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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace pojednava o vyrobé nanovldken ze smési polymerd, popisuje
metody pfipravy a vyroby nanovlaken pomoci pfistroje 4SPIN®. Experimentalni ¢ast se
zabyva inkorporaci aditiv do zvlaknéné vrstvy. Byla pouzita barviva brilliant green, erytrosin,
riboflavin a eriochromova cern. Mnozstvi aditiv ve vrstvé bylo méfeno pomoci UV-VIS

spektrofotometrie.
ABSTRACT

This bachelor thesis deals with methods of producing nanofibres from mixture of
different polymers. Different methods of preparation and production nanofibres by 4SPIN®
are described in theoretical part. Experimental part deals with incorporation of additives into
fibred layer. There were four different dyes used in this thesis: brilliant green, erythrosine,
riboflavin and eriochrom black. UV — VIS spectrophotometry was used to measure volume of
additives in nanofiber layer.

KLiCOVA SLOVA
kyselina hyaluronov4, nanovlakna, aditiva, polyvinylalkohol, elektrospinning
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1. Uvod

Nanotechnologie jsou V soucasné dobé jednou =z nejpopularnégjSich oblasti ke
zkoumani a jsou aplikovany ve vSech zékladnich technickych védeckych disciplindch.
Nanotechnologie, nanomaterialy, nano-, jsou vSechno nazvy, které maji spole¢ny znak —
velikost Castic v jednom rozméru se nachazi v rozpéti 1 — 100 nm. Tyto Castice se mohou
skladat z kovovych ¢i nekovovych materiald, organickych ¢i anorganickych, z roztokid ¢i
V porovnani s ¢asticemi vétSich rozmeérii. Tento znak mé vyrazny pozitivni efekt na jejich
fyzikélni a mechanické vlastnosti v porovnani s konven¢nimi materialy. Téchto vlastnosti se
hojné zacind vyuzivat v medicin€, kde mohou hrat vyznamnou roli pii urychleni hojeni ran.
V soucasné dob¢ dochazi k pomalému zavadéni nanotechnologii do praxe a jejich primyslové

vyrob¢.



2. Teoreticka Cast

2.1. Historie

Mezi prikopniky v oboru nanotechnologii patfil Richard P. Feynman, nositel
Nobelovy ceny za fyziku, se svoji slavnou fe¢i: ,,Tam dole je spousta mista.” Caltech 29. 12.
1959 [1]. Zavedl také samotny pojem nanotechnologie. Tento pojem piedstavoval souhrn
vSech elementl, jejichz velikost nepfesahovala 1 pm.  Vyuziti nanotechnologii, ac
nevédomky, se ovSem datuje hluboko do starovéku. NejznaméjSim prikladem jsou tzv.
Lykurgovy pohary pochézejici ze 4. stoleti naseho letopoctu. Tyto pohary v sob& obsahovaly
nanocastice zlata a stiibra ve form¢ krystald. Pokud byl zdroj svétla umistén dovniti poharu,
jevil se erveny, zatimco pii osvétleni z vnéjsku mél barvu zelenou [2]. Prvni patent se objevil
jiz v roce 1902 a obsahoval popis sprayovani v elektrickém poli [3]. Tento patent mizeme
povazovat za pocatek elektrospinningu. Dalsi dilezity patent pochazi z roku 1934, kdy Anton
Formhals vynalezl pfistroj, ktery pro tvorbu vladken vyuzival elektrostatick¢ odpudivé sily
mezi povrchovymi naboji [5]. Pojem ,elektrospinning” jako takovy popularizoval az
D.Reneker v roce 1996 [4]. V dne$ni dobé jednou z interdisciplinarnich sfér, ktera zaéina
sbirat plody svoji ¢innosti, je rozhrani mezi biologickymi védami a nanotechnologiemi. Velké

pozornosti se nanovladken dostava v tkdfiovém inzenyrstvi a genové terapii.
2.2. Metoda elektrospinningu

Stejné jako dalsi metody tvorby nanovlaken, je elektrospinning zalozen na
jednotvarném natahovani viskoelastického proudu roztoku zvldknitelného polymeru.
Elektrospinningem lze pfipravit vlakna i z biologicky rozlozitelnych materialti a tudiz nejsou
pro ni takovou zat€zi jako napf. plasty. V soucasné dobé se pro tvorbu nanovlaken vyuZzivaji
velmi sofistikovand zafizeni, v jejichz vyrobé a konstrukci patii Ceska republika mezi $picku.
Na Technické univerzité Liberec se podileli na vzniku pfistroje Nanospider®, firma Contipro

Biotech vlastni patent na vyrobu piistroje zvaného 4SPIN®.
Zakladni elektrospinningovy systém obsahuje tfi ¢asti:

e Zdroj vysokého napéti

e Jehlu (zvlakiyjici trysku)

e Kaolektor (shérac)



