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Anotace

Tato disertacni prace se zaméiuje na elektrické zvlaknovani do kapaliny jako inovativni metodu pro vyrobu
nano-mikrovldken. Tato prace se blize zaméfuje na variantu mokrého elektrospinningu (wet
elektrospinning), pfi kterém je kolektor tvoren kapalinou, do které vlakna dopadaji a ¢asto se formuji bud’
v kapaliné nebo na jeji hladiné. Kapalina muze také slouZit pro zachyceni ¢i odtah jiz zformované vlakenné
struktury, ptipadné¢ k dodatecné modifikaci, naptiklad dopovanim, vymyvéanim atd. Pravé pouziti
kapalinového kolektoru ptinaSi unikatni vyhody této varianty procesu. Metoda umoziuje tvorbu
ttirozmérnych objemnych struktur s vysokou porozitou s velkymi propojenymi pory. Kapalina také muze
modifikovat vlastnosti samotného materidlu. Jednim z ptikladi je vytvareni houbovitych struktur
vyslednych vldken, coz miize zvysit jejich porozitu, biodegradabilitu, bunétnou adhezi a proliferaci.
V ramci této prace bylo provedeno testovani, které prokazalo zvySenou krystalinitu polymeru, ktery byl
zvlaknovan touto metodou do kapaliny.

Vyzkum zahrnuje teoreticky model, ktery se zabyva problematikou nofeni cylindrickych objektt
do kapaliny. Prace také popisuje vyvoj experimentalniho zafizeni pro elektrické zvlakiovani, které bylo
vytvofeno za pomoci technologie 3D tisku metodou Fused Deposition Modeling. Toto zafizeni bylo
nasledné testovano a aplikovano v riiznych experimentech.

Soucasti vyzkumu bylo také testovani chovani kapaliny v trubicich vyrobenych z nanovldkennych pftizi.
Pro tyto experimenty bylo vyvinuto elektronické davkovaci zatfizeni — mikropumpa. Tato pumpa byla
vytvofena na zékladé open-source elektroniky systému Arduino a vyuZila technologii 3D tisku. Ridici
program byl vytvoren v nativnim programovacim jazyce Arduino - C/C++. Je tfeba poznamenat, ze tyto
experimenty byly ilustrativni a nebyly dale rozvijeny ani teoreticky zkoumany v ramci této prace.

Dalsi cast prace se vénuje vyvoji specialnich vlakennych struktur, které jsou primarné€ urceny pro oblast
tkafiového inzenyrstvi. Tyto struktury zahrnuji dutd a porézni vldkna, vcetné jejich kombinaci. Tyto
vldkenné struktury maji unikatni vlastnosti, jez jsou vhodné pro aplikace, kde jejich zvySeny specificky
povrch hraje klicovou roli. Zajimavosti této vyvinuté metody vyroby vléken je, Zze vhodnou kombinaci
rozpoustédla a polymeru Ize vyrobit dutd vlakna i tradicnim zvlaknovanim bez pouziti kapaliny jako
kolektoru. Pouziti kapaliny je vSak vhodné pro dosazeni 3D objemnych a vysoce poréznich struktur.

Praktické testovani vyrobenych vldkennych struktur pro jejich pouZiti, jako tkénovych nosici (scaffolda)
v oblasti tkanového inZenyrstvi, je dal$i vyznamnou ¢asti této disertacni prace. Tyto struktury byly
podrobeny testim viability a byla provétena jejich vhodnost strukturdln€ i materidlové. Bylo prokazano, ze
tyto specifické struktury jsou vhodné pro bunécnou proliferaci a nevykazuji cytotoxické uinky. Vysledky
byly nasledné porovnany s klasickymi strukturami vyrobenymi jinymi metodami.

Tato disertacni prace piinasi dulezité poznatky a piispévky v oblasti elektrického zvlakiovani do kapaliny
a jeho aplikaci v tkanovém inZenyrstvi.

Klic¢ova slova:
Elektrické¢ zvlakiovani do kapaliny (ESPIN), Nano-mikrovldkna, Teoreticky model, Experimentalni

zafizeni, 3D tisk, Mikropumpa, Porézni vlakna, Krystalinita materialu, Tkanové inzenyrstvi, Scaffoldy,
Viabilita bun¢k, Cytotoxicita



Abstract

This dissertation focuses on electrical spinning in a liquid as an innovative method for the production
of nano-microfibers. This thesis takes a closer look at a type of wet electrospinning, where the collector is
a liquid into which the fibres are deposited, often formed either in the liquid or on its surface. The liquid
may also be used to collect or carry away the already formed fibre structure, or for additional modification,
e.g. by doping, washing, etc. It is the use of a liquid collector that brings the unique advantages of this type
of process. The method allows the formation of three-dimensional, bulky structures with reach high porosity
and large interconnected pores. The liquid can also modify the properties of the material itself. One example
is the formation of sponge-like structures in the volume of resulting fibers, which can increase their
porosity, biodegradability, cell adhesion and proliferation. In this work, testing was carried out which
demonstrated increased crystallinity of the polymer that was spun into liquid using this method.

The research includes a theoretical model that addresses the issue of immersing cylindrical objects
in a liquid. The thesis also covers the development of an experimental device for wet electrospinning, which
was created using 3D printing technology by Fused Deposition Modeling. This device was subsequently
tested and applied in various experiments.

The research also included testing the behavior of the liquid in tubes made of nanofibrous yarns. For these
experiments, an electronic dispensing device, a micropump, was developed. This pump was created based
on the open-source electronics system Arduino and used 3D printing technology. The control program was
created in the native Arduino programming language - C/C++. It should be noted that these experiments
were illustrative and were not further developed or theoretically investigated within the scope of this thesis.

The next part of the thesis is directed towards the development of special fibre structures, which are
primarily intended for the field of tissue engineering. These structures include hollow and porous fibres,
including combinations of the two. These fiber structures have unique properties that are suitable
for applications where their enhanced specific surface area plays a key role. An interesting feature of this
developed method of fiber fabrication is that with a suitable combination of solvent and polymer, hollow
fibers can be fabricated even by traditional wetting without the use of a liquid as a collector. The use
of liquid, however, is suitable for achieving 3D bulky and highly porous structures.

Practical experiment of the fabricated fibre structures for their use as scaffolds (tissue scaffolds) in the field
of tissue engineering is another important part of this thesis. These structures were subjected to viability
tests and their suitability structurally and materially was examined. These specific structures have been
shown to be suitable for cell proliferation and do not exhibit cytotoxic effects. The results were then
compared with classical structures produced by other methods.

This dissertation provides important insights and contributions in the field of wet electrospinning and its
applications in tissue engineering.

Keywords:

Electrospinning, Electric spinning, Wet electrospinning, Nano-microfibers, Theoretical model,
Experimental device, 3D printing, Micro-pump, Porous fibers, Crystallinity of materials, Tissue
engineering, Scaffolds, Cell viability, Cytotoxicity
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1 Seznam pouzitych zkratek

a
ABS
AC
AC
AgNP
ASA
BSA
CCK
CF
DAPI
DCM
DMF
DSC
DV

ES

F

f
HAMS
hMSC
IL

MC
MEFs
MPEG
nHA
NIPS

PA

PA 4.6
PANI
PBS
PC
PCL
PDL
PEDOT
PEO
PETG
PLA
PGA
PP
PVA
PVB
PVDF
PVP

Kapilarni délka a=V(2y/og) [N]

Acrylonitrile Butadiene Styrene

Alternating Current (Stfidavy poud-napéti)

Aceton

Nanocastice stiibra (Silver Nano Particles)

Acrylic Styrene Acrylonitrile

Hovézi sérovy albumin (Bovine Serum Albumin)
Cell Counting Kit

Cloroform

4',6-diamidin-2-fenylindol

Decelurizovany Chrupavkovy extracelularni Matrix
Dimetilformamid

Diferencialni Skenovaci Kalomitrie — (Differential Scanning Calorimetry)
Direct Current (stejnosmérny proud-napéti)

Elektrospinning (elektrické zvlaknovani)

Sila [N]

Bezrozmérna sila f=F/yl [-]

Kukufi¢ny $krob s vysokym obsahem amylazy (High-amylose maize starch)
Lidské mezenchymalni kmenové buiiky - (human mesenchymymal stem cells)
Iontové rozpoustédlo — Iontova kapalina (Ionic Liquid)

Kiivost

Metylenchlorid

Mouse Embryonic Fibroblasts

Methoxy Poly(Ethylene Glycol)

Nano hydroxylapatit

Nerozpoustédlem vyvolana fazova separace (Non solvent induced phase separation
Bezrozmerovy pomér hustoty vlakna a hustoty kapaliny P=of
Polyamid - Nylon

Polyamid 4.6

Polyanilin

Fostfatovy pufr (Phosphate-Buffered Saline)

Polycarbonate

Polykaprolacton

Potkani periodontélni pojivové buiiky (Rat periodontal ligament)
Poly(3,4-ethylenedioxythiophene)

Polyethylenoxid

Polyethylene terephthalate glycol

Polylactic acid — kyselina polymlécna

poly(glycolic acid) - kyselina polyglykolova

Polypropylen

Polyvinil alcohol

Polyvinyl butyral

Polyvinylidenfluorid

Polyvinylpyrrolidon

Bezrozmérovy primér vlakna R=r/a [-]



RBMCs
SD
SF
Sh
Si-PVH

SPIONs

t-BuOH
TFE
TIPS
TRITC
VIPS
VN
WET ES

Y

g
0

Potkani kostni dfenové buiiky (Rat bone marrow cells)

Smérodatna odchylka

Fibroin z hedvabi (Silk Fibroin)

Harkinsnav rozetiraci koeficient SH= ySL-yLV-ySL [mN/m]

Uhli¢itan vapenaty dopovany Siloxanem (siloxane-doped poly(L-lactic
acid)/vaterite)

Nanocastice super magnetickych oxida Zeleza (Superparamagnetic iron oxide

nanoparticles)
Terc-butylalkohol

2,2,2-trifluorethanol

Tepelné vyvolana fazova separace (Thermally induced phase separation)
Tetramethylrhodamid (Tetramethylrhodamine)

Odparem vyvolana fazova separace (Vapor-induced phase separation)
Vysoké napéti

Wet Elektrospinning (elektrické zvlaknovani s kapalnym kolektorem)
Povrchové napéti [mN/m]

Bezrozmérna vychylka hladiny kapaliny (=z/a

Kontaktni tihel [°]



2 Prehled o soucasném stavu problematiky

Elektrické zvldknovani predstavuje fascinujici a v soucasné dob¢ velmi atraktivni téma, a je Siroce
vyuzivanou metodu pro tvorbu nano a mikro vlakennych struktur [1-6]. Tato technika se stala zdkladem
pro vyrobu Siroké Skaly materiali, zejména v oblasti nano a mikro vldkennych materiald. Divodem
masivniho rozmachu této metody je jeji relativni jednoduchost, produktivita a spolehlivost. Tato metoda je
zéaroven relativné technologicky nenarocna. Nékteré varianty této metody zvlakiuji bezjehlové, coz muze
dale zvysit jednoduchost zvlaknovaciho zatfizeni a stim i konstrukéni problémy a naklady na provoz
audrzbu [7-12]. Vzhledem k velké poptavce po specifickych materidlech, nabizi elektrické zvlaknovani
produkty - materily, jez maji unikétni fyzikalni, chemické a biologické vlastnosti. Tyto unikatni a zajimavé
vlastnosti vychézeji zejména z velkého specifického povrchu vytvorenych materiali a porozity, ktera mtize
ptesahovat i 90%. Svou strukturou materialy také dokazi imitovat extracelularni matrix (ECM) a tim
se nabizeji jako vhodné pro pouziti v medicing.

Principem elektrického zvldknovani je vyuziti elektrické sily [1-3, 7, 13—17], kdy elektricky néboj
v elektrickém poli plisobi na polymer takovou silou, ze piekona sily povrchového napéti, piipadné
i gravitacni. Potencidlovy rozdil je na hladin¢ kapaliny tak velky, Ze dochazi k vybuzeni nadkritické
hodnoty intenzity elektrického pole E. To zpusobi lokalni zvySeni elektrického tlaku, ktery piekona
kapilarni tlak a zptsobi hydrodynamickou nestabilitu. Dochézi k formovani takzvaného Taylorova kuzele,
kdy se vytvoii konicky tvar polymeru, z n¢hoz se utvareji dlouzici se vlakenné utvary. Takto tvorena vlakna
prochazeji takzvanou zoénou bicovani, kde dochazi k jejich dlouzeni a formovani za souc¢asného vysousent,
piipadn¢ chladnuti, v ptipadé pouziti taveniny. Primér vytvofenych vldken se pohybuje v rozmezi
od desitek nanometrti az po desetiny milimetru. Princip elektrického zvlaknovani a typické struktury touto
technologii vytvofené je na obrazku (Obr. 1). Dle pouzitého zdroje elektrického napéti se déli elektrické
zvlaknovani na stejnosmérné (DC) a stfidavé (AC). U DC zvldkiovani se vyuziva elektricky aktivniho
vodivého kolektoru, zpravidla kovového, na némz se zachytava vytvorena vldkenna struktura. Pii pouziti
AC zdroje dochéazi k vytvofeni takzvaného virtualniho kolektoru, vldkna nejsou tedy pftitahovana
k elektricky aktivnimu vodivému kolektoru a jsou utvafena do volného prostoru, kde se mohou déle
odtahovat ¢i nandset [7, 18-21]. AC zvlakiiovani je velmi zajimavé z hlediska produktivity a absence
kolektoru, produktivita u této varianty je fadove vyssi a absence kolektoru posouva technologické moznosti
dale. Vétsina zakladniho nastaveni pro elektrické zvldknovani obsahuje zakladni komponenty, tedy zdroj
vysokého napéti, polymerni roztok v injekéni stiikacce s jehlou, kterd slouZzi jako tryska, davkovaci pumpu
a uzemnény kolektor.
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a)
d)
b) aml
e)

-

Obr. 1 — Princip stejnosmeérného elektrického zvlaknovani - DC elektrospinningu. Obrazek prevzat [22].
a) Zdroj polymeru s davkovanim, napriklad injekcni strikacka. b) Jehla tvorici trysku. c¢) Uzemnény
kolektor, na ktery se zachytavaji vytvorena viakna. d) Zdroj stejnosmerného vysokého napéti s kladnym
napétim privedenym na zvlaknovaci jehlu. e) Prostor viakneni, polymer je elektrickymi silami tazen smerem
ke kolektoru, na trysce formuje kuzel a poté je behem takzvaného bicovani dlouzen a formovan v nano-
mikrovlakna. f) Snimek typické struktury nanovlaken vytvorenych pomoci elektrospiningu.

Tato technologie je v soucasné dob¢ intenzivné rozvijena a kazdy rok vychdzi mnoho védeckych ¢lankt
popisujici dalsi modifikace ¢i materialy vytvorené touto metodou. Hlavnimi oblastmi vyuziti produktii
elektrického zvldknovani jsou tkanové inzenyrstvi a biomedicina, farmaceuticky primysl, filtrace
a separace, elektronika, energetika, automobilovy pramysl, textilni primysl, potravindisky pramysl
a stavebnictvi. Velmi intenzivné zkoumanou oblasti je pravé medicinské vyuziti, tedy tkanové inZenyrstvi
a farmaceutické vyuziti. Hlavni téma vyzkumu je zejména vyvoj tkdnovych nosi¢lii pro regeneraci
a poskozenych tkéani, naptiklad matrice pro regeneraci kostnich tkani nebo kozni ndhrady. Velmi popularni
tématikou vyzkumu je i farmaceutické vyuziti pro tizené dodavani 1é¢iv, napiiklad jako implantat
s postupnym uvoliiovanim 1é¢ivych ¢i bioaktivnich latek. Takové pouziti Ize vyhodné kombinovat
s materidly pro tkanové inzenyrstvi, kde bude soucasti tkannového nosice 1 1é¢ivo nebo latka podporujici
bunécny rist atd. Dal§im odvétvim s velkym potencialem je filtrace a separace, kdy elektricky vyrobené
vrstvy maji diky své unikatni struktuie velky specificky povrch a velkou porozitu. Zejména velky
specificky povrch dava témto materialim unikatni vlastnosti, protoZe na relativné maly objem filtru mize
byt velka plocha povrchu aktivniho filtracniho materidlu. V textilnim odvétvi jsou takto vyrobené materidly
cenény pro svij potencial jako paropropustné membrany nebo antibakteridlni materidly. V energetice se
vyuzivaji tyto materialy do baterii a zminuje se také vyvoj fotovoltaickych panelii s nanovldkennymi prvky.
Ve stavebnictvi se uvadi pouziti u izola€nich materiall, pozarn¢ bezpecnostnich vrstev a u kompozitnich
konstruk¢nich materiali. V potravinaistvi se uvadeji nanovlakenné antimikrobidlni obaly pro skladovani
potravin.

Pti klasické technologii vyuziti elektrospinningu vznikaji ploché vldkenné produkty. Tyto produkty jsou
vétSinou o tloust'ce v fadech stovek mikrometrii, vrstva ze zatfizeni Nanospider [23] miva obvykle okolo
0,25 mm tloust’ku. Jedna se tedy o relativn€ plochy produkt, jez je oznacovan jako 2D nebo planarni. Ploché
vldkenné vrstvy jsou dobie vyuzitelné napiiklad pro filtraci a jako polopropustné membrany, separatory
a v medicin¢ tieba jako kryty ran. Pro pouziti v tkdflovém inzenyrstvi, kde jsou vysokéd porozita a specificky
mérny povrch klicové, je plocha struktura materidlu nevyhodou. Pro uziti materidlu jako tkdniového nosice
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je 2D struktura limitujici 1 pro nahrazovani tkani, jez nejsou ploché. Zatimco planarni porézni struktura
umoznuje snadnéj$i lakovou vyménu bunék, ale s malymi pdry neumoznuje buiikdm migraci dovnitt
materidlu. V oblasti regenerativni mediciny je zddouci vytvotit 3D objemnou strukturu s vysokou porozitou
a velikosti poru umoznujici proliferaci a migraci bun¢k v objemu materidlu. Soucasné¢ musi polymerni
material 1 vyrobni proces zajiStovat vytvotfeni produktu jez neni cytotoxicky. Naopak je vhodné, aby byl
vyrobeny produkt pro buiiky stimulujici. Vldkenna struktura elekrospinningovych produktti do znacné miry
piipomina fibrilarni strukturu ECM. Dalsi funkcionalizaci materiald, naptiklad modifikaci tfizeného
uspofadani a orientace, je mozné vice ptizptsobit strukturu konkrétni fibrilarni ECM, jako je naptiklad
hladka svalova tkan nebo nervové tkang.

Ptistupti k vyrob¢é materiald pro tkanové inzenyrstvi a zejména objemnych 3D materidli je mnoho, nékdy
se jedna o kombinaci vice metod nebo jsou do procesu navazany dalsi kroky s metodami, které vysledné
materialy modifikuji. Néasledovat bude souhrn popisujici aktudlné perspektivni metody vyroby materiald,
pouzité polymerni materialy a zédkladni parametry vyrobenych materialt. Piistupy k vyrobé 3D materidlt
se daji rozdé€lit na pfimé metody a nepifimé metody s post procesni tpravou. Piimé metody jsou v podstate
jednoduché metody, které idealn¢ v jednom kroku, vzdy vSak v jednom procesu, vyrobi vysledny material.
Nepiimé metody jsou vice stupiiové metody kombinujici vice procest, kdy po vyrobeni materialu, dochazi
ptirodni biopolymery. Pfirodni polymerni materidly jsou vhodné, protoze usnadiuji interakci materidlu
a bun¢k a pii aplikaci in-vivo snizuji riziko odmitnuti implantatu. Tyto materialy jsou naptiklad chitosan ¢i
kolagen. Oproti tomu materialy syntetické zase umoznuji ptesné sledovani chemického slozeni, Cistotu
a presné definovany polymeracni stupen. Syntetické materidly vyuzivané pro tkanové inzenyrstvi jsou
napiiklad polyvinylalkohol (PVA), Poly(L-lactid) PLLA, kyselina polyglykolova (PGA), Polykaprolaton
(PCL).

Reser$ni prehled o soucasnych metodach vyroby materidli pro tkédnové inzenyrstvi je rozdélen na suché
metody a metody s kapalnym kolektorem. Pfehled je zaroven zaméfen na metody, jez jsou uvadény jako
schopné produkovat jiné nez ploché materialy, tedy naptiklad i cévni tkanové nosice. U téchto materiala se
nejednd vylozené o objemny material, ale jeho struktura je 3D prostorova. Piehled mé za ukol zmapovat
polymerni materialy a metody tak, aby vyzkum v této praci neduplikoval jiné vyzkumy, a zaroven, aby
navazoval, pfipadné se inspiroval, ve své snaze o védecky pfinos v oboru tvorby materidlii pro tkanové
inzenyrstvi. V zaveru je ¢ast vénujici se nanotopografické alteraci neboli ovliviiovani povrchu, piipadné
vnitini struktury materialu vlaken. Soucasti je shrnuti hlavnich parametra procesu elektrického zvldknovani
a prehled materidlli a typa kapalnych kolektorti, které l1ze pouzit v procesu elektrického zvlaknovani
do kapaliny.

2.1 Vytvareni materiali pro tkanové inZenyrstvi pomoci suchych technologii

Metod na vyrobu riznych tkadnovych nosict je mnoho, riznorodost tkdni, spolu s riznymi modifikacemi
elektrického zvlaknovani do kapaliny a riznymi metodami postprocesovani vyrobenych materiala piinasi
velké mnozstvi moznosti. Tato ¢ast je zaméfena na metody, jeZ nevyuzivaji kapalny kolektor, ale piesto
produkuji 3D materidly, které jsou pro obor tkanového inzZenyrstvi perspektivni. Divodem je ziskani
piehledu o aktudlnich metodéach, zplisobech testovani a pouzivanych vstupnich polymernich materialt
véetn¢ odkazl na zdroje. V principu lze fici, Ze i suché metody dokazi produkovat 3D objemné vlakenné
struktury, a Ize suchou metodou vyrobit naptiklad cévni 3D tkaniovy nosi¢ pro cévni ndhradu.

2.1.1 Vrstveni materialu pomoci elektrospinningu

Prvni metodou je multi-vrstveny elektrospinning, kdy se pfi vyrobé tkanovych nosic¢li postupné nanasi
vrstvy materiall. Vznika takzvany sendvic, kdy jsou jednotlivé vrstvy produkovany na sebe. Toto umoznuje
vytvofeni vrstvy, kterd napodobuje souvrstvi nékterych tkani [24]. Princip je zobrazen na obrazku (Obr. 2).
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Na rotujici kolektor je nejprve zvlaknén blend colagen/chitosan (COL/CS) tvofici prvni vnitini vrstvu.
V druhém kroku je zvlaknén poly(llactid-co-caprolacton) (P(LLA-CL)), ktery tvoii stfedni vrstvu, ktera je
mechanickou oporou pro vrstvy biopolymeru. Naposledy je zvlaknén opét COL/CS, ktery vytvoii posledni
vngj$i vrstvu. Blend biopolymeru COL/CS zajiStuje vetsi biokompatibilitu a zlepSuje interakci s butikami.
Tyto vicevrstvé nosi¢e vykazuji dobré podpinky pro rast endotelidlnich prasec¢ich bun¢k. Podobnym
zpusoben je popisovdna i vyroba jinych obdobnych produkti. Kombinace gel/PCL/gel/PCL/gel byla
zkoumana opét jako tkanovy nosic [25]. Kolagenovy gel byl vyroben z praskového produktu pochazejiciho
z veprové kuze.

P(LLA-CL) —~ COL/CS

Image of Fig. 1

. .

Obr. 2 — Znazorneni principu vrstveni materialu na rotujici kolektor. a) Schématické zobrazeni vyroby
vrstveného cévniho scaffoldu — tkanového nosice ze dvou polymernich roztokii, postupné se vytvori vrstvy
COL/CS, P(LLA-CL), COL/CS. b) Priirez vytvorenym vaskularnim tkanovym nosicem, c) snimek hotového
produktu — vaskularniho tkanového nosice [24].

Kombinace syntetick¢ého polymeru a biopolymeru zajiStuje dobrou biokompatibilitu a mechanickou
pevnost. Ackoliv v tomto ptipad€ uvadéji autoti porozitu 98%, nejedna se o 3D materidl, protoZe jeho vyska
neni oproti jinym rozmérim zdsadni. Material je také primarné zamyslen jako kryt ran a nosi¢ pro kozni
tkédn€. Toto vrstvené feSeni slibuje vétsi podobnost s nékterymi tkanémi, které jsou také samy o sobé
vrstvené a skladaji se z n¢kolika odlisnych vrstev. Rizné vrstvy tkani maji rizné slozeni, morfologii ECM,
ale 1 jiné funkce. Zkoumany jsou tedy 1 vrstvené struktury s odliSnou morfologii vlaken, kdy jsou v raznych
vrstvach tkanového nosice materidly s jinou orientaci vldken, které umozni vznik vrstvenych tkéni.
Takovymto feSenim se také zlepSily mechanické vlastnosti tkanového nosice [26]. Prakticky byly timto
zpusobem testovany tkanové nosice pro léceni poruch lidskych koronarnich tepen. Pro tento experiment
byla vyvinuta kombinace material termoplastického polyuretanu (TPU)/PCL/polyethylenglykolu (PGL).



TUNICA MEDIA
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VNITRNI VRSTVA

STREDNI-VNITRNI
VRSTVA

STREDNI-VNEJS|
VRSTVA

VNEJSI VRSTVA

a) b)
Obr. 3 — Porovnani vrstev tkanového nosice a vrstev tepny. a) Ukazka orientace vidkennych vrstev
zvldaknénych na vdlec, tyto vrstvy maji poskytnout lepsi mechanické viastnosti a vice priblizit morfologickou
strukturu tkanového nosice pro rist bunék tak, aby tato struktura vernéji napodobovala piivodni tkan,
b) Popis vrstev tepny ukazujici riizné typy tkani, ze kterych se sténa tepny slozena [26].

Experimenty s tvorbou vicevrstvych tkédnovych nosici jsou relativné Casté, pfistup je velmi podobny
[25, 27]. Motivem pouziti této metody je zvySeni biokompatibility za soucasného zlepseni mechanickych
vlastnosti a ovlivnéni morfologie v riznych vrstvach nosice. Velkd ¢ast vyzkumu v oblasti tkanovych
nosicli smétuje k vaskularnim tkédnim a touto metodou se tvoii Casto tkanové nosice valcovitého tvaru
se snahou o morfologické napodobeni nativni ECM dané tkang.

2.1.2 Multimaterialova vyroba s procesem post-procesnim odstranénim jedné slozky
Druhym zptsobem vyroby objemnych materialii je metoda, kdy se pii tvorbé materidlu pouzivaji dalsi
technické materialy, jez jsou posléze odstranény. Timto se zvysi porozita a jiz od procesu vyroby jsou
materialy objemnéjsi. Pti hledani vhodnych tkanovych nosi¢i je kladen diiraz na velkou porozitu a velikost
port, coz tato metoda poskytuje. V odborné literatuie se metoda anglicky oznacuje jako ,,Sacrificial agent
electrospinning® tedy jako ,.elektrospinning s obétni latkou* kdy pojem oznacuje planované odstranéni
tohoto pomocného cinidla. Toto pomocné ¢inidlo je zvlaknéno spolu s hlavnim materidlem a nasledné
odstranéno napftiklad rozpusténim. Takovym pomocnym materidlem miizou byt polymery (napiiklad
polyethylenoxid (PEO), polyvinylalkohol (PVA), polyvinylpyrrolidon (PVP)) ale i nepolymerni materialy
jako je napftiklad chlorid sodny (NaCl) ¢i cukr [28]. Rychle rozpustna pomocna latka je z materialu vymyta,
zatimco zakladni material ziistdva a tvoii strukturu tkanového nosice. V této struktuie zlstavaji prazdna
mista, kterd zvySuji celkovou porozitu. Velikost a tvar poru je ovlivnén pomocnou latkou, ta mize byt
ve form¢ krystalkl, vlaken, ale i sférického tvaru. Piikladem pouziti tohoto principu pro tkéfovi nosic
je pouziti kombinace vodorozpustného PEO s blendem PCL nano-hydroxylapatit (nHA) [28]. Oba
materialy byly paraleln€ zvlaknény (co-elektrospinning) a poté byla pomocna latka PEO vymyvana po dobu
48 hodin ve vodni lazni za pokojové teploty. V tomto experimentu bylo prokazano, Ze Ize oba materialy
misit azZ do poméru pomocné latky 40% a tim ménit porozitu tkanového nosice. Podobnym zptisobem lze
vyuzit PEO pro vyrobu dutych nano trubic, kdy se nanovlakna PEO pokryji silikonoxidem (Si0O), nésledné
se ve vodni lazni PEO vymyje [29]. Takto vzniknou duta vldkna s velkym specifickym povrchem. Dalsi
prace popisuje zvySeni porozity materiali vyrobenych z biologicky ovéfenych polymeri (PCL, PGA,
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PLGA) za elektro sprejovani pomocné latky PEO [30]. Po vymyti vznikne materidl s vyrazn¢ zvySenou
porozitou, ktery vykazuje vysokou uroveil bunééné migrace do prostoru tkanového nosice.

