobeni

enzymd tvz. hyaluronan syntazy. (Honegrova 2010)

3.2.4 Degradace
Degradaci v organizmu zajiStuje enzym hyaluronidaza, kterd rozstépi hyaluronan
na fragmenty, které jsou zaneseny krevnim reciStém do jater, kde dojde ke

zpracovani a ndsledné jsou metabolizovany standartné. (Velebny 2012; Honegrova

2010)

3.2.5 Stépeni HA

Jak jiz bylo teceno v kapitole 3.2.1. a 3.2.2. kyselina hyaluronova je polymer
s vysokou molekulovou hmotnosti. HA velmi snadno degraduje ve tkanich, je dobre
rozpustna ve vodném prostredi, a jeji vodné roztoky jsou vzhledem k velké
molekulové hmotnosti velmi viskézni. (Velebny 2012) Tato prace se zabyva vyrobou
vlaken metodou elektrostatického zvlaknovani, a prave pii této metodé se ukazuje
velka viskozita roztokl jako nezadouci faktor, ktery ztézuje tvorbu Taylorovych

kuzelt, viz. kapitola 2.3.

2 (unifikovand) atomova hmostnostni jednotka
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Jak uvadi Fakhari a Berkland (2013), metod rozkladu HA na fragmenty je
hned nékolik. Obecné fefCeno metody degradace mohou byt provadény
enzymatickymi nebo neenzymatickymi reakcemi. Enzymaticky poté enzymem
zvanym hyaluronidaza, ktera rozlozi HA na malé fragmenty, nebo enzymy, které
degraduji fragmenty odstranénim neredukujicich sacharidi. Do neenzymatickych

rozkladi patfi kysele a zasadité katalyzovana hydrolyza. (Fakhari a Berkland 2013)

Hydrolytickou degradaci HA se zabyvaji Tgmmeraas a Melander (2008).
Kysele katalyzovana hydrolyza je degradacni proces pro kyselinu hyaluronovou,
mozny provést v riznych kyselych hodnotach pH. Pii tomto procesu dochazi
krozstépeni B 1-3 a B 1-4 vazeb a vzniku polysacharidii a oligosacharidi.

(Temmeraas a Melander 2008; Velebny 2012)

Ve studii, kterou uvadi Temmeraas a Melander (2008), se tvrdi, Ze efekt
hydrolyzy zavisi primo na koncentraci kyseliny a teploté. Zmény v molekulové
hmotnosti HA jsou zavislé i na ¢ase pribéhu hydrolyzy. Bylo zjiSténo, Ze hydrolyza

je kineticka reakce prvniho radu, tedy plati rovnice:

_ Aefa

kp = [A7"], (1)

R'T

kde kn pfedstavuje rychlostni konstantu reakce, A je predexponencialni faktor, Ea
aktivacni energie, R pak molarni plynova konstanta a T je termodynamicka teplota.
Jsou také uvedeny rychlostni konstanty pro rtizné hodnoty pH, mérené pii 25°C,

hodnoty byly pouzity pro praktickou c¢ast této bakalarské prace.

3.2.6 Vyuziti HA

Kyselina hyaluronova ma Siroké vyuziti v mediciné. JelikoZ se nachazi ve velkych
koncentracich v kizi, slouzi jako podpora regenerace kiiZe a 1éCentf jizev. Dale jako
diagnostické markery pro radu vaznych onemocnéni. Vyskytuje se rovnéz v o¢nich
sklivci a pouziva se k aplikacich v oftalmologii. Zaroven slouZi k cilené dopravé 1éCiv

a k rekonstrukci mékkych tkani. (Kogan et al. 2007; Yang 2014; Necas et al. 2008)

3.2.7 Elektrostatické zvlaknovani kyseliny hyaluronové
Tato kapitole je vénovana Cisté reSerSi tykajici se shrnuti vybéru dosavadnich

pokusii o tvorbu nanovlaken na bazi kyseliny hyaluronové.
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Pravdépodobné prvni publikaci zminujici se o zpracovani Kkyseliny
hyaluronové metodou elektrostatického zvlaknovani je Electrospinning and
Electroblowing of Hyaluronic Acid (Um et al. 2004). Autofi tohoto ¢lanku ovéfili, jak
velky vliv ma koncentrace zvlaknovaného polymeru, a to sice, Ze pokud je
koncentrace prili$ nizka, dochazi spise k electrosprayingu, zatimco pfi priliS vysoké
koncentraci nedojde k tvorbé Taylorovych kuzeld a tudiz ani ke tvorbé vlaken. Byl
pouzit roztok vysokomolekuldrni (HMW) HA o molekulové hmostnosti 3,5 - 10°
g/mol, pripraveny silné kyselé roztoky za pridani HCI a zjiSténo, Ze k pozitivni reakci
na vystaveni elektrostatickému poli, tedy ke tvorbé vlaken doslo od koncentrace

vyssinez 1,3 % (w/v). Nad hodnotu 1,5 % (w/v) uZ nedochazi k tvorbé vlaken.

Autofi dale upozornuji na vysokou viskozitu roztokl a na fakt, Ze je tieba
snizit viskozitu, ale zachovat co nejvyssi koncentraci, u malo koncentrovanych
roztokl je totiZ potieba odpareni velkého mnozstvi rozpoustédla nez vlakna
dopadnou na kolektor, coz je ¢asto nemozné a vznikaji tak mokra vlakna. Autori
uvadyi, Ze jednim ze zptsobi, jak snizit viskozitu a zaroven zachovat koncentraci HA,
je smiseni s nizkomolekularnimi frakcemi HA. Jako nizkomolekularni (LMW) HA
pouzili HA o molekulové hmotnosti 45 000 g/mol. Po porovnani roztoku HA 1,5 %
(w/v) aroztoku 2% (w/v) LMW HA/1,3% (w/v) HMW HA bylo vidét, Ze morfologie
vlaken vypada lépe pri smiseni s LMW HA.