Vysoké napéti (desitky kV) je pfipojeno na konec kapilary obsahujici tekuty roztok.
Jakmile se zvysi intenzita elektrického pole, hemisféricky povrch kapaliny na konci kapilary
se prodlouzi a vytvofi konicky tvar zndmy jako Tayloriv kuzel. DalSim zvySenim
elektrického pole dosdhneme kritické hodnoty, pii které repulsivni elektrostatické sily
ptekonaji povrchové napéti a nabité vlakno vytryskne ven z Taylorova kuzele smérem ke
kolektoru. Vlakno polymerniho roztoku prochazi procesem destability a prodluzovani, béhem
kterého se vypafi rozpoustédlo. Pii vhodném uspotadani trysky, kolektoru a spravné volbé
rozpoustédel dopadaji na kolektor jiz sucha vlakna. Uzemnény kolektor pak umozni vybiti
naboje, ktery na sob¢é nese vytahovand hmota. Pfi klasickém nastaveni dopadaji vldkna na
kolektor nahodné. V pfipadé, kdy pozadujeme piesné parametry vysledné vrstvy, je
vyhodnéjsi ¢i dokonce nezbytné nutné dosdhnout pravidelné a uspotfddané struktury

vlaken [6].
2.3. Pristroj 4SPIN®

4SPIN® C4S LABI1 je stolni zafizeni slouzici k ptipravé nanovldken z roztoki
polymerti. Umoziuje vytvaret nanovlakna nejen z béznych (syntetickych) materidlt, ale také
z ptirodnich polymert - napfiklad kyseliny hyaluronové. Vyroba nanovldkennych vrstev je
zaloZena na technice elektrospinningu (zvlakinovani v elektrostatickém poli). Tento princip je
mozné kombinovat s metodou elektroblowingu (zlepSeni efektivity diky proudéni vzduchu)
nebo elektrosprayingu (produkce nano a mikroc¢astic namisto nanovlaken). Ptistroj je vybaven
fadou elektrod - kolektorti a emitorti. Dle typu zvoleného kolektoru pak 1ze vytvaret ndhodné i

pravidelné nanovlakenné vrstvy s riznym stupném uspotadani [6].
Ovlivnéni uspofadani nanovlaken ve vrstvé:

e Zmeéna tvaru a usporadani sbérné elektrody (otacivy valec, dva vodivé pasy, diskovy

kolektor)
e Zména tvaru a usporadani zvlaknovaci trysky

e Seskupeni mnoha jehel — tvorba vice vlaken najednou [6]



2.3.1. Typy emitori pristroje 4SPIN®

E1l - jednoducha tryska

Tento emitor je primarné pouzivan pii zkousSeni novych roztokli a materidll, kdy se
optimalizuje morfologie vlaken a rtizné vlastnosti roztoku. Diky malé ploSe 1ze roztok velmi
snadno zvlaknit. Nevyhodou je tvorba jen jednoho Taylorova kuzelu, vyrobnost je tedy velmi
nizka. Kolem trysky lze pfipojit nastavec, kterym je piivadén suchy vzduch na pouziti

elektroblowingu.

b
T
)
*

Obrazek 1 Jednoducha tryska

E2 — multitryska

Tento typ emitoru je slozen ze Sesti jednoduchych jehel. Diky tomu je vyznamné
zvySena vyrobnost. Nevyhodou je vSak obtizné ¢iSténi a nemozZnost zapojeni elektroblowingu.
E3 — bezjehlova tryska = trn

Trn sice oplyva nizsi schopnosti vlaknit nez jehlové elektrody, ale v jinych ohledech je
dalece pfevySuje. VyznaCuje se znacnou vyrobnosti, jednoduchou konstrukci a snadnou
omyvatelnosti. Typické davkovani pro tento emitor je 60-80 pl/min. Navic k nému Ize pfipojit

nastavec na elektroblowing.

b

Obrazek 2: bezjehlova tryska.



E4 — kruhova bezjehlova multitryska

Na povrch emitoru je piivadéno relativné velké mnozstvi roztoku. Pocetné mnozstvi
kuzelii se tvoii po obvodu. Tento emitor se ¢asto pouziva na optimalizaci roztoku a vlastnosti

materiall, kdy hlavnim cilem je maximalni vytéznost v nejkrat$im Case.

E5 — bezjehlova linearni multitryska

Tento typ emitoru byl v bakalaiské praci pouzivan nejcastéji. Je zaloZzen na
pfedchozim typu — bezjehlové multitrysce a ma vSechny jeji vyhody. Linearni tvar trysky
umoziuje dosazeni maximalni homogenity zvlaknéného vzorku. Elektroblowing je mozny

bez ptidavku specialniho nastavce.

2.3.2. Typy kolektori
Typ kolektoru velmi ovliviiuje strukturu a orientaci vytvotrenych nanovlaken.
o C1 —staticky

Staticky kolektor byl v bakalatské praci pouzivan nejcastéji. Jedna se o zakladni kolektor,
na ktery je mozné pomoci magnetil pfipevnit vodivy ¢i nevodivy substrat (napt. aluminiova
folie, silikonovy papir, tkana textilie). Vysledna vrstva nanovlaken ma velky povrch, ale

vlakna jsou neusporadana.
e (2 —staticky déleny

Tento typ kolektoru vytvaii vlakna sefazena dle jedné osy. Stupeni uspotradanosti 1ze ménit
v zavislosti na technickych parametrech kolektoru. Vyhodou je, Ze nemd Zadné pohyblivé

¢asti a je jednoduchy na konstrukci.
e (C3 - rotacni kontinualni

Rotac¢ni kolektor ma tvar bubnu a jeho povrch je jesté vétsi nez u kolektoru C1, a proto, je
vhodny pro zvlaknovani vétSiho mnozstvi roztoku. V zavislosti na zvySujici se rychlosti

otacek se zvysuje také uspotradanost vyrobenych vldken.
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e (4 —rotacni déleny

Rotacni déleny kolektor je sloZzen z tenkych kovovych drati uspotadanych ve stejném
sméru a ve stejné vzdalenosti od stfedu otaceni. Diky této konstrukci jsme schopni vyrobit

extrémné uspotadana nanovlékna.