2.1.3 Zvlaknovani za pomoci ultrazvuku

Ttetim zptisobem vyroby materiald se zvySenou porozitou je ultrazvukem vybuzeny elektrospinning. Jedna
se o variantu bez-jehlového elektrického zvldknovani, kdy je polymer umistén v nddobé s volnou hladinou.
Tato nadoba se umisti doprostied ultrasonického generatoru s dalsi kapalinou, ktera je pfenosovym médiem
pro ultrazvuk. Po zapnuti ultrazvukového generatoru se na hladiné polymeru zacnou tvoftit viny, které
uprostfed nadoby ziskavaji maximalni vychylku. Tuto nejvyssi ¢ast viny autofi nazyvaji ultrazvukovou
fontanou (Obr. 4). Pti zapnuti zdroje vysokého napéti je praveé nevyssi vina — fontana — zdrojem Taylorova
kuzelu a dojde k zahajeni zvlaknovani. Tento princip [31] je oznaCovan jako High-intensity focused
ultrasound (HIFU). Tato metoda je v principu bezjehlova. Jako jeji velkd vyhoda je uvadéna pravé
bezjehlovost, pficemz se eliminuji problémy s ucpavanim nebo zasychanim jehly. Dale je uvadéno,
ze zménou parametrii procesu (Casove primérny akusticky vykon, frekvence, délka pulst, perioda pulst)
lze ovlivnit pramér tvofenych vldken v rozmezi 50-500 nm. Pfi tomto procesu je ultrazvukem urychleno
odparovani rozpoustédla a formovani vldken je dle autorii rychlejsi a zformovana vlakna neobsahuji takové
mnozstvi rozpoustédla jako pti klasickém procesu. Pfedpokladem u této metody je, ze by méla umoznit
tvorbu materidlu s gradovanymi parametry praméru vlaken, a tedy i s mérnym specifickym povrchem.
Pii vyrobé takovychto materialii 1ze v pribéhu vyroby ménit parametry vldken a tim vytvofit obdobu
vrstveného materidlu.

SOUND OFF, E-FIELD OFF KOLEKTOR —

UZEMNENI J__ I ¥ VLAKENNA VRSTVA

-

POLYMERN{ ROZTOK ( T ZFORMOVANE VLAKNO
] T FONTANA
3 [ ZAOSTRENI ULTRAZVUKU
= POLYMERNI ROZTOK

VODIC VYSOKEHO NAPETI —

ULTRASONICKA FONTANA ZFORMOVANE VLAKNO
ZAOSTRENI ULTRAZVUKU STENY NADOBY
ELEKTRODA ROZTOK POLYMERU
ULTRASONICKY PAPRSEK MEMBRANA

ZFORMOVANY DESTILOVANA VODA

VLAKNOTVORNY KUZEL .
ULTRAZVUKOVY
VYVIIEC

Obr. 4 — Fotografie tvorby viny ,, fontany “ na hladiné polymerniho roztoku v ultrasonické lazni. Vpravo je
popis principu metody ultrazvukove vybuzeného elektrospiningu [31].

Vyse zminéné metody jsou schopny vytvofit materialy se zvySenou porozitou a interkonektivitou pora nebo
material s riznym slozenim vrstev. Témito metodami je mozné napiiklad vytvofit cylindrickou cévni
nahradu nebo kryt poranéni, tyto materidly vSak nejsou realné schopny vytvoftit objemny 3D tkanovy nosic,
ktery by byl schopen vyplnit vétsi prostor, naptiklad pfi potfebé nahrazeni chybéjici ¢asti kosti nebo Casti
jiného organu. Vytvoteni takovych objemnych materiala je stale vyzvou pro jiné metody.

2.1.4 Metody vyroby 3D materialu na principu plynové expanze

Dalsi metody jsou za vyuziti post-procesingu, kdy je mozné vyrobit vysoce objemné 3D struktury za vyuziti
naslednych procesnich stupni. Cilem téchto metod je poskytnout nejenom zvysenou porozitu a propojenost
pért, ale i velky objem vyrobeného materialu tak, aby byl schopen vyplnit prostory v tkdnich a pIn¢ nahradit
chyb¢jici biologickou hmotu, naptiklad nahradit objem kostni tkané po operaci €i urazu. Zde je velmi
dilezitd porozita a propojeni porQ, protoze pii formovani nové tkané musi buiiky proliferovat a migrovat
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do prostoru tkanového nosice a postupné ho cely vyplnit a zformovat zde novou tkan. Vlakenna struktura
se diky propojenosti péri a podobnosti s ECM ukazuje jako vhodnou pro biologické pouziti a existuji
metody, které jinak planarni struktury dostatecné rozvolni a vytvoii 3D prostredi se zvétSenymi pory.

Prvni metodou vyroby objemnych vlakennych struktur je procesing planarni elektrospiningové vrstvy
pomoci formovani plynem — gas forming. Tento princip je zaloZen na dodate¢né upraveé planarni vrstvy,
vyrobené napiiklad zvlaknénim na pevny kolektor. Tato metoda vyuziva princip formovani mikrobublin
plynu v objemu materialu. Tyto mikrobublinky vznikaji mezi vldkny a tim méni vnitini uspotadani
materialu, pisobenim sil mezi vldkny v objemu materidlu se zvySuje jeho objem a porozita. Jsou dva
principy tvorby plynovych mikrobublinek. Prvni je chemicka metoda, kdy se tyto mikrobublinky tvoii
chemickou reakci a vytvareji se pfimo ve vlakenném materidlu. Materal tim expanduji a zvysuji jeho objem
a porozitu [11, 32]. Pfi pouziti této metody lze material formovat do potfebného tvaru pomoci mikrobublin,
ptimo v piipravené formé. Specifickou formu, kterd bude pro potteby konkrétni tkané a aplikace, je mozné
relativné jednoduse vyrobit pomoci aditivniho 3D tisku. Material 1ze tedy formovat ptimo do konkrétniho
pozadovaného tvaru [33, 34]. Timto zplisobem lze vyrobit tkdniovy nosi¢ konkrétniho tvaru a rozmért dle
individualniho pozadavku (Obr. 5). Tato metoda tvorby 3D materialii je unikdtni v moznosti formovat
tkaiiovy nosi¢ do konkrétnich tvard. Vysledna struktura v§ak neni homogenni a vznikaji prostory s vétsimi
pory nebo dochazi k tvorbé vice a méné poréznich vrstev, viz obrazek (Obr. 5 - Struktura). Tento jev vSak
nemusi pro tkdnové nosice predstavovat nevyhoduv.

METANOL | @ ® | 3D TKANOVY

Hz\u—/ NOSI
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ZVLAKNOVANI

i:a
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ELEKTRICKE Sy i ,

/ NaBH,
T CAsTICE
. LYOFILIZACE
g [ ﬂ/ - @ DESTILOVANA VODA FORMOVANI PLYNEM
3D TKANOVY
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STRUKTURA BIOKOMPATIBILITA /

Obr. 5 — Schématické zndzorneni postupu tvorby tkanového nosice do pozadovaného tvaru. Zakladem je
vytvoreni 3D formy pomoci 3D tisku. 2D tkarnovy nosic je viozen do vytvorené formy a pomoci mikrobublin
formovanych v materialu je zvetSovan jeho objem az do pozadovaného tvaru. Tvar je dan vnitinim tvarem
formy. Obrazek prevzat [34].

16



Druhy princip je fyzikalni. V tomto ptipad¢ se materidl umisti pod tlakem do naddoby s plynem, naptiklad
oxidem uhli¢itym, kde stlaceny zkapalnény plyn nasyti prostiedi tkanového nosice, ale i samotny material.
Pti zméné tlaku dojde k expanzi plynu a ten nejenom Ze vytvari pory uvniti vldken, ale 1 rozsifuje samotny
material a vytvaii 3D strukturu [35]. Pravé tento zpusob syceni stlacenym plynem do hmoty vldkna, ale
1 do prostoru mezy vlakny, umoziuje vyrobou 3D vldkenné struktury za soucasného zvySovani porozity
vldkna ve hmoté. Toto je zpUsob, jak vyrazné zvysit nejenom specificky mérny povrch, ale i zvySeni
porozity povrchu vldkna. Porozita vlaken, ptipadné jejich povrchu, se ukazuje jako vyhodna vlastnost
v tkdnlovém inzenyrstvi a to z divodu lepsi bunécné adheze a nésledné proliferace a migrace. Existuje
1 varianta, kdy je elektrospining provadén piimo v tlakové komote s oxidem uhli¢itym, ¢imz se efekt
poréznich vlaken zesili [36]. Tato varianta je technologicky naro¢na a je tfeba specialni vysokotlaké
zvlaknovaci komory. V této komote dochazi k tvorb¢ vlakennych materiali, které mohou byt dle parametrti
procesu duté, s vnitinimi péry nebo také s modifikovanym strukturovanym povrchem (Obr. 6). Princip
vysokotlakého elektrospinningového zatizeni je zobrazen na obrazku (Obr. 7), toto zafizeni je sestrojeno
pro tlak do 100 bart.

Obr. 6 — Obrazek mikroporéznich viaken vytvorenych ve vysokotlakém elektropiningovém zarizeni v CO;
atmosfére. Na obrazku vpravo je videt porézni struktura a vlevo je videt modifikovany strukturovany

povrch. Obrazek prevzat [36] .
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Obr. 7 — Schéma zarizeni pro vysokotlaké elektrospinningové zvlaknovani v CO: atmosfére. Pismeno
V znaci na obrazku zdroj vysokého napéti, W znaci safirové sklo, P znaci tlakomery, T je teplotni cidlo, S je
zdroj polymerniho materidalu. Obrazek prevzat [36].
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2.1.5 Metody vyroby 3D materialu na principu ultrasonického rozvolnéni

Druhou metodou vyroby objemnych vladkennych struktur pomoci post-procesingu elektrospiningovych
vrstev je formovani ultrazvukem. Tato metoda mechanicky oddé€luje vldkna v plandrnim vladkenném
materidlu tim, Ze na material piisobi ultrazvukem, ktery je definovan vySkou amplitudy, intenzitou a Casem.
Tato metoda ultrasonifikace je velmi u¢inna pro rovhomérné zvySeni velikosti port a tedy i porozity
u vlakennych materidlti vyrobenych elektrospiningem a tyto 3D objemné materialy se ukazuji jako vhodné
pro tkanové inZenyrstvi [37]. Experimenty s plandrnim vzorkem PLLA vyrobenym klasickou
elektrospiningovou metodou ukazuji, Zze materidl je po ultrasonifikaci objemnéjsi (Obr. 8b), rozdily
ve velikosti pora jsou patrné ze snimktt SEM (Obr. 8c). Experimenty s buiikami in-vitro potvrdily, ze
zvySenim porozity touto metodou bunkdm umozni migrovat do objemu materidlu a proliferovat tedy
v celém objemu materialu. Osidleni celého materidlu tkanového nosice je stézejni vlastnosti, praveé zvyseni
velikosti porti materidlu sonifikaci se ukazalo jako funkéni feSeni. Tvar a tloustka materidlu je vSak u této
metody stale limitujici. Tloustka vrstvy vychdzi ztloustky primarni planarni vrstvy a limitu stupné
rozvolnéni. Vzhledem k tomu, Ze standartni proces tvorby planarnich vrstev neprodukuje velké tloustky
(v ose z) nelze tuto danou tloustku rozvolnit ultrasonifikaci na rozmeéry srovnatelné s Sitkou a délkou
materialu (osa x a y). Jako ptiklad je uvadéno, ze ptivodni materidl mél 515 um a po procesu ultrasonifikace
byla jeho tloustka 1171 pum. Proces ultrasonifikace probihd vzdy v kapaliné, coz je nosné médium
ultrazvuku. V piipad¢ pouziti PLLA byl v experimentu pouzit alginat sodny, ktery je pro PLLA zaroven
sitovacim ¢inidlem a zajisti rozméerovou stabilitu vytvofené¢ho materialu. Pro zlepSeni bunécné adheze byl
do lazn¢ ptidan RGD (arginin-glycin-aspartova kyselina), coz je soucast peptidl a proteinti. RGD vytvoii
v materialu vazna mista pro usnadnéni piichyceni bunék pti proliferaci a migraci.
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Obr. 8 — Série obrazku, jenz popisuji metodu vyroby materialii pomoci ultrasonifikace. a) znazorneni
principu ultrasinikace, zvySeni porozity a objemu vidkenné struktury pomoci pisobeni ultrazvuku
na vlakenny material. b) Fotografie planarniho vzorku pred piisobenim ultrazvuku a po puisobeni, zde je
patrné zvySeni objemu vzorku. ¢c) SEM snimky struktury pred a po pusobent ultrazvuku, ve spodni casti je
bocni pohled na vysku materialu. d) Grafické znazornéni viivu pusobeni casu ultrasonifikace na zvyseni
vysledné porozity. d) Grafické znazorneni viivu délky piisobeni ultrasonifikace na porozitu materialu.
f) Snimek z fluorescencniho mikroskopu, ukazujici, Ze neporézni plandarni material pred ultrasonifikaci neni
vhodny pro migraci bunek do materialu (modra barva), ty ziistavaji na povrchu, druhy snimek materialu
po piisobeni ultrazvuku ukazuje migrované bunky v objemu materialu. Obrazek prevzat [38].
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Dalsi autofi uvadéji, Ze sonifikaci se zvysi velikost poru az 1,9 nésobné [38]. Ultrasonifikace se obecné
povazuje za snadny post proces, pii némz dochazi k dosazeni zlepSeni vlastnosti materidlu pro tkanové
inzenyrstvi, tedy zejména 3D objemnost a velikost porti. Procesu ultrasonifikace, jako dalSiho procesniho
kroku, je také Casto vyuzivano k dal$i modifikaci nebo utilizaci [39, 40]. Velkou vyhodou tohoto post
procesu pomoci ultrazvuku je jeho relativni jednoduchost a snadna dostupnost technologie ultrazvuku.
Navic jako post proces jde kombinovat s riznymi metodami vyroby vladkennych vrstev, ale i jinymi
dodate¢nymi procesy upravy.

2.1.6 Metody vyroby 3D materialu pomoci kratko-vlakennych matric

Tieti metoda je zaloZena na post procesnim zpracovani elektrospinningovych vrstev na kratko-vlakenny
materidl a jeho dal$i formovani do vhodného vldkenného ttvaru s pozadovanymi vlastnostmi pro tkanovy
nosi¢ (Wlectrospinning with post-procesing short fiber assembly). Princip metody je znazornén na obrazku
(Obr. 9). Ptikladem postupu tvorby takového materidlu je vytvofeni vldkenné vrstvy pomoci
elektrospinningu, jeji nasledné nasekani na malé kousky. Druhym krokem je zajiS§téni homogenni disperze
vldken pomoci ultrazvuku. Poslednim krokem je pfiprava materidlu pomoci feeze-drying technologie
a sesitovani [41]. Je uvadéno, ze zpusob sesitovani je velmi dulezity a znacné ovliviiuje vysledné
mechanické a biologické vlastnosti vytvoreného tkanového nosice. Piikladem jsou sekana vldkna PLLA
nebo PLLA/PLA, ktera jsou po lyofilizaci a ultrazvukové dispergaci termicky sesitovana. Takto vytvoteny
tkanovy nosi¢ vykazoval dobré mechanické vlastnosti, jako napiiklad tvarovou stalost, stlacitelnost. Testy
ukazaly také dobrou biokompatibilitu, buiikky v materialu proliferovaly a migrovaly. Porozita tohoto
materialu je uvadéna 99 % [42]. Pti chemickém sesitovani je zpravidla tfeba vymyvat zbytky chemického
¢inidla pro snizeni cytotoxicity [41]. I v této metodé vyroby 3D objemnych materidla se da vyuzit
kombinace biopolymera a syntetickych polymerti pro zlepSeni biokompatibility vysledného tkanového
nosice. Kombinace Zelatina/PLLA, ktera byla termicky sesitovana, vykazovala dobré vlastnosti pii vyuZziti
jako tkanového nosice pro chrupavkové tkané [43]. Pro zvySeni biokompatibility byl tkanovy nosi¢ béhem
procesu modifikovan kyselinou hyaluronovou. Béhem fazi vyroby materialii touto metodou lze dale
materidly tcelové modifikovat. Tuto metodu lze aplikovat i na biopolymery, bylo testovdno aplikovani
na decelurizovany chrupavkovy extracelularni matrix (DCM). Vyhodou DCM je obsah mnoha zakladnich
latek z ECM, vcetn¢ téch bioaktivnich. Takto vyrobeny tkanovy nosi¢ poskytuje buitkdm velmi podobné
prostfedi jako je origindlni ECM chrupavky a buniky vnosi¢i vykazuji dobrou chondrifikaci
a chrupavkovou regeneraci [44, 45]. Touto metodou vytvofené materidly z PLLA/nHA/Zelatina nebo Si02-
CaO (bioaktivni sklo) vykazovaly dobré vlastnosti pii uplatnéni jako kostni ndhrada [46, 47].
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Obr. 9 — Princip metody kratko-viakennych matric (Ectrospinning with post-procesing short fiber
assembly), kdy je nanovlakenny material vytvoren klasickym elektrospinningem a nasekdan na kratke
vidkenné utvary. Ultrazvukem je tato nasekana smeés homogenizovdana a pomoci lyofilizace zformovana
do pozadovaného tvaru. Poslednim krokem metody je sesitovani vidkenného utvaru pro stabilizaci
a dosazeni pozadovanych mechanickych viastnosti. Obrdzek prevzat [43].
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2.1.7 Metody vyroby 3D materialu na principu aditivniho tisku

Ctvrtou metodou je aditivni tisk tkaiového nosice. Zde se miize jednat o piimy tisk materialu s naslednou
funk¢ni upravou nebo o elektrospinning s post-procesingem zalozenym na aditivnim 3D tisku. Velmi
roz$ifenym zpisobem 3D tisku je metoda zaloZend na extruzi polymerniho materialu — Fused Deposition
Modeling (FDM) [48]. Jsou i jiné metody 3D tisku, napiiklad metoda Inkjet zalozené na piezoelektrickém
vytlatovani tekutého materialu, Stereolitografie (SLA), kdy se tiskne z kapalného monomeru, ktery
je svételnym paprskem polymerizovan v pozadovanych vrstvach, az do vytvofeni zadaného tvaru.
Selektivni Laserova Spékaci metoda (SLS), pfi které laser spéké navrstveny prasek. Metody 3D tisku jsou
v soucasné dob¢ intenzivné rozvijeny a experimentuje se i s jejich vyuzitim v biomediciné [49]. Aditivni
tisk extruzivnim metodou je masivné rozsifend metoda vyroby polymernich dilii v technické praxi, ale je
1 obecné velmi popularni metodou na domaci takzvané hobby pouziti. Kvalita takovychto 3D tiskaren
a materidll pro tisk stoupd, zatimco je tato technologie cenové mnohem vice dostupné velkym masam lidi.
Aditivni zptusob vyroby nachédzi své uplatnéni snad ve vSech odvétvich mediciny, ale 1 v tkanovém
inzenyrstvi. Aditivni tisk spoc¢iva v klasické extruzi polymeru jednou malou tryskou (zpravidla 0,4 mm, ale
jsou bézné dostupné i 0,1-1mm). Extruze je provadéna z filamentu, coz je polymerni struna, které zajistuje
kontinudlni pfisun materialu. Tryska tiskne do 2D prostoru na osach x a y, po vytisténi jedné vrstvy
(zpravidla 0,15 ¢i 0,2mm), se posouva v ose z k tisku dalsi vrstvy. Takto postupné vytvari na sebe piidané
polymerni vrstvy, které relativné pomalu a relativng presné tvoii cely vyrobek. Je to obdobny princip stroje
a jeho tizeni jako jsou stroje CNC (Computer Numerical Control), tedy obrabéci stroje fizeného pocitacem.
Velkou devizou tohoto principu vyroby je flexibilita produkce. Produkce 3D tisku miize byt kusova,
prototypova ¢i jen experimentalni, nicméné Casto se pouziva pro produkci sériovou, kde jsou naklady
na vyrobu jednoho kusu vyrobku zpravidla vyssi nez napiiklad u klasického vstiikolisovani, ale vyroba je
pro 3D tisk velmi flexibilni a béhem nékolika minut 1ze zacit vyrabét modifikovany, ¢i zcela jiny vyrobek
bez zéasadni a drahé prestavby vyrobni linky. Pfi pouziti 3D tisku v biomedicin€, na vyrobu tkanovych
nosicl, je predpoklad, Ze technologie neni jen pro experimentovani, ale je mozné ji i prakticky nasadit
v komerénim méfitku. Tato technologie aditivniho tisku také umoznuje extruzi Sirokého spektra materiali.
Pro metody SLS jsou jiz k dispozici komeréni materidly certifikované pro zdravotnictvi. Pro metodu FDM
jsou k dispozici také certifikované materadly, v€etné materialti certifikovanych pro styk s potravinami.
Metoda FDM ma mnoho vyhod, je relativné jednoducha a ekonomické. Vyrobeny materiadl mize byt vysoce
porézni a vyrobeny na miru pozadavkiim. Mnoho vytisténych struktur vykazuje 1 dobré biokompatibilni
vlastnosti [49, 50]. Dilezité je zejména, ze morfologie je presné definovana a fizena pii vyrobé, lze
kombinovat vice vnitinich struktur. Obecné se vSak optimalni velikost péru uvadi fadové mensi nez
je velkost poru, ktery technologie 3D tisku bézné produkuje [51], respektive vhodné velikosti pora se
pohybuji na spodni hranici soucasnych 3D tiskovych moznosti napiiklad metody SLS [52]. Pokud je
velikost poru pfili§ velkd, materidl nedosahuje optimalnich vysledkii. Paklize jsou bunky v poméru
k velikosti péru mal¢ a jejich adheze a migrace neni optimalni, buniky adheruji pouze na povrch vladkna a
nemohou byt najednou uchyceny na vice segmentech (povrsich) [53]. Praxe ukazuje, ze pro spravnou
bunécnou proliferaci buniky preferuji vicerozmérny podklad. 3D tisk ma také omezené moznosti ve volbé
materialu, a to zejména u metody 3D tisku SLA. Zajimavym feSenim je kombuinace 3D tisku a elektricky
zvlaknénych vrstev. CimZ se odstrani problémy s piili§ velkymi pory.
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Obr. 10 — Znazornéni principu vyroby materialu pomoci kombinace 3D tisku a elektrospinningu. Zde jsou
vtvoreny dva materidaly s rozdilnou elektrospinningovou vrstvou. 1. material s vysokou hustotou
nanovlaken (High density) a malymi pory, 2. material byl vytvoren s nizsi hustotou mikrovlaken a vétsimi
pory (Low density). Obrazek prevzat [54].

Pti kombinaci metody 3D tisku (Obr. 10) a elektrospinningu se zkombinuji dvé odlisné morfologické
struktury. Jedna poskytuje mechanickou a tvarovou podporu pfi moznosti presn¢ definovat tvar a strukturu,
druha zajisti vysokou porozitu s mensimi pory vladkenného materialu, nez poskytuje 3D tisk. Princip spoc¢iva
v kombinaci vrstev obou technologii, tedy 3D vytisténa vrstva se pokryje vrstvou produkovanou
elektrospiningem, pfida se vrstva 3D tisku a pokryje se opét elektrospiningem vytvotenou vrstvou. Tento
proces se opakuje az do dosazeni pozadovaného tvaru a velikosti. Takto byl vytvoien naptiklad tkanovy
nosi¢ PLLA/Zelatina [54]. Stejny postup s testovanim in-vivo byl zvolen pro material s PLLA 3D vytiSténou
¢tvercovou matrici, na kterou byla elektrospiningem nanesena PCL netkand nanovlakenna sit. Postup
kombinace 3D tisku a elektrospiningu byl opakované provadén pro ziskani 3D materialu tkanového nosice
[55]. Pfedmétem testovani in-vivo byly stejné struktury, liSici se pouze elektrospiningovou vrstvou. Prvni
material byl s jemnymi sub mikronovymi vldkny s primérnou velikosti péru 3.44 um a primérnou
porozitou 83%. Druhy s material byl s mikronovymi vlakny, primérné velikost poru byla 10.5 um, porozita
91%. Snimky SEM vytvotfenych materiall jsou na obrazku (Obr. 11), v horni fad¢ je kombinace 3D tisku
amikro vldkennych elektrospiningovych struktur, ve spodni ftad¢ je 3D tisk zkombinovany
s nanovlédkennou vrstvou, kterd ma mensi velikost port.
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Obr. 11 — Snimky SEM struktury dvou materialii vytvorenych pomoci kombinace 3D tisku a wet
elektrospinningu. a) Snimek struktury elektrospinningové vrstvy, nahore mikrovlakenné struktura s vétsimi
pory, dole je nanovidkenna struktura s mensimi pory. B) Snimek kombinace 3D tisku a elektrospinningu,
3D-M-EF oznacuje mikroviakenny vzorek, 3D-N-EF oznacuje nanovlakenny vzorek s menSimi pory.
Napravo je videt rez materidalem v ose z. Obrdzek prevzat [54].

Pti experimentech se ukazalo, Ze oba materialy jsou vhodné jako tkanovy nosi¢ pro nahrazeni kostni tkan¢.
Experimenty in-vivo prokazaly, Ze pti pouziti tkanovych nosict pro 1é¢bu calvarnich defekti (krysi lebe¢ni
kosti) materidl umoznuje zaceleni defektu a u mikrostrukturni varianty s vétSimi pory doslo po Ctyfech
tydnech k témét kompletnimu zaceleni a po osmi tydnech k Giplnému zaceleni defektu (Obr. 12).

Zajimavou kombinaci 3D tisku a elektrospinningu je piiprava polymerni smési, ktera se sklada z kyseliny
hyaluronové/PEO a piidavkem nasekané elektrostaticky zvlaknéné smési vldken Zelatina/PLGA. Tato smés
byla nésledné zpracovana do formy 3D tiskdrnou zpracovatelné formy a nasledné vytisSténa na 3D tiskarné
technologii Inkjet [56]. U této metody autofi popisuji, Ze pfi testovani in-vivo vykazuje tkdnovy nosi¢ dobré
mechanické vlastnosti a schopnost regenerace poskozené kostni tkané.
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Obr. 12 — Snimky, porizené pomoci mikro-CT zobrazujici oblast implantovaného tkanoveho nosice
vyrobeného kombinaci 3D tisku a elektrospinningu. Nosic¢ je implantovan do oblasti krysi lebecni kosti
na zaceleni kalvarniho defektu. Prvni snimek (Control) je kontrolni vzorek bez tkanového nosice, zde
Jje videt, ze defekt se nehoji. Druhy snimek (3D) je defekt s nasazenym tkanovym nosicem vyrobenym pouze
pomoci 3D tisku. Treti je snimek (3D-M-EF) materialu s mikrovidkny a vétsimi pory, ktery ukazuje, Ze jiz
v 4. tydnu byl defekt téemer zhojen, za 8 tydnu pak byl defekt zhojen kompletné. Posledni snimek (3D-N-EF)
ukazuje stejny typ nosice, ale s nanovlakennou vrstvou a mensimi pory. Zde je ve 3. tydnu patrné, Ze hojent
neni tak rychlé jako u mikrovidkenné varianty, v 8. tydnu nenti defekt zcela zhojen. Obradzek prevzat [54].