Dale byl zkouman vliv ethanolu, od kterého se prepokladalo, Ze usnadni
odparovani rozpoustédla a sniZi povrchové napéti, ¢imz usnadni zvlaknovani. Bylo
pozorovano nepatrné zlepSeni, nicméné ethanol byl vyhodnocen jako nedostatecné

zlepSeni i proto, Ze jeho pouziti s HA je limitovano rozpustnosti HA v ethanolu.

JelikoZ dosavadni pokusy stdle neumoziiovaly dostatecné vysledky, bylo
pristoupeno k pouZiti modifikace zarizeni electrospinning a to sice ke zvlaknovani
za pouziti proudiciho vzduchu pii vysokych teplotach, tvz. electroblowing.
zvySeni priméru vlaken, autoii toto vysvétluji vlivem rychlejsiho vysusovani a tim
padem vétsi zméné koncentrace polymeru, zvyseni viskozity a konecné vétSimu

praméru vlaken.
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Autoii dokazali pripravit nanovldkna Kkyseliny hyaluronové s priméry
o desitkdch nanometrii pouze pouZitim kombinace procesu electrospinning
a electroblowing, jelikoz tim dokazali sniZit viskozitu polymeru a urychlit
odparovani rozpoustédla, zaroven pouziti této kombinace lze regulovanim teploty,

ovlivitiovat primér vlaken. (Um et al. 2004)

V dalsich vyzkumech je rovnéz oblasti zdjmu omezeni vysoké viskozity
a zaroven uspésné zvlaknéni HA, kromé tUpravou zarizeni pro electrospinning lze
pro tyto ucely HA misit sdalSimi polymery jako napf. kolagen, Zelatina,
polyethylenoxid, polyvinylalkohol. (Li et al. 2006; Fischer et al. 2012; Ji et al. 2006;
Young 2006) Kolagen byl zvolen pro svou dobfe zndmou chemickou strukturu a
biokompatibilitu, jelikoZ takto pripravené nanovlakenné vrstvy maji vyuZiti
v tkanovém inZenyrstvi, autori vyrabéli vrstvu konkrétné pro podporu ristu kosti u
pacientli s osteoporézou. V experimentu zvolili roztok 7,5 % (w/v) HA/kolagen
v poméru 95:5 (w/w) rozpustény ve 4:1 (v/v) NaOH/DMF, se kterym se podarila
vytvorit konzistentni nanovldkenna vrstva. Autori poukazuji na vliv okolniho
prostiedi, hlavné na vlhkost vzduchu a tudiZ na obtiZné odpaiovani rozpustédla
béhem nékterym experimenti. (Fischer et al. 2012) Polyethylenoxid byl rovnéz
vyuzZit pro svou snadnou zvlaknitelnost. Ji a kolektiv (2006) pouzili PEO,
Mw=900 000 g/mol, a smichali s thiolovanym derivatem HA (ktery byl pouzit pro
svou nizkou molekulovou hmotnost), neboli HA - DTPH (3,3"-
dithiobispropandihydrazid-modifikovana kyselina hyaluronova), a byl tak vytvoren
zesitovany povrch nanovladken. V praci byl pouZit hmostnostni pomér PEO:HA-
DTPH 1:1. Prace se nadale zabyva rovnéz stabilizaci vytvorené vrstvy ve vodé. (Ji et
al. 2006) Zvlaknéni s nosnym polymerem se zabyvd i Young (2006), kde ovéruje
nejdiive moznost tvorby vlaken vysokomolekularni 2% (w/w) HA za pridavku 1M
NaCl a 0,5M NaCl, oviem netispésné. Uspé$né bylo az zvlaknéni po pridani nosného
polymeru PEO (Mw=900 000 g/mol), zvlaknény byly roztoky 1% (w/w) HA/PEO
v objemovych pomérem 60:40 a 70:30. (Young 2006)

Vhodna volba rozpoustédel HA vede rovnéz k uspéchu. Lze zvlaknit Cistou
HA v rozpusténou v DMF:H20, ovSem primér takto vytvorenych vlaken piesahuje
100 nm. (Kim et al. 2008) Dalsi moZnou tUspésnou kombinaci je systém 25:50:25

H20:kyselina mravenc¢i:DMF. OvSem pH tohoto systému se poté pohybuje v nizkych
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hodnotach, takzZe nastava degradace HA. (Liu et al. 2011) Brenner a kolektiv (2011)
na vyzkum volné navazali a pouzivali kombinaci 25% NH4OH:DMF. Tento roztok ma
pH=11. Takto bylo pravé zvoleno kvtili snaze eliminovat jakoukoli degradaci HA pro
vytvoreni nanovlakenné vrstvy pouZitelné v biomediciné. Podarilo se takto
pripravit nanovldkna s priimérem, odpovidajicim desitkim nm. (Brenner et al.
2012) Li a kolektiv (2005) poukazuji opét na potiebu zvysit rychlost odparovani
rozpoustédla a pouzili ethanolovou lazen, respektive hlinikovou f6lii ponofenou do
ethanolu. OvSem ani korigovanim vzdalenosti emitor - kolektor ¢i zvySovanim
napéti nedoSlo kzvlaknéni bez tvorby kapek. Dale autori zkoumali zvlaknéni
s pridanim Zelatiny, ktera zvysi bilkovinny charakter vysledné vrstvy (Linhartova
2008), a které bylo uspésné. Zkoumali i zvlaknéni HA ve smési DMF/H20, kde se jim
podarilo zvlaknit bez modifikaci zarizeni elektrostatického zvlakinovani. Souhrnné
tedy zhodnotili, Ze ptidani DMF/H20 stejné jako pridani Zelatiny k roztoku HA

rapidné usnadni zvlaknovani. (Li et al. 2006)

V pribéhu literarni reserSe nebyla nalezena publikace zabyvajici se
zvlaknovanim kyseliny hyaluronové z volné hladiny (tedy metodou bezjehlového

elektrostatického zvlaknovani).