Obrazek 3 C1-C4 kolektory

2.4.  Obecné vyuziti nanovlaken

Za nanovlakna je povazovano vSe, co ma primér mensi nez lum (zminéno
v kapitole 2.1) a pokud délka n€kolinasobné pievysuje Sitku. Bézné pruméry vlaken dosahuji
hodnot mezi 50 az 500 nm, i kdyz pfi elektrospinningu mohou vznikat vlakna v tloustce od
dvou nanometrti do nékolika mikrometrd. Pro opticky mikroskop jsou tato vlakna neviditelna,

Ize je pozorovat pouze pod rastrovacim elektronovym mikroskopem (SEM).

I pfes malé rozméry se rozmdaha uZiti nanovldken v primyslu. Hlavnimi oblastmi
vyuziti nanovldken jsou filtracni systémy (antibakterialni filtry), bariérové materidly
(definovana velikost pori — propustnost), hygiena (absorpéni vyrobky — pleny, utérky),
Z pohledu mediciny jsou nanovlakna vyuzivana napf. ve farmacii a tkanovém inZenyrstvi.
Mezi nejvyznamnéjsi oblasti vyzkumu vyuzZiti nanovldken a nanomaterialli patii tkanové
inZenyrstvi, regeneracni medicina a systémy uvolfiovani 1é¢iv. V tkdnovém inzenyrstvi se
predpokladad nahrada zivé tkdn€ umeéle syntetizovanou tkéni nesouci vSechny znaky a atributy
tkan¢ puvodni [7]. Velka plocha nanovladken a jejich porozita z nich ¢ini idealni matrix, na
kterém se zachyti rostouci buniky nahradni tkan€. Nanovlakna pouzita v tkalovém inZenyrstvi
by méla byt biokompatibilni a biodegradovatelnd, netoxicka, sterilizovatelna a mechanicky
odolna. Vzhledem k témto vysokym narokim Vv soucasné dobé¢ existuje pouze par polymert,
které jsou vhodné pro vyrobu téchto nanovldken. Dal§im slibnym oborem pro vyuziti je

onkologie — cilena likvidace nadord. Vyuziva se absorpéni schopnosti nanocastic cilené

11



usazenych Vnadorovych tkanindch — po ozafeni infradervenym, laserovym nebo

vysokofrekvencnim elektromagnetickym zarenim dochazi k destrukci nadorové tkang.

2.5. Polymery
2.5.1. Kyselina hyaluronova (HA)

Jedna se o polymer-polysacharid, slozeny z opakujicich se disacharidovych jednotek
(kyselina D-glukoronova a N-acetyl-D-glukosamin). Nejcastéji se v organismu vyskytuje ve
formé smési hyaluronanu sodného a kyseliny hyaluronové. Je to télu vlastni latka — neni
cytotoxickd, imunogenni ani teratogenni. Je nezbytnou komponentou extracelularniho
matrixu. Bunky v zavislosti na jeho koncentraci hyaluronan bud syntetizuji nebo
katabolizuji [8]. Hyaluronan je v lidském téle dilezity vzhledem k jeho vlastnostem. Celkove
je extrémné hydrofilni molekula — vyborny humektant a lubrikant. Sklad4 se z hydrofobni a

hydrofilni ¢asti — jeho molekula tak dostava specificky tvar ,,sto¢ené* pasky.
Déleni hyaluronové kyseliny dle molekulové hmotnosti:

* Vysokomolekulova hyaluronova kyselina, tzn. vice nez 1 000 kDa, nema extra biologickou

funkci. PouZiva se jako kloubni lubrikant, k hojeni ran, pfi o¢nich operacich a pisobi

gy w1

« Hyaluronan 200 - 1 000 kDa, chrani pied UV zafenim, je nosi¢ biologicky aktivnich latek a

podnécuje ucinek cytostatik,

» Hyaluronan 10 - 200 kDa, podporuje produkci melaninu a hojeni diabetickych defektd,

aktivuje imunitni bunky,

* Hyaluronan pod 10 kDa ma negativni u¢inky na lidsky organismus, zptsobuje apoptdzu

nadorovych buné¢k [9].

OH OH
° 0
OH

0
NH )
oé\

n

Obrazek 4 Strukturni jednotka kyseliny hyaluronové

12



Piiprava nanovlaken formou elektrospinningu z vodnych roztok hyaluronanu je
velmi obtizna. Jeho hlavni ptfekazkou je neobvykle vysoka viskozita a povrchové napéti.
Pouziti PVA a povrchové aktivnich latek vedlo k vyraznému snizeni povrchového napéti a
zaroven, V ptipad¢ alkoholii, také k mnohem rychlejsimu odpafovani rozpoustédla béhem

zvlaknovani [12].

2.5.2. Polyethylenoxid

Znamy také jako polyethylglykol (PEG) nebo polyoxyethylen v zavislosti na
molekulové hmotnosti polymeru (300-10 000 000 Da). PEO a PEG se lisi fyzikalnimi
vlastnostmi — napt. viskozitou, ale jejich chemické vlastnosti jsou témét totozné. PEO se
vyrabi pomoci suspenzni polymerace — je nezbytné udrZet rostouci polymerni fetézec
Vv roztoku ve sméru polykondenza¢niho procesu. Reakce je katalyzovana pomoci hotfe¢nato-
hlinito- nebo vapenato-organoprvkovych sloucenin. Polymer je vyuzivan jako lubrikujici a
coatovaci vrstva pro rtuzné povrchy ve vodném i nevodném prostiedi [11]. Také se velmi

Casto vyuziva jako stacionarni faze pro plynovou chromatografii.