2.2 Metody vyroby 3D materialu na principu zvlakinovani do kapaliny

vvvvvv

elektrospinning, neboli elektrické zvliknovani do kapaliny. Tato metoda umoznuje vyrobu,
pro elektrospinning klasickych, vlakennych struktur, ale s vétSi porozitou, vétSimi péry a 3D objemnou
strukturou [57—65]. Prave tyto tfi parametry jsou pro tkanové nosic¢e velmi dtlezité. 3D objemna struktura
umoznuje pouziti nosic¢e pro nahrazeni objemnych tkani, coz je u jinych metod vyroby tkanovych nosict
velka limitace. Velikost port a porozita je u téchto materialti vyssi nez u klasickym elektrospinningovych
materidlti. Tyto parametry, zejména velikost poru, jsou velmi dulezitymi pro bunéénou migraci
a proliferaci. Cinitel ovliviiujici tvar vysledného materidlu je pravé kapalna lazeii, kterA umoznuje
formovani vzorku v prostoru kapaliny. Wet elektrospinning také pti formovéni vldken svym principem
umoznuje vyuziti principu koagulace, kdy se vldkno v kapaliné¢ formuje naptiiklad rychlym piesunem
rozpoustédla do 1azné, chladnutim, ¢i jinym ptsobenim kapaliny kolektoru. Pii Wet elektrospinningu
rozliSujeme zvladknovani na hladinu a nebo do objemu kapaliny (Obr. 13).

Zvlaknovani na hladinu kapaliny (Obr. 13 b) umoznuje vytvaret vldkennou membranu (planarni) nebo
pti kontinudlnim odvodu naptiklad linedrni vlakenny utvar (Obr. 13 c¢). Kapalina mize v tomto piipade
slouzit jako kolektor a zaroven médium umoziujici kontinudlni odvod vytvofeného materidlu [66].
Pii zvlaknovani do objemu kapaliny 1ze vytvofit 3D objemny material (Obr. 13 d). Proces tvorby spociva
v ukladani vldken na hladinu, kde se okamzité smaci a noii do kapaliny. Tento proces je kontinudlni, takze
noveé dopadla vlakna jsou v kontaktu s ostatnimi, jiz smocenymi vldkny, a utvaii kompaktni celek.
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Obr. 13 — Principialni zobrazeni ruznych druhu konfigurace elektrickeho zvilaknovani (elektrospinningu).
Zdroj stejnosmerného (DC) vysokého napeéti je pripojen kjehle kladnym polem a kolektor je naopak
uzemnen negativnim polem. Zdroj polymeru je napriklad injekcni strikacka s jehlou jako tryskou.
a) Klasicky elektrospinning zvlaknujici na pevny uzemneény kolektor, takto vznikaji ploché (plandrni)
vidkenné struktury. b) Wet elektrospinning, kdy kapalina slouzi jako kolektor a vidkna se zachytavaji
na hladiné kapaliny. Tento princip vytvari také planarni vzorky. d) Wet elektrospinning, kde je plandrni
vidkenna struktura kontinualné odvadéna a formovana do linearniho utvaru. Kontinualni odvod lze
provadet i v pripadeé noreni do objemu kapaliny. d) Wet varianta, kdy se viakna nori do objemu kapaliny,
kde se formuji do objemného 3D materialu. Obrazek prevzat [22].

Vyznamnou publikaci popisujici proces vyroby objemnych tkanovych nosict (scaffoldi) pomoci
technologie wet electrospinningu je prace Yokoyamy z roku 2009 [64]. Tato prace poskytuje detailni ndhled
na proces vyroby téchto nosnych struktur technologii wet electrospinningu. V této praci je feSen proces
tvorby 3D objemné vrstvy do kapaliny (terc-Butilalkohol). Autor zde netesi dalsi aplikace nebo post-
procesing, takto vyrobené materidly mohou dosahovat porozity témeét 97%. Védecké publikace a ¢lanky
na toto téma se v soucasné dob¢ vétSinou zaméiuji na pouziti téchto objemnych materiali jako tkanového
nosice a tyto materialy jsou intenzivné testovany na cytotoxicitu a buné¢nou viabilitu ¢i pfimo na in-vitro
nebo in-vivo testovani. Wet elektrospinning je v poslednich letech velmi populdrnim tématem vyzkumii.
O jeho vyjimecnosti svédci statistika publikaci praci na téma Wet elektrospinningu, pfi¢emz publikace
zabyvajici se Wet variantou elektrospinningu od roku 2021 vyrazné rostou, a v soucasnosti si zachovava;ji
ustaleny trend nad hodnotou 5 000 publikaci ro¢né, viz obrazek (Obr. 14).
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Obr. 14 — Graf ukazujici trend v publikaci na téma Wet elektrospinning, z obrazku je patrny znacny rust
v kontextu 20. let. Maximalni kulminace v roce 2021 a se setrvalym trendem v letech 2022 a 2023. Data

grafii jsou z 4.3.2024. Graf vytvoren ve webové aplikaci Web of Science™.

Wet proces vyroby mé vedle moznosti tvorby prostorové objemnych, vysoce poréznich materalt také
vyhodu v moznosti modifikace béhem wet faze, kde maze kapalina slouzit nejen jako koagula¢ni médium,
ale i médium pro dal$i funkcionalizaci ¢i upraveni vlastnosti vyslednych vldken nebo vlakenné struktury.
Upravou v kolektorové kapalind mtize byt modifikace dopovanim, povrstvenim nebo sitovanim. Vyhoda
je to, ze tento krok procesingu je spojen se samotnym procesem vyroby a neni tteba dalsi dodate¢né kroky
Vv procesu vyroby.

Velmi jednoduché nastaveni experimentu je napiiklad zvldknéni PCL do ethanolové lazné s piidavkem
NaOH a dopaminu, vysledkem je 3D struktura materialu [67]. Tento experiment ukdzal, ze je mozné vyrobit
3D strukturu, a tim zajistit zvySenou porozitu i velikost porii. Samotné vldkno bylo stocené ve struktuie
materidlu do stuzek. Material byl nasledné testovan in-vitro pomoci lidskych mezenchymalnich kmenovych
bun¢k (hMSC), kde ukazal dobrou biokompatibilitu. Pouzit¢ hMSC se uspésné diferenciovaly na bunky
fibroblastniho typu. Zajimavym poc¢inem je testovani vlivu hydrodynamického parametru v procesu noteni
do kolektoru, kdy byly riznym hodnotami pfitoku ethanolu do 14zn€ ovliviiovany parametry vysledného
vldkenného materidlu. Timto zplisobem byla ovliviiovana vyska a Sitka vysledného 3D vldkenného
materidlu [68]. Zvlaknovan byl v tomto ptipadé¢ PCL do ethanolu. V pribéhu vldknéni byl do nadoby
kolektoru ptivadén dalsi ethanol a tim zvySovana vyska hladiny kolektoru. Vysledky experimentd popisuji
zavislost navySovani objemu kolektoru k rozméru vytvareného tkadnového nosice. Tvar, respektive prumér,
vysledného materdlu je také ovlivnén rychlosti davkovani polymerniho roztoku do trysky. Témito
parametry procesu lze tedy regulovat rozmér vytvaren¢ho materalu, jak pramér, tak vySku. Pokud bude
konstantni pritok polymeru tryskou, se s zménou priméru/vysky materidlu v kolektoru se bude meénit
i hodnota porozity. Vysledek pribézné zmény hydrodynamického parametru — ptitoku ethanolu
do kolektoru lze vidét na obrazku (Obr. 15). Obrazek znazoriiuje zmeénu velikosti materialu v Case, zespodu
je patrné, Zze za 10 minut vldknéni a rychlosti pfitoku ethanolu 5 ml/min je materidl s nejvetsi Sitkou
(primérem podstavy), pfi mensim ¢asu vlaknéni a vét§im pfitoku ethanolu je primér podstavy mensi, ale
zato rychleji roste material o ose z — do vySky. Tento ¢lanek popisuje vztah vysky hladiny kapaliny a proces
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tvorby 3D materidlu a vyslednou porozitu (Obr. 16). Pii nizké hladin¢ kapaliny je proces tvorby materialu
vice homogenni a vladkni se do jednoho mista, pro dosazeni 3D objemu je vSak nutné vysku hladiny
zvysSovat, ¢ehoz je dosazeno kontinudlnim pfivodem kapaliny kolektoru.

side view
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10 mi/min
(Smin)
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Obr. 15 — Obrazek materialu vytvoreného pomoci wet elektrospinningové metody s modifikaci procesu
pomoci hydrodynamického principu. Pripoustenim ethanolu se v prubéhu viaknéni menila vyska, i Sirka
materidalu. Obrazek prevzat [68].
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Obr. 16 — Metoda vyroby tkanového nosice ma své parametrické zavislosti. a) Graf zavislosti vysky vrstvy
a pritoku ethanolu na porozitu. B) Graf zobrazujici vliv pruméru materialu (podstavy) a vzdalenosti trysky
od hladiny na porozitu. Obrazek prevzat [68].

Také ve wet varianté elektrospiningu existuje snaha o kombinaci s 3D aditivnim tiskem [69]. Implementace
3D tisku je motivovana zlepSenim mechanickych vlastnosti. Vldkenna vrstva ma poskytnout vhodny ECM
imitujici prostor, ktery svou porozitou, velkymi a propojenymi pory umoznuje buitkdm proliferaci a migraci
do materidlu. Postup vyroby tohoto tkanového nosice zacina vyrobou 3D aditivné vytiSténych matric. Jako
material pro tisk byl pouzit PCL. Oproti béZnym komer¢nim tiskarndm byl PCL taven piimo z praskové
formy a extrudovan tryskou 250 um na 3-osém robotickém extrudéru. Matrice byly vytvofeny jako plochy
soubor linearnich rovnomérnych valcovitych vlaken, prekrytych pfi¢né druhou vrstvou stejného typu.
Vznikla tak matrice slozend z 250 um PCL vldken tvoficich ¢tvercové pory. Principem vyroby je vice
stupnovy proces, kdy se 1. matrice v kapalin¢ pokryje elektrospiningovou vrstvou PCL/alginat. Timto
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postupem se postupné vytvoii vrstva objemného vlakenného materidlu. Kombinace matrice a vlakenné
vrstvy se opét piekryje novou matrici a proces wet elektrospinningu se opakuje. Vznika tak sendvi¢ova
struktura, opakujici se kombinaci 3D tisténé PCL matrice a do kapaliny elektricky zvlaknéné vrstvy. Pro
zvySeni porozity a zajiSténi latkové vymény a prostorového osazeni bunikami, byl vytvofeny sendvic
hluboce zmrazen, lyofilizovan a do materidlu byly ve zamrazeném stavu vylisovany 800 um velké otvory.
Popsany postup je znazornén na obrazku (Obr. 51). Pro bunééné testovani byl materidl osazen
preosteoblastnimi buitkami (MC3T3-E1) a testovan na bunécnou aktivitu a proliferaci. Dle zavéra ¢lanku
je viabilita a proliferace materidlu vytecna a predpoklada se vhodnost pro tkanové nosice tvrdych tkéni.
Nevyhodou tohoto procesu jeho relativni sloZitost, mnoha stupiiovy proces a nutnost s materidlem casto
mechanicky manipulovat, ¢im se zvySuje riziko defekta.

(a) 3D TISK VYZTUHY (b) ELEKTRICKE ZVAKNOVANI © | l,

ZDROJ VN

Calcium chloride
[10 wt %]

3mm

KOMPLETNiI TKANOVY NOSIC

WRAi;NY' POR yLAKENNA VRSTVA‘F

1mm

Obr. 17 — Popis metody vyroby tkanového nosice kombinujici 3D aditivni tisk a wet elektrické zvlaknovani.
a) Zobrazeni procesu aditivni vyroby PCL matrice, ktera slouzi jako pevny zaklad tkanového nosice.
b) Nastaveni wet elektrospiningu, kdy je v ethanolové lazni matrice pokryta vidkennou vrstvou.
¢) Znazornéni procesu tvorby sendvicove struktury a nasledné fixace se sesitovanim materialu. d) Postup
vyrazeni mikro-otvorii do materialu. e) Snimek vytvoreného tkanového nosice. Obrazek prevzat [69].

Velmi jednoduchy proces vyroby zalozeny na vldknéni PLGA do lazné je popsén v ¢lanku, ktery
se zaméfuje na vyvoj a testovani nosice pro tvorbu kostni tkan€. Nastaveni procesu je velmi jednoduché
a velmi podobné zaméru experimentu této disertacni prace [70]. Jedna se o jednostupniovy proces vyroby
materidlu zvlaknénim do kapalného kolektoru [71]. Polymer je pomoci vysokého napéti vlaknén z jehly
injek¢ni stiikacky do kapalného kolektoru slozeného z ethanolu, princip je zobrazen na obrazku (Obr. 18).
Parametry vysledného materidlu jsou zajimavé pro porovnani s parametry materialu této prace. V tomto
¢lanku se udava vysledny primér vlaken 2,01 um a porozita 99 %. K biologickému testovani byly pouZity
potkani kostni dfefiové buiiky (RBMCs), které prosly in-vitro chondogenezni diferenciaci a poté subkutanni
implantaci in-vivo. Vysledky ukazuji, Ze oproti planarnim vzorkiim dochazi k migraci a proliferaci v celém
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objemu materidlu, véetné¢ diferenciace chondrogenezi na chrupavcitou tkan. V zédvéru autofi popisuji
vyhody oproti jinym vldkennym materidlim (vyrobenym naptiklad ultrasonikaci z plandrni
elektrospinningové struktury) a konstatuji také, ze po osmi tydnech po implantaci in-vivo byla v tkanovém
nosi¢i vytvorena rozsahla kostni tkan.

VY-
(o®(®

b W
(LY

KOSTNi BUNKY

TKANOVY NOSIC
KOSTNi TKAN

(in vivc‘

OSAZENY TKANOVY NOSIC
(in vitro)

Obr. 18 — Zobrazeni nastaveni experimentu, ktery testuje 3D objemny material vyrobeny do kapalného
kolektoru jako tkanového nosice pro kostni nahradu. Obrazek prevzat [71].

Clanek testujici Wet elektrospinningovou strukturu s modifikaci pomoci koagulaéni lazné je zajimavy tim,
ze lazen je zde pouzita promichavana. Popisuje pouziti PLLA a jeho modifikovani pomoci uhli¢itanu
vapenatého dopovanym Siloxanem (Si-PVH) [72]. Pouziti modifikace ma zlepsit biologické vlastnosti
tkdnového nosice. Modifikace spociva v procesu, pii kterém v lazni dojde k pokryti ¢asticemi uhli¢itanu
vapenného. Vapenné a kifemikové ionty jsou schopny stimulovat proliferaci, diferenciaci a mineralizaci
buné¢k formujicich kostni tkan [73—76]. Proces modifikace je proveden v materalu s krokem zvlaknéni,
pfi¢emz ve vlaknech vznikaji nano sférické shluky uhli¢itanu vapenatého se siloxanem. Pfi pouZiti tohoto
tkdnového nosice se uvolnuji do prostredi ionty, které jsou urceny k aktivni stimulaci a ovlivnéni bunécné
aktivity. Tvorba vlakenného materidlu probihd v ldzni za soustavného promichdvéni, které vytvoii
modifikovany vldkenny mix. Vytvofeni takto modifikovaného materidlu, ktery ma ptidané pozitivni
vlastnosti vzhledem k biologickym bunéénym procesim se oznaCuje jako bioaktivni materidl. Tyto
bioaktivni materidly dosahuji vyznamnych vyhod, oproti klasickym materialim, diky podpoie bunécné
aktivity (naptiklad stimulaci pomoci iontll) nebo diky lepSimu uchyceni bun¢k na vaznych mistech vldken.
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Obr. 19 — Principialni uspordadani wet varianty tvorby materialu s promichavanim kapalného kolektoru
behem vidkneéni. Lazen zaroven slouzi jako koagulacni prostiedi pro tvorbu 3D objemné struktury. Samotny
proces s pridanym materidalem zajistuje bioaktivni modifikaci materialu, pri které se do materialu nasadi
uhlicitan vapenaty se siloxanem. Viapenné a kremikové ionty stimuluji proliferaci, diferenciaci
a mineralizaci bunék formujicich kostni tkan. Obrazek prevzat [72].

Zajimavou metodou je také metoda michani 1ldzn€¢ pomoci excentrické rotace [77]. V tomto ¢lanku navic
kombinuji dynamicky wet elektrospinning s testovanim piimého nasazeni bunék. Tamtéz je popisovano,
ze klasickym wet elektrospinningem bez hydrodynamického principu je vysledkem tzv. nano sheet,
naznacujici spiSe plochou strukturu. Pfi excentrické rotaci vznika kulovity tvar vzorku (Obr. 21 b, c). Takto
vytvoreny vzorek s kulovitym tvarem byl osazen buitkami dvéma zplisoby. Prvni zplisob osazeni byl
pipetovani média s buitkami pfimo na vzorek, nebo dynamickym rota¢nim promichavanim v médiu
s buitkami. Tento dynamicky zptisob umoznuje spontanni osazeni bunék do objemu materialu diky
vzajemnému pohybu bunék v médiu a vlakenného porézniho vzorku.

A B

Obr. 20 — Snimky vysledného materialu vytvoreného pomoci Hydrodinamického wet elektrospinningu.
a) Excentricka rotace kolektoru vytvari kulovity tvar tkanového nosice. b) SEM snimek ukazujici viakennou
strukturu materialu, ktera ma tendenci vykazovat vice zatocenych viaken a kulatych porii, nez je v beznych
obdobnych materialech. Obrazek prevzat [77].

Dalsi zpiisob nasazeni, ktery je pfimou soucasti procesu vyroby materidlu, je vlaknéni do hydrodynamickeé

laznég, kterd se je sama o sobé médiem, ve kterém je bunécny materidl. Pii této metod¢ je sice vyssi riziko
zaneseni infekce, a tedy ma zvySenou naroCnost na sterilitu vyrobniho prostiedi, ale zase umoznuje
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prubézné osazeni jiz pii tvorbé materialu, a tedy by mélo dojit k relativné rovnomeérnému osazeni buiikami
v prostoru 3D objemného materidlu (Obr. 21 f). Tento zplisob nasazeni, za predpokladu zvladnuti vylouceni
infekce, zna¢né urychluje a zjednodusuje vyrobu tkanového nosice. Vzorky osazené dynamicky piimo
v kolektoru vykazovaly uniformitu v bunéné hustoté. Nejmensi uniformitu pak vykazovaly vzorky
osazen¢ standardnim nasazenim média pomoci pipetovani média do vzorku.
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Obr. 21 — Popis metody Hydrodynamického wet elektrospinningu s excentrickou rotaci kolektoru.
a) Klasické schéema wet elektrospinningu, pri kterém se vidakni do kapaliny a vysledkem je klasicka wet
vidkenna struktura (autori uvadeji, Ze vlakenny material tvori tzv. nano sheet). b) Obrazek ukazujici tvorbu
kulovitéeho 3D materialu v lazni, ktery je pri viaknéni excentricky rotovan. Takto vytvoreny vzorek miize byt
osazen bunécnym materialem dveéma zpisoby: d) Statickym osazenim nanesenim roztoku s bunkami.
e) Dynamickym nasazenim v bunécném médiu. f) Treti moznosti je zvlakneéni do excentricky rotujici lazné
obsahujici médium s bunecném materidalem. V casti obrazku c) je princip excentrické rotace. Obrazek
prevzat [77].
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Velmi zajimavé jsou vysledky testu proliferace — bunécné aktivity, kdy do sedmého dne vykazovaly
nevyssi aktivitu standardné osazené vzorky, zatimco vzorky osazené ptimo v kolektoru zna¢né zaostavaly,
a to az do 7. dne testovani. Po 7. dni byla aktivita vzorku osazeného pfimo v kolektoru znacné vyssi
a standardné osazeny vzorek mél snizuji se tendence aktivity. Vysledné testovani potvrdilo vyhodnost
metody vyroby objemnych vzorkid pomoci této metody a ukézalo, ze osazeni pfimo pfi procesu vyroby
tkdnového nosi¢e ma velké vyhody, nejenom procesni, ale i z pohledu bunécné proliferace a migrace
do objemu materialu.

Cast4 je také snaha o vytvafeni orientovanych vlakennych struktur pomoci metody wet elektrospinningu.
Zakladni uspotadani takovych snah byva na ponotfeny nebo ¢astecné ponoteny rotujici kolektor [78] nebo
do kapaliny s kontinualnim odvodem a ndvinem materalu [79]. Clanek popisujici vliv uspofadani vldkenné
struktury na chovani potkanich buné€k, je zajimavy zejména protoze ukazuje pouZziti wet elektrospinningu
s kontinudlnim odtahem vytvofené¢ho materidlu, ze kterého po zformovani do linearniho utvaru naviji
morfologicky pozadovany typ materidlu [79]. Tato metoda je zaméfena na tkdnové nosi¢e pro vysoce
smérove¢ uspotradané tkané, jako jsou napiiklad Slachy nebo vazy. Sjednocenost vldken v nosi¢i dava
bunikam tvarovy ramec, jenz formuje jejich strukturu. Takovéto smérovani poté imituje topografii ptivodni
smérove specifické tkané. Vyroba tohoto specifického materialu probihala zvlaknénim PLGA na hladinu
kapaliny standartnim elektrospinningovym procesem. Jako kapalina kolektoru byla pouzita voda, jejiz
povrchové napéti zabranilo nofeni se vlaken do objemu kapaliny. Vytvofeny material byl z hladiny
kapaliny kontinualné¢ navijen, formovan do linedrniho vlakenného svazku a poté navijen na valec (Obr. 22).

JEHLA PRO ELEKTRICKE TEFLONOVY VODICi PRSTENEC
ZVLAKNOVAN(

PLANARNI VLAKENNA STRUKTURA
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| ——————m——

UZEMNENY KAPALNY RIZENE NAVIJENI
KOLEKTOR TVORBA TUBULARNIHO TKANOVEHO NOSICE

Obr. 22 — Obrazek zachycuje princip tvorby smérove usporadanych vidakennych struktur pro pouziti jako
tkanovych nosicu Slach a vazi. Vidkenny material je odebiran z hladiny kapaliny a navijen dle
pozadovaného smeru viaken. Vysledkem je materidl s rizenym ujednocenim vlaken ve strukture tkarnového
nosice. Obrazek prevzat [78].

Dle zpiisobu navijeni mohou byt vysledné struktury jest¢ modifikovany tak, aby byly vSechny vrstvy
paralelni nebo orientovany pod ostrym thlem. Snimky uspofadani vldkennych struktur jsou na obrazku
(Obr. 23). Tato smérovost materidlu je dle autorii klicova pro regeneraci smérové specifickych tkani. Pravé
kontinualnim navijenim je dosazeno moznosti vytvofeni vysSich (3D objemnych) materiali. VSechny
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vzorky, vcetné planérnich kontrolnich vzorkl, byly po vyrobé 45 minut zahifivany na 70°C z davodi
uvolnéni vnitinitho napéti a tvarovou stabilizaci. Tento krok byl z divodu prevence zmény velikosti
materidlu pfi biologickém testovani. Poté byla provedena 72 hodinova lyofilizace. Na zavér bylo
na vzorcich provedeno biologické in-vitro testovani pomoci potkanich periodontalnich pojivovych bunék
(PDL). Testovani metabolické aktivity pomoci Almar Blue testu ukazalo az dvojndsobnou fluorescencni
intenzitu, ktera reprezentuje bunécnou aktivitu. Obdobnych vysledki dosahly materidly pii testovani
pomoci metody kvantifikovani DNA — testu PicoGreen. Uspofadané objemné materialy dosahovaly
az dvojnasobnych hodnot DNA oproti elektrospinningovému nahodn¢ orientovanému planarnimu vzorku.
Prostorové uspotradani bunck taktéz odpovida morfologii materialu. V usporadanych materidlech je tvar
buiiky a jeji orientace ovlivnéna orientaci vlaken. Burika se tedy prizpiisobuje tvaru poru tim, ze néasleduje
vlakno ke kterému se vaze. Takto vytvorené tkanové nosice tedy dokéazi buitkam poskytnout vhodny prostor
pro vytvareni specifickych smérové usporddanych vlaknitych tkani (Obr. 24), a zaroven vykazuji vhodné
prostfedi pro bunécnou proliferaci.

MAKROSKOPICKY MIKROSKOPICKY
POHLED POHLED - SEM

PARALERNI
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Obr. 23 — Snimky smérove orientovanych materidalu vytvorenych v kapalném kolektoru a navinutych
na cylindrickou Sablonu. Snimky jsou fotografovany optickym a SEM mikroskopem. a, b) Paralelni
usporadani vidken. e, f) Krizené usporadani viaken, navin je pod ostrym uhlem. i, j) Nahodné usporadani
vidken, vysledek klasického elektrospinningového procesu. Obrazek prevzat [78].
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Obr. 24 — Snimky z fluorescencniho mikroskopu zachycujici tvary bunék pro ruzné materidaly vytvorené
v kapalném kolektoru. a, b) Buiiky ve smérové orientovanych materidlech, jez poskytuji bunkam moznost
rustu do tvaru viaknitych tkani. c¢) Buiika v izotropnim materialu. d) Kontrolni vzorek. Snimky ukazuji,
Ze orientaci materidlu lze napodobit prostiedi specificky usporadanych tkani, napriklad vidknitych
Slachovych tkani. Obrazek prevzat [78].

Dalsi experimentovani, se snahou o tvorbu vlaknitych tkani, bylo zaméteno na svalové tkané [80]. Blend
PCL/SF (Fibroin z hedvabi)/PANI (Polyanilin) byl vldknén do kapaliny voda/ethanol. Princip vyroby
materialu je op¢t zaloZen na kontinudlnim odvodu materialu z hladiny kapalného kolektoru (voda/ethanol).
Jedna se o variantu wet elektrospinningu, pii kterém se vytvofeny vlakenny material nenoti do objemu
kapaliny, ale zlistdvd na rozhrani kapalina/plyn. V takto ziskaném materidlu jsou vldkna linedrné
uspotradana. Tyto svazky linearné usporadanych struktur jsou umistény paralelné do hydrogelu, ktery ma
za cil simulovat prostiedi ECM. Biologické testovani pomoci C2C12 myoblastnich bun¢k prokazalo tvorbu
dlouhych bunécnych tvari.

Kombinace wet elektrospinningu a koaxidlniho zvldkiovani byla testovdna v experimentu se zamétenim
na vytvareni tkanovych nosici pro chrupavcité tkané [81]. Jako zakladni polymer byl zvolen PCL (Shell)
a jako jadro (Core) byl zvolen hovézi sérovy albumin (BSA). Obecné jsou dva pfistupy k inkorporaci
biomolekul do materialu. Jeden pfistup tvoti tzv. blend, kde jsou biomolekuly promichany do materidlu
a v objemu vlakna se poté objevuji biomolekuly nahodné (Obr. 25 a). Druhy pftistup je pravé inkorporace
a uplné obaleni biomolekul dalsi latkou. Pfi pouziti verze s jddrem dochazi k postupnému a setrvalému
uvoliiovani biomolekul. Nez se za¢nou biomolekuly z materidlu uvoliiovat, jsou pro organizmus ukryty
a snizuje se riziko auto-imunitni reakce (Obr. 25 b).
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Obr. 25 — Princip dvou riznych metod enkapsulace biomolekul do materidlu. a) Blend - busiky jsou
v promichany v objemu materidlu s rovnomernym - nahodnym vyskytem. Biomolekuly mohou byt
i na povrchu viakna a byt v kontaktu s vnéjsim prostredim. b) Inkorporace biomolekul do jadra materidlu,
u této varianty nedochazi k primému kontaktu s vnéjsim prostredim. Experimenty ukazuji Ze pri této
varianté inkorporace dochazi k pozvolnéjsimu a delsimu uvoliiovani inkorporovanych molekul. Obrazek
prevzat [81].
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Zvlaknovani core-shell materialu probiha principalné stejné¢ jako obdobné varianty, ale jehla — tryska
je dvoustupiiova. Druhd mensi tryska je umisténa uvnitt hlavni trysky, tato druha tryska vmichava do stfedu
tvofeného materialu slozku tvofici jadro vysledného vlakna (core materidl). Tato latka nemusi byt polymer,
timto zptisobem je mozna enkapsulace i nepolymernich bioaktivnich latek (Obr. 26). Testovani ukazuje,
ze varianta core-shell ma pozvolnégjsi uvolnovani biomolekul a uvolnéni je rozlozeno do delsiho ¢asového
useku. Testovani prokazalo, Ze material neni cytotoxicky.

ZDROJ VN

VNEJSi TRYSKA

VNITRNI TRYSKA

KOAXIALNT """

TAYLORUV KUZEL

JADRO (CORE)

KAPALINOVY
KOLEKTOR

|
|
VODA + ETHANOL

Obr. 26 — Princip tvorby bikomponentniho vidkna typu jadro-plast do kapaliny. Timto zpiisobem Ize
dosahnout inkorporace bioaktivnich molekul do vidkna takovym zpusobem, aby nebyly v primém kontaktu
s vnejsim prostredim. V tomto pripadeé je roztok BSA zvlaknen ve stredu PCL viakna. PCL tedy uplné
obaluje BSA a nedojde k jeho kontaktu s okolim, bocni Fez je na obrazku (Obr. 25 b). Zvidknénim
do kapaliny Ize vytvorit 3D strukturu, ktera je vhodnd pro objemné tkanové nosice. Obrazek prevzat [81].