3.3 Polyethylenoxid

3.3.1 Uvod

Polyethylenoxid (PEO) je synteticky polymer vyuZivany v medicinskych aplikacich
pro svou netoxi¢nost, nekarcinogenitu, souhrnné receno biokompatibilitu (Ruys
2013), stejné tak pro dobie zndmé chemické vlastnosti a predevSim pro svou

snadnou zvlaknitelnost. (Chen et al. 2016)

3.3.2 Vlastnosti a chemicka struktura

Polyethylenoxid je synteticky polymer, vliteratufre znam i pod nazvem
polyethylenglykol (PEG), vyskytuje se totiZ v rliznych molekulovych hmotnostech,
pro nizkomolekularni polymer se pouZziva nazev PEG. Rozdil je i ve skupenstvich,
a to sice nizkomolekularni polymery se vyskytuji jako viskézni kapaliny i tuhé vosky,
zatimco vysokomolekularni PEO je pevna latka. PEO je rozpustny ve vodé
i v riznych organickych rozpoustédlech. Ma vysoky bod tani. (Bailey 2012; Sigma-
Aldrich 2016) PEO vznika polymerizaci cyklického etheru, ethylenoxidu. (Bailey
2012)
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Obrdzek 3 - Chemickd struktura PEO (Sigma-Aldrich 2016)
3.3.3 Vyuziti
Kromé pouziti jako nosny polymer se rlizné formy vyuZzivaji jako inicidtory
polymeriza¢niho procesu. Také k dodavani léciv, jako scaffold v tkanovém

inZenyrstvi a k technickym aplikacim. (Nanopharma 2016)

4 Vybrané metody analyzy vytvorenych nanovlaken

Metod pro analyzu nanovlakennych vrstev je rada, v této kapitole je vénovana

pozornost metodam, které byly v praci pouZity.

4.1 Elektronovy rastrovaci mikroskop

Elektronovy rastrovaci mikroskop (REM ¢i SEM z anglického Scanning electron
microscope) je mikroskop pouzivajici pohyblivy svazek elektront, ktery zaméruje
na mista vzorku a postupné (po radcich, odtud i nazev ,radkovaci“) snima vzorek.
Zdrojem elektroni byva Zhavené wolframové vldkno a elektrony se urychluji
pomoci urychlovactho napéti. Misto sklenénych cocek se pouzivaji cocky
elektromagnetické. Tim, Ze svazek dopada na vzorek, dochazi k ur¢itému priniku
svazku do vzorku, elektrony jsou rozptylovany a absorbovany, ¢imz vznika rada
signal. Jednim ze signal{, vznikajicich pii této interakci s pevnou latkou, jsou
sekundarni elektrony (SE), které jsou nasledné detekovany a za pouZiti scintilatoru
a fotonasobice prevedeny na elektricky signal a nasledné na barvu ve stupnich Sedi.

(Michlicek 2013; Vodickova 2016)

4.2 FTIR

Zkraceny nazev této metody vychazi z anglického Fourier transform infrared
spectrocopy, cozZ napovida, Ze jde o druh provedeni infracervené spektroskopie.
Zvolit tuto metodu je vyhodné, pokud chceme zjistit kvalitativni sloZeni materialu
ve zkoumaném vzorku. Pii priichodu infracerveného laseru vzorkem dochazi
k absorpci infracerveného zareni. Absorpci se zméni vibracné rotacni energetické

stavy molekuly a vysledkem je spektrum, které je charakteristické pro jednotlivé
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latky. (Vodickova 2016b) Vyhodnoceni tohoto spektra probihd porovnanim s jiz
uloZenymi spektry latek v tvz. digitdlni knihovné, pripadné pokud se dokazuje
sloZeni smési o zndmych slozkach, je vyhodné nejdrive ziskat spektrum jednotlivych

sloZek a nasledné porovnat, jako bylo provedeno v této praci.

30



PRAKTICKA CAST

5 Cile praktické casti

Cilem praktické casti bylo nalezeni optimalnich podminek pro zvlaknéni roztoki
kyseliny hyaluronové ve smési snosnym polymerem za pouziti medicinsky
prijatelnych rozpoustédel pro zachovani biokompatibility a pro potencialni vyuziti
v tkanovém inZenyrstvi. Nanovlakna byla vytvorena metodou elektrostatického

zvlaknovani z volné hladiny.
Prakticka ¢ast je rozdélena do tri hlavnich kapitol a jedné podkapitoly:

e Zvlaknovani roztoki vysokomolekuldarni HA,
e Zvlaknovani roztoki vysokomolekuldrni HA ve smési s nosnym polymerem,
e Zvlaknovani roztoki nizkomolekularni HA ve smési s nosnym polymerem,

o Stépeni HA.

Vysledky jsou uvedeny u kazdé kapitoly a shrnuty v diskusi.

6 Materialy a metody

6.1 Materialy

Byla zvolena kombinace ptirodniho a syntetického polymeru. Jako ptirodni polymer
byla zvolena praskova kyselina hyaluronova bakteridlniho ptivodu v kosmetické
kvalité. Mw = 1,3 MDa, p = 0,143 g/cm3, obsah proteinu pod 0,1%. Jako synteticky
polymer byl pouzit polyethylenoxid, Mw = 400 000 g/mol, od firmy Sigma-Aldrich.
Jako rozpoustédla a primési byly pouZity deionizovana voda (DIW, 0,08 uS/cm),
ethanol, p.a. (Penta), DMSO (Penta), vodny roztok NH3 (24-28% ; Penta), pro sniZeni
povrchového napéti roztoku TRITON X - 100 (Sigma Aldrich).