O
H nOH

Obrazek 6: Vzorec polyethylen oxidu.

n

OH

Obrazek 5 Strukturni jednotka polyvinyl alkoholu

2.5.3. Polyvinylalkohol

Polyvinylalkohol (PVA) je ve vodé rozpustny, synteticky a biodegradabilni
polymer. Jeho odolnost vic¢i rozpoustédlim zévisi na stifedni molekulové hmotnosti,

teploté¢ a také na obsahu nezhydrolyzovaného polyvinylacetitu. Jeho vlastnosti se méni

13



podle poctu vinylacetatovych jednotek. PVA ma skvélé fyzikalni vlastnosti napf.
viskozitu, tvorbu filml, emulzifikaci, adhezni silu ¢i flexibilitu. Diky jeho vlastnostem se
zacCalo zkoumat, jestli kombinaci PVA a jiného polymeru (chitosan, kyselina hyaluronova,
kolagen) nedojde ke zlepSeni vlastnosti zkoumaného polymeru. Piedpoklada se vyuziti

téchto systémi pro vyrobu scaffolda [12].

2.5.4. Karboxymethylceluléza

Karboxymethylcelul6za (CMC) je derivat celuldzy, ktery obsahuje karboxymethylové
skupiny vazané na nékteré hydroxylové skupiny glukopyranozového monomeru. Ptipravuje
se alkalicky katalyzovanou reakci celulézy s Kkyselinou chloroctovou. Funk¢ni
vlastnosti CMC zavisi na stupni substituce hydroxylovych skupin. CMC se pouziva
V potravinafském primyslu pod oznacenim E466 jako stalibizator, zahuStovadlo
a modifikator viskozity. Dale ma velmi Siroké vyuziti v medicing, zvlast¢ v kombinaci
s kyselinou hyaluronovou, jakozto adhezni bariéra zabranujici infekcim a napomahajici
hojeni [13].

R=H or CH2CO2H
Obrazek 7 Strukturni jednotka karboxymethylcelulozy

2.6. Aditiva

Cilem prace bylo stanovit obsah jednotlivych aditiv v nanovldkenné vrstvé. Pro
navrzeny experiment byla zvolena Ctyii aditiva - barviva, u kterych se ocekavalo, ze se
syst¢émem chemicky neutrdlntho PVA a anionického polymeru hyaluronanu, budou rizné
reagovat. Z toho diivodu byla vybrdna eriochromovéa cerii jako anionické barvivo, brilantni
zelen, jakozto barvivo nesouci kladny naboj, a erytrosin s riboflavinem — zastupujici neutralni
barviva, ovSem sruznou mirou hydrofobicity a schopnosti tvofit komplexy s danym

polymerovym systémem.
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2.6.1. Eriochromova ¢ern

Eriochromova ¢erii (EC) je azolatka pouzivana jako indikaéni ¢inidlo v chelatometrii.
Je dobie rozpustna ve vodé a v ethanolu. Obsahuje dva dusikaté donorové atomy a dvé
hydroxy skupiny, které se stavaji donory elektronii az po deprotonizaci. Ma tfi barevné
piechody vinova — modrd — oranzova. Modra forma se vyskytuje pii rozsahu pH 7,5-10,5.

Pouziva se jako indikator pfi titraci EDTA a k dikazu kova v padé.

Obrazek 8 Struktura eriochromové ¢erni

2.6.2. Brilantni zelen (Brilliant green)

Patfi mezi triarylmethanové barviva. Velmi se podoba malachitové zeleni. Je efektivni
proti G+ bakteriim, ma také antiseptické vlastnosti. Roztok 1 % brilantni zelené a elastického
kolodia v ethanolu je pouzivan jako tekuty obvaz. Po poziti je toxicka a zplisobuje zvraceni.
Dtive byla pouzivana na barveni hedvabi a baviny. Vzhledem k jeji toxicité se v dne$ni dobé

pouziva v prumyslu pouze ve vychodni Evropé a v zemich byvalého Sovétského svazu [10].

’/\N+/\

‘ HSO,
|
SA0W

p

Obrazek 9 Vzorec brilliant green

2.6.3. Erytrosin

Jedna se o disodnou sul 2,4,5,7-tetrajodofluoresceinu. Pouziva se jako potravinaiské

barvivo pod oznacenim E 127, soucast cartridge do tiskdren nebo jako ¢inidlo na odhalovani
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zubniho plaku. Ve Spojenych stitech je zakdzana pro pouziti v potravinovém primyslu

vzhledem k mozné spojitosti se vznikem rakoviny [14]. Ve vodé absorbuje pii 530 nm.

Obrazek 10 Vzorec erytrosinu

2.6.4. Riboflavin

Neboli vitamin B2, v potravinaiském pramyslu pod oznacenim E 101, je Zluté barvivo
Spatné rozpustné ve vod¢. Je nemozné se timto barvivem piedavkovat, jelikoz se ztéla
vyluuje v moci. Je soudasti kofaktord flavinadeninmononukleotidu (FAD)
a flavinmononukleotidu (FMN). Protoze pod UV svétlem fluoreskuje, pouzivaji se jeho

roztoky na kontrolu uniki latek z primyslovych systému.