Vyuziti kapalného kolektoru k funkcionalizaci materidlu pro antibakterialni ucely bylo testovano pfidanim
butoxidu titanic¢itého k PU roztoku. PU roztok se vlaknil do kyselé vodni 1dzné (kyselinou chlorovodikovou
upravenym pH=4), kde doSlo reakci butoxidu titani¢ité¢ho s kyselinou a vznikly tak nanocastice TiO».
Clanek samotny proces wet spinningu popisuje jen v zékladu, bez vétich podrobnosti. Je zde uvedeno,
ze po opakovaném proplachnuti destilovanou vodou je material vysusen pii 60 stupnich ve vakuové susicce
po dobu 24 hodin. Na vytvofenych materidlech byly provedeny testy antibakteridlni aktivity a testy
cytotoxicity. Material s TiO, prokézal antibakteridlni efekt. Podobné testovani antibakteridlni upravy
bylo testovano a popsano pro colagen/PCL vlakna s pfidavkem nanocastic stiibra (AgNP) [82]. Stiibro bylo
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povrchové naneseno v 1dzni, kde bylo dispergovano v ethanolu. Modifikace probéhla pti koagulaci. Testy
prokézaly antibakterialni efekt takto vyroben¢ho materialu.

Velmi zvuénym tématem u elektrického zvlaknovani je pouziti iontovych rozpoustédel — Ionic Liquid (IL).
Tyto latky umoznuji rozpousSténi nékterych jinak obtizné rozpustnych biomolekul (napiiklad celuloza,
chitin [83—-85]). Tato rozpoustédla jsou vétsinou relativné ekologicka. Jejich nevyhodou je nizka volatilita,
odstranéni rozpoustédla je pii pouziti iontovych rozpoustédel soucasnou vyzvou. lontové rozpoustédlo se
pii pokojové teploté jen velmi malo odpatuje ze zvlaknovaného polymeru. Zejména pii pokojové teplote
zlustava v polymeru po dopadu na kolektor stale velké mnozstvi rozpoustédla, coz neni zddouci. Jednim
z funk¢nich feSeni je pouziti wet elektropinningu, ktery zajisti, Ze pti koagulaci v 1azni dojde k vyplaveni
rozpoustédla z formujiciho se materidlu. Iontové rozpoustédlo jde z kolektorové kapaliny teoreticky
recyklovat a op€tovné pouzit, coz snizuje ekologickou, ale i ekonomickou zaté¢z [86]. Piikladem pouziti IL
je zvlaknéni celuldézy in-sutu a jeji modifikace pomoci hydroxidu hofecnatého — Mg(OH),. Celuloza
rozpusténa v IL je zvlaknéna do kolektoru, kde dojde k odstranéni iontového rozpoustédla z polymeru.
Zaroven je z kolektorové kapaliny polymer modifikovan nanoc¢asticemi Mg(OH),. Touto in-situ modifikaci
ziskava celul6zovy material nehotlavou upravu [87]. Pii takovéto modifikaci jsou nanocastice na povrchu
materialu, kde zajistuji nehotlavou upravu, oproti varianté, kdy by byly pfidany jiz do polymeru, v takovém
piipadé by vétSina nanocastic neplnila funkci nehotlavé apravy. V jednom procesu zde byl ziskan material
z IL a zaroven tento materal ziskal nehoflavou upravu.

V roce 2022 byl publikovan ¢lanek jez mluvi o wet elektrospinningu v magnetickém poli [88], celkové
nastaveni experimentu je zamétené na produkci vhodnych materialt pro tkdnové inZenyrstvi. Pouzitym
polymerem byl PCL s vepfovou zelatinou typu A. Magnetické vlastnosti polymerniho roztoku byly
zajiStény tzv. SPIONs — nanocasticemi super magnetickych oxidd Zeleza (superparamagnetic iron oxide
nanoparticles) v tomto ptipad¢ oxid zeleznato-zelezity (Fe3Os). Vysledné vldkenné materidly jsou 3D
objemné. Vytvorené materialy jsou zdrovenn magnetické, obsahuji oxidy zeleza, coz dle ¢lanku nezvysuje
cytotoxicitu. Autofi tvrdi, ze magnetickym polem mohou ovlivnit porozitu, velikost péru a mikro
morfologii vlakenného materidlu. Dle biologického testovani neni material cytotoxicky a je vhodny
pro tkanové inzenyrstvi jako nahrada naptiklad nervovych tkani. Princip vyroby a testovani je graficky
znazornén na obrazku (Obr. 27).

\ PCL

S ZELATINOVYM ROZTOKEM

SPIONs

ELEKTRICKE ZVLAKNOVAN{
V MAGNETICKEM POLY

NASAZENI BUNEK ' LYOFILIZACE

Obr. 27 — Obrazek znazornujici tvorbu vidkenného magnetického tkanového nosice v magnetickém poli
a zvlakneného do kapalného kolektoru. Roztok PCL s zelatinou typu A je smichdan s magnetickymi
nanocasticemi (SPIONs) a zvlaknén v magnetickém poli do kapaliny. Obrazek prevzat [88].
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Variantou wet elektrospinningu je i vlaknéni do gelu, ktery lze posléze aktivovat a ziskat kompozitni
material. Pfikladem je vytvofeni polymeru keramického materialu, jenz je slozen z polymernich vldken
a keramické matrice [89]. Vysledny material je dle autor podobny ECM a vysoce porézni, keramicka
matrice mu dodava stabilitu. Zvlaknén byl PEO (Polyetylenoxid) do tekutého gelu vytvotfeného z oxidu
kifemicitého a hydroxidu draselné¢ho, béhem vldknéni byl gel promichavan. Aktivace gelu byla provedena
pomoci metakaolinu.

Wet elektrospinningové produktry nejsou jenom potenciondlnimi materidly pro tkanové inzenyrstvi.
Tkéanové inzenyrstvi je sice obsahlou a intenzivné studovanou oblasti, ale casto je zkoumano i technické
vyuziti téchto materali. Vyzkumem bylo prokdzano, Ze je mozné vyrobit piezoelektricky vlakenny material
pomoci zvldknéni do kapaliny, kde je material dale aditivné modifikovan [61]. Pfikladem dalSiho
technického vyuziti je tvorba materidlu pomoci koaxidlniho zvldknovani do kapaliny, kdy je lazni posléze
cast materidlu vymyvana a vznikaji vysoce specifickd dutd vldkna pro super-kondenzétory (super
kapacitory). Tento materidl tak slouzi jako vynikajici a odolny separator [90]. Pfehled v reSerzni Casti
uvedenych polymernich roztoki a kolektort véetné jejich slozeni je uveden v tabulce (Tabulka 1).

Obdobou elektrospinningu je takzvany elektrospraying. Je to v principu stejny proces jako elektrické
zvlaknovani, ale nevznikaji pfi ném vldkenné ttvary, vznikaji nano/mikro kapicky. Vysledkem jsou tedy
sférické polymerni ¢astice. Proces je nastaven tak, Ze po vytvoreni trysky nevznikne souvisly proud
polymeru, ze kterého se vypatuje rozpoustédlo a tuhne, ale proud polymeru se vlivem povrchového napéti
rozpada na sférické objekty (kapicky) a ty dale dopadaji na kolektor [91]. Elektrospraying je pro medicinu
také velmi zajimavy, protoze dokaze vytvaret enkapsulované aktivni latky, které mohou slouzit k fizenému
dodavani 1é¢iv, ¢i jinych bioaktivnich latek. Enkapsulace mize slouzit jako ochrana inkorporované latky
z dlivodu ochrany pied vnéj$im prosttedim. Napiiklad mize byt ochranou pfed imunitnim systémem, nebo
jako prostifedek postupného uvoliovani, kdy se potfebna latka uvolnuje postupné a relativné rovhomeérné
po dany Casovy usek. Takto vytvorené Castice mohou byt také inkorporovany do jiného tkanového nosice
a vytvorit tak kombinovany material s aktivni latkou. Taktéz u elektrosprayingu je kapalny kolektor
vyuzivan k zachyceni materidlu, jeho koagulaci nebo dal§i modifikaci [92]. Elektrospreying miize byt
kombinovan s elektrospinningem, vlakenny materidl je tedy kombinovan s ¢asticemi, které plni roli
funkcionalizace materidlu [93]. Tkanovy nosi¢ muze byt modifikovan napiiklad o enkapsulované buiiky
[94], rastové faktory [95], IéCivo €i jinou aktivni latku [96].
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Obr. 28 — a) Obrazek znazornujici princip tvorby bikomponentnich sfér modifikovanych ve hmoté. Tyto
sfery jsou sprejovany do kapalného kolektoru, tedy metodou wet elektrospreyingu. obrazek prevzat [97]. b)
Zndzornéni a popis moznych produktii (sfér-mikrocastic) vytvorenych pomoci elektrospreingu, obrdzek
prevzat [91].

Enkapsulace umoznuje lokalni a fizené uvoliiovani aktivnich latek z materialu, ktery plni naptiklad roli
krytu ran nebo tkanové nahrady. U elektrosprayingu hraje kapalny kolektor diilezitou roli jiz pfi
zachytavani vytvotfenych ¢astic, které se mohou v kapaling rozptylit a udélat roztok. Kapalina zamezi také
nezadoucimu spojovani vytvoienych ¢astic. Do vytvarenych castic lze aktivni latky inkorporovat bud’

36



enkapsulaci (Core-shell) [96] nebo modifikovanim ve hmoté€. Tyto zpiisoby se mohou kombinovat. Popsan
je také zplisob vyroby bikomponentnich mikrosfér, které jsou slozeny ze dvou spojenych materiali
obsahujich aktivni latky [97].

Piikladem funkcionalizace—enkapsulace mikrosfér vytvofenych elektrosprayingem je vytvofeni
enkapsulovaného 1é¢iva, vCetné zivych bunck v alginatovém hydrogelu (Core-Shell) [94]. Enkapsulace
v gelu je vhodna pro pouziti s Zivymi buitkami, hydrogel umozinuje difuzi kysliku a zivin k zapouzdienym
bunkam, zaroven dokaze uvolilovat lécebné proteiny vylucované bunikami. Hydrogel také chrani
inkorporované buiiky pfed interakci s imunitnim systémem. Pokrocilé varianty jsou vytvotreny jesté
v materialu obalu (Shell) a mohou obsahovat dalsi aktivni latky, naptiklad 1é¢iva. Enkapsulace byla v tomto
velmi dulezita, v piipadé, ze by bunky nebyly zapouzdieny, imunitni systém napada celou mikro kapsuly.
V ptipadé vétsiho poctu takovych defektt hrozi spousténi fetézové reakce antigenni imunitni obrany a tim
odmitnuti celé transplantované davky 1é¢iva ¢i tkanového nosice.
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Obr. 29 — Snimky SEM ukazujici inkorporaci bunék v hydrogelu pomoci elektrospreingu do obalu
z algynatu, jedna se tedy o enkapsulaci bunék do jadra neboli tvorbu bikomponentni mikro-sféry. Takzvana
core-shell struktura chrani inkorporované buiiky proti kontaktu s vnéjsim prostredim. Méritko je na vSech
snimcich 200 um. a,b,c) Snamky ukazuji zménu poméru velikosti jadra a obalu zménou davkovacich
rychlosti materiali. d) Ukdzka moznosti dalsi funkcionalizace pridanim léciva do materialu mikro-kapsule.
e) Snimek popisuje strukturu mikro-kapsule, ve které je obal z alginatového gelu, vnitini kapsule (core) je
matrigel s bunécnym materialem. Obrazek prevzat [94].

Zajimavym aspektem wet elektrospinningu, jiz zmiflovanym vyse [79, 80], je jeho schopnost vytvaret

linedrni nano/mikro vlaknité utvary, pfipominajici ptize [7, 65, 78, 98, 99]. Tyto linedrni utvary vznikaji
zvlaknénim na vodni hladinu, pfipadné do objemu kapaliny a jsou ndsledné kontinualn¢ odtahovany
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anavijeny [17, 65, 100]. V piipad¢ tohoto typu procesu lze vytvéiet orientované ¢i semiorientované
vldkenné stuzky, které mohou byt in-situ modifikovany pfed dal$im zpracovanim. VéEtSina materiali
vytvoienych wet elektrospinningem je vSak vyrabéna nekontinudlnim zptisobem.

V nedavné dobé se také zacal objevovat tzv. immersion elektrospinning neboli elektrické zvldknovani
v kapaling¢ [101-103], tedy zvldknéni pfimo v kolektorové kapaliné pomoci vysokého napéti. Jednim
ze zajimavych feseni je naptiklad dvouslozkovy kolektor, pti¢emz se kolektor sklada ze dvou nemisitelnych
kapalin. Zvlakiovaci tryska — jehla je umisténa v blizkosti nebo pfimo na rozhrani téchto dvou kapalin.
Piikladem je vlaknéni CA — acetatu celulozy (Cellulose Acetate) v hexanu jako vlaknicim médiu a vldkna
se po zformovéani ukladaji na rozhrani hexan-voda [103]. Tento zpisob vlaknéni piimo v kapaling 1ze pouzit
1 pro vytvéfeni linedrnich utvart kontinudlnim zptisobem [104].
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Obr. 30 — Immersion spinning neboli elektricke zvlaknovani v kapaliné vytvari vidkna primo v objemu
kapaliny, jehla je tedy primo v kapalném kolektoru. a) Zndazornéni principu tvorby viakenného materidlu
na rozhrani dvou kapalin. b,c) Zndzornéni tvaru rozhrani kapalin, kde vznika material, rozhrani kapalin
Jje formujici cinitel ve tvarovani materialu. d) Vytvoreny viakennym material. e) SEM snimek vidakenné
struktury vytvoreného materialu. Obrazek prevzat [103].

Je tfeba poznamenat, ze u wet elektrospinningu jsou snahy o teoretické zkoumani parametrti ovliviiujicich
nofeni vlaken v tomto oboru spise vyjimkou. VétSina vyzkumnych praci se zamétuje na empiricka testovani
a hodnoceni vlastnosti materiali. Né&které prace se zabyvaji dynamickym plsobenim noficich
se cylindrickych objektti [105]. Nekteré prace také fesi studium rozhrani pii nofeni kulovitych predméta
[106], ptipadné nejen kulovych ale 1 cylindrickych. Zavéry jsou velmi teoretické [107, 108]. Piitom prave
ovladnuti podminek samovolného noteni vzniklych vldken do kapalinového kolektoru je velmi dalezitym
krokem k vytvofeni optimalni vlakenné struktury nejen s ohledem na morfologii, ale i biokompatibilitu.
Dulezité je to predevsim proto, Ze nofeni do kapalného kolektoru umoznuje tvorbu 3D objemnych materiali
a spravn¢ nastaveny proces nemusi pouzivat cytotoxickd smacedla. Naopak v Cistém kapalném kolektoru
lze snaze provadét dalsi modifikace, naptiklad ke zvySeni biokompatibility. Pouzitd kapalina kapalinového
kolektoru je jednim z limitujicich faktora, neni zcela zadouci napomahat procesu nofeni materialu pomoci
tenzidd, jez mivaji cytotoxicky efekt [15, 109], proto je vyhodou pokud je nofeni samovolné nebo piipadné
s mechanickou pomoci [110]. Mechanickou pomoci miize byt tazné ustroji, které produkt kapalinou
odtahuje a tim smaci, ale mize to byt i michaci nebo tfepaci zafizeni. Zndmé jsou zplisoby vytvafeni
linearnich materialti odtahem materialu ve vodnim viru. Jedno ze stézejnych dél zabyvajici se tématem
teorie nofeni objektl do kapaliny bylo dilo autortt Landau — Lifshitz, jenz se tomuto tématu vénovali v roce
1959 [111], dalsi prace je od autora Popova [112]. Tato dila slouzila jako zéklad pro dalsi teoretické dilo
rozvadéjici teorii nofeni [58], tento védecky ¢lanek jiz byl zaméteny na bliz§i poznani problematiky notfeni
vlédken do kapaliny.

38



Tabulka 1 — Prehled vybranych materialu a kolektoru, které jsou popsany jako zprocesovatelné metodou

wet elektrospiningu.

PVA/MAL/l +
50 mg chitosan

Zvlaknovany Kolektor a jeho slozeni Ucel/zamer Vysledek/zavér Zdroj
Polymer experimentu
PCL Pti dynamickém osazeni pfimo
L Tkatovy nosi¢ v kolektoru vykazuje uniformni osazeni [77]
10 hm% DMEM médium buiikami a vyteénou aktivitu i po del§ich
v 4/1 MC/DMF ¢asech 7-14dni
95% ETH , S5Smg/ml Tkéfovy nosic 3D struktura, vlakna stuzkuji, h(MSC se [67]
PCL Dopamin, NaOH, vy diferenciuji, neni cytotoxicky
PCL ETH (In-flow — Tkéfovy nosic ngnqu hladiny vysky k?lektoru. lrze 68]
17 hm% v 20/80 hydrodynamicky kolektor) ovlivnit strukturu a rozmér materialu
MC/DMF yarodynamicRy kolekio
PCL/alginat Tkanovy nosi¢ tvrdych Biologicky vhodny, dobra proliferace a [69]
10 hm% / 5% hm ETH tkani migrace, mnohastupiiovy proces
v 20/80 MC/DMF
PCL/Colagen 1/1 . s Porézni antibakterialni material, ktery
10 hm% v HFIP Ethanol + AgNP Antibakteridlni kryt ran neni cytotoxicky [80]
(1,1,1,3,3,3,-hexafluoro-2-
Propanol)
PCL, Zelatina 7/3 Zménou intenzity magnetického pole se
15 hm% v 9/10bj Ethanol Tkanovy nosic¢ méni porozita a morfologie tkanového [99]
kysel. Octova/ nosice, material vhodny pro TI
kysel. Mravenci
" PCﬂL/SF/PANI | Tkanovy nosi¢ pro dlouhd | Prokdzana dobra biokompatibilita, rast [80]
eXatiOTISOPTOPaNoL, | y/o 4a/Ethanol 8/2 hm svalova vldkna dlouhych bungk
10-kyselina
gaforfonova
PA6 Testovani vlivu Pfidavanim surfaktantu do zvlaknovaného
15 hm% v FA surfaktantu na morfologii | materialu 1ze ovlivnit nékteré parametry [113]
Voda . . PR (g .
PAG6 a vlastnosti materialu se (pramér vlaken, smacivost, velikost
15 hm% v FA/DCM zaméfenim na vyrobu poéru), experiment nebyl zaméfen na
PLGA/TFE 3/1 Tkanovy nosi¢ tvrdych . A Csx
0.12g/ml v ETH tkéni Vytvofena rozsahla kostni tkan [71]
2,2,2-trifluorethanol
PLLA/Si-PVH TFE A o ,
7/3 ETH g(lzi?ov}' nosié tvrdjch Bioaktivni material [72]
6,5 hm%
v chloroformu
PLGA A . “ . o SN
. Tkanovy nosic pro §lachy | Prokazana dobra biokompatibilita, riist
20 hm/obj% Voda nebo vyzy dlouhych bun¢k (79]
v 60/40 Aceton/DMF
PU v r r . .7 r .
15 hm% Voda + kyselina Antibakterialni kryt ran Egﬁz $nd membrdna s antibakteridinimi [114]
Y,DMF chlorovodikova Y
s pfidavkem
tetrabutyl titanate
0,
PVA/MAI/Z? 1%hm TKafovy nosic Prokazani vyhody pfidani chitosanu to [115]
ve vock, Ethanol Y nosie, lepsi biokompatibilita
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PGA 1.-H20 . , e om0
90mg/ml 2.~ 50% Terc-butilalkohol Primyslové pouziti Porozita az 97% [64]
Hexafluorpropan-2-ol | 3. —99% Terc-butilalkohol
PEO Nespecifické materidlové | Vytvoreni kompozitniho materialu se [89]
5 hm% ve vodé Draselny silicagel pouziti jako kompozitu Skalovatelnymi rozméry
PVDF Technické pouziti v Vytvofteni vlakenného separatoru pro [90]
12 hm% v 1/4 Ethanol/voda 5/1 elektronice super kondenzator
Aceton/DMF
0 -
1.3 hm% Poly (3.’ 4 Technické pouziti v Vytvofeni piezoelektrického vlakenného
PVDF ethylenedioxythiophene) clektronice materidlu [61]
10 hm% v DMF poly (styrene sulfonate)
(PEDOT: PSS) ve vodé
Celuléza Voda + Mg(OH), Techn}cke pouziti, Proka.z,am n.lozr}ostl tvo'rby vlaker}neho 87]
oL medicina materialu a in-situ modifikace v lazni
1,55 hm% v IL + Orbitalni tfepacka
Testovéni morfologic pfi Schopnost ovlivnéni morfologie
HAMS Ethanol (100%. 80%.60% | naviheni na WET rotujici | Viakenného materidlu dle rychlosti [78]
12 hm/obj% v DMSO otaceni a stupné zanofeni rotujiciho
s vodou) kolektor Kolektoru

V oblasti elektrického zvldknovani s kapalnym kolektorem (WET ES), stejné tak jako u elektrického
zvlaknovani, je stale mnoho potencidlu pro vyzkum a vyvoj, tak jak dokazuji nartistajici pocty odbornych
textil v tomto oboru viz obrazek (Obr. 14).

2.3 Nanotopografické alterace

Wet elektrospinning nabizi nejenom vysSe zminéné moznosti in-situ modifikaci. Pfi vlaknéni do kapaliny
je mozné ovlivnit i nanotopografii povrchu materialu vldken. Za timto jevem stoji zejména oddé€lovani fazi
rozpoustédel  polymernitho  roztoku a miseni rozpoustédel/nerozpoustedel v  kolektoru.
Z teoretického pohledu procesu fazové separace lze jev rozdélit na nékolik druht, tzv TIPS, NIPS a VIPS.
Tepeln¢ vyvolana fazova separace — TIPS (thermally induced phase separation), fazovou separaci
vyvolanou nerozpoustédlem NIPS (non solvent induced phase separation) a fazovou separaci vyvolanou
odpafovanim — VIPS (vapor-induced phase separation) [116-118]. Ptiklad pouziti metody TIPS
je zvlaknéni polymerniho roztoku, u néhoz klesne teplota pod bod tani rozpoustédla. Rozpoustédlo prechazi
v oblastech s mensi koncentraci polymeru do pevné faze, tak vytvari dutiny a tim modifikuje morfologicky
materidl, mohou vznikat pory, dutiny nebo strukturovany povrch. U metody NIPS dochazi k interakci
rozpoustédla a nerozpoustédla (naptiklad v kapalném kolektoru pii koagulaci) a rozpoustédlo je nafedéno
nebo nahrazeno nerozpoustédlem. Timto vznikaji dutiny, pory a jiné morfologické zmény v materialu.
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Princip VIPS je v rychlém odpateni rozpoustédla (zména skupenstvi z kapaliny na plyn) z formovaného
vlakenného materidlu za vzniku dutin a pért. Paklize dochazi k rychlému odparu a soucasné se obvod
vldkna jiz nezmensuje, makromolekuly polymeru v objemu materialu formuji oblasti s niz§i koncentraci,
kde dojde k vytvoteni dutiny po kapalném rozpoustédle. Experimenty s porozitou vytvoienou v kapalném
kolektoru prokazaly, ze vlaknéni PLLA v roztoku s chloroformem bylo zvlaknénim do vodného kolektoru
a vznikly porézni struktury [119]. Dalsim piikladem je vldknéni roztoku polystyrenu v roztoku
s tetrahydrofuranem na pevny kolektor, za vzniku poréznich vldken [118, 120]. Pti urcité kombinaci
rozpoustédla a kolektorové 1azné 1ze dosdhnout i vlaken s neporéznim povrchem, ale vnitini porozitou
(malymi dutinami) a nebo jednou vétsi dutinou uprostied vytvotreného vlakna [121].

15wt% 20wt% 25wt%

Obr. 31 — Ukazka nanotopografické alterace materidlu pomoci fazové separace NIPS a TIPS, zleva
doprava je videét zména morfologie zpiisobena zménou koncentrace polymeru (15 hm% - 25 hm%). a)
Snimek povrchu membrany. b) Snimek rezu membranou. Obrazek prevzat [118].

Pii vhodnych podminkach mohou byt tedy vldkna v materidlech pro tkaiové inZenyrstvi upravena tak,
aby jejich povrch €i vnitini porozita ptindsely dalsi pridané uzitné vlastnosti. Takovéto modifikace mohou
ovlivnit pfichyceni a migraci bunék, biodegradabilitu, hydrofilu, hydroskopi¢nost nebo mohu umoznit
ve svych porech uchovavani aktivnich latek. Alteraci povrchu ¢i celé hmoty vldkna Ize také dosahnou
vymyvani jedné ze slozek materidlu vlakna. Vldkenny material se naptiklad zvldkni ve smési (tzv. blendu)
dvou materidli a jeden se nasledné¢ v post procesu vymyje, vysledek vymyvani PVP/PLLA
(Polyvinylpyrrolidon/ Poly(L-lactid)) l1ze vidét na obrazku (Obr. 32). Pii dobfe zvolenych parametrech
procesu zvlaknovani do kapaliny Ize vytvofit nejenom porézni, ale i duta vlakna, tento efekt Ize kombinovat
a vytvorit tak duta vldkna s porézni st€nou [122].
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Obr. 32 — Ukazka nanotopografické alterace viakna pomoci vymyvani jedné ze slozek polymerniho blendu.
Na obrazku je PLLA viakno po vymyti PVP slozky z blendu PVP/PLLA. Proces je zpravidla vicestupnovy.
Obrazek prevzat [123].

2.4 Hlavni parametry elektrického zvlaknovani

Materiadlové parametry jsou popsany v piedchozich kapitoldich i1 se souhrnem parametrii v tabulce
(Tabulka 1). Hlavnimi parametry procesu vlaknéni jsou hodnoty nastaveni a podminek, které je obecné
tieba charakterizovat a popsat pro zopakovani tohoto procesu. Parametry se daji rozdélit do tfi kategorii,
procesni paramenty, parametry prostiedi a parametry zvladkinované polymerni kapaliny (polymerniho
roztoku €i taveniny).

Do procesnich parametrii patii elektrické napéti, coz je rozdil potencidlu mezi jednotlivym pdly zdroje
napéti. Obecné se pro elektrické zvldknovani pohybuje v rozmezi 10 az nékolika desitek kV [8, 124]. Pokud
je napéti priliS nizké, nedojde k nabuzeni nadkritické hodnoty intenzity elektrického pole. Obecné se uvadi,
Ze se zvySujicim napétim se zvysuje i piisobici sila pfi vlaknéni a dochéazi k vétsimu dlouzeni vldken, a tedy
zmenSovani primeéru vldken. Pfi vyS$Sim napéti se mohou zacit vyskytovat poruchy v tvorbé trysek
a poruchy ve vysledném materialu. DalSim dalezitym parametrem je vzdalenost trysky od kolektoru, tato
vzdalenost se standartné pohybuje v rozmezi od 5 cm do nékolika desitek centimetri [124, 125]. Tato
vzdalenost ma vliv zejména na odpateni rozpoustédla z formujicich se vladken a jejich dlouzeni. Pokud bude
vzdalenost trysky od kolektoru mald, bude mensi i ¢as po ktery se budou vldkna formovat a dlouzit nez
dopadnou na kolektor [126]. VIdkno bude také dopadat na kolektor vice nasycené rozpoustédlem, protoze
béhem faze bicovani se pii dlouZeni také intenzivné odpatuje rozpoustédlo. To mlze ovlivnit nejenom
primér vldken ale i vyslednou strukturu. VIdkna se mohou v extrémnim piipadé na kolektoru i slévat,
protoze vlivem velkého mnozstvi rozpoustédla nejsou jest¢ dostateCné pevnd. Dal§im procesnim
parametrem je objemova rychlost davkovani polymeru do trysky. Tento parametr ovliviiuje mnozstvi
vytvorené¢ho materialu, ale mize ovlivnit 1 praimér vyslednych vlaken. Pfi stejné rychlosti tvorby vldkna
a stejném poctu trysek je vysledkem vyssi hmotnost na délku zformovaného vlakna.
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Parametry prostiedi jsou vlhkost atmosféry, zpravidla uddvana relativni vlhkosti, a teplota. Ve specidlnich
ptfipadech se miZze jednat o nasycenost atmosféry parami jinych latek nebo plynem. Obecné se vlhkost
atmosféry muze projevit na porozit¢ vldkna nebo na rychlosti a kvalité¢ odparu rozpoustédla z formujiciho
se vldkna. Teplota zpravidla mize ovlivnit rychlost odparu rozpoustédla a viskozitu roztoku polymeru.