6.2 Metody

6.2.1 Elektrostatické zvlaknovani

Samotny proces zvlaknovani byl popsan v kapitole 2, vcetné popisu tyCkové
aparatury (viz Obr. 1), ktera byla pouZita béhem praktické casti. Bylo tedy
zvlaknovano z volné hladiny, pouzity kolektor byl kovovy, vzdalenost elektrod fixné
nastavend na 0,1 m. Primér emitoru (tyckové elektrody) byl 0,01 m. Tato aparatura

byla vybrana pro své vyhody snadné udrzby, nastavitelnosti vzdalenosti mezi
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emitorem a kolektorem a také pro ovéreni, zda je mozné zvlaknéni z volné hladiny,
a tudiz, zda budou mit testované smési potencial pro zpracovani na poloprovoznim
zarizeni Nanospider™, coZ by znamenalo moZnost vyroby nanovrstvy
v primyslovém méritku. Nanospider™ nebyl pouzit primarné kviili pozadavkiim na

minimaln{ objem zvlakiiovacich roztoki.

Obrdzek 4 - Fotografie pouzivaného zarizeni pro elektrostatické zvldkriovdni

6.2.2 Stépeni HA

Ke stépeni HA bylo pfistoupeno na zakladé ¢lanku, ktery uvadi Um a kolektiv (2004),
kde se predpokladalo usnadnéni procesu zvlakinovani po rozstépeni HA na
nizkomolekularni fragmenty. (Um et al. 2004) Pri samotném procesu bylo
vychazeno ze studie Kinetics of Hyaluronan Hydrolysis in Acidic Solution at Various
pH Values (Tgmmeraas a Melander 2008). O teoretickém aspektu této studie se

zminuje kapitola 3.2.5.

Graf popisujici kinetiku hydrolyzy HA a vlivu parametri procesu na
molekulovou hmotnost vznikajicich produkt je uveden na Obr. 5. Konkrétné
ukazuje zavislost zmény inverzni priimérné hodnoty molekulové hmotnosti na ¢ase
pro acidické molarni koncentrace. Graf vychazi ze Stépeni pii 60°C. Mwo je

molekulova hmotnost HA na zac¢atku hydrolyzy.
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Obrdzek 5 - Zavislost (1/Mw - 1/Mw,0) na ¢ase hydrolyzy pro acidickou koncentraci (Temmeraas a Melander 2008)

Ve studii je rovnéz uvedena zavislost inverzni priimérné hodnoty molekulové
hmotnosti na ¢ase pro rtizné pH koncentrace a také tabulka vypoctenych hodnot
rychlostnich konstant reakce. V tabulce na Obr. 6 je vyznaceno pH, pri kterém byla

provadéna hydrolyza v této bakalarské praci.

Obrdzek 6 - Zavislost (1/Mw - 1/Mw,0) na case hydrolyzy pro hodnoty pH (Temmeraas a Melander 2008)
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Obrdzek 7 - Aparatura ke stépeni HA

Na Obr. 7 je aparatura pouZivanad pri hydrolyze. Nasledna dialyza byla
provedena za pouziti dialyza¢ni celul6zové membrany (Sigma-Aldrich) o priiméru
25 mm, membrana uchova latky s Mw = 12 000 g/mol. Lyofilizace byla provedena
na lyofilizator Labconco Freezone 2.5. Analyza molekulové hmotnosti rozStépené

HA byla zmérena na kapalinovém chromatografu Dionex Ultimate 3000 HPLC.

6.2.3 Charakterizace nanovlaken

Morfologie vytvorenych vldken byla analyzovana na rastrovacim elektronovém
mikroskopu Vega TS 5130 (jako vodiva vrstva byl pouZit nanos zlatého (Au) prasku
o tlouSt’ce 6 nm) a rastrovacim elektronovém mikroskopu Carl Zeiss ULTRA Plus
s mikroanalytickym systémem OXFORD Instruments (jako vodiva vrstva byl pouZit

nanos zlatého (Au) prasku o tloust’ce 1 nm).

Analyza chemického sloZeni byla provedena na FTIR spektrometru Nicolet iZ10,
ATR technikou (totalné zeslabena reflexe) na krystalu z Ge. Spektra byla korigovana

na vliv atmosféry a na baseline.

Teoreticky zaklad pouzitych pristrojii byl stru¢né popsan v teoretické casti (viz

kapitola 4).
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7 Zvlaknovani roztokii vysokomolekularni HA

7.1 Priprava zvlaknovacich roztokii

Pro tuto sérii zvlaknovacich roztokl byly pripraven 0,75% (w/w) vodné roztoky
vysokomolekularni HA o riznych pH. Hodnota pH vodného roztoku byla pH=6.
Roztoky byly upraveny na hodnotu pH=4 pomoci 0,01 ml 99% CH3COOH, podobné
na hodnotu pH=5 za pridani 0,002 ml 99% CH3COOH do 20 ml 0,75% (w/w) vodné
roztoky vysokomolekuldarni HA. Na hodnotu pH=8 a pH=9,5 byly upraveny pouzitim
0,01 ml 0,25M NaOH a 0,02 ml 0,25M NaOH do 20 ml 0,75% (w/w) vodné roztoky
vysokomolekularni HA.

7.2 Vystaveni roztoki elektrostatickému poli
Parametry zvlaknovani a reakce roztokii na vystaveni elektrostatickému poli jsou

uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2 - Vysledky vystaveni roztokii Cisté HA elektrostatickému poli

Reakce na vystaveni elst. poli
Podminky Tvorba
pH | Primés (teplota ; | napéti | Taylorovych | Pienos Tvorba
vlhkost) kuzelii hmoty vldken
(pocet)
22,1°C
1M NacCl 50 kV ano (1) ne ne
49,6%
22,1°C
DMSO 50 kV ano (1) ne ne
9,5 49,6%
1M 22,1°C
NaCl:DMSO 49,6% 50 kV ano (2) ne ne
(1:1 w/w)
22,1°C
1M NaCl 40 kV ano (1) ne ne
40,6%
8
22,1°C
DMSO 40 kV ano (1) ne ne
40,6%
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1M
22,1°C
NaCl:DMSO 40 kV ano (1) ne ne
40,6%
(1:1 w/w)
22,6°C
1M NaCl 50 kv ne ne ne
52,5%
22,6°C
DMSO 50 kv ne ne ne
6 52,5%
1M
22,6°C
NaCl:DMSO ne ne ne
52,5% 50 kv
(1:1w/w)
22,5°C
1M NaCl 50 kV ne ne ne
52,5%
22,5°C
DMSO 50 kV ne ne ne
5 52,5%
1M
22,5°C
NaCl:DMSO 50 kV ne ne ne
52,5%
(1:1w/w)
22,5°C
1M NaCl 50 kv ne ne ne
52,5%
22,5°C
DMSO 50 kv ne ne ne
4 52,5%
1M
22,5°C
NaCl:DMSO 50 kv ne ne ne
52,5%
(1:1 w/w)