(@]
HaC N
= NH
OB
HsC NT N o
CH,
H—+—OH
H—+—OH
H—+—OH
OH

Obriazek 11 Vzorec riboflavinu
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3. Experimentalni ¢ast
3.1. Materialy a pristroje

3.1.1. Pouzité chemikalie

Nazev Molekulova hmotnost Vyrobce
Kyselina hyaluronova- HySilk 0,26 MDa ContiproBiotech
Polyethylen oxid 400 kDa, 4000 kDa Scientific polymer products, inc.
Erytrosin 879,96 g/mol Aroco spol. s.r.o.
Eriochromov4 ¢erni 461,39 g/mol Penta
Brilliant green 482,63 g/mol Sigma-Aldrich
Riboflavin 376,36 g/mol Sigma-Aldrich
Carborxymethylceluloza Ashland
Polyvinylalkohol 125 kDa Scientific polymer products, inc.

3.1.2. Pouzité pristroje

ASPIN®
Spektrofotometr Varian Cary 100 Conc®
Analytické vahy Mettler Toledo®.

3.2.  Pracovni postupy

3.2.1. Priprava zasobnich roztoku

Pro zvlaknéni byly pfipraveny dva roztoky — A a B. Zasobni roztok hyaluronanu A
obsahoval 4 hm. % susiny skladajici se ze smési polymert HA/PEO/CMC/PVA v poméru
4,5:38,2:38,2:19,1. Zasobni roztok polymerd byl promichavan a zahtivan na 65°C (pro

leps$i rozpousténi jednotlivych slozek) na hiidelové michacce 12 h.

Zasobni roztok hyaluronanu B obsahoval 5hm. % suSiny smési polymerd
HA/PEO/CMC/PVA v poméru 4,2 : 1: 19 :75,8. PEO byl ve smési obsazen ve dvou ruznych
molekulovych hmotnostech — 400 000 a 4 000 000 Da v poméru 1 : 1. Roztok byl michan a

zahtivan na hiidelové michacce po dobu 12 h.
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3.2.2. Priprava pracovnich roztoki

Z kazdého zasobniho roztoku bylo odebrano vzdy 90 g do novych zasobnich lahvi. Do
téchto lahvi bylo poté pfiddno 0,1 g barviva (riboflavin, erytrosin, brilantni zelefi nebo
eriochromova ¢ern) rozpusténého v 10 g vody. Pro lepsi rozpustnost samotného aditiva, bylo
barvivo rozpusténo zvlast. Roztok samostatného barviva se nechal vzdy min. 12 h tfepat na

trepaccee.
3.2.3. Zvlakinovani roztoku

Roztoky byly zvlaknény na piistroji 4SPIN®. Jako zvlaknovaci elektroda byla vzdy
pouzita linearni bezjehlovd multitryska E5 a jako sbérna elektroda staticky kolektor CI.
Vzdalenost elektrod pii zvlaknovani roztokt typu A byla vzdy 18 cm. U roztokl typu B se
Vv zavislosti na podminkach (vlhkost vzduchu, teplota a pouzité barvivo) vzdalenost ménila

V rozmezi 14 az 20 cm. O kazdém zvlaknovani byl veden protokol.

Tabulka 1 Priklad zvlakiiovaciho protokolu

Datum zvlaknovani 15. 8. 2014
Elektrostatické zvlaknovani na 4SPINU
Teplota [°C] 25
Vlhkost [%RH] 20-40
Zvlaknovaci elektroda (emitor) ES5
Sbérna elektroda (kolektor) C1
Vzdalenost elektrod [cm] 18,16,14
Napéti [kV] 59
Davkovani [pl/min] 200,150
Proudéni vzduchu (I/min) 50,00
Proud [pA] 30,00
Podkladova vrstva silikonovy papir
Kontinualné/staticky staticky
Pocet vrstev 1
Stafi roztoku 2 dny
Metoda méteni UV-VIS riboflavin
¢as zvlaknovani [min] 40
Elektronicky mikroskop X
Oznaceni vzorku NJ 20140815 01
Hodnoceni: Nezvlaknéno, roztok pretékal
Na kolektoru vlhké skvrny roztoku
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3.2.4. Priprava vzorki pro UV-VIS spektrofotometrii

Pfi kontaktu samonosné nanovlakenné vrstvy s vlhkosti dochazi k rozpousténi, proto
bylo nezbytné nutné pracovat v rukavicich. Pro lep$i manipulaci byla nanovlakna pfenesena
na silikonovy papir. Kruhovymi niizkami, o plose 4,906 m?, byly vystiihany vzorky, které
mély prumérné 4 mg (piesna navazka byla stanovena). RozpusStény byly v pfesném mnozstvi

demi vody, aby celkova hmotnost roztoku ¢inila 4 g.
3.2.5. Priprava roztoku pro kalibra¢ni rady

Roztoky jednotlivych kalibraénich bodt po nafedéni obsahovaly 0,15 hm. % suSiny a
stejny pomér polymera jako zasobni roztoky pro zvlaknéni. 1,25 mg aditiva bylo rozpusténo
v 25 ml demi vody. Po tplném rozpusténi barviva (4 hod na tiepacce) byla ze zasobniho
roztoku ptipravena kalibra¢ni fada, ke které byl pfidan 1 g 0,6 hm. % smési polymert (stejna
jako v analyzovanych vzorcich) a doplnéno rozpoustédlem — demi vodou do celkové

hmotnosti 4 g roztoku.