Parametry roztoku jsou zejména: Koncentrace polymeru v roztoku, ¢imz je ovlivnéna viskozita. Viskozita
ma velky vliv na kvalitu produkovanych vlaken, ptili§ viskozni polymer bude nesnadné zvlaknit a malo
viskozni se bude rozpadat a nebude formovat vldkenny produkt. Povrchové napéti roztoku udava silu,
kterou musi elektricky potencial piekonat tak, aby zformoval trysku a doslo k GspéSnému zvldknéni.
Molekulova hmotnost méa vztah zejména k viskozité, ¢im delsi je polymerni fetézec, tim bude roztok
zpracovani takovych roztoku a jejich zvySenou viskozitu jsou zpravidla voleny vysi molekulové hmotnosti
polymerti. Vice provazané tfetézce zvysuji uniformitu vlaken, snizuji pravdépodobnost vyskytu defekti.
Posledni parametrem roztoku je elektrickd vodivost, pokud by byl roztok s malou elektrickou vodivosti,

wewr

méné dlouZena a maji vétsi primér [126].
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3 Cile disertacni prace
Tato disertacni prace ma nasledujici hlavni ¢tyfi cile:

- Propojit teoretické poznatky a pokusit se zdokonalit teorii poznani o nofeni vlakennych objektti — vldken
do kapaliny reprezentované kapalnym kolektorem ve zjednoduSeném modelu a pokusem o nasledné
experimentalni ovéieni.

- Navrhnout, sestrojit a optimalizovat relativné jednoduché pienosné experimentalni laboratorni zafizeni
pro elektrické zvlaknovani do kapaliny s moznosti vyroby vzorkl pro nasledné medicinské aplikace
a to zejména s ohledem na volbu materidlti a usporadani jednotlivych ¢asti.

- Otestovani parametri vyroby a vyrobeni specialnich vldkennych struktur se zaméfenim na medicinské
aplikace (scaffoldy s pozadovanou 3D strukturou pro tkanové inZzenyrstvi, naptiklad pro regeneraci kosti
¢i chrupavek). AvSak tato prace se nezamétfuje na konkrétni medicinskou aplikaci. Tato ¢ast prace
vytvofila po ovladnuti procesu elektrického zvldknovani do kapaliny odhalit moznosti ,,pfidané hodnoty*
této technologie a to moznost ovliviiovat vysledné vldkenné materidly pomoci volby kapaliny ¢i smési
kapalin kolektoru.

- Zékladni porovnani biologickych vlastnosti (cytotoxicity a viabilita) materidli vyrobenych pomoci
elektrického zvlakiovani do kapaliny s materidly vyrobenymi jinymi procesy.
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4 Teoreticky matematicky model

Tato kapitola je zaméfena na popis teoretického modelu, zaméfeného na obecné porozuméni principim
nofeni vlaken do kapaliny, tedy urc¢eni hlavnich ¢initelll a vztahu mezi parametry (prumér vlakna, kontaktni
uhel). Velmi dulezitym vystupem je interpretace vztahii hlavnich parametra k silam piisobicim na rozhrani
kapaliny a vldkna. Grafické interpretace umoznuji relativné snadny piehled o vztahu sledovanych
parametri a vizualni zobrazeni oblasti parametrii, jez indikuji spontdnni noifeni cylindrickych téles
do kapaliny.

Pti elektrickém zvlaknovani do kapaliny je zpravidla zadouci, aby se zvldknovany materidl vnofil
do objemu kapaliny. Mnohdy neni mozné tomuto procesu napomoci mechanicky, naptiklad nucenym
odtahem materialu, vodnim virem nebo michdnim. V takovém piipad¢ se musi snizit povrchové napéti
kapaliny, respektive musi dojit ke snizeni povrchové energie vladken tak, aby sila povrchového napéti
nepusobila proti vlaknu, ptipadné, aby tuto silu ptekonala sila gravitacni. Vzhledem k relativné velkému
povrchovému napéti nékterych kapalin (napf. destilovand voda ma povrchové napéti Y pii 20°C hodnotu
72,75 [103 N/m] [127] a velmi malé linedrni hmotnosti ultra jemnych vliken (priméry v fadech
mikrometrli az desitek nanometrt) je sila vyvoland tihou vlakna velmi mala a nepfispivé k noteni vlaken.
V takovych ptipadech je zpravidla nutné upravit fyzikalné¢ — chemické parametry kapaliny — povrchové
napéti a tim snizit povrchovou energii vldkna v kolektorovém systému. Bez této upravy parametrti nedojde
k zadoucimu noieni vlakenného materidlu do kapaliny. Obdobna situace nastava 1 pfi nofeni vladkennych
materiali. V obou piipadech se jev odehrava s vlakny pouze do urcitych rozmérti, od jisté meze pak
dominuje sila tithova a ovliviiovani povrchové energie postrada vyznam. Tento rozmér je zhruba roven
kapilarni délce. Teoretické zvladnuti problému miize pomoci pifi konkrétnich metodach zvlaknovani na
hladinu kapaliny ¢i do objemu kapaliny. Toto se netykd pouze elektrick¢ho zvlaknovani, ale v podstaté
vSech obdobnych metod pracujicich s vlakny, jejichz charakteristické rozméry jsou mensi, nez je kapilarni
délka dané kapaliny. Tato ¢ast je rozpracovanim teoretické ¢asti clanku ,,Study of Polycaprolactone Wet
Electrospinning Process“[58], ve které je zakladni popis geometrie, a zdklad matematického feSeni sil
vztlakovych a tihovych.

Reseni tohoto problému vychazi zejména z praci: Popov [112], ktery v knize fesi kapilarni sily a uvadi
ptiklad vypoctu maximalni sily, kterou mize systém na hladin¢ unést. Dale pak téma prace autord Landau
— Lifshitz [111, 128], kde je popisovano chovani hladiny kapaliny na rozhrani kapalina/pevna latka/plyn.
Podobnym problémem se zabyval James [129] v praci ,,The meniscus on the outside of a small circular
cylinder* dale toto feSeni zkoumala Lilian [130] v ¢lanku ,, The meniscus on needle - a lesson in matching®,
posledni zmiflované teoretické ¢lanky vSak fesi pouze vertikalné notené cylindry/jehly.

4.1 Podminky

Pro feSeni problému notfeni vldken do kapaliny je nutné vytvofit jednoduchy model (Obr. 33). Jev
elektrického zvlaknovani do kapaliny bude studovan na zjednoduseném modelu jediného vlédkna ve formé
dokonalého valce, jenz je vloZzen vodorovné na hladinu kapaliny. Osa valce je tedy rovnobézna s hladinou
kapaliny. Tento model neuvazuje soustavu vice vldken a ptipadné morfologické a fyzikalné-chemické
nedokonalosti. Obecné platny predpoklad je, ze vlakna ve tazi bicovani maji vysokou rychlost a dlouzenim
se rychlost jesté¢ zvySuje. Vldkna dopadaji horizontadlné na kolektor, vldkna mohou mit v pozdni fazi
biCovani takzvanou pod fazi vytvareni sekundarniho biCovani vytvaiejiciho spirdlovity tvar vlakna
na horizontalnich rovinach , stale vSak vétSina délky vlakna dopada v horizontalnim poloZeni nebo jemu
blizkych thlech [131, 132]. Toto plati i v ptipad¢ kapalnych kolektort.
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KAPALINA

Obr. 33 — Model vidkna v podobé dokonalého vdlce na hladiné kapaliny. Jeho délku povazujeme
za nekonecnou, takze viiv kapilarni sily na rozdilné zakiiveni na koncich cylindru neni bran v potaz.

Vliv na proces smaceni mtize také mit i elektricky naboj vldkna zptsobujici elektrokapilarni jev [133, 134].
V neposledni fadé bude proces nofeni vlakna ovliviiovat pfitomnost zbytkového rozpoustédla ve vldkné
a jeho interakce s kapalinou, ktera tvoii tento kapalny kolektor. Tyto jevy nejsou v modelu zohlednény,
model je znacné zjednodusen a oprostén od dalSich proménnych faktort. Slozitost modelu v ptipadé
zahrnuti téchto jevl by byla znacna, cilem modelu je popsani pouze hlavnich vztahii pro pochopeni
studovaného fenoménu.

Charakteristicky rozmér studovaného télesa, tedy primér nanovlakna, je mensi, nez je kapilarni délka
kapaliny, viz vztah (Vzorec 1). V piipadé, Ze primér vlakna porusi tuto podminku stanovenou vzorcem
(Vzorec 1), budou zakiivené Casti kapaliny pfili§ velké, mimo rozsah plsobeni kapilarni délky a nebudou
platit matematicka odvozeni zde provedena. Piedpoklada se tedy, Ze plati podminka, Ze primér vlakna d
je mensi, nez kapilarni délka a pro danou kapalinu.

d<a
(Vzorec 1)

4.2 Satanoveni kapilarni délka

Kapilarni délka znaci konkrétni hodnotu charakteristického rozméru vzdalenosti, do této hodnoty prevladaji
kapilarni jevy nad hydrostatickymi. Po piekroceni této hodnoty za¢ne byt naopak vliv gravitace dominantni.
Dva modely, ze kterych se kapilarni délka odvozuje, jsou zobrazeny na obrazku (Obr. 34). Jeden model
plati pro kapilary, tedy kulové tvary kapalinovych vrchliki. Druhy model je ptisobeni kapilarnich sil mezi
plochami.
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a) b)
Obr. 34 — Zndazorneni modelu slouziciho k odvozeni kapilarni délky. a) Zakladni model kapildarni délky, kde
vzlind kapalina v kapilare. b) Kapilarni model plosny, kde vzlina kapalina mezi dvema plochami.

Kapilarni délka a pro kapilary (Obr. 34 a) je definovana vztahem [135]

2y

b

Qg

(Vzorec 2)

kde je y povrchové napéti rozhrani kapalina-plyn a ve jmenovateli je soucin hustoty kapaliny p
a gravitatniho zrychleni g. Tento vztah byl odvozen porovnanim Laplaceova vztahu pro tlak (p =£

pro linearni vrchliky, p = %y pro vrchliky kulového tvaru) a vztahu pro hydrostaticky tlak (p = ogh), kde

p je tlak v bodg¢, ktery je umistén ve vzdalenosti a v objemu kapaliny. Porovnanim téchto tlakli vyjadiime
hodnotu vzdalenosti tohoto bodu — kapilarni délky a. Kapilarni délka pro linearni vrchliky (Obr. 34 b) je
definovana jako

(Vzorec 3)

V tabulce (
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Tabulka 2) jsou uvedeny vypocitané hodnoty kapilarni délky pro rizné kapaliny pfi teploté 20°C. Vypocet
je proveden podle obou vyse uvedenych vztaht, podle vztahu (Vzorec 2), ale i podle vztahu (Vzorec 3). Pro
potieby tohoto odvozovani bude kapilarni délka vyjadiena vztahem dle (Vzorec 2), vybér je zalozen
v ndvaznosti postupy v predchozich dilech, které tato prace rozpracovava a navazuje na né /58, 111, 112,
128].
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Tabulka 2 — — Hodnoty kapilarni délky pro vybrané kapaliny jsou vypocitany podle vztahu (Vzorec 2) i dle
vztahu (Vzorec 3) pri teploté kapaliny 20°C [136]. Tyto kapaliny byly vybrany jako vzorek kapalin, které
se relativne bézné pouzivaji pri zvlaknovani do kapaliny, at’ uz jako rozpousteédlo, nebo jako kolektor.

I e R
Voda |0,07275| 999,97 9,81 3,850 2,723
DMF |0,03642| 948,00 9,81 2,798 1,979
DMSO | 0,0429 | 1100,00 9,81 2,819 1,993
Etanol | 0,02255| 789,00 9,81 2,413 1,707

4.3 Analyza interakce vlakna s kapalinou

Nejprve je tfeba se zabyvat zakladnimi geometrickymi charakteristikami, které popisuji interakci vlakna
s kapalinou. Pro definovani zékladnich geometrickych charakteristik je vlaknem a kapalinou proveden
pfi¢ny fez, na kterém jsou popsany vSechny potfebné parametry, které jsou potieba k popisu modelu. Déle
je tfeba popsat na fezu pusobeni sil ve studovaném systému a nasledn¢ vychylku hladiny kapaliny.

4.3.1 Popis zakladnich parametrii a geometrie problému

Celkova vztlakova sila F; pisobici na ¢aste€né ponofeny valec se skladd ze dvou komponent. Prvni
komponenta plisobi proti nofeni vlakna. Je slozena ze dvou sil, silou F zpisobenou zakfivenim povrchu
kapaliny vyvolanym povrchovym napétim a silou vztlakovou Fp. Druhd komponenta je sila F; vyvolana
tihou vlakna viz obrazek (Obr. 36) [137], tato sila piisobi proti prvni komponenté. Zakladni geometrie
modelu se odviji od trojnych kontaktnich bodi C, které jsou v misté¢ dotyku vzduchu, kapaliny a vlédkna,
viz obrazek (Obr. 35). V tomto kontaktnim bod¢ je zndzornéna také te¢na k povrchu kapaliny 7. Funkce
z(x) popisujei vychylku kapaliny v zavislosti na pozici podél osy x. Kontaktnim bodem prochazi také te¢na
K k povrchu vlakna. Tento povrch se na kolmém fezu jevi jako kruznice. Uhel /3 je sevien vertikalni osou
z a tzv. kontaktni ptimkou  spojujici stied vlakna S a kontaktni bod C. Tento thel  nabyva teoreticky
hodnoty (0, ). Uhel 0 je sevieny te¢nou K a Ta ma vyznam thlu smaceni. Uhel @ je sevien teénou T

a horizontalni ptimkou ' prochazejici kontaktnim bodem C.

Obr. 35 — Znazorneni hlavnich geometrickych charakteristik definujicich zjednoduseny model
cylindrického viakna noriciho se do kapaliny.
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Vladkno je v fezu zndzornéné kruznici s polomérem r. Nofici se vldkno deformuje hladinu kapaliny
a stlacuje ji smérem doll podél osy z v ptipad¢ Ze thel smaceni ve vétsi nez /2. Tuto deformaci vytvari
snaha vlakna se ponofit a povrchové napéti kapaliny. Orientace osy je zvolena tak, ze nabyva smérem
nahoru zapornych hodnot a smérem doli hodnot kladnych. Notfenim vlakna vznika v fezu kapaliny
vychylka z(x) od nulové hodnoty osy z. Kapalina vytlacend vldknem a zakiiveni povrchu kapaliny
se da rozd¢lit do oblasti 1, 2 a 3 viz obrazek (Obr. 36). Vertikalni komponenta sily Fr je rovna vertikalni
slozce povrchového napéti y nasobeného celkovou délkou vldkna. Tato komponenta sily odpovida
Archimedovu vztlaku oblasti 1 a 3. Druhd vertikalni sila Fp je imérnd hmotnosti kapaliny vytlacené
nofenim vlakna z oblasti 2 [137].

z=f(x

P / // . P4
~ /Kapalina /

Obr. 36 — Znazornéni jednotlivych oblasti 1, 2 a 3. Oblast 1 a 3 je ohranicena hladinou z = f(x)
a vertikalou vedenou z kontaktnich bodii C. Oblast 2 je odspodu ohranicena valcem, z bokit opét vertikalou
z kontaktnich bodii C. Piisobeni vertikalnich slozek sil povrchového napéti je znaceno Fr. Vztlakova sila
je oznacena Fp.

4.3.2 Rovnice rovnovahy povrchu kapaliny
Pro rovnovazny stav kazdého elementarniho Gseku zakiivené hladiny z kapaliny plati

Ph = PC'
(Vzorec 4)

Kde Py, je tlak hydrostaticky a . znaci kapilarni tlak v disledku zaktiveni hladiny kapaliny. Tyto dva tlaky
pusobi proti sob¢ na kazdém elementarnim useku zakiiveného povrchu kapaliny tak, Ze v rovnovaze jsou
si rovny viz obrazek (Obr. 37).
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Obr. 37 — Znazorneéni vlakna noriciho se do kapaliny. Rovnovazny stav nastane, kdyz P, = F.. Orientace
hodnot na ose z je opacna, kladné hodnoty sméruji dolii, zaporné hodnoty smeruji nahoru.

Nulova hodnota osy z je zvolena na Urovni neporuSené (nedeformované) hladiny kapaliny.
Pro hydrostaticky tlak plati P, = 0gz, kde z je vychylka hladiny kapaliny ve vertikdlnim sméru, viz
obrazek (Obr. 37). Pro kapilarni tlak plati Laplaceova-Youngova rovnice p. = y(k; + k,) kde k; ak, jsou
hlavni kfivosti. Vzhledem k absenci zakftiveni kapaliny ve sméru paralelnim s osou vlakna je kapildrni tlak
vyvolan pouze jednou nenulovou hlavni kfivosti k;. Rovnovazny stav Ize tedy vyjadrit nasledovné

09z = yk,.
(Vzorec 5)

4.3.3 Odvozeni krivosti

VAL . ,
——— kde Z', Z"’ jsou prvni
[1+(zn?%]2

a druhd derivace vychylky hladiny kapaliny vzhledem k soufadnici x. Tento vztah pro kifivost je odvozen

Pro dals$i apravu rovnice (Vzorec 5) je nahrazena kiivost k vyrazem k =

zrelace ky = % kde R je polomér oskula¢ni kruznice. Tato kruznice definuje kiivost kiivky v 2D prostoru,

ktivka zadané jako funkce oskulaéni kruznice tedy mé v okoli dané¢ho bodu stejnou te¢nu (a hodnotu prvni

derivace). Oskula¢ni kruznice k dané kiivce v okoli zvoleného bodu té€sné pfiléha (tedy maji shodnou

4 o .. g e s d , e et e
hodnotu druhé derivace). Kfivost kiivky lze také vyjadiit jako k = d—? . Znazornéni kiivosti kruznice je

na obrazku (Obr. 38), kde jsou zobrazeny body P1 a P2. Tyto body na kruznici ohranicuji usek dS. Kazdy
usek kruznice ma v bodech P1 a P2 te¢nu, jez sviraji vzhledem k ose x thly a; a @,. Rozdil obou uhli je

da. Pravé podil da a dS je pro malé Gseky na kruznici roven % tedy k = % = Z—z.
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Obr. 38 — Znazorneéni krivosti k na kruznici, k, = % =2 kde da je rozdil uhlit 0.2 a a.l a dS je vzdalenost

ds
mezi body P1 a P2.

v . , da . . da_d_ad_x_d_ad_s . .
Pro dalsi Upravy je zapsano pr jako hodnoty derivace podle x takto Pl i Nejprve je
vyjadieno g, k tomu je element dS ptedstaven jako trojuhelnik se stranami dx, dz a dS. Element dS muze
byt z kiivky kruznice vyjadien jako ptepona pravouhlého trojihelnika za ptedpokladu, ze dS je tak nepatrné
maly, Ze jej lze za useCku povazovat. Tato podminka je zde splnéna. Tento trojuhelnik je zobrazen

na obrazku (Obr. 38). K vyjadieni Z—i je pouzita Pythagorova véta, dS? = dx? + dz?2. Délenim pravé i levé

: y as\? dz? ., .
strany tohoto vztahu dx?je dosazeno vztahu (E) =1+ (ﬁ) . Po odmocnéni vztahu je

ds dz\?2
Syt ()

(Vzorec 6)

Dale bude pro zjednoduseni Z—i znaceno jako z', a pfedchozi vztah zapsan jako % =[1+ (Z')Z]l/ 2,

P da . .. . : L d -
K vyjadfeni derivace d—j je pouzit podle definice goniometrické funkce tangens, d—i = tana . Dale je

gy da o d’z _ddz _ d , , . - . .
vyjadien = nasledujicim zpisobem 2 = o = o tan a. Prava strana vyrazu je rozifena jednotkovym
dtana da , , . . . dtana
— . o Zpravé strany této rovnice je vyjadfeno

da , . d
zlomkem —, tim vznikne —tana =
da dx

nasledujicim postupem

dtana 1 1 —cos?a+1 —cos ?a+sin 2+cos? sin?a

=1-1+—7=1+ 1+ =1+

_ 2
= > > > = > — =1+ tan “a.
da CcoS “a CcoS “a COoS “ax CcoS “a CcoS “a
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y , . da? cx vl s o g o
Po téchto upravach lze d—xi, vyjadfit nasledujicim zptisobem

d?z _ 2 5 da
== (1 + tan‘a) —
(Vzorec 7)

2
, . , v dz dz , , . .
Nym Jj€naprave stran€ nahrazen tanza Za _dx’ tedy tanza = (_dx) = (Z )2 . Na levé stran€ rovnice ( Vzorec

2
7) je nahrazeno % = z”’. Vztah tedy nabude podoby z”" = [1 + (z')?] Z—Z. Jednoduchou upravou tohoto

z” da .., -
T i S vyuzitim vztahu (Vzorec 6) pro kiivost k nabude relace tvar

vztahu nabude vztah podoby

_ 7 822(x)
k= da _da ds _  [1+=)?]  _ z” _ D2 _ 82%z(x)/9x?
ds —dxldx 1+ [1+@)22 [1+(.az(x))2]% [1+(0200)/0)2)2
dx
(Vzorec 8)

4.3.4 Tvar vychylky hladiny kapaliny
Vyraz pro kiivost (Vzorec 8) je vlozen do vztahu pro rovnovahu hydrostatického a kapilarniho tlaku (Vzorec
5). Rovnice nabude nasledujiciho tvaru

azz(x)
dx2

09z =vk =y

3/2°

(222

(Vzorec 9)
Dalsim krokem, ktery je proveden podle Landaua [128] je nahrazeni vyrazu slozené¢ho z hustoty o,
povrchového napéti y a tithového zrychleni g kapilarni délkou a,tj.a = \/g , viz rovnice (Vzorec 3).

Algebraickou upravou je ziskana diferencialni rovnice pro neznamou funkci vychylky z(x). Prvnim
krokem je uprava vzorce pro kapilarni délku (Vzorec 3), ktery je upraven mocnénim na podobu

2y
a’? ==,
0g

(Vzorec 10)

2
Nasleduje jednoduchd matematicka tprava vzorce (Vzorec 9) s vyslednym tvarem %= pLg = a? Tato

D 2 e . .
rovnice je pfevedena do tvaru a—i = k. Po dosazeni kfivosti k ze vztahu (Vzorec §) nasleduje

i)zz(x)

ax2

=T Bz
“ ey

(Vzorec 11)
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azz(x) d dz
S = . .- Dalebude pouzit

Pted dalsi upravou je jinym zptisobem vyjadiena druhé derivace z podle x,

, [ Cq. Cq . , d dz
nasledujici vztah mezi diferencialnimi operatory = (—)

ol e Pomoci tohoto operatoru lze druhou

dz’

derivaci funkce z(x) zapsat jako Z(x) = (E ) %% Rovnice (Vzorec 11) je dale upravena nasledovné,

(E)ddz A,

z'—z . o dz
= —desdzdx . — 2 Kde je oznadeno —- = 2" Ve vySe uvedeném vztahu vystupuji proménné z,

a? 9z(x)\2 3z (1+272)3/2
[1+( ox ) ]

2z

z" a dva pfirtstky dz a dz’. Dal§im krokem je separace téchto proménnych a nésledna integrace,

(Vzorec 12)

Leva strana je integrovana podle z, zatimco prava strana je po separaci integrovana podle z". Integrace je
provedena pomoci nastroje www.WolframAlpha.com. Leva strana posledni uvedené rovnice je v této

aplikaci vyjadiena jako ,,integrate[z/a™2, z]*, prava strana rovnice je vyjadiena jako ,integrate[z/(]1 +
z"2)N3/2), z]“. Integralni forma rovnice (Vzorec 12) ma po Upravach tvar f dz = | mdz
+(z

. . 272 1
Provedenim integraci obou stran ziska rovnice podobu — = —
¢ POt T T e

Z ptedchozi rovnice je jednoduchymi algebraickymi upravami ziskana rovnice

+ A, kde A je integracni konstanta.

(Vzorec 13)

Vyraz na pravé stran€ rovnice muze byt kladny i zéporny, to odpovidé dvéma kiivkam. Kfivka s kladnym
znaménkem vykresluje vychylku z(x) napravo od kontaktniho bodu C2 (oblast 1). Ktivka se zapornym
znaménkem vykresluje vychylku z(x) nalevo od kontaktniho bodu C1 (oblast 3), viz. Obrazek (Obr. 36).
Integracni konstanta A je vypoctena z okrajovych podminek.

V nekonec¢né vzdalenosti od vnofeného vlakna je kapalina dokonale horizontalni. Proto okrajové podminky
ve velké (nekonecné) vzdalenosti od vldkna vyzaduji nulovou vychylku, tj. z(x)|,.. = 0. Také je zde

pozadovéana nulova hodnotu derivace vychylky, % = 0. Z téchto okrajovych podminek je z rovnice

4
(Vzorec 13) vyjadiena konstanta Atj. A = 1,0 = (Aza—oz)z 1.V pfedchozim vztahu je Aa?umocnéno
a nasledné je vykracen Citatel a jmenovatel pomoci a*, ¢imZ rovnice nabude podobu 0 = + 1.

A2

Odtud lze vyjadtit integraéni konstantu 4. Vyraz je mocnén a nésledné je A% prevedeno na levou stranu,
a po odmocnéni je vysledek, A = 1.
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4.3.5 Zavedeni bezrozmérnych velicin
Pro dal$i uvahy je vhodné zapsat rovnici (Vzorec 13) v bezrozmérném tvaru zavedenim bezrozmérné

vychylky ¢ =£ tedy z = a(, kde a je kapilarni délka. Tato bezrozmérnd proménna je substituovana

do rovnice (Vzorec 13). Leva strana vztahu je po substituci ve tvaru z° = %z = %a( = aZ—i, a vzorec
. , ag _ a* _
je pak zapsan jako a i = @ 1.
a* . . , . “ry 1/a* . e
Zlomek @00 pod odmocninou vyse uveden¢ho vztahu je rozsifen o - ot tak je ziskan
pod odmocninou vyraz ﬁ — 1. Vyraz pod odmocninou je pfeveden na spole¢ného jmenovatele a poté
jednoduchymi Gpravami vztahu (Vzorec 13) na
oA o 1 [1-(-=¢®)% _ [1-14202-0% [2-¢2
Z=ag=a= \/ (1-72)2 _\/ (1-32)2 _\/ -2 ° 1
(Vzorec 14)
N [D_72
ResSeni diferencialni rovnice a% = 12_ ;2 1. fadu s proménnym koeficientem je pomoci separace
NI ¢ . 1-¢? L , L , 1 o 1-2
proménnych " dx = Apare d{ Leva i prava strana rovnice je integrovéna, [ " dx = | e d{. Integrace

levé strany je jednoducha. Integrace pravé je provedena pomoci WolframAlpha.com. ,,integrate [(1-
Z"2)/(Z*sqrt(2-2°2)), Z]*, Provedenim integraci rovnice ziska rovnice tvar

= 2-¢ - =N

(Vzorec 15)

kde log je pfirozeny logaritmus a A; je integracni konstanta. Provedenymi pravami byl ziskan vztah pro
zéavislost bezrozmérové souradnice Ena bezroznérové vychylce hladiny kapaliny ¢.
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Obr. 39 — Graf vychylky z(x ) dle vyse uvedeného vzorce (Vzorec 15), modrd cara predstavuje poruchu
na hladiné zpiisobenou vnorenym viaknem, prava cast vychylky je zrcadlovym zobrazenim levé Casti.
Velikost konstanty A1 posouva krivku po ose x.

Vychylka hladiny kapaliny je popsdna matematickym vtahem (Vzorec 15), jeji prubéh je znazornén na vyse
zobrazeném grafu (Obr. 39), ve kterém je leva kiivka zrcadlovym obrazem pravé kiivky. Pro nazornost si
lze na ose z predstavit kruhovy prifez vldkna, které se noti do kapaliny a zplsobuje poruchu vychylky
na hlading.