7.3 Vysledky

Vprvni Casti byla ovérena reakce vystaveni 0,75% (w/w) vodnych roztokl
vysokomolekularni HA elektrostatickému poli. Nejlépe na vystaveni
elektrostatickému poli reagovaly zasadité roztoky o hodnoté pH=8 a pH=9,5. To je
vysvétleno tim, Ze pri tomto pH se pohybujeme ve velké vzdalenosti od
izoelektrického bodu HA, ktery je okolo 2,5 (Kong a Park 2011). Jako primési byly
pouzivany 1M NaCl (Young, Denice Shanette 2006), DMSO (Burgert, Ladislav et al.
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2012) a smés 1M NaCl:DMSO (1:1 w/w). Co se vytvoreni vldken tykd, zvlaknovani

roztokl nevedlo k ispésSnému vysledku.

7.4 Diskuse vysledki

Jak je zfejmé z tabulky 2, zvlaknovaci pokusy s roztoky cisté HA nevedly k vytvoreni
vlaken. Netuspésné zvlakiiovani mohlo byt ovlivnéno priliSnou viskozitou roztokd,
ale nelze surcitosti tvrdit, jelikoZ viskozity nebyly méreny. Zaroven se zda, Ze
negativni vliv mohly mit i okolni podminky, vlhkost vzduchu dosahovala vysokych
hodnot, coz znacne znesnadiiuje odparovani rozpoustédla. (Li a Wang 2013)
Z tohoto dtvodu bylo pristoupeno ke zvldknovani HA ve smési snosnym
polymerem. Vzhledem k negativni reakci, respektive nulovému pfenosu hmoty, pii
vystaveni HA elektrostatickému poli bylo rovnéZz rozhodnuto v dalSich pokusech
pouzit latky, které usnadni odparovani rozpoustédla. K tomu ucelu byl pouzit EtOH
(Um et al. 2004) a také latky ke sniZeni povrchového napéti, bude pouzit redény
roztok TRITON (Ferri a Stebe 2000), pripadné IPA. Brenner a kolektiv (2011) také
upozornuji na pozitivni vliv NH4OH, respektive NH4OH:DMF. (Brenner et al. 2012)

DMF nebylo pouzito vzhledem ke snaze zachovani co nejvyssi biokompatibility.
8 Zvlaknovani roztoki vysokomolekularni HA ve smési

s nosnym polymerem

8.1 Priprava zvlaknovacich roztoki

Byl pripraven roztok 1% (w/w) HA v DIW. Rovnéz byly pripraveny vodné roztoky
polymeru PEO. Byl ptripraven 10% (w/w) PEO (Mw =400 000 g/mol) v DIW a 10%
(w/w) PEO (Mw =400 000 g/mol) v 50% (w/w) EtOH.

Byly vytvoreny nasledujici fady zvlakinovacich roztokd uvedené v tabulce 3.

Tabulka 3 - SloZeni a znaceni roztokii vysokomolekuldrni HA

SloZeni a znaceni (A-F) roztokii

HA v DIW : PEO v DIW HA v DIW : PEO v EtOH

Znaceni roztoku

Pomér (v/v)

Znaceni roztoku

Pomér (v/v)

A 3:1 D 3:1
B 2:1 E 2:1
C 1:1 F 1:1
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8.2 Vystaveni roztoki elektrostatickému poli

Parametry zvldknovani a reakce roztokii na vystaveni elektrostatickému poli

uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4 - Vysledky vystaveni roztokii HA/PEO elektrostatickému poli

Reakce na vystaveni elst. poli
Podminky
Tvorba
Zn. | primés | (teplota; | napéti Prenos Tvorba
Taylorovych
vlhkost) hmoty vlidken
kuzelii
TRITON:
23,4°C
A EtOH 36 kV ano ano ano
27,8%
(1:1v/v)
TRITON:
23,7°C
B EtOH 36 kV ano ano ano
28,6%
(1:4v/v)
TRITON:
23,7°C
C EtOH 38 kV ano ano ano
28,6%
(1:5v/v)
TRITON:
24.9°C
D NH4+OH 35kV ano ano ano
31,4 %
(1:1v/v)
TRITON:
NH4OH:
24.9°C
E 1M NaCl 40 kV ano ano ano
31,4 %
(1:2:2
v/v)
TRITON:
NH4OH:
24,9°C
F 1M NacCl 38 kV ano ano ano
31,4 %
(3:5:7
v/v)
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8.3 Analyza nanovlaken a vysledky

Jak vyplyva z dat uvedenych v tabulce 4, podarilo se vytvorit nanovlakennou vrstvu

roztoku A - F.

8.3.1 Morfologie vlaken
Vtabulce 5 jsou vypsany prameéry vytvorenych vldken. Histogramy Cetnosti

prameérd jsou k nahlédnuti v piilohové ¢asti.

Tabulka 5 - Primér vidken HMW HA/PEO

Roztok Priimér vldken
(priimér + SEM)
(68,41+5,49) nm

(90,17£16,94) nm
(125,48+9,14) nm
(98,24+4,69) nm
(146,45+11,88) nm
(330,91+£32,98) nm

| om| 9 | W >
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| A 'S
A ¥
SEM HV: 30.0 kV WD: 7.75 mm VEGA3 TESCAN SEM HV: 30.0 kV WD: 7.73 mm VEGA3 TESCAN
View field: 19.1 pm Det: SE 5 pm View field: 19.1 pm Det: SE 5pum
SEM MAG: 10.0 kx Date(m/d/y): 04/25/16 TUL Nanocenter CXI SEM MAG: 10.0 kx |Date(m/dly): 04/25/16 TUL Nanocenter CXI

Obrdzek 8 - SEM snimky nanovldken. (1) HA:PEO v DIW, 3:1 (v/v). (2) HA:PEO v EtOH, 3:1 (v/v).
(3) HA:PEO v DIW, 1:1 (v/v). (4) HA:PEO v EtOH, 1:1 (v/v).