Tabulka 2 Redéni pro kalibra¢ni Fadu

Kalibra¢ni bod | Zasobni roztok [g] | 0,6 hm. % sm¢és [g] rozpoustédlo [g]
1 0 1 3
2 0,25 1 2,75
3 0,5 1 2
4 0,75 1 2,25
5 1 1 2
6 1,25 1 1,75
7 15 1 15
8 2 1 1
9 2,5 1 0,5
10 3 1 0

3.2.6. Postup analyzy vzorki

Ziskané vzorky a kalibra¢ni fada byly proméfeny na UV-VIS spektrofotometru.
Spektrum se proméfovalo v rozmezi 200 az 800 nm proti 0,15 hm. % roztoku smési polymert
(1 kalibracni bod). Pro méfeni byla pouzita kiemenna kyveta. Data byla poté zpracovana
v programu Microsoft Office Excel 2010. Hodnoty smérnice a useku byly ziskany
z kalibracniho grafu. Z naméfenych dat a zregresivni rovnice kalibracni kiivky byly
dopocitany procentualni obsahy barviv v jednotlivych vzorcich ve zvlaknéné vrstvé oproti

puvodnimu roztoku. Kiivky absorpénich spekter byly odecitany mimo oblast absorpce
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polymerii, aby s analyzou neinterferovalo jejich absorp¢ni spektrum. Erytrosin dosahoval
maxima v rozsahu 600 az 400 nm, riboflavin 530 az 310 nm, brilliant green 720 az 500 nm a

eriochromova ¢ernl v rozsahu 775 az 460 nm.

3,5
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3 riboflavin
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2,5 @® eriochromova cern
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Graf 1Kalibra¢ni kifivky roztok A- absorbance aditiv podle plochy piku — méfeno proti
0,15 hm. % smési polymeru
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Graf 2 Kalibraéni kiivky roztok B- absorbance aditiv podle plochy piku — méfeno proti
0,15 hm. % smési polymeri

20



4. Vysledky a diskuze

Cilem préce bylo pfipravit nanovlakennou vrstvu s obsahem aditiv a stanovit rozlozeni
aditiva (plosnou homogenitu) Vv nanovlakenné vrstvé. V analytické ¢asti byly pfipraveny
zasobni roztoky jednotlivych aditiv, ze kterych nasledné byla pfipravena kalibra¢ni fada. Z
kalibra¢ni kiivky byl vypocitan obsah aditiva ve vrstvé. Tento experiment byl provadén se
dvéma riznymi koncentracemi roztokd o riiznych zastoupenich polymerli, protoze se
o¢ekavalo, Ze pomér vlaknicich polymerd HA/PVA/PEO/CMC bude mit na vytéznost aditiva
vliv. Bakalarska prace navazuje na praci Vojtécha Linhy z roku 2014 nazvanou Homogenita
aditiv v nanovlaknech [15]. Porovnanim jeho vysledkd s mymi bude mozné zjistit zavislost
procentualniho vytézku aditiva na koncentraci PEO. Kvantitativni stanoveni bylo provedeno

pomoci metody UV-VIS spektrofotometrie.
4.1. Kalibracni rada

Na pfipravu samonosné nanovlakenné vrstvy A byl pouzit 4 hm. % roztok
HA/PVA/PEO/CMC s obsahem 0,08 hm. % aditiva. Obsah aditiva vici suchému podilu je
tedy 1,96 hm. %, coz je zaroven i maximalni dosazitelna hodnota aditiva ve stanovovani

aditiva ve zvlaknéné vrstvé.

Na piipravu nanovrstvy B byl pouzit 5 hm. % roztok HA/PVA/PEO/CMC s obsahem
0,1 hm. % aditiva. Obsah aditiva vi¢i suchému podilu je tedy stejny jako u vrstvy A

1,96 hm. % vztazeno na suSinu.

Vzhledem k jinému pozadi pfi rozpousténi samonosné nanovlakenné vrstvy A a B
v demi vodé bylo nutno piipravit pro kazdé stanoveni zvlast' kalibra¢ni fadu (celkem 8
kalibrac¢nich ktivek). Se vzrlstajici koncentraci aditiva vzristala i plocha absorpéniho pasu.
Pfiblizn¢ od 5. kalibra¢niho bodu u eriochromové ¢erni — roztok B dochazi k odchylce od
linearity, a proto bylo pro ziskani hodnot smérnic pouzito pouze prvnich 5 bodu kalibra¢ni
ktivky metodou nejmensich ¢tvercti. Hodnoty kalibra¢nich pfimek a korelacnich koeficienti

jsou uvedeny v Tabulce 3.
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Tabulka 3 Tabulka kalibra¢nich piimek plocha piku na koncentraci [mg/g]

Aditivum Kalibraéni pfimky Roztok A Roztok B

Erytrosin Rovnice y=286,168 - x y=285,82 - x
R? 0,9987 0,9998

Riboflavin Rovnice y=21,014 - x y=20,612 - x
R? 0,9983 0,9959

Eriochromova ¢erii Rovnice y=41,165 - x y=36,737 - x
R? 0,9937 0,9867

Brilliant green Rovnice y=70,82 - x y = 85,638 - x
R? 0,9876 0,9915

4.2.  Vyhodnoceni obsahu aditiv

Z hodnot plochy piki vzorkl jednotlivych barviv byl pomoci kalibra¢nich piimek

uréen obsah barviva ve zvlaknéné vrstvé. Obsah byl udavan v jednotkdch hm. % na suSinu.