4.4 Silové piisobeni na vlikno ¢astecné ponorené do kapaliny

Celkova vztlakova - tedy nadnasejici sila F; (Lift Force) ptisobici na vladkno je rovna F; = Fr + Fp , kde
Fr je Cast sily vyvolana povrchovym napétim kapaliny a Fp je Cast sily vyvolana vytlacenim kapaliny
véalcem z oblasti 2, viz obrazek (Obr. 36). Pro dalsi zjednoduseni bude zavedena bezrozmérna sila f, kde
fi = fr + fp. Bezrozmérné sily vzniknou normalizaci rozmérovych sil pomoci yl, f; = %
4.4.1 Sila vyvolana piisobenim povrchového napéti

Nadnaseci sila vyvolana povrchovym napétim je znacena Fr (Tension Force). Ji prislusejici bezrozmérna

sila f je normalizovana pomoci povrchového napéti y a délky kontaktni linie [ (délka vlakna), tato
bezrozmérma sila je zapsana jako fr = Fyil Z obrazku (Obr. 35) je patrné, ze velikost vertikalné ptisobici

r . . v 7 7w r e ! o ’ 7 W o

sily Fr' je rovna yl sin a. Bezrozmérna nadnaseci sila f;' plisobi na vldkno smérem vzhiiru ve dvou
kontaktnich bodech C; a C,, proto je celkovd bezrozmérnd sila rovna dvojnasobku fr = 2sin a.
Bezrozmérova sila fr je vyjadfena pro konkrétni misto na ose z, a to pro kontaktni bod C,, kde tecna

. . r , , ; . d x
k hladin€ kapaliny svird s vodorovnou osou x thel a. Pro uhel a plati vztah sina = d—;. Element tecny

k hladin¢ kapaliny dS je vyjadien jako pfepona pravouhlého trojiihelnikl s odvésnami dx a dz, tento vztah

2
zapsan jako dS = /1 + (%) dx. Po dosazeni za dS do vztahu f; = 2sina = 2 % je rovnice ve tvaru
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2dz

2sina = — Ve vysSe uvedeném vztahu je za z substituovana bezrozmérna vychylka . Tedy z =

1+( ) dx

[2_72
aC a vyuzit (Vzorec 14), respektive z ného vyplivajici vztah Z—i = a% = % Rovnice nabide tvar
2-2 2-2

2sin(a) = 22— = 2 A 207 _ i

V1+(z1)? J; 2 J(l 2)24 ¢2(2-72) = VA2 2200 | J1-202+04+ 202

1+(€ 2 ) 1-2

P = q2-2

Vysledkem provedenych tprav je vztah pro bezrozmérnou vztlakovou silu fr vyvolanou zakiivenim
povrchu kapaliny ¢inkem vnotfeného vldkna a povrchového napéti,

fr =2sina = 24, /z — {2

ProtoZe pti odvozovani bylo pocitdno s uhlem v kontaktnim bodé C, jedna se o vychylku { pfifazenou k

(Vzorec 16)

tomuto kontaktnimu bodu, ktera bude dale oznacena (..

4.4.2 Sila vyvolana vytlacenim objemu ponofreného valce
Rozmérova sila znacena Fp (Pressure Force) je rovna tize kapaliny, kterd je vytlaCena z oblasti 2, viz

obrazek (Obr. 35 a Obr. 36). Odpovidajici bezrozmérna sila bude dale znacena fp a plati pro ni fp = %

Zona 2 je geometricky tvorena kruhovou tseci a obdélnikem. Plocha kruhové tiseCe S se spocité jako Sg =
r2(B — cos Bsinp) = r2(B — 1/2 sin 28). Plocha obdéIniku Sy, viz &st oblast 2 na obrazku (Obr. 4), ),
se vypocita vztahem S, = 2rz sin 3. Celkova rozmérova sila Fp se tedy rovna Fp = ol(S; + S,) = olS,
Fp __ pgls _ ZS
ooy
kvadratu kapilarni délky. Substitucemi je ziskan vztah

pii zavedeni bezrozmémé sily fp = , kde je og/2y nahrazeno prevracenou hodnotou

2Ss | 2So _ 2r?(B-1/,sin2p) 4rzsin3

fP=a2+a2= a2 a2

(Vzorec 17)

Déle je zaveden bezrozmérovy polomér vldkna R, ktery je podilem poloméru nofeného valce r a kapilarni
délky a, tj. R =r/a . Zavedenim této bezrozmérné veliiny a bezrozmérné vychylky hladiny kapaliny
¢ do predchoziho vztahu a po vykraceni a? je dosaZeno rovnice pro bezrozmérovou silu fp v nasledujici
podobg,

fo = 2R*(B — 1/, sin2B) + 4R{c sin B.

(Vzorec 18)
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Stejné jako pii odvozovani fr se zde jednd o maximalni bezrozmérovou vychylku hladiny kapaliny
a pti konkrétni soufadnici na ose x odpovidajici kontaktnimu bodu C2. Tato vychylka bude tedy
oznacovana jako (..

4.4.3 Celkova vztlakova sila

Celkova bezrozmérna vztlakova sila, kterd pisobi na vldkno bude oznacovéana jako f;. Tato sila f; je
souctem fr a fp, a je zapsana jako f; = fr + fp. Po dosazeni vztahu pro fr (Vzorec 16) a vztahu pro fr
(Vzorec 18) je rovnice ve tvaru

fi =24 /z —3c* +2R*(B — 1/, sin2B) + 4R{ sin p.
(Vzorec 19)

V tomto vztahu musi /2 — {2 byt realné &islo. Odtud plyne podminka {2 < 2. Diky této podmince

je ziskan fyzikaln& piipustny obor kladnych hodnot bezrozmérové vychylky (. € (0,+/2). Dalsimi
upravami tohoto vztahu je vyjadien uhel f jako funkce vychylky hladiny kapaliny ¢c.

Obr. 40 — Rozsitené geometrické parametry valce noriciho se do kapaliny. Je zde detailné zobrazen
pravouhly trojuhelnik, jehoz odvésna je tvorena useckou mezi stredem valce a kontaktnim bodem C. Soucet
vSech uhlii trojuhelnika je 180°(n). Z obrazku je patrné ze 0= /2+ «+ a.
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Obr. 41 — Geometricky detail z Obr. 40. Je zde detailné zobrazen pravouhly trojuhelnik, jehoz odvésna je
tvorena useckou mezi stredem valce a kontaktnim bodem C. Soucet v§ech uhli trojuhelniku je 180°(r). Plati
tedy, zZen/2 + o + ==

Dle obrazku (Obr. 40) je vyjadien uhel > ze vztahu 0 = 7/2 + «» + o odtud plyne «» = 6 - o - 7/2. Vztah pro
uhel f je odvozen z geometrie trojihelniku zobrazeného na obrazku (Obr. 41). Soucet vSech vnitinich thla
trojuhelniku je 180° tedy m. Jedna se zde o trojuhelnik pravouhly, jeden z thli je tedy /2. Soucet ostatnich

uhld £ a « musi tedy byt také n/2. Plati zde w = 60 — a — g, w+pf = g Do posledniho vztahu je dosazen
vySe uvedeny vyraz pro thel . Tak se ziskal vztah f = 7 — 6 + «. Poslednim krokem téchto tprav je

r o d d , . sr v i )
nahrazeni uhlu o ze vztahu é = tan «, tedy @ = arctan é. Vysledné vyjadieni thlu f je tedy f =
d d . d . . , .
7- 60 +arctan &= 71— @ +arctan a 22 Kde derivace & o e jsou provedeny v blizkosti
dx dx dx dx

kontaktnich bodt C1 a C2. Takto vyjadieny uhel f je dosazen do vztahu pro bezrozmérnou silu f; (Vzorec
19) s vysledkem

f. =24 /2 — ¢ + 2R? {n— 6 + arctan (aii—ic) — 1/2 sin [Zn— 20 + 2arctan (a C;—ic)]} +

4R(sin [n— 6 + arctan (a %)].

’ % , . . . d ;. . , d +J2-72
Vyse uvedeny vzorec obsahuje derivaci f ktera je nahrazena z dfive uvedeného vztahu % =21

popsanym ve vzorci (Vzorec 14), ¢imz vzorec pro f; nebude obsahovat derivace. Tato rovnice nabude
podoby
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[2-¢c2
fi = 2¢; ’2—(62+2R2 m-60 + arctan| {; T (2 —l/zsin 2m-260 +
—6C

2—(6‘2 . A 2_(C2
3 + 4R{; sin| m- 60 + arctan | {, 3
1-4¢ 1-4¢

Z2arctan| ¢,

(Vzorec 20)

Zavislost bezrozmérné sily f; (¢, R, 8, a) ma maximum, které bude porovnano s bezrozmérnou tihou vlakna
fo =mnrile 79, kde of je hustota materidlu vlakna a [ je délka vlakna.

F,=fiyl = ”Tlefg-
(Vzorec 21)

V tuto chvili jsou pouZivany dv¢ rozdiln¢ hustoty, hustota kapaliny ¢ a hustotou vlakna g¢. Z téchto hustot
je vytvofen bezrozmérny pomér P hustoty vlakna k hustoté kapaliny, P = ¢;/0. Z tohoto vztahu
je vyjadien gy = Pg, a provedena substituce do vySe uvedené rovnice (vzorec 21). Na pravou stranu této

L .. g_ 2 L o x4 y
rovnice je pfevedeno yl, a vyuzita relace p7 = —. Pot¢ je nahrazen pramér vélce r bezrozmérnou hodnotou

R, tak jak bylo uc¢inéno u vztahu (Vzorec 18) s podobou vzorce

nr?lPpg _ 2mr?lP _ 2mR*a’1P

= = 2mR?P .
yl a?l a?l

fi=

(Vzorec 22)

Vysledny vztah pro nalezeni rovnovahy vztlakové sily a tihové sily je ziskan dosazenim bezrozmérné sily
f1 (Vzorec 20) do vyse uvedeného vztahu,

[2-¢¢? /2—( 2
e ’2 —{c* +2R?*{m-6 +arctan| . G 1/2 sin |2m- 26 + 2arctan (C—C

2 2
1-{¢ 1-{¢

2-¢c2
4R{; sin| -6 + arctan (c% = 2nR?P .
-sC

(Vzorec 23)

Vztah (Vzorec 23) je pouZit pro grafické vyjadieni zavislosti vztlakové sily f; na bezrozmérné vychylce
kapaliny {. Pro toto vyjadfeni jsou pouzity modelové parametry polyakrylonitrilového (PAN) vldkna
o pruméru 500 nm, ponofeného do etanolu. Hustota etanolu je podle tabulky (
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Tabulka 2) 789 kg/m?3. Vypocet pro graf na (Obr. 42) byl proveden pro nasledujici hodnoty parametri:
hustota etanolu ¢ = 789 kg/m3, kapilarni délka etanolu a = 1,71 mm = 0,0024 m, hustota PAN vlakna

or = 1150 kg /m3. Pomér hustoty vlakna k hustoté kapaliny P = % = % = 1,457, bezrozmérny
%*10~°
polomér vlakna R = = = 22— = 207 + 107, kontaktni iihel 6=30°, tedy 6=0,0523 rad.
fL Zavislost vztlakové sily a tlakové sily vldakna b) \am levh dtrana
, =

Prava strana

1.5 .
) o)
1 -
0.5
' 0
-0.3 -0 vaa g5
-0:5

Obr. 42 — Graf zavislosti bezrozmérné vztlakove sily fi na bezrozmérné vychylce hladiny kapaliny ¢ Graf
je vysledkem vztahu (Vzorec 23). Ikony a-c ukazuji predpokladany stav rozhrani kapaliny, kdy a) je vychozi
stav hladiny kapaliny p7i castecném zanoreni valce do kapaliny. Maxima — krytické hodnoty nabiva sila f;v
misté bezrozmerové vychylky (. = 1, v tomto misté dochazi k noreni cylindru do kapaliny, stav hladiny
kapaliny je na zndzornén ikonou b). S dalsim norenim se maximalni sila kterou se systém schopn unést
zmensuje, protoze leva a prava hladina kapaliny se nad vldknem uaviraji a snizuji tak vytlaceny objem
kapaliny viz ikona c).

Na obrazku (Obr. 42) 1ze na modré kiivce videét vztah mezi maximalni silou, kterou je systém schopen
unést, a bezrozmérnou vychylkou hladiny kapaliny. Zelend piimka zna¢i bezrozmérovou tihovou silu
vyvolanou vlaknem. Prisecik kiivek v intervalu (0; 1) { ukazuje stabilni stav systému a lze vy¢ist vychylku
hladiny kapaliny v kontaktnim bod¢ C. Pokud tato zelené€ znacena tihova sila prekona modrou kiivku, dojde
k ponoteni vldkna vlivem ptekondni vztlakovych sil pomoci sily tihové. Pfi zkoumani pribéhu grafu
maximalni sily lze fici, Zze v maximu tohoto grafu ({,=1) dojde k ponoieni vldkna do objemu kapaliny.
V misté o hodnoté bezrozmérové vychylky hladiny kapaliny {.=1 nelze f; (leva strana rovnice) spocitat,
plati podminka ¢ < +/2a. Za hodnotou {=1 zagne klesat hodnota vztlakové sily, toto je okamzik, kdy
se za¢ne vlakno nofit do kapaliny.
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4.5 ZjednoduSené reSeni pro malé uhly o

Toto feSeni popisuje autor V. L. Popov v knize Contact Mechanics and Friction (V.L., 2010) pro ptipady,
kdy je tihel a je maly a plati pro n€j tg @ = a. Podle zpracované analyzy toto tvrzeni plati od 0 az do thlu
cca 0,1047 radiant (tg 0,1047 = 0,1047 radiani, do této hodnoty jsou pribehy funkci shodné s piesnosti
na 4 desetinnd mista), coZz je cca do 6°. Pfi tomto feSeni se vychazi z pfedpokladu, Zze v rovnovaze

na zakiivené kapaling plati % = yz" = pgz. Pfedchozi vztah je ekvivalentem vzorce (Vzorec 5) s platnosti

pouze pro mald zakiiveni povrchu, tedy za podminky (z')? « 1. Tento vztah je oby&ejnou linearni
a homogenni diferencidlni rovnici druhého tadu, kterou lze vytesit pomoci charakteristického polynomu.
Resenim této diferencialni rovnice je

_ pg 1/2 _ 2x
z = A; exp [— (7) Xl = A [1 —g],

(Vzorec 24)

kde A3 je konstanta, kterou uré¢ime z okrajovych podminek.Vytlaceny objem se spocita ndsobenim plochy
kolmého fezu vychylené hladiny délkou vlakna, dale ndsobenim dvojkou, protoze plochy jsou dvé, nalevo
i napravo od vlakna. Plocha vychylené hladiny se spocita jako integral funkce z, které je uvedena vyse a
za okrajové podminky, kdy pii x —oo je z—0. Vytlaeny objem kapaliny je tedy roven V =

o 1 1
21 fo A3 exp [— (%) ’ xl dx = 245l (é) ‘z pfedchoziho vztahu je vyjadiena integracni konstanta

1
A3z, a vychazi se z ptedpokladu ze pV = m, tedy p2A4;l (plg) ? = m, ¢imz vyjde vztah A3 = ﬁ =
20(X p
pg

1
m(9g)y2_mz2_m : X and . b Xy NG
205 (py) =2 o lap kde m je hmotnost vytlacené kapaliny. Pro vypocet vychylky v x = 0 je dosazen

1
vztah pro hodnotu integracni konstanty do vztahu (Vzorec 24). Hodnota exp I— (%) ? xl jeprox =0

rovna 1. Pfi zachovani rovnosti hmotnosti vytlacené kapaliny k vztlakové sile podle Archimedova zakona
(pV = m) bude hloubka vychylky na ose zv misté ponofeni (x = 0) nasledujici: z(0) = A3 1 =

m m 2 m 14 r2l nr?
L2(0)=A31=—+2=" =2 T P _TT
lap 2lp a lap lap lap a

,z(0) = nTrZ’ Uhel te¢ény k hlading kapaliny

od horizontalni  roviny vbod¢é x=0 je vypolitan pomoci vztahu tana =2z =

d m 2 m 2 2mg
LI gy (~2g)] =22y=mg
dx lap a x=0 lap a ly
Geometricky je zjevné, ze kontaktni uhel  nemize byt mensi nez uhel a. Maximalni hmotnost,
kterou je povrch kapaliny schopen unést, je tedy rovna mg = F, 4 = %l)/ tan (6 — 7T/z). Pro pievedeni

na bezrozmeérovou silu je pouzit postup: £ = %ly tan (0 — ”/2), fmax = %tan 0 — 7"'/2).

4.6 ReSeni maximalnich unosnosti kapaliny vzhledem k priiméru vlakna
Takovéto feSeni se zabyva ptipadem, kdy dojde k ponofeni vlakna do kapaliny v jeho maximalnim mozném
zanoteni do kapaliny. Je to tedy stav, kdy se oba dva kontaktni body C potkaji na vrcholu vldkna a kapalina
se spoji viz obrazek (Obr. 43). V tomto feSeni je zanedbano pusobeni vztlakovych sil vyvolanych
vytlacenim objemu kapaliny vlaknem. Jedna se tedy o zjednodusSeni pro velmi mala vlékna.
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Obr. 43 — Geometrie vidkna v maximalnim mozném zanoreni, kdy se kontaktni body C setkaji a dojde
k ponoreni vidkna do kapaliny. Symbol T znaci tecnu uhlu k povrchu hladiny kapaliny v bode C a kolmici
K ke kruznici v kontaktnim bode C. Kdy levy C; i pravy C> splyvaji v jeden bod C .

Cilem je nalezeni vztahu mezi bezrozmérnou vychylkou hladiny ¢"a kontaktnim tthlem 6. V prvnim kroku
je zaveden vztah pro bezrozmérnou vychylku ¢’ (viz kapitola 0). Tento upraveny vztah z = a{ je derivovan
podle x. Nasledn¢ je leva ¢ast vztahu nahrazena vyjadienim goniometrické funkce tangens pro kontaktni
uhel (Z—i = tan ). Pro rozmezi kontaktniho tthlu 0 — 7T/Z plati ze 8 = a, kde je uhel a popsan v obrazku

(Obr. 35 a Obr. 43). Tento vztah je upraven nasledovné Z—i = a%, tana = tanf = a%. Nasledn¢

4
je nahrazen vyraz pravé strany vyrazem /[az_?w— 1, viz odvozeni pro (Vzorec 13), tanf =

4
’[az_?w — 1. Ptedesla rovnice je zjednoduSena sérii matematickych manipulaci, tak aby vyjadtila ¢

v , 2 _ a* _ _ 1 _ 2 — 1
bezrozmémou vychylku, tan“6 = @ 1= e 1, tan“6+1 TG 2 tohoto vztahu

212 = = cos?0,1—{? = cosh, {* =1 - coso,

je vyjadieno ¢, [1 — ¢

sin20+cos26
cos26

¢ =+1—cosHf.
(Vzorec 25)
Nasledné je vyjadieno maximum sily, jeZ mize systém unést, tedy extrémni silu fz. Pro tento vypocet

je pouzit vzorec fr = 2{. /2 — (% viz (Vzorec 16) a vzorec pro tihovou silu vyvolanou vlaknem F,, =

nr2lpg. Vysledna extrémni sila se rovna rozdilu sily vyvolané povrchovym napétim a tihové sily vldkna.

fe=fr— %, sila vyvolavana vytlaCenym objemem kapaliny byla za ptedpokladu velmi malych priméri

63



vlaken zanedbana: f; = fr — -2, fz = 2, /z Sy g - ’"Zy# fr=2V1— coser — (VI=cos8)" -

v’

2
WV#. Ve vzorci se vyskytuje p. coz je hustota cylindrického objektu, pro nahrazeni za kapilarni délku

nr2lpeg pi _ mrllpcpig

musi byt provedena tprava a zavedeni hustoty kapaliny p;, Dalsi tpravou

vl pi vip
. , : . Iy 2 . . , <
je nahrazeni modifikovaného vztahu pro kapilarni délku == % a nasledné nahrazeni za bezrozmérové
2
R, % = R?. Pro zjednodu$eni je zaveden pomér hustoty vlikna - Py a hustoty kapaliny p;, P = Z—f.
l

Vysledny vztah predstavuje maximalni silu, kterou mtize studovany systém unést, tedy jaky pramér vldkna
(ptedstavovany hodnotou R) je kapalina schopna unést,

fr=2Vi= cos@\/Z — (V1=cos8)" — 2nR?P

(Vzorec 26)

Jakmile sila tihova reprezentovana &asti rovnice 2mR?P piekona silu vztlakovou dojde k ponofeni vlakna
do kapaliny. Tento vztah (Vzorec 26) definuje maximalni unosnost studovaného systému. Vztlakova sila

jeod 0 do 0— ™/, dana vztahem 2\/1—0056\/2—(\/1—0036)2 po prekonani ™/, je maximalni sila

povazovana za konstantni. Znazornéni vztlakové sily, ktera je vyvolana povrchovym napétim je zobrazeno
pomoci 2D grafu na obrazku Obr. 44.

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0 ‘ ‘ s - 8

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

Obr. 44 — 2D graf zavislosti bezrozmerné vztlakove sily fp na kontaktnim whlu 6. Vztlakova sila je od
kontaktniho vuhlu 0 od 0 — 7T/Z rostouct a definovand vztahem (Vzorec 26), po prekonani této hodnoty je

konstantni.
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Vizualizace obrazku (Obr. 46) na 3D grafu znazornuje fz dle vztahu (Vzorec 26), plocha s kladnou hodnotou
fr znaci oblast kde bude vlakno na hlading, naopak tam, kde je f5 zdporna, dojde k ponoteni vlakna.

3

fos)
N

0.5

0.0

Obr. 45 —3D graf dle vzorce (Vzorec 26), kde je sila tihova F, odectena od sily vztlakové fr. Kladna cast

reprezentuje stav, kdy bude sila vztlakova dominovat a nedojde k ponoreni vidkna. Nulova hodnota
Jje reprezentovana Sedou plochou.

Dalsi vizualizace na obrazku (Obr. 46) ukazuje v 3D grafu prolnuti maximalni vztlakové sily (zelena
plocha) a sily tihové (Cervena plocha). V misté, kde cerveny graf ptekonad zelenou plochu, predikuje
pomoieni cylindru do kapaliny, sila gravita¢ni tedy pfekonala silu vztlakovou. Grafy na obrazcich (Obr. 45
a Obr. 46) ukazuji jinak reprezentovanou stejnou situaci. Prvni graf ukazuje vyslednou silu studovaného

systému. Zatimco graf na druhém obrazku ukazuje jednotlivé slozky sily ve dvou plochach, kde sledujeme
jejich vztah a ptevladajici silu v daném prostoru.
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Obr. 46 — 3D graf zavislosti bezrozmerné vztlakové sily fg na kontaktnim vthlu 6 a bezrozmérného polomeéru
vidkna. Zelenda je sila fr vyvoland povrchovym napétim, cervend je tihova cast vyvolana hmotnosti viakna
ptisobici proti nadnasect sile fr. V misté, kde cervené oznacena slozka protne a prekond zelené oznacenou
silu, dojde k prekonani sily fr silou F, vyvolanou tihou a dojde k ponoreni vidkna.

4.7 Sila definovana Harkinsovym rozestiracim koeficientem

Velmi zajimavym cCinitelem muze byt i1 slozka sily plisobici na cylindr, ktera je vyvolana Harkinsovym
rozestiracim koeficientem. Harkinstiv rozestiraci koeficient znaci, zda jsou v ptevaze sily mezi molekulami
rozestirané kapaliny anebo mezi-molekulové sily mezi kapalinou a pevnou latkou. Tedy zda jsou v pievaze
sily kohezni ¢i adhezni. Paklize jsou v pievaze sily adhezni, kapalina ma tendenci se po povrchu rozestirat
— smacet povrch. Harkinstv koeficient Sy je tedy rozdil sily adhezni W, a sily kohezni W, Vztah lze také
zapsat pomoci povrchového napéti na mezifdzovych rozhranich yg, (pevna/plynna faze), ys;
(pevnd/kapalna faze) a y;y (kapalnd/plynné faze). Vztah je definovan jako Sy = W, — W), = ygy — V51 —
y.v- Paklize je koeficient kladny, kapalina se po pevné fazi rozestira v souvislou vrstvu [138]. Tato slozka
se muze projevit, pokud bude cylindr tzv. super-hydrofobni, nékdy téZ oznacovano jako ultrahydrofobni.
Pfi maximalnim ptsobeni sily se zméni vztah pro nadnaseci silu nasledovné:

FL=FT+Fp_FH'

Kde je Fy vyjadienim sily Harkinsova koeficientu Fy_2l Sy Tuto silu zapiSeme bezrozmérové jako
fr= % Tato sila ptisobi zejména pii konfiguraci, kdy se tecna K a tecna 7" k sob¢ ptiblizuji viz obrazek

(Obr. 35). Oblast plsobeni této sily je tedy pro kontaktni thly & > 150° [139]. V tomto rozmezi se tato
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sila u super-hydrofobnich povrchl bude pficitat k sile F; a bude zvySovat schopnost cylindru se vznasSet
na hladiné kapaliny.

4.8 Ovéreni modelu

Pro ovéfeni modelu reprezentujiciho vychylku hladiny kapaliny byly provedeny experimenty, jezZ umoznily
nepiimé odecteni hodnot vychylky hladiny kapaliny ze snimka experimentu (Obr. 47 A). Nastaveni
experimentu bylo zaloZeno na umisténi cylindru na hladinu kapaliny a ode¢teni vychylky hladiny kapaliny
v ur¢enych bodech osy x, jejich nasledné porovnani s teoreticky vypoctenou hodnotou dle rovnice
(Vzorec 15). Praktické provedeni experimentu bylo provedeno s PTFE valcem o priméru 2 mm nofeném
do destilované vody. Voda byla umisténa v polypropylenové nadob¢, destilovana voda byla do nadoby
napusténa tak, aby vySka hladiny piekonavala okraj nadoby a tim umoznila potizovani snimka z pohledu
transversalniho fezu cylindru. Samotny cylindr byl z divodu stability na hlading pfidrzovan mikrovldknem,
tak, aby se na hladin€ nepohyboval. Snimky byly pofizeny pomoci digitalni zrcadlovky Canon EOS40D
s makro mezikrouzky a objektivem EF24-105mm L. Ostieni snimki bylo provadéno zpravidla s prioritou
na ostrost fezu (Cela) vlakna z divodu ptesného stanoveni métitka pomoci obrazové analyzy. Vzhledem
k optickym parametriim tohoto fotoaparatu je hloubka ostrosti velmi mala, takze bylo nutné upravit svételné
podminky pro zachyceni snimku tak, aby bylo mozné odecitat velikost vlakna, ale i vychylku hladiny
kapaliny. Praveé svételné podminky, respektive kontrast svétla a stint v kapalin€ a jejim odrazu jsou velmi
dualezité¢ pro zachyceni vychylky hladiny kapaliny. K vytvotfeni kontrastnich svételnych podminek bylo
pouzito bodovych zdroji hlavniho svétla, které svitilo z boku do hladiny kapaliny a pomocnych svétel
nad experimentem, ktera vytvafela linearni odrazy zdroje svétla a tim pomahala urcit rovinu, ¢i zakfiveni
hladiny. Pofizené snimky byly zpracovany pomoci obrazové analyzy v analytickém programu FiJl
(varianta programu ImageJ verze 1.54) [140]. Fotografie tvaru vychylky hladiny kapaliny je na obrazku
(Obr. 47A), do tohoto snimku je vlozena kiivka reprezentujici teoretickou vychylku hladiny kapaliny, ktera
byla vypocitdna pomoci rovnice (Vzorec 15). V predem danych vzdalenostech na ose x byly odecteny
hodnoty vychylky hladiny na ose z. Métfeni byla opakovana a z vybraného souboru dat byl proveden jedno
vybérovy T-test na kazdy z danych useki méfeni. Test byl proveden na hladin¢ vyznamnosti o = 0,05
s konstatovanim, Ze mezi naméfenymi hodnotami a vypoctenou teoretickou hodnotou neni statisticky
vyznamny rozdil. Toto potvrzeni indikuje spravnost modelu v jeho zakladu. Jako soucast testovani nofeni
vldkennych materalti do kapaliny byla vytvofena metodika hodnoceni nofeni do kapaliny. Tato metodika
ja zalozena na sledovani chovani materalu po dopadu na hladinu kapaliné¢ho kolektoru. Sledovani probiha
ve klenéném kolektoru viz kapitola 5.4.2 — (Tabulka 5). Tato metodika umoznuje jednoduchou popisnou
kvantifikaci procesu notfeni a jeho porovnani.

67



07 4 — Equation values

p 0.8 -

Obr. 47 — Porovnani teoretické a redalné zakviveni hladiny kapaliny. a) Obrazek ukazuje prolnuti fotografie
hladiny kapaliny a cervené vykreslenou hodnotou vychylky vytvorenou pomoci matematického modelu. b)
Graf ukazuje prolnuti cervené hodnoty ziskané pomoci matematického modelu a cerné vyjadrenych hodnot
ziskanych pomoci experimentu.