400
350
300

250

laken [nm]

200
m HA:PEO v DIW

m HA:PEO v EtOH

Umeérv

150

o

Pr

100

50

3:1 2:1 1:1
Objemovy pomér HA: PEO

Obrdzek 9 - Vliv podilu PEO na primér vidken
8.3.2 Analyza chemického sloZeni (FTIR)
IR spektrum kyseliny hyaluronové vykazuje nékolik absorp¢nich maxim typickych
pro jeji makromolekulu. Jedna se predevSim o maxima na vinovych délkach 3400
cm, 1550 - 1750 cm1a 1410 cm a 1050 cmL. Vrchol na 3400 cm'! je pripisovan

predevsim vibracim spojenym vazbou O-H. Absorp¢ni maxima vyskytujici se mezi
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1630 a 1820 cm 1 byvaji pripisovana C=0 karbonylu a mohou byt dale specifikovana
dle chemické struktury. Vibrace C=0 v oblasti kolem 1750 cm-! byvaji pripisovana
karboxylovym kyselinam, zatimco u vibraci s maximem kolem 1650 cm! se jedna o
amid. Amidu jsou také pripisovany vibrace v oblasti 1550 cm-1. Maxima vyskytujici
se vrozmezi 1000 - 1300 cm! jsou pripisovana C-O estert a etherli. Oproti tomu
spektrum PEO se vyznacuje dvéma vyraznymi absorpcni maxima v oblastech 2900

cm1a 1100 cm1, ktera jsou pripisovana vibracim vazby C-H a C-O etheru.

Vyrazna odlisnost spekter zvlakiiovanych polymerti umoZznila ovéreni jejich
pritomnosti v pripravenych nanovlaknech. Jak je patrné z grafu na Obr. 10, oba
testované vzorky nanovlaken PEO/HA vykazuji kombinaci vyraznych charakteristik
obou obsazenych slozek. Spektra vzorkii PEO/HA A a D jsou az na drobné odchylky
témér totozna, coz vyplyva ze shodného podilu sloZek ve smési. Uréeni mnoZstvi HA

ve vzorcich v§ak nebylo moZné.

——PEO/HA D
~——PEO/HA A
PEQ

——HA

1,0

Absorbance (-}

3700,0 3200,0 2700,0 2200,0 1700,0 1200,0 700,0

Vinoéet (cm?)

Obrdzek 10 -FTIR spektrum roztokii HA/PEO (jednd se o roztoky A a D)

8.4 Diskuse vysledkii

V této Casti byly uspésné zvlaknény roztoky 1% (w/w) HA v DIW ve smési s 10%
(w/w) PEO v DIW a 10% PEO (w/w) v 50% (w/w) EtOH v rliznych pomérech za
pifidavku NH4OH a TRITON. Pri zvldknovani vodnych roztokl bylo pozorovano
velmi Spatné odparovani rozpoustédla, zejména se zvySujicim se podilem PEO.

Vlakna na kolektor dopadala mokra, tudiz bylo pridano malé mnozstvi EtOH za
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vyrazného zlepseni odparovani vody. Obrazek 8 ukazuje rozmanitou morfologickou
charakteristiku. Morfologie a primér vlaken byly ovlivnény rozpoustédlem. Z
priméru vlaken, uvedenych v tabulce 5, je patrny vyrazny narlist priméru vlaken
ve smési s PEO rozpusténym v 50% (w/w) EtOH. Na Obr. 8 (1) je vidét, Ze dochazi k
mirné tvorbé perliCek, jedna se o roztok HA:PEO v DIW v poméru 3:1, koncentrace
HA tudiz nejspis byla prilis nizka. Roztok HA:PEO v 50% (w/w) EtOH v poméru 3:1
(Obr. 8 (2)) tuto charakteristiku nevykazuje, tvori propojena a spojita vlakna, bez
kapicek, ale jsou patrné vady vlaken. HA:PEO v EtOH v poméru 1:1 (Obr. 8 (4))
vykazoval znacnou viskozitu a zhorSenou reakci na vystaveni elektrostatickému
poli. Prenos hmoty nastal aZ po pridani 1M NacCl. Vlakna nejsou hladka a maji velmi
nepravidelny tvar. Primér vldken by mohl byt ovlivnén i parametry okolniho
prostiedi a vzdalenosti elektrod, stejné jako pouZitym napétim, ale tyto hodnoty
zlstavaly v priibéhu pokusu pomérné fixni. Pritomnost HA ve vytvorené vrstvé

vlaken byla dokdzana pomoci FTIR, viz Obr. 10.

9 Zvlaknovani roztoku nizkomolekularni HA ve smeési

s nosnym polymerem

V této casti bylo zapotrebi provést:

- Stépeni HA,
- analyzu rozstépené HA,

- zvlaknéni nizkomolekularni HA.

9.1 Stépeni HA

9.1.1 Priprava roztoku
Byl pripraven roztok 0,25 % (w/v) HA o pH=5,9. Byla zvolena hydrolyza pri pH=2,
roztok byl okyselen pouzitim 99% CH3COOH.

9.1.2 Postup

Ve studii, kterou uvadi Tgmmeraas a Melander (2008), bylo vypocteno, Ze pri pH=2
(méreno pri 25°C) plati pro kysele katalyzovanou hydrolyzu pri 60°C hodnota
rychlostni konstanty kn = 4+ 10~7h-1 (viz Obr. 6). Hydrolyza byla provadéna 1,2 h; 2,3
h; 4,6 h a 10,5 hodin pro rozstépeni na predpoklddanou molekulovou hmotnost

800 000 g/mol, 600 000 g/mol, 400 000 g/mol a 200 000 g/mol. (Témmeraas a
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Melander 2008) Michani bylo nastaveno na 250 rpm. Teplota vodni lazné byla
udrZovana na 70°C. Vzorky byly nasledné dialyzovany po dobu 96 hodin a po

ukonceni dialyzy byla provedena lyofilizace, ktera trvala 48 hodin.