Kazda vrstva byla méfena na 20 rtiznych mistech — pouze u brilliant green fady B byla vrstva

méfena na 15 mistech z divodu nedostatku materidlu. Je potieba fict, Ze vSechny vzorky byly

meéteny dvakrat pro zptesnéni vysledkt. V bakalafské praci budou brany Vv potaz priameéry

vysledkl z obou méteni. Nize jsou uvedeny grafy s vyslednou analyzou jednotlivych vzork.

Koncentrace [hm. %]

X fada B

+fada A

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
cislo vzorku

Graf 3 Obsah brilliant green ve vrstvé A a B
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Tabulka 4 Obsah aditiv ve zvlaknéné vrstvé

Aditivum Erytrosin | Riboflavin |Eriochromova ¢ern | Brilliant green
[hm. %] 1,63 1,378 0,723 0,363
vrstva A | sm. odch. [hm. %] 0,065 0,044 0,06 0,097
% teor. maxima 83,16 70,28 36,9 18,53
[hm. %] 1,857 2,287 1,67 1,093
vrstvaB | sm. odch. [hm. %] 0,085 0,131 0,131 0,066
% teor. maxima 94,76 116,66 85,19 55,76

Z porovnani vysledka vidime, ze je vyrazny rozdil mezi vrstvou A a B. Ve vsech
ptipadech je obsah barviva ve vrstvé B vyrazné vyssi. To podporuje nasi tezi ohledné
zavislosti vytéZzku na sloZeni nanovlakenné vrstvy, nejspi§ koncentraci PEO, jelikoz ve

vrstvé B je koncentrace PEO niZsi.

Nejvyssi obsah aditiva ve vrstvé obsahuji vzorky s erytrosinem. Toto barvivo nese
zaporny naboj, ktery neinteraguje se smési polymeru, netvoii komplexy a dobfe se rozpousti

ve vodé.

Druhy nejvyssi obsah vykazovaly vzorky s riboflavinem. Takto vysoky obsah
pravdépodobné souvisi se Spatnou rozpustnosti barviva ve vodé — barvivo se agreguje do
vétsich zrn, které se odtrhuji s vldknicim polymerem a poté zpiisobuji vysoky vytézek.
Prekro¢eni maximalniho mnozstvi aditiva je pouze experimentalni chyba — muizeme

pozorovat i vysokou smérodatnou odchylku.

Aditivum o tfetim nejvy$§im obsahu byla eriochromova cerii. Velka odchylka
vysledkli a vyrazna odchylka hodnot jednotlivych vzorkidi (naznacujici nehomogenitu
materialu) je dana vlastnostmi eriochromové Cerni — jakozto komplexotvorné barvivo vytvari
komplexy s ionty kovt a hyaluronan, jakoZto sodna a draselna sl kyseliny hyaluronové, tyto
ionty poskytuje. Barvivo interagovalo s ionty a ménilo své absorpéni spektrum. Vliv slozeni
se nejspis projevuje i v hodnoté pH (nebylo ovétfeno), protoze zména barvy u eriochromové

¢erni je spojena se zménou pH.

komplexy a odbarvuje se. Proto je vytézek tak nizky. Barvivo by bylo mozné stanovit v UV
oblasti, ale stanoveni by nebylo piesné, jelikoz pik HA jej piekryje — viz nize grafy z UV-VIS

spektrofotometru.
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Homogenita vrstvy se zjiStovala pro vSechny vzorky z 20 riznych mist. Plocha
jednoho vzorku byla presné 4,906 m? a homogenita se uréovala jako primér smérodatnych
odchylek obsahu aditiva v susiné. Z Tabulka 4 Obsah aditiv ve zvlaknéné vrstv€lze vycist, Ze
nejhomogennéji byl dispergovan erytrosin (primérna smérodatnd odchylka 0,075 hm. %).
Ten se jako neutrdlni molekula rozptylil rovhomérné ve zvlakiujici kapaliné. Nejméné
homogenni vrstvou byla vrstva s eriochromovou cerni (primérnd smérodatnd odchylka

0,096), ktera reagovala s Na* a K™ ionty, které nebyly v roztoku zastoupeny rovnomérng.

4.3. Zavislost na PEO

V tadé¢ A byl PEO zastoupen 38,5 % v susin¢ — celkové tedy 1,528 hm. % roztoku.
V tadé B obsahovala susina 1 % polyethylenu oxidu — tedy 0,05 hm. % celkové hmotnosti
roztoku. Linha ve své praci pouzival roztok s 20% PEO v susiné¢ — coz bylo 1,2 hm. %
roztoku. Nize uvedeno srovnani vytézku na PEO. Linha ve své praci pouzival barvivo
brilliant blue, zatimco v mé praci bylo pouzito barvivo brilliant green. Obecné lze fici, ze se

jedné o barviva s velmi podobnymi vlastnostmi a strukturou.