4.9 Zavér teorie matematického modelu

Zaverem lze konstatovat, Ze tento model zna¢né rozsifuje dosavadni teoretické modely, detailnéjsi grafické
zobrazeni je vénovano zejména piipadim velmi malych cylindrickych objektii. V porovnani s Popovem
[112] je komplexnéjsi a vySetiuje dané téma s menSim poctem podminek. Model vizualizuje podminky
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nofeni a je mozné vySetfit parametry, a tim 1épe ukdzat vztahy veli€in, které vedou k noteni vldken. Tento
model je bran jako platny pro kontaktni thly 6 > 90°. Systémy vlaken s mensimi kontaktnimi uhly jsou
pokladany za samovolné nofici se. Model je schopen vizualizovat tvar rozhrani hladiny kapaliny, coz bylo
potvrzeno experimentem. Praxe zvldknovani elektrickym zplsobem z vice divodi teorii jednoznacné
neodpovidd. Model je pfesto dulezity pro pochopeni principti a podminek noteni. Teorie predikovana
matematickym modelem pii ovéfovani vSak neodpovidéd praxi, vlakna se noti 1 pfi vétSich kontaktnich
uhlech. Hlavnim diivodem, pro¢ teorie v podminkach elektrického zvlaknovani do kapaliny neodpovida
praxi je zfejmé€ zejména piitomnost zbytkového rozpoustédla ve vlakné, jez zasadné méni kontaktni thel,
a tedy povrchové napéti. Podle nékterych studii si zvlaknény polymer uchova zbytky rozpoustédla v fadech
jednotek az desitek procent i po vytvofeni vlakenné vrstvy [141]. V pfipadé zvlaknéni do kapaliny tedy
nedopada obvykle do kolektoru suché vldkno reprezentované samotnym polymerem, ale smes polymeru
a rozpoustédla. V procesu noieni jsou i jini Cinitelé, které nejsou v teoretickém modelu zahrnuty, jako
je naptiklad elektrokapilarita [133, 134], kineticka energie vlakna atd.

Zajimavosti je, ze vzhledem k tomu, ze kapilarni sily zpiisobuji vytlaceni kapaliny i z oblasti mimo nofeny
objekt, miizeme tedy fici, ze v téchto mikro rozmérech neplati Archimediv zakon dle jedné z jeho
puvodnich definic, tak jak je n¢kdy citovan. tj. ,,7éleso ponorené do kapaliny je nadlehcovano silou
rovnajici se tize kapaliny stejného objemu, jako je ponorena cast télesa* [142]. Tomuto problému se Ize
teoreticky vyhnout pouzitim znéni, jez se vyskytuje v anglosaské literatute , je nadlehcovano silou rovnajici
se tize kapaliny télesem vytlacene* [143], kde pod vytlacenou kapalinu mtize byt zahrnuta i ¢ast, jenz
je vytlacena nasledkem plisobeni kapilarnich sil.
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S5 Navrh a vytvoreni zarizeni pro wet elektrospinning

JiZ pro prvni praktické experimenty s wet elektrospinningem byl vytyCen cil neprovadét experimenty
na improvizovanych zvladknovacich sestavach a zatizenich slozenych z riiznych laboratornich pomiicek
a jednotlivych dila. Systémové vytvoiené feSeni kompletu zafizeni umozni dodzeni sejnych a definovanych
definovanych podminek procesu.

Diivodem je nutnost sestavovani experimentu v laboratofich, kde se pracovni prostor sdili s jinimi
pracovniky a kromé vystavby je nutné sestavu pravidelné sklizet. Takova je laboratorni praxe, kdy
se o laboratorni prostor déli vice védeckych pracovnikii a neni mozné nechat aparaturu pro jeden typ
experimentu nastalo sestavenou v prostoru a je nutné s ni manipulovat. Pfi peclivém sledovani sou¢asného
stavu, je patrné, ze pokud jsou v publikovanych zdrojich zafizeni viibec popisovana ¢i zndzornéna, jsou
tato zafizeni vlastné slozena jednordzové z laboratorniho vybaveni nebo improvizovanych pomucek.
Pti opakovani experimentu se zatizeni opét sestavuji z jednotlivych Casti a opét se musi fesit jejich osazeni
néstroji, tchyty atd. Casté skladani a opétovné rozkladani vede k riiznym odchylkam v pouZitém sestaveni
¢i dokonce vybaveni a tim 1 zménam nastaveni procesu vlaknéni. Obecné jsou tedy vSechny v ¢lancich
zdokumentované wet elektrospinning procesy zaméiené na tkanové inzenyrstvi tvofeny v improvizovanych
podminkach s laboratornim vybavenim [90, 144]. Ptiklady improvizovanych nastaveni v laboratornich
podminkach jsou na obrazcich (Obr. 48) a (Obr. 49). Jednim z hlavnich divodu pro sestaveni vlastniho
zafizeni je tedy snaha o vylouceni nevyhovujiciho improvizovaného sestaveni, a s tim spojené zmény
¢ zamény komponent, casovych ztrat pii nastaveni a nasledném sklizeni laboratorniho prostoru. Zaroven
jecilem zafizeni sestavit ho tak, aby umoznilo jednoduchou obsluhu a nastaveni vramci jednoho
pienositelného bloku.

(a)

INJEKENI STRIKACKA
S POLYMERNIM ROZTOKEM

«—— TRYSKA
ZDROJ o )
VN |yysokéHo NAPET ZVLAKNOVANY
POLYMER
MICHADLO
—
T MAGNETICKA
MiCHACKA

Obr. 48 — Obrazek ukazuje priklad praktické sestaveni elektrického zvlaknovani do kapaliny. a) Blokovy
princip vldkneni do kapaliny pomoci vysokeho napéti. b) Fotografie realného nastaveni v digestori
a rozmisteni, fotografie je bez vodicii vysokého napéti. Obrazek prevzat [144].
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Obr. 49 — Fotografie laboratornich zarizeni pro koaxialni zvlaknovani do kapaliny, fotografie je bez vodicii
vysokého napéti. Obrazek prevzat [90].

5.1 Koncept hlavnich principi zarizeni

Koncept zvldknovaciho zatizeni byl zamyslen jako flexibilni modularni platforma umoziujici Siroky rozsah
provadénych experimentalnich nastaveni, v¢etné piipravy pro ptipadné snadné¢ vymény zdroje DC za AC.
Takové zafizeni ma umoznit relativné rychlé a pohodIné nastaveni parametrti procesu a modularitu
pfi testovani raznych kolektorti. Prioritou je tedy realna flexibilita pouziti takového zatizeni pii laboratorni
praxi. Snahou je taktéz minimalizace kovovych ¢asti, nejen z diivodu bezpecnosti, ale i z divodu prevence
nezadoucich vlivi ptfi zvldknovani pomoci vysokého napéti (VN). Pouzitim 3D tisku nebo potfizenim
béznych komercnich produktii na tohoto zafizeni je zajistén relativné snadny up-grade i opravy zafizeni
a jeho pripadna replikace. Pti vyrobé¢ zatizeni je tedy hlavnim cilem minimalizace nestandartnich dili a dila
jez nejdou snadno replikovat na 3D tisku nebo komer¢né pofidit.

Zatizeni bylo pivodné koncipovano jako elektronicky ovladany univerzalni manipulator s Sirokymi
moznostmi nastaveni. Bylo planovano umoznit plynulou zménu vzdalenosti trysky od hladiny kolektoru
a také fizeni v osach x a y. Nicméné¢, vzhledem k primarné experimentalni povaze zafizeni a potencialnim
komplikacim spojenym s provozem elektroniky v blizkosti vysokého napéti byl elektronicky koncept
elektronicky fizeného manipuldtoru opustén.

Primérni myslenkou bylo vytvofit zafizeni, které by bylo flexibilni a snadno ovladatelné. Pro dosazeni této
flexibility byly klicové ¢asti naplanovany jako pevné piipevnéné komponenty, coz umoznilo snadnou
piepravu zafizeni jako celku. Zvlastni pozornost byla vénovana hygiené, zejména pii praci s kapalinami.
Zatizeni bylo navrzeno tak, aby umoziiovalo dezinfekci a €iSténi povrchu od ptfipadnych tniki kapaliny
nebo odstranéni zbytku roztoku polymeru, ktery by mohl zafizeni znecistit.

Dalsim dilezitym aspektem bylo ulozeni kapalinového kolektoru. Bylo nutné zajistit, aby rtizné nddoby
mohly byt snadno pfipojeny a odpojeny, coZ umozituje manipulaci s celou nadobou bez potieby zdsahu
do konfigurace nastaveni parametri komponent. Toto bylo klicové zejména pro obsluhu uzemmnovaci
svorky, kterd vétSinou byva umisténa ve spodni ¢asti nadoby.

Zakladnim pozadavkem byla také flexibilita v moZnosti uchyceni riznych trysek a funkénich
zvlaknovacich celkl. To umoziuje testovani riznych jehel a systéml dopravy roztoku polymeru. Dulezité
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bylo zajistit bezpecné a kontrolované piivedeni vysokého napéti, coz bylo provedeno s ohledem na plynulé
nastaveni vychylky uchyceni ve vSech tfech osach (x, y, z). Zatizeni bylo také konstruovano s ohledem
na ptipadnou moznost uchyceni robustnéjsi aparatury na AC elektrospinning [7]. AC varianta procesu
zvlaknovani pouziva zpravidla rozmérnéjsi a téz8i vodice, proto musi byt zatizeni schopné tuto vahu unést
a umoznit i mechanické uchyceni pfivodniho vodice.

Tento komplexni piistup k navrhu zafizen zajistuje jeho univerzalnost, variabilitu pouziti a schopnost
pfizplsobit se riznym experimentalnim potfebam v oblasti zvlaknovani metodou wet elektrospinningu
pro tkanové inzenyrstvi.

5.2 Konstrukce

Zakladnim prvkem konstrukce byla navrzena nosna platforma, jejiz zakladem je laminovana dfevotfiskova
deska, jez ma dobré mechanické vlastnosti, vodéodolnost a 1ze ji dobfe Cistit a dezinfikovat roztokem
alkoholu. Rozmér byl zvolen tak, aby umoznoval umisténi a manipulaci v laboratorni digestofi. Platforma
byla osazena protiskluzovymi vyvySenimi podlozkami, zajiStujicimi nejenom stabilitu, ale i1 prostor
pro uloZeni zemniho vodic¢e a zvySeni vzdalenosti od kovového povrchu digestoie a ptipadnych uniki
kapalin. Boky platformy byly osazeny uchyty pro praktické a ergonomické uchyceni pii prenaseni. Celni
strana byla vybavena uchytem pro jednoruéni vertikalni pfenaseni a usnadnéni manipulace. Zadni strana
vyla vybavena protiskluzovymi patkami pro vertikalni skladovani.

Konstruovani dil pro tisk na 3D tiskarné bylo realizovano v programu Blender [145] s pomoci modulu
plug-in CADsketcher [146] umoznujici parametrické kresleni. Nékteré dily byly konstruovany pomoci
programu FreeCAD [147]. Pii navrhu dilii bylo jiz brano v potaz, jakou metodou vyroby a jakym typem
3D tiskarny bude dil vyrabén tak, aby byl co nejsnadnéji a nejkvalitnéji vyroben. Na toto je bran zfetel,
protoze vyrobni technologie maji své konstrukéni limity a naptiklad 3D tiskarny typu FDM (filamentové)
nemaji u vysledného produktu pevnost stejnou ve vSech osach, osa z mé oproti ostatnim sniZenou pevnost
v tahu a smyku (soumezném stiihu). To je zplisobeno tim, ze osa z neni tiSténa v kuse, ale chronologicky
navysSovana po cca 0,15-0,2mm, takze je vyrobek defacto sloZen z tenkych, na sebe natavenych fezil, coz
mu v tomto sméru vyrazné snizuje pevnost.

5.3 Vyroba

Vyroba zatfizeni byla rozdélena podle funkénich celkli, vyrabéna s ohledem na maximalni funkcnost
a prakticnost. Cilem bylo kvalitni vyrobeni dilu a jejich pfesné sesazeni dle ndkresu. Vyrobni proces byl
navrzen tak, aby v idedlnim piipad¢ umoziioval snadnou replikovatelnost vyroby.

5.3.1 Zakladni deska

Prvnim krokem ve vyrobé bylo vyrobeni zdkladni desky o rozmérech 470 x 370 mm a tlouStce 18 mm.
Tato tloustka zajisti pro dané rozméry prostorovou stabilitu a rozméry umozni mit dostatecny prostor
pro osazeni naplanovaného pfisluSenstvi zafizeni, a to pfi zachovani relativné malych rozmért, které
umozni manipulaci se zafizenim jednim clovékem. Tento rozmér umoznuje i snadné umisténi
do laboratorni digestofe. Samotna deska je dievotiiskova laminovana pomoci melaminové pryskyfice, jejiz
povrch je vodéodolny. Boky zakladni desky byly dodatecné laminovany natavenim bo¢ni hrany. Zakladni
deska byla opatfena distan¢nimi nozickami vyrobenymi 3D tiskem viz obrazek (Obr. 50). Nozicky byly
po piipevnéni opatieny silikonovymi protiskluzovymi podlozkami, které zaroven uzaviraji otvor pro vrut
spojujici dil s deskou. Uzavieni minimalizuje otvory konstrukce a mista pro kontaminaci povrchu. Deska
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byla opatiena 3D vytiSténymy Uchyty a patkami na zadni stran¢ s protiskluzovymi silokonovymi
podlozkami. Deska je tedy uzplsobena k stabilnimu stani v pracovni poloze tak, aby byla vyvySena
nad povrchem nebo byla skladovéna svisle a tim padem zabrala méné prostoru.

a)

Obr. 50 — Ukazka konstrukce distancni podlozky. a) Obrazek konstrukce distancni protiskluzové podlozky
zakladni desky, uprostied je patrny otvor pro vrut, ktery je opatren zadlabem pro silikonovy protiskluzovy
blok. b) Detail distancni protiskluzové podlozky-noZicky, ktera vyvysuje platformu a zajistuje jeji stabilitu.

a)

Obr. 51 — Ukazka konstrukce dilii zarizeni. a) Detailni pohled na hranu rohu, ktera zdaroven slouzi jako
podlozka pri vertikalnim uloZeni. b) Zndzornéni umisténi bocnich rukojeti, které slouzi k manipulaci
a uchopeni pri prendSeni, na kazdém boku jsou dvé rukojeti. Patd rukojet je na zadni strané a slouzi
k cestovnimu prenaseni bez prislusenstvi.

5.3.2 Platforma pro nadobu na kapalny kolektor

Druhym krokem byla vyroba vyvysené platformy pro ulozeni nadoby kapalného kolektoru. Tato ¢ast byla
Jiz v konstrukci navrzena s ohledem na nutnost manipulace s kapalnym kolektorem a pottebu piipeviiovat
uzemnovaci svorku ke kolektoru. Z tohoto ditvodu byla platforma kolektoru vyrobena jako ¢tyii jednotlivé
podstavce, davajici prostor pro manipulaci s vodicem uzemnéni. Prioritou tedy bylo umoznéni manipulace
s uzemnovacim aparatem dle potfeb konkrétniho kolektoru. Zvoleni 4 kust podstavct sice snizuje plochu
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kontaktu s kolektorem, ale maximalizuje prostor pro manipulaci pod kolektorem. Snizeny kontakt nadoby
kolektoru s podstavcem a tim spojené riziko pohybu kolektoru byl vyfeSen montdzi protiskluzovych
silikonovych podlozek. Teoreticky by bylo mozné implementovat pouze 3 podstavce, coz by zvétsilo
manipulacni prostor pod kolektorem a zaroven pii tfech kontaktnich bodech je negovana mozZnost,
7e podstavce nebudou tvofit svou vrchni hranou rovinu tak, jako pfi pouziti 4 podstavcli. Nicméng,
konstrukce se ukazala natolik presnd, ze 4 bodovy systém se silikonovymi podlozkami je s dostacenou
piesnosti v roviné. Tii bodovy podstavcovy systém je stidle velmi ldkavé feSeni pro dalsi podobné
konstrukce nebo pro piipadny upgrade.

a)

Obr. 52 — Ukazka konstrukce platformy pro kolektor. a) Obrazek konstrukce podstavce kolektoru, systéem
ulozeni kolektoru je sloZen ze 4 kusii téchto prvkii. b) Konecné uloZeni podstavcii, na horni ploSe jsou patrné
silikonové adhezni podlozky zajistujici stabilitu kolektoru.

5.3.3 Uchyt na zvlikiiovaci aparaturu s nastavitelnym ramenem

Jako tieti konstrukéni prvek byl vyroben univerzalni Gichyt na zvlakiiovaci systém — trysku. Umysl
konstrukce uchytu byl v prvnim konceptu jako elektronicky fizeny tichyt kartézského typu, tak jako vétSina
FFD tiskaren. To by umoznovalo ptesny, elektronicky nastavitelny a programovatelny pohyb zvldknovaci
soustavy. Vzhledem k nutnosti pouZziti mnoha elektronickych ovladacich prvki a kovovych dild, spolu
s vysokym napétim a ptehodnoceni priorit konstrukce byl tento princip pro experimentalni zatizeni opusten.
V principu neni vyhod elektronického fizeni tchytu potieba a rizika spojend s provozem v tomto prostiedi
pievazovala nad potencidlnim piinosem této technologie ovladdani. MySlenka jednoduché a snadno
ovladatelné konstrukce prevladla nad sofistikovanosti elektromechanické varinty. Na misto toho byl zvolen
drzék z izola¢nich materialt tak, aby se minimalizovala rizika spojend s provozem vysokého napéti. Jako
rameno manipuldtoru, na ktery bude samotny uchyt aparatury pfipevnén, byl zvolen ¢lankovy kloubovy
systém vyuzivany zejména pro nizkotlaké kapalinové aplikace. Jedna se o trubici, tvoienou ¢lanky, jez jsou
na jedné strané vnéjSim a na druhé strané vnitinim kloubem. Jednotlivé pospojovany, tak tvoii soustavu
tésnych kloubli a zajistuji vysokou flexibilitu. Z diivodu velké unosnosti byla zvolena velikost G1/2*
s délkou 600mm, vngjsi pramér ¢lanku této trubice je 26mm. Trubice s takovymto primérem jiz maji
adekvatné velkou nosnost a jsou schopné stabilné¢ udrzet aparaturu, aniz by dochdzelo k samovolnému
pohybu. Konstrukéné byl drzak navrzen jako dvojity, stavajici se ze dvou trubic, pro zvySeni tnosnosti
a stability. V ptipad¢ potfeby Ize jednu trubici odpojit a vyuzit napiiklad jako pomocny drzdk silného
vodice vysokého napéti nebo hydraulické soustavy zajistujici vlaknéni.
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Obr. 53 — Ukdzka konstrukce a dilu ramene manipulatoru. a) Detailni pohled na prichyceni ramene trubice
k zakladni desce. b) Fotografie komercné dostupné nizkotlaké trubky [148]. c¢) Technicky nakres zakladnich
udaju. Délka je modularni, pridavanim a odebiranim jednotlivych segmentii lze délku upravovat
dle potreby [148].

Vyhodou tohoto feSeni je velky rozsah pohybu, maximalizujici pracovni prostor, snadny pohyb v celém
rozsahu, nataceni a naklanéni pracovniho néstroje/univerzalniho uchytu. Nastaveni je velmi rychlé
a snadné, zaroven je konstrukce dostatecné pevna a rigidni, ¢imz zajiStuje stalost nastaveni a tim zabezpeci,
ze v prubehu experimentl nebo technologickych piestavek nedochazi pohybu ¢i zméné vzdalenosti vlivem
tihy aparatury. Jako samotny uchyt aparatury (gryp) byl zvolen uchyt pomérné jednoduché konstrukce,
nicméné zajiStujici pevné a stabilni uchopeni zvlaknovaci aparatury. Konstrukce je zcela vytisknutelna
na 3D tiskadrn¢, z divodu snadné modifikace a reprodukce. Timto byla zabezpe¢ena moznost upgradovani
a snadna implementace konstrukénich zmén, za dodrZeni nizkych ndkladt. Zékladem tchytu byl zvolen
jiz vytvoieny model [149] z online databaze Thingverse [150]. Tento model byl modifikovan tak, aby
umozioval uchyceni k ramentim manipulatoru. Uchyt ma kombinované &elisti, ¢asteénd ploché, ¢asteéné
vypouklé s vroubkovanim pro lepsi uchyceni kulatych predméti. Uchyt je ovladan stahovanim zavitu
pomoci ovladaci matky. Plocha ¢ast Celisti byla opatiena flexibilni vlozkou pro zvySeni pevnosti tichytu.
Vsechny dily uchytu byly vytistény pomoci 3D tisku, véetné flexibilni vlozky, kterd byla vytiSténa
flexibilnim materialem TPE [151]. Takto vytvofeny Gchyt umoznuje pevné sevieni zvladknovaci aparatury
pomoci zavitového sevieni celisti, bez nezddouciho samovolného stahovani celisti bez uchycené aparatury.
Uchyceny predmét je stabilni a nema tendence k prokluzu diky flexibilni Celistni vlozce. Samotné Celisti
jsou v uchytu na trubice vybaveny rota¢nim prvkem, lze je tedy natacet dle pozadavku experimentu,
zéaroven maji dva klouby pro horizontalni néklon Celisti o £+ 90°.
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a) b)

Obr. 54 — Ukazka konstrukce univerzalniho uchytu zviaknovaci aparatury. a) Detail uchytu zvlaknovact
aparatury, jeho sevieni je provadeéno rotacné posunem zavitu v matce (Cerna polymerni zavitova ty¢, kulata
Cernda matka), na konci Ccelisti jsou vloZeny vytisknuté protiskluzove flexibilni viozky [149]. b) Snimek,
na kterém jsou patrné tri rotacni mechanizmy, které davaji uchytu volnost manipulace [149].

Pro vedeni hydraulické pienosové soustavy a pro uchyceni vodic¢e vysokého napéti byly zkonstruovany
drzaky, které jsou schopny udrzet pozadované prvky a zajistit jejich stabilitu, vyloucit jejich kontakt s vodni
lazni. Drzék je dimenzovéan i na silné¢ izolované vodice stfidavého napéti, je k rameniim pfipevnén
samosvorn¢ a umoznuje piipadnou rotaci. Zuzeni na konci zabranuje vypadavani uchycenych prvku,
nasledné rozsifeny konec naopak usnadnuje zavedeni do drzaku viz obrazek (Obr. 55). Stejné je rozsiten
i konec, jez se zasouva na trubici ichytu. V této €asti jsou vytvoreny zuby, zvysujici bodovy tlak na trubici
a tim stabilitu v nastavené poloze.
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Obr. 55 — Ukazka konstrukce drzaku kabelaze a hydraulického systéemu. a) Konstrukce drzdku hydraulické
soustavy a vodice vysokého napéti. b) detail Celisti, na kterém je patrny rotacni mechanizmus uchytu.

5.3.4 Zemnici soustava

Principialn¢ velmi dilezitym prvkem pro pouziti se stejnosmérnym zdrojem napéti je zemnici soustava,
ktera slouzi k ptivedeni zaporného potencidlu od zdroje vysokého napéti az ke kolektoru. Z praktickych
diivodll je zemnici ¢ast vedeni soucasti zafizeni. Toto feSeni zabezpecuje ptivedeni zaporného potencidlu
zespod kolektoru, a pfitom spliuje pozadavky na snadnou a rychlou ptipravu. Zkusenosti se zvlaknovanim
do kapaliny ukazuji, Ze vyhodnym feSenim je pfivedeni potencidlu do kapaliny stfedem ve dné¢ nadoby.
Jiné feSeni mohou nezddoucim zptisobem ovlivnit elektrické pole a tim 1 tvorbu vlaken. Pti pouziti bo¢niho
privodu se stava, ze vlakna maji tendenci pohybu smérem k vodi¢i nebo okrajim nadoby. Je tedy Zadouci,
aby veskeré zaporné nabité¢ vodi¢e nebyly umistény vySe, nez je kapalina kolektoru. Ve stiedu mezi
podstavci kolektoru byl navrzen otvor, kterym prochéazi vysoce flexibilni vodi¢ uzemnéni. Tento vodic
je tvofen velkym mnozstvim pocinovanych médénych dratki. Timto je zvySena jeho flexibilita a odolnost
proti poskozeni lamanim v mechanicky zatizenych mistech. Izolace je pro standartni elektrické napéti,
u zaporného potencialu, ktery je uzemnén, neni tfeba zvysené izolace pro vysoké napéti. Izolacni material
je u zemniciho vodice ze silikonu, coz mu zajiStuje vysokou flexibilitu a snadnou udrzbu a mechanickou
1 chemickou odolnost. Zacatek obvodu zemnéni je na zafizeni svorka pro pfipojeni, jeZ je reprezentovana
standartni zasuvkou jednopdlového konektoru 4 mm typu ,bananek® (bannana plug). Zasuvka
je integrovana do zdkladni desky a jeji pfesah je minimalizovan tak, aby nedochdzelo k jejimu
mechanickému namahéni ¢i poskozeni. Pro snadné optické rozpoznéni je zasuvka zelené barvy, panel
zasuvky je také vytistén ze zelen¢ho polymeru a oznacen symbolem uzemnéni (Obr. 56 A). Ve stfedu
zakladni desky, mezi ¢tyfmi podstavci kolektoru, je prichod pro zemnici vodi¢. Tento otvor je vybaven
pruchodkou se zkosenymi hranami pro snizeni opotiebeni vodice tfenim na ostré hran€. Priichodka zaroven
zabezpeci, ze se do otvorem naruSen¢ho materidlu desky nedostane kapalina v ptipad¢€, ze pii manipulaci
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s kolektorem dojde k jejimu uniku (Obr. 56 B). Ve spodni Casti priichodu je vodi¢ vybaven piidavnou
izolac¢ni, teplem smr$t'ovaci tenkosténnou buzirkou pro zvyseni ochrany na spodni hran¢, kde muize plisobit
tahem vodice tlak na hranu prichodky. Zakonceni silikonového vodice uzemnéni je provedeno elektrickou
svorkou délky 51 mm, tato ,,krokosvorka* umoznuje univerzalni uchyceni velkého rozpéti konektort
zemnéni na kolektoru a je velmi univerzalni (Obr. 56 C, D).

Obr. 56 — Ukazka konstrukcnich detailti uzemnovaci soustavy. a) Detailni pohled na zabudovanou zasuvku
privodu zemnéni, jednd se o standardizovany 4mm jednopolovy konektor ,,bananek“. b) Ve stredu zakladni
desky vytvoreny prostup silikonového vysoce flexibilniho vodice, prostup je vybaven vytistéenou priichodkou
se zaoblenymi hranami. c) Ukonceni vodice uzemnéni je provedeno svorkou délky 51 mm, tato
., krokosvorka *“ umoznuje univerzalni uchyceni velkého rozpeti druhii zemnéni kolektorii. d) Detail prikladu
uchyceni kolektoru zemnici svorkou.