9.1.3 VysledKky stépeni HA a diskuse

Stépeni

Na zakladé chromatogramii zaznamenanych pomoci UV detekce (Obr. 11) lze
usuzovat, ze kratkou hydrolyzou se odstrani nizkomolekuldrni slozky pivodni
kyseliny hyaluronové a zlistane pouze uzky pik s maximem okolo 8 minut (1,5 MDa).
Tato slozka je pritomna i v pribéhu dalsi hydrolyzy, ve vzorku se ovSem vyskytuje
stale vice slozek snizsi molekulovou hmotnosti. Po 10,5 hodinach hydrolyzy

dokonce prevlada slozka s retencnim ¢asem 10,5 minut (150 KDa).

Data porizenda ELSD detektorem tuto interpretaci potvrzuji (Obr. 12).
V dasledku nastiiku poloviéni koncentrace nativni Kkyseliny hyaluronové
a principidlni nelinearity odezvy detektoru je vSak signdl kyseliny hyaluronové
velmi nizky a proto obtiZné porovnatelny s hydrolyzovanymi vzorky. V tomto
vzorku je rovnéZ pritomen signal okolo ¢ 5 min (26 MDa). Je ovSem pravdépodobné,

Ze se jedna o asociat nebo o kontaminaci.

Na Obr. 13 je pro prehlednost zndzornéna =zavislost primérnych
molekulovych hmotnosti HA na ¢ase hydrolyzy. Vysledky vykazuji odchyleni od
teoretickych hodnot. Nebyl moZny wurcit hlavni dGvod odchyleni od
predpokladanych hodnot, hydrolyza vsak byla provadéna pri 60°C. Tuto teplotu se

nepodarilo udrZet stabilné a dochazelo k odchylkam.
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Obrdzek 11 - Chromatogramy hyaluronovych kyselin zaznamenané pri 220 nm. Nativni hyaluronovd kyselina
(oranzové), hydrolyza 1,2 h (Cervené), hydrolyza 2,3 h (zelené), hydrolyza 4,6 h (modre), hydrolyza 10,5 h (fialové)
a slepy vzorek (tmavé modre). Signdl nativni kyseliny hyaluronové je pro ndzornost zdvojndsoben.
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Obrdzek 12 - Chromatogramy hyaluronovych kyselin zaznamenané ELSD detektorem. Nativni hyaluronovd
kyselina (oranzové), hydrolyza 1,2 h (Cervené), hydrolyza 2,3 h (zelené), hydrolyza 4,6 h (fialové), hydrolyza 10,5
h (svétle modre) a slepy vzorek (tmavé modre).
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Obrdzek 13 - Zdvislost dosazené molekulové hmotnosti na ¢ase t [h]
Analyza FTIR

Ze srovnani spekter pivodni vysokomolekuldrni kyseliny hyaluronové a téhoZ po
Stépeni hydrolyzou po dobu 10,5 hodin (Obr. 14) je patrné, Ze vlivem Stépeni
makromolekul doslo ke zméné chemické struktury HA - a to zejména v oblasti 1630
a 1820 cm . Nejvyznamnéjsi zména byla pozorovana u maxima na vinové délce

1750 cm-1, které souvisi s vazbou C=0 esteru.

1,0 ——HA pavodni

HA 559 kDa \

08

0,6

Absorbance (-)

0,4

0,0
3700,0 3200,0 2700,0 2200,0 1700,0 1200,0 700,0

Vinoget (cm™)

Obrdzek 14 - Srovndni spekter ptivodni HA a HA po hydrolyze 10,5 h
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9.2 Zvlaknovani roztoku nizkomolekularni HA

9.2.1 Priprava roztoki

Byly pripraveny 5% (w/w) roztoky nizkomolekularni HA (LMW HA), ktera byla
ziskana $tépenim 10,5 h, popsanym v kapitole 3.2.5 a 6.2.2. Zaroven byly pripraveny
vodné roztoky polymeru PEO. Byl pripraven 10% (w/w) PEO (Mw =400 000 g/mol)
v 50% (w/w) EtOH a 10% (w/w) PEO (Mw =400 000 g/mol) v DIW.

Byly vytvoreny nasledujici fady zvlaknovacich roztoki uvedené v tabulce 6.
Objemové pomeéry byly voleny stejné jako v kapitole 8 (tabulka 3) pro moZnost

srovnani.

Tabulka 6 - SloZeni a znaceni roztokii vysokomolekuldrni HA

SloZeni a znaceni (G-L) roztoku

HA v DIW : PEO v DIW HA v DIW : PEO v EtOH

Znaceni roztoku

Pomér (v/v)

Znaceni roztoku

Pomér (v/v)

G 3:1 J 3:1
H 2:1 K 2:1
I 1:1 L 1:1

9.2.2 Vystaveni roztokii elektrostatickému poli
Parametry zvldkiiovani a reakce roztokli na vystaveni elektrostatickému poli

uvedeny v Tabulce 7.
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Tabulka 7 - Vysledky vystaveni roztokii nizkomolekuldrni HA/PEQ elektrostatickému poli

Reakce na vystaveni elst. poli
Tvorba
Zn. | primés | podminky | napéti Prenos Tvorba
Taylorovych
hmoty vldken
kuzelii
1M NacCl:
24,7°C
G | TRITON 28 kV ano ano ano
295%
(1:1v/v)
1M NacCl:
24,9°C 32,5
H | TRITON ano ano ano
31,4 % kv
(1:1v/v)
1M NacCl:
24,9°C
| TRITON 27 kV ano ano ano
31,4 %
(I:1v/v)

Roztoky ] - L nejsou uvedeny v tabulce, jelikoZ roztoky tvorily gel a zvlakiiovani

nebylo mozné.