Tabulka 5 Porovnani vytézka s obsahem PEO

Aditivum Erytrosin | Riboflavin Eriocvh mvmov{l Brilliant
éernt green (blue)
[hm. %] 1,63 1,378 0,723 0,363
vrstva A
385 9% PEO sm.odch [hm. %] 0,065 0,044 0,06 0,097
% teor. maxima 83,16 70,28 36,9 18,53
Linh [hm. %] 1,34 1,67 15 1,7
inha
20 % PEO sm.odch [hm. %] 0,05 0,02 0,2 0,1
% teor. maxima 80 994 89 101
[hm. %] 1,857 2,287 1,67 1,093
vrstva B
19 PEO sm.odch [hm. %] 0,085 0,131 0,131 0,066
% teor. maxima 94,76 116,66 85,19 55,76

Jak jiz bylo zminéno, nejvétsi problémy byly se stanovenim brilliant green (respektive
blue), proto jsou data uvedena pouze vtabulce 5. V grafu 5 jsou uvedeny zavislosti
stanoveného obsahu barviv na obsahu PEO ve zvldknéné vrstv€ potazmo ve zvlaknovacim
roztoku. Z grafu 5 je patrné, Ze nejen kyselina hyaluronova, ktera ma v molekule zaporny
naboj, ale 1 polyethylen oxid ovliviluje mnoZstvi aditiv v nanovldkenné vrstvé. Do 20 hm. %

PEO v susin€ je pokles aditiv velice pozvolny nebo je hodnota téméf konstantni. Vyssi
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Graf 7 Zavislost vytézku na koncentraci PEO

koncentrace PEO uz znamena zna¢ny pokles ve stanovené koncentraci aditiv. Vyjimku tvofi

erytrosin, ktery se vyznacuje téméi konstantni zavislosti na obsahu PEO a slozeni smési.
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5. Zavér

Cilem této prace bylo stanovit obsah aditiv v samonosné nanovlakenné vrstveé, ktera
byla vyrobend ze smési nékolika rtiznych polymerti v daném poméru. Roztoky polymera
s aditivy (barvivy) byly zvlaknény a ze vzniklych vrstev byly odebrany vzorky. Tyto vzorky
byly poté méfeny metodou UV-VIS spektrofotometrie, pomoci které¢ byl stanoven obsah
jednotlivych aditiv ve vrstve.

Obsah ¢erveného barviva erytrosinu byl ve vrstvé A stanoven na 83,16 hm. % celkové
hmotnosti nanovlakenné vrstvy HA/PEO/CMC/PVA. Ve vrstvé B byl obsah 94,76 hm. %. Pti
porovnani vysledkti s V. Linhou mtizeme pozorovat linearni zavislost mezi obsahem aditiva a
koncentraci PEO ve vrstvé. Toto barvivo mé zaporny naboj, ktery neinteraguje se smeési
polymerti, netvoii komplexy a dobife se rozpousti ve vodé. Lze jej tedy povazovat za
modelové barvivo, a proto Snim lze porovnat ostatni barviva, vliv struktury a koncentrace
PEO na procentualni vytézek zvlaknéné vrstvy.

Riboflavinu se ve vrstvé A nachdzelo 70,28 hm. %, ve vrstvé B 116,66 hm. %.
Vytézek veétsi nez 100 % je zplsoben experimentalni chybou a vlastnostmi aditiva, které se
velmi S$patné rozpousti ve vodé, ma tendenci agregovat a tedy se nedistribuuje do vrstvy
rovnomeérne.

Primérny obsah eriochromové ¢erni byl stanoven ve vrstvé A na 36,90 hm. %, ve
vrstvé B 85,19 hm. %. Nelze (pfi porovnani s vysledky kolegy Linhy) pozorovat
jednoznacnou linedrni zavislost vytéZku na koncentraci PEO, ale stale je patrny trend lepSiho
vytézku aditiva zvrstvy B. Analyza eriochromové cerni (vzhledem k velkému rozpéti
vysledkll) mize byt nepiesna, jelikoz se jednd o komplexotvorné barvivo, které reaguje
s kovovymi ionty hyaluronanu.

Primérny obsah brilliant green ve vrstvé A byl 18,53 hm. %, ve vrstvé B byl
pozorovan zasadni nartst vytézku az na prumérnych 55,76 hm. %. Vzhledem k degradac¢ni
povaze barviva byla manipulace s nim velmi obtizna, jelikoz stojici vzorek se jiz po kratkém
Case zacal odbarvovat a hodnoty ziskané z UV-VIS mohly byt tedy velmi neptesné.

Z hlediska praimérné nejvyssiho procentudlniho vysledku, se jako nejlepsi barvivo jevi
erytrosin, jelikoz se distribuoval nejhomogennéji, velmi dobie se rozpoustél ve smeési
polymeru a zlistdval na svétle staly.

Zména poméru jednotlivych polymerta vroztoku (i samotného PEO) a
zakoncentrovani roztoku ze 4 hm. % (fada A) na 5 hm. % roztok (fada B) m¢la za nasledek

vyrazné zvySeni vytézku aditiva ve zvlaknéné vrstve.
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6. Seznam zkratek

HA — kyselina hyaluronova (hyaluronic acid)

PVA — polyvinylalkohol

CMC — karboxymethylcelul6za

PEO — polyethylen oxid

UV-VIS — ultrafialové-viditelné (ultraviolet-visible) zareni
PEG - polyethylenglykol

SEM - rastrovaci elektronovy mikroskop (scanning electron microskope)
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8. Prilohy
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Obrazek 13 Detail nanovlaken — vzorek brilliant green Fady A
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Graf 3 Graf posunu absorpé¢niho spektra erichromové ¢erni v kalibra¢nim roztoku B
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