9.2.3 Morfologie vlaken
Vtabulce 8 jsou vypsany primeéry vytvorenych vldken. Histogramy Cetnosti

priméri jsou k nahlédnuti v prilohové ¢asti.

Tabulka 8 - Priimér vladken LMW HA/PEO

Roztok Priimér vidken
(priimér + SEM)

(131,83+£9,68) nm

H (190,274+14,74) nm

I (455,33+67,89) nm
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SEM HV: 30.0 kV 'WD: 7.69 mm VEGA3 TESCAN

View field: 38.2 pm Det: SE 10 pm
SEM MAG: 5.00 kx | Date(m/d/y): 05/04/16 TUL Nanocenter CXI

Obrdzek 15 - SEM snimky nanovldken. (1) LMW HA:PEO v DIW, 3:1 (v/v). (2) LMW HA:PEO v DIW, 1:1 (v/v).
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Obrdzek 16 - Vliv podilu PEO na priimér vidken

9.2.4 Analyza chemického sloZeni (FTIR)
FTIR analyza nanovlaken LMW HAssokpa/PEO prokazala stejné jako v predchozim

pripadé pritomnost obou sloZek PEO a HA v pripravenych nanovlaknech.
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Obrazek 17 -FTIR spektrum LMW HA/PEO (jednd se o roztok G)

9.2.5 Diskuse vysledku

Doslo kuspésnému zvlaknéni roztokii nizkomolekularni HA o koncentraci 5%
(w/w) v DIW ve smési s 10% (w/w) PEO (Mw =400 000 g/mol) v DIW. Roztoky ve
smési s 10% (w/w) PEO v 50% (w/w) EtOH nebylo mozné zvlaknit, jelikoZ tvorily
gel. Poméry LMW HA:PEO byly voleny stejné jako u zvlaknovani vysokomolekularni
HA. Vtabulce 8 jsou vypsany prumeéry ziskanych vlaken. V porovnani se
zvlaknovanim vysokomolekularni HA jsou priiméry vyssi, na druhou stranu bylo
mozné ziskat hladka vlakna bez kapicek v majoritnim objemovém podilu LMW HA
(Obr. 10 (1)). Pro uspésné zvlaknéni nebyla nutna aplikace tak vysokého napéti jako
v ptripadé zvlaknovani HMW HA. Hodnoty se pohybovaly v rozmezi (27 - 32,5) kV.
Pro usnadnéni procesu zvladknovani byla kroztokim priddna smés 1M
NaCl:TRITON (1:1 v/v). Po pridani této smési probihalo nejlépe zvlaknovani pravé
smési LMW HA:PEO v DIW v pomeéru 3:1, zvldknovani probihalo z povrchu celé
kapky. Smés LMW HA:PEO v DIW v poméru 1:1 vytvorila neuniformni vlakna,
srozdilnym primérem, pohybujicim se ve vysokych hodnotach, a hrubym
povrchem (Obr. 10 (2)). Dikaz piitomnosti HA v nanovlakenné vrstvé byl opét
proveden pomoci FTIR. Intenzita absorbance na vinovych délkach typickych pro HA
byla dostatecné vysokd a je tedy mozné rici, Ze kyselina hyaluronova je v
pripravenych nanovldknech pritomnd v nezanedbatelném a prokazatelném

mnozZstvi (viz Obr. 17).
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10 Zavér

Tato prace se zabyvala elektrostatickym zvlakinovanim kyseliny hyaluronové jako
prirodniho polymeru s Sirokym vyuzitim v tkaniovém inZenyrstvi. V teoretické Casti
byl objasnén princip elektrostatického zvladkiiovani, piehled parametri
ovliviiujicich vysledek a riizné modifikace zarizeni. Dale se prace zabyvala
vlastnostmi kyseliny hyaluronové a literarni resersi tykajici se moZnosti zpracovani

kyseliny hyaluronové metodou elektrostatického zvlaknovani.

Prakticka ¢ast se, v ndvaznosti na ¢ast teoretickou, zabyva jiZ samotnymi
pokusy o zvlaknéni Kkyseliny hyaluronové, a to predevsSim ve smési s nosnym
polymerem PEO. Pro usnadnéni procesu elektrostatického zvlakinovani bylo také
pristoupeno ke stépeni HA - a to sice kysele katalyzovanou hydrolyzou. Ve vysledku
se tak podarilo vytvorit nanovldkenné vrstvy vysoko- i nizkomolekularni HA ve
smési s PEO. Zvlaknéni smési HA/PEO, kde HA tvoii majoritni ¢ast objemového
podilu (navic hmotnostni podil HA ve smési lze zvysit pouZitim nizkomolekularni
HA), povaZzuji za celkovy prinos s ohledem na to, Ze zvlaknovani bylo provedeno
z volné hladiny za pouziti biologicky prijatelnych rozpoustédel. Za nejzajimavéjsi
z vytvorenych nanovlakennych vrstev povazuji vzorek G, tedy LMW HA:PEO v DIW
(3:1), kde byl dosaZen nejvyssi podil HA a byla formovana hladkd nanovlakna
s primérem 131,83+9,68 nm.

Nanovlakenné vrstvy s obsahem HA povaZzuji za material s potencidlem pro
budouci pouZiti, proto se domnivam, Ze by bylo vhodné v praci pokracovat. Zjevné
je Zadouci ovérit tvorbu téchto vrstev na zarizeni Nanospider™ pro produkci vlaken
v prumyslovém méritku. Vzhledem k tomu, Ze oba pouZité polymery jsou ve vodé
rozpustné, bude vbudoucnu nutné se zabyvat také moZnostmi sitovani
vytvorenych nanovlakennych vrstev, tak aby byla zvySena jejich stabilita pri

soucasném zachovani biokompatibility.
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Prilohova cast obsahuje histogramy cetnosti naméfenych priméri vyrobenych
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