5.3.5 Nadoba kolektoru

Dalsim prvkem konstrukce zafizeni je kolektor. Standartné je pojmem kolektor oznacovano zatizeni, které
slouzi k zachytavani formovaného vldkenného produktu. Kolektor mtize byt velmi sofistikovany, ve forme
ruznych rotujicich a funkénich celkii, nebo miize byt trividlné jednoduchy, naptiklad ve formé kovové
uzemnéné desky. U wet elektrospinningu vSak kolektor musi obsahovat kapalinu, ktera slouzi jako pracovni
cast kolektoru. Pravé do kapaliny v kolektoru jsou vldkna formovana. Konstrukce kapalného kolektoru

78



mitize byt riznoroda. Pro prvotni testovani byla navrZena Siroka naddoba s nizkym okrajem. Nadoba byla
navrzena jako vytisk 3D tiskdrny o vnitinim priméru 180 mm. A hloubkou naddoby 10 mm. Dno bylo
zkonstruovano jako samonosné o tloust’ce 4 mm tak, aby miska bez deformace stabilné plnila svou funkeci
i na ¢tyfbodovém, ptipadné tfibodovém, podstavci kolektoru (viz odstavec 5.3.2). K vyrobé byl pouzit prve
transparentni PETG (polyethylene terephthalate glycol), tento material je pomérné pevny a neni kiehky.
Transparentni barva byla zvolena z divodu moznosti podsviceni a piipadné moznosti sledovani hladiny
kapaliny. Experimenty vSak ukazaly, ze na svétlém pozadi nddoby neni mozné dobie sledovat vlakenné
formace v kapaling. Dal3i série kolektorti byla vyrobena z erného PETG filamentu. Cerna barva pozadi
znacn¢ zjednodusila vizualni hodnoceni procesu tvorby vlakennych struktur v kapalin€, protoze bilé
vlakenné shluky jsou na ¢erném pozadi velmi dobie vidét. Na tmavém pozadi je v priabéhu vlaknéni mozné
hodnotit, zda vlakna v kapalin€ tvoii materal. ZkuSenosti ukazaly, Ze za icelem tisku naddoby pro kapalinu
je tteba upravit nastaveni 3D tisku tak, aby bylo dosazeno ninimalnich spar ve vytisku a tim minimalizovany
moznosti protékani ¢i nasakéani kapaliny do materidlu vytisku. Pii 3D tisku filamentem (FFF) je tistény
objekt tvofen jednotlivymi tahy materialu, ty jsou vedle sebe a po dokonceni celé vrstvy se tisk opakuje
o vrstvu vySe. Tisknuty objekt se skldda zjednotlivych tiskovych filament, které se pti jednotlivych
prujezdech trysky natavuji dohromady a postupné tvoii vyrobek. RozliSuji se filamenta vnéjsiho tisku
(takzvané perimetry) a vnitiniho (in-fill). In-fill je predevs§im strukturni vyplit a mnohdy je z diivodu Setfeni
casu a nakladd na filament pouze Castecna, uvnitt je pouze struktura zajiStujici materialovou pevnost
a podporu vrchnim parimetriim. Perimetry udévaji vnéjsi tvar a jsou viditelné. Standartné pii tisku vznikaji
nedokonala slinuti jednotlivych vrstev nebo v mistech napojeni jednotlivych struktur tisku. Je tedy velmi
diilezit¢ pomoci tiskovych nastaveni minimalizovat tyto defekty. Experimentovanim bylo dosazeno
pfijatelného snizeni ,,porozity* 3D vytisku nadoby. ZvySené kapalino-tésnosti bylo dosazeno zejména
zvySenim pratoku polymeru tryskou 3D tiskarny (Extrusion multiplier) oproti standartnimu nastaveni,
zvySenim piekryvani jednotlivych vrstev (XY-Overlap), zvySenim poctu vnéjSich perimetri a zvySenim
teploty trysky 3D tisku tak, aby se material 1épe spojoval [152]. Elektroda pro zaporny potencial byla
naplanovana jako nizky hrot uprostied nadoby. Ve spodni ¢asti nadoby elektroda vystupuje 8 mm tak, aby
bylo mozné na tuto spodni ¢ast pfipnout zemnici svorku. Elektroda byla vyrobena z nerezové oceli A2.

Obr. 57 — Vyvoj konstrukce nadoby kolektoru. a) Piivodni navrh nadoby s 1 mm silnou sténou.
b) Modifikovany model nadoby se sténou o tloustce 10 mm a zaoblenim hrany na radius 5 mm.
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V pribéhu prvotnich experimentti byla nadoba kolektoru ptepracovana tak, aby jeji okraj nebyl tvoien
uzkou sténou s okrajem s ostrymi hranami (Obr. 57 a). Na ostrych hrandch miize dochazet ke kumulaci
naboje, proto byla sténa nddoby kolektoru zesilena na 10 mm a zaoblena na radius R5 tak, aby na okraji
nadoby nebyly ostré hrany (Obr. 57 b).

Po dlouhodobych zkuSenostech se ukazaly nddoby vytisténé pomoci 3D tisku jako ne zcela vhodné
pro n¢ktera rozpoustédla, pii pouziti naptiklad acetonu bylo patrné pronikani acetonu do materidlu
kolektoru. Po delsi expozici polymerniho PETG kolektoru byla patrnd zména povrchu nadoby, zjevné
zpusobené ¢astenym bobtnanim a opétovnym vysychanim. Nicméné funkénost na 3D tiskarné vytisténé
nadoby kolektoru nebyla nijak naruSena a stale si drzela sviij tvar a byla kapalino nepropustna. Jednim
z moznych feSeni by bylo vytisténi nddoby z jiného materialu, naptiklad PA (Polyamin — Nylon) ¢i PP
(Polypropylen) [153, 154]. Material PP 1 PA je komercné dostupny pro 3D tiskdrny a tiskarna Prusa Mk3s+
u vétsich tvart pro PA z ditvodu tepelné objemové zmény pfi tisku. Tisk nadoby z odolnéj$iho materialu je
tedy fesSitelny, nebyl vSak proveden. Struktura 3D tisku také neni zcela hladkéa a nékteré zbytky polymeru
neni mozné z takového povrchu pfi €iSténi odstranit. Z praktickych diivodi byla tedy posledni verze nadoby
kolektoru vyrobena ze sklenéné Petriho misky o priméru 200 mm [155] (Obr. 58 A). Ve stiedu misky byl
vrtdkem na keramiku vyvrtan otvor 3 mm, ktery byl osazen nerezovym Sroubem M3 14 mm A2
s imbusovou pulkulatou hlavou (ptlkulatd limcova — washer head). Zaroven byl otvor ve skle
pied vloZenim Sroubu vyplnén transparentni, komeréné dostupnou dvouslozkovou epoxidovou pryskyftici
s tvrdidlem 3-Azapentan-1,5-diamin (Obr. 58 b). Na spodni stran¢ byl Sroub opatfen podlozkou a matkou.
Mezi podlozkou a sklem byla umisténa jednostrannd silikonovd 1 mm silnd paska, kterd slouzi jako
hydroizolace a zaroven jako dilatacni podlozka mezi sklo a podlozku (Obr. 58 c¢). Vy¢nivajici Sroub slouzi
jako zemnici bod pro piipojeni svorky zaporného potencidlu, diky zavitu na Sroubu svorka dobte drzi
1 pfi manipulaci s kolektorovou nadobou. Pro snadnéjsi pozorovani pribéhu zvlakiiovani byla pro nadobu
kolektoru navrzena a vyti§téna ¢ernd podlozka, kterd zvyrazni kontrast mezi osvétlenymi vldkennymi
shluky a ¢ernym pozadim. Tim umoZzni snadnou identifikaci a pozorovani procesti formovani vladken
v kapaliné kolektoru (Obr. 58 d). Bezespornou vyhodou sklenéné nadoby s hladkou sténou je moznost
pozorovani formovani vlakenné struktury v objemu kapaliny boc¢ni sténou a hodnotit dle stanovenych
kritérii proces nofeni. Sklenéna nadoba se je také vhodnéjsi, protoze hladky povrch se Iépe Cisti
a dezinfikuje.
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Obr. 58 — Detail konstrukce kolektoru. a) Sklenéna ndadoba kolektoru vyrobena z Petriho misky, stred
nadoby je opatren otvorem, kterym prochdzi nerezova elektroda zaporného polu vysokého napéti. b) Detail
elektrody uzemneéni kolektoru. c) Detail spodni strany elektrody, Sroub je uchycen pomoci nerezové
podlozky a matky s dilatacni podlozkou. d) Vizualizace navrhu cerné PETG podlozky pro sklenénou misku
kolektoru s primerem 200 mm, tato podlozka slouzi ke zvyraznéni osvétlenych viakennych shluku
v kapalineé.

Jako soucast navrhu byly vytvofeny i izolacni kostky, které mély byt vyuzity dle potieby jako vypln
prostoru pod kolektorem. Tyto kostky by se umistily pod nadobu kolektoru a tim by zcela zakryly volny
prostor mezi kolektorem a zakladni deskou tak, aby dodatecné zvySily elektrickou izolaci ke spodni ¢asti
zemnici elektrody. Ukazalo se vSak, Ze nddoba kolektoru je velmi Sirokd a vytvotrenda vlakna nemaji tendenci
nadobu obejit obloukem a smérovat se ke svorce uzemnéni, ktera je umisténa vespodu nadoby kolektoru.
Izola¢ni kostky byly vyprojektovany a vyrobeny, ale nebyly v projektu nikdy pouzity.

5.3.6 Hydraulicka soustava

Distribuce roztoku polymerniho materialu je zajisténa pfimym dévkovanim roztoku z injekéni stiikacky
a jehly, tyto prvky jsou uchyceny univerzalnim uchytem popsanym v kapitole 5.3.3. K piesnému davkovani
byla naplanovana a pouzita stiikackova pumpa. Z divodu ochrany pumpy pied pisobenim vlivu vysokého
napéti bylo déavkovani pomoci stfikaCkové pumpy naprojektovano jako nepiimé, s hydraulickym
pretlakovym systémem. Pro pfesné, fizené a spolehlivé davkovani roztoku polymeru pro zvlaknovaci
proces byla zvolena stiikackova pumpa s elektronickym fizenim KFTechnology NE-1000 [156]. Tato
pumpa umoziuje programovatelné fizeni rychlosti a je pfimo konstruovdna na uchyceni injek¢nich
stiikacek riznych objemi. Z diivodu pouziti vysokého napéti a kvili velkym rozmérlim a vaze pumpy
je vhodné nechat pumpu umisténou mimo zvlakiovaci zatizeni. Pumpa byla z divodu ochrany elektroniky
piidavné uzemnéna na zemnicim izolovanym vodi¢em o pritfezu 4 mm?. Vzhledem k piipojeni elektrického
napéti na elektrodu — jehlu, a tedy roztoku polymeru, nebylo vhodné z diivodu bezpecnosti pumpou
napiimo davkovat stiikacku s polymerem. Vysoké napéti by bylo davkovaci soustavou pfitomno na citlivé
pumpé a jeho piitomnost by piedstavovala zvySené riziko z diivodu jak trazu, tak poSkozeni jinych
zatizeni. Byl zvolen princip hydraulického odd€leni pumpy od roztoku polymeru. Stiikacka v pumpé€ byla
naplnéna destilovanou vodou a hydraulicky spojena s prazdnou stiikackou ve zvlakiovaci aparatute, kde
se prenosem kapaliny z plné stiikacky v pumpé (Obr. 59 C) ptenasi tlak do pistu prazdné stiikacky. Systém
vyuziva princip pistu. Tato prazdnd stiikacka pak vytlaCenim pistu ptendsi silu pumpy do stiikacky
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s polymerem zvlaknovaného roztoku (Obr. 59 B, C). Timto krokem doslo nejen k elektrickému oddéleni,
ale 1 racionalizaci hospodafeni s roztokem polymeru - pfi ddvkovéani se nemusi roztokem plnit celd
davkovaci soustava, ktera obsahuje cca 40 cm dlouhou hadicku. Dochazi tedy ke zna¢nému zjednoduseni
manipulace s roztokem polymeru. Objem potiebného polymerniho roztoku je pak udrzen na nezbytném
minimu. Pfi vyméné polymeru se manipuluje pouze se stiikackou a jehlou (Obr. 59 A).

: | b)i%

Obr. 59 — Fotografie hydraulické soustavy zajistujici davkovani polymerniho roztoku. Obé horni stiikacky

Jjsou uchyceny v pripravku. a) Stiikacka s polymernim roztokem je opatrena injekcni jehlou 0,8x40 mm.
b) Stitkacka hydraulického systému je uchycena v pripravku a predava tlak na zvidkiovaci strikacku
s polymernim roztokem. c) Strikacka, jez je umisténa do pumpy, pomoci hydrostatického tlaku predava silu.
d) Vlozka pripravku pro viozeni 3ml strikacky do slotu pripravku na 10ml stiikacku. e) Distancni sloupky
pro kompenzaci rozdilu vzdalenosti pistii v pripravku.

Pro pienos sily tlaku pistu koncové strikacky hydraulické soustavy do stiikacky s roztokem polymeru byl
naprojektovan hydraulicky ptipravek (Obr. 59), ktery umoznuje opacné umisténi dvou injekénich stiikacek,
prenos hydraulické sily. Uchycené injekéni stiikacky jsou proti sobé zaptené pisty. Jedna je prazdna,
piipojend hadickou k napInéné stiikacce v davkovaci pumpé€. Postupnym ptisobenim hydraulické kapaliny
tlaci svym pistem na injek¢ni stiikacku obsahujici roztok polymeru a tim jej vytlacuje injekéni jehlou-
tryskou. Pro praktické zvlakniovani a vyrobu jednotlivych sérii vzorkti bylo planovano uziti 10ml injek¢nich
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stiikacek [157], a to jak v pumpé, tak v hydraulickém piipravku. Pro testovani vlaknéni mensich objem1,
napiiklad u mikro-vyroby nebo u drazSich polymert, byl zkonstruovan i pitipravek pro 3ml stfikacky.
Pro univerzalnost byl pfipravek na 10ml injekéni stiikacky modifikovan tak, aby s pouzitim vlozek bylo
univerzalné mozné misto 10ml stiikac¢ek uchytit 3ml stiikacku. Toto feSeni miize umoznit kombinaci 10ml
a 3ml stiikacek a tim délit nebo nasobit silu hydraulického pienosu. Primarnim ucelem moznosti zapojeni
3ml a 10ml stfikacek je v jednoduchosti vymény stiikacky polymeru za jinou bez nutnosti zmény
hydraulického ptipravku. V takovém pfipadé je vSak nutné brat v potaz zménu priutoku ptechodem
z injek¢ni stiikacky 10 ml na 3ml nebo opacné. Pro piipad doplnéni rozdilu délky pistu pfi pouziti riznych
objemt stiikacek nebo sttikacek ¢astecné naplnénych, byly soucasti projektu i distan¢ni véalce v nékolika
délkach pro ptfenos momentu hydraulické soustavy. Cely ptipravek byl konstruovan pro vyrobu 3D tiskem,
zvolena byla minimalistickd konstrukce pro snadné vytisténi v jednom kuse bez nutnosti pouziti 3D
tiskovych podpér [158]. Pro snadnost obsluhy byla konstrukce vytvotena jako jeden kompaktni dil, ktery
nepotiebuje v zakladu ani uchyty injekcnich stiikacek. Stabilita a pevnost uchyceni je zajiSténa casteCnym
obejmutim téla injek¢ni strikacky v tchytu viz (Obr. 60 B, pti pouziti redukce na 3ml stiikacku je princip
uchycenti stejny, 3ml redukce je obejmuta a fixovana ptipravkem a redukce objima a fixuje 3ml stiikacku
viz obrazek (Obr. 60 b). Tim je zajiSténo pevné uchyceni a pfenos momentu mezi pisty. Pro zajiSténi
tvarové pevnosti j ptipraveke zkonstruovan se zesilenou spodni hranou a drazkami pro omezeni ptipadnych
deformaci (Obr. 60 a).

Obr. 60 — Konstrukce pripravku pro prenos hydraulického momentu. a) Detail podstavy pripravku, spodni
cast je zesilena tak, aby odolala prithybu, nachdzi se tam tri drazky pro snizeni tvarové deformace. b) Detail
vlozky na 3ml stiikacku ve slotu pripravku na 10ml, uprostied slotii jsou patné vyvysené ozuby, které drzi
pevné strikacku ve slotu.

5.3.7 PrisluSenstvi

Po prvnich testech zafizeni, pfi kterych se testovalo zvlakiiovani, se ukéazala potteba udélat dalsi modifikace
a pridt ptisluSenstvi. Prosviceni Taylorova kuzele - ukazalo se, Ze je vyhodné mit tmavou kolektorovou
nadobu a tmavé pozadi pti zvldknovani tak, aby bylo 1épe pozorovatelné, jak se pii procesu zvlaknovani
tvotfi a pohybuji vladkenné shluky. Bylo zjisténo, Ze tento efekt milize umocnit silné bocni svétlo.
Pti prosviceni vlakennych shlukl a pii zachovani tmavého pozadi je viditelnost vldken vyssi. Byl tedy
navrzen a zkonstruovan drzak LED svitilny, ktery je flexibilni a bude mozné do n¢j snadno uchytit
osvétleni. Svitilna byla pro univerzalnost zvolena LED kapesni s 2500 lumeny svitivosti, Li-ion ¢lankem
pro napajeni. Bateriové osvétleni bylo zvoleno, aby pii vlaknéni nebylo nutné zapojovat do digestote dalsi
piivodni kabely a svitilna byla elektricky oddé€lena od vSech rozvodi napéti. Flexibilni rameno bylo
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vybrano stejného typu jako rameno uchyceni drzaku zvldknovaci aparatury, jen s mensim priimeérem ¢lankt
trubice. Zbylé dily byly opét navrzeny pro 3D tisk a vytiStény. Pouziti osvétleni se ukézalo velmi uzite¢né
zejména pii pofizovani obrazovych zaznami procesu.

Pro testovani byla identifikovdna potieba piesného a snadno proveditelného modifikovani vzdalenosti
kolektoru a zvlaknovaci jehly. Laboratorni zvedak se zdal byt spradvnym feSenim, nicméné standartni
komer¢ni produkty jsou kovové, a tudiz pro pouZiti pod kolektorem ne zcela vhodné, zejména z diivodu
bezpecnosti a ovlivnéni sméru proudéni vladkennych produktii. Z tohoto divodu byl pouzit design
z laboratorniho zveddku navrzeného pro 3D tisk [159]. Ten byl modifikovan na miru experimenti.
Modifikace spocivaly zejména ve vytvoieni velkého prostoru v horni desce zvedaku pro ulozeni kolektoru
se zemnici elektrodou a umoznéni jejiho uzemnéni pomoci zemnici svorky. Dalsi hlavni modifikace
spocivala v prodlouzeni hmatniku ovladaciho Sroubu, pro snadné ovladani i v ochrannych rukavicich.

]
a) z | b)!

Obr. 61 — Ukazka dodatecnych modifikaci a vyrobeného prislusenstvi. a) Celkovy pohled na systéem
uchyceni bocniho osvetleni vidken, svitilna je umisténa na flexibilnim rameni, na konci ramene je uchyt,
kam se svitilna zasune. Se svitilnou lze snadno manipulovat a vytvaret svételné podminky dle aktualni
potreby. b) Pohled na plastovy laboratorni zvedak. Zvedak je kompletné vytisten na 3D tiskarné, ve spodni
i horni casti byl vyriznut pro snadnou manipulaci a pripojeni zemniciho vodice ke kolektoru. Ovladaci
Sroub byl prodlouzen, aby usnadnil ovladani. Puvodni cerna nadoba kolektoru je vytistéena z materialu
PETG, uprostied je v kapaline vidét hrot uzemnéni. Tato tistéena nadoba byla v pozdejsich verzich
nahrazena sklenénou.
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Obr. 62 — Fotografie experimentalniho zarizeni pro elektrické zvlaknovani do kapaliny. a) Celkovy pohled
na zarizeni zepredu, v zarizeni je umistén prototyp 3D tistené nadoby se zaoblenymi okraji. b) Bocni pohled
na cast zarizeni, kde je videt platformu pro kolektor, na které je umistény vytisteny laboratorni zveddik
s Cernou vytistéenou nadobou na kapalinu kolektoru. c¢) Horni pohled na univerzalni drzak zvlaknovaci
aparatury a v ném uchyceny pripravek pro prenos hydraulické sily na stiikacku s polymernim roztokem,
Cervena svorka ,, krokosvorka * privadi vysokeé napéti na zvlaknovaci jehlu.

5.4 Testovani a dokonceni zarizeni

Testovani zatfizeni je rozdéleno do tii Casti, tyto ¢asti na sebe navazovaly, uzce spolu souvisely a nékdy se i
prolinaly. Jedné se o testovani, pti kterém se ovéfila funkénost principu, funkénost navrzen¢ho zatizeni
a testovani parametru, které jsou pro proces zasadni. Zatizeni bylo v riznych fazich vyroby testovano, jak
mechanicky, tak funkéné. Toto testovani slouzilo k ovétfeni, zdokonaleni konstrukce zatizeni a jako zéklad
budoucimu hledani materialit vhodnych pro tkanové inzenyrstvi.

5.4.1 Testovani a optimalizace zarizeni

Zatizeni bylo nejprve testovano za piipojovani vSech rozvodid a uchycovanim zvldknovaci aparatury.
Poté se teprve piipojil aktivni zdroj vysokého napéti a zvlaknoval se prvni polymerni roztok na pevny
kolektor tvofeny kovovou deskou s Cernym papirem. Papir slouzi pro separaci vrstvy, cerny povrch také
umoznuj¢ snadné optické sledovani tvorby vladkennych vrstev. Jednim z prvnich opravnych zésahi bylo
nahrazeni 3D tiskového materidlu PLA (kyselina polymécnd) za PETG (Polyethylene Terephthalate
Glycol) u nékterych funkénich a mechanicky namahanych ¢asti. Pivodnim zamérem bylo vyuzit pro 3D
tisténé dily pouze material PLA. PLA je obecné udavan jakk ekologicky piivétivy material, lze jej vyrobit
z kukufti¢ného skrobu a teoreticky je biodegradabilni [160]. Jedna se o velmi roz§ifeny material. Je obecné
povazovan za zékladni material pro 3D tisk. Z téchto diivodt byly pivodné vSechny dily zprocesovany
a vytistény z PLA. Pfi pouzivani se vSak ukazalo, Ze vétsi kiehkost a nizsi teplota tani jsou u nékterych dila
problematické, proto byly dily jako je naptiklad univerzalni drzak, uchyty pro trubice a drzéky kabel
¢i drzak osvétleni prepracovany a vyrobeny z PETG materidlu. Ptikladem nevhodného pouziti materalu
je naptiklad pouziti PLA na univerzalni drzak aparatury. Ten v n€kolika ptipadech praskl v €elisti ¢i Sroub
uchytu nevydrzel napéti v tahu. Dil pro uchyceni trubice z PVA, ktery je na podlozce a drzi flexibilni
rameno tvoiené trubici s univerzalnim drzakem, v auté¢ béhem slune¢ného dne zmekl natolik, ze doslo
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k jeho deformaci. Po nahrad¢ za material PETG se tyto problémy neopakovaly. V ptipad¢ potieby vSak trh
nabizi jeSt¢ odolnéjSi a pevnéjsi materidly pro 3D tisk, pouziti téchto specidlnich materidlli je vSak
(Acrylic Styrene Acrylonitrile), ABS (Acrylonitrile Butadiene Styrene), PC (Polycarbonate). Pro zvysené
mechanické naroky lze pouzit napiiklad PC, ABS, PA (Polyamide 6.6 - pod komerénim oznac¢enim Nylon),
piipadné kompozit s ptidavky uhlikovych ¢i kevlarovych vlaken. Po téchto modifikacich je konstrukce
a funk¢nost zafizeni bezproblémova. Zatizeni je provozovano nékolik let stabilné, bez nedostatkil nebo
nutnosti dalSich modifikaci. Vyrobni naklady takovéhoto zatfizeni, bez zdroje vysokého napéti, nepiesahuji
cca 10 000,- K¢.

Pti budoucich modifikacich by se potencionalné¢ mohla nahradit PVC hadic¢ka hydraulického systému
za silikonovou, nebo z mékcené¢ho materialu. Pi1 zavadéni hydraulického systému by byla snazsi
manipulace s vice flexibilni hadickou.

5.4.2 Testovani procesu zvlaknovani do kapaliny

V prvnim kroku bylo tfeba zahajit zvlakinovani do kapaliny. Pro tento ucel byly vytipovany polymerni
roztoky, které se osvédCily v klasickém elektrospinningu, ptipadné materidly vyzkousené pro bez-jehlové
elektrycké zvlaknovani. Zvolenymi materialy byly PVA (Polyvinyl alcohol), PCL (Polycaprolacton),
PA 4.6 (Polyamide 4.6), PVB (Polyvinyl butyral). Polymerni roztoky pro zvlaknovani byly pfipraveny
dle tabulky (Tabulka 3). V této tazi dochazelo k intenzivnimu zvlaknovani tak, aby se otestovalo zafizeni
(viz. odstavec 5.4.1). Dilezité bylo také ziskat potfebné zkuSenosti a ndvyky pii pouzivani a ovladani
zafizeni. Nutné bylo zejména nastaveni procesu piipravy a manipulace s roztoky a kolektorem. Pro potieby
obrazov¢ anylyzy byl ptipraveny vzorek vidy pfipevnén na ter¢ pro SEM mikroskop a pozlacen plazmovym
naprasenim ptistrojem Quorum, Q150RS Plus, (UK). Samotné snimky byly ziskavany pomoci skenovaciho
elektronového mikroskopu VEGA3, TESCAN, (CZE).

Tabulka 3 — Parametry polymernich roztokii pouzitych pri testovani procesu zvlaknovani do kapalinového
kolektoru pomoci elektrospinningu.

Rada |Polymer | Koncentrace Rozpoustédlo
A PVA 10 % hm Voda
PVA 10 % hm 8:2hm Voda Ethanol
B PCL 16 % hm 8:2hm Chloroform Ethanol
D PA 4.6 12 % hm I:1hm [Kyseliny octova| Kyselina mravenci
E PVB 10 % hm Ethanol

Kazda série experimenti byla rozd€lena do fad a oznacena dle latinské abecedy. Prvni experimentalni sada
byla oznacena jako ,,Rada A“. Toto oznaCeni neni zavislé na konkrétnich roztocich, oznaceni rozd€luje
jednotlivé experimenty podle cili za dodrzeni chronologického potradi oznacovani.
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Tabulka 4 — Tabulka hodnoceni zvidknitelnosti dle vazeného prumeru. Hodnoceni procesu je od 0 ,, k norent
nedochazi“, 1 ,,Spatné se nori* az 10 ,,dokonale se nori“. Prijatelné zvlaknitelny polymerni roztok je tedy
hodnocen od ¢isla hodnoceni procesu 5 a vyse.

Vaha Hodnoceni

Hodnoceni zviaknitelnosti - vazené
kritéria [% ]| procesu [1-10]

Viditelné tvofeni vlakenné vrstvy
(vrstva se tvori souvisla, navazuje a nerozpada se) 50 1

Stale formovani Taylorova kuzele
(kuzel je stabilni, neni prerusovany a bez elektrickych vyboji) 20 5

Smérovani vlakenné vrstvy do jedné oblasti kolektoru
(proud vidken je tvoren do stejnych oblasti, tvori se jeden

vilakenny utvar) 30 8

Vézena znamka hodnoceni procesu 39

Byla také nastavena kritéria hodnoceni zvlaknitelnosti roztoku (7Tabulka 4) a kritéria hodnoceni noteni
vldkenné vrstvy do kapaliny kolektoru (Tabulka 5). Hodnoceni zvldknitelnosti roztoku bylo zalozeno
na vazeném prumeru kritérii. Vaha kritéria byla stanovena dle dtleZzitosti jednotlivych parametri. Hlavnim
kritériem bylo, zda je pozorovatelné tvoreni vldkenné vrstvy na nebo v kolektoru. Pfi prosviceni vrstvy
silnym svétlem je na tmavém pozadi pomérné dobie sledovatelné tvofeni vlakennych shlukd. Tomuto
kritériu byla dana vdha 50%. Druhym kritériem bylo stabilni a stalé¢ formovani Taylorova kuZele, n€kdy
dochazi k prerusovani procesu nebo pieskakovani nékolika kuzel. Toto kritérium bylo pouze pomocné,
protoze i pii ne zcela stabilnim Taylorové kuzelu lze ziskat kvalitni vlakenny vzorek. Vaha kritéria byla
tedy zvolena 20 %. Ttfetim sledovanym parametrem bylo proudéni vlakenného svazku, ktery je posledni
¢asti zony bicovani. Tento svazek musi mifit do jedné oblasti tak, aby byl vysledny produkt homogenni
a bylo mozné jej vyuzit jako jeden produkt. Pfi dobrém procesu je zoéna dopadu zpravidla velka cca 10-40
mm, misto dopadu se miZze na hladin¢ kolektoru pfemistovat, pokud je proces zmény mista dopadu
kontinualni a neni rychly, vysledny produkt je zpravidla homogenni.
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Tabulka 5 — Tabulka hodnoceni noreni do kapalného kolektoru. Dle hodnoticich kritérii se viakenna vrstva
zacina norit do kapaliny kolektoru od hodnoty 5.

& et : Hodnoceni

Hodnoceni noreni do kapaliny
procesu [1-10]

K nofeni nedochaz, vlakna se jevi velmi hydrofobné, po celém obvodu vrstvy je vidét zakiiveni 0
hladiny
Vrstva spociva na hladin€, nékteré ¢asti zacinaji mit s hladinou prolnuté okraje 1
Vrstva spociva na hlading, vét§ina obvodu vlakenného utvaru se propojuje s kapalinou 2
Okraje vlakenného utvaru jsou spojené s kapalinou, Gitvar se nenoti do objemu kapaliny
Okraje vlakenného utvaru jsou spojené s kapalinou, Gitvar se za¢ina mit tendenci caste¢né pronikat do 4
objemu kapaliny do objemu kapaliny
Vrstva se ¢astecné noii, pfi vlaknéni vzdy zistava na hladin€ cast, ktera se jevi jako nesmocena 5
Vrstva se ¢aste¢né noii do 2,5 mmhloubky, pfi vlaknéni vzdy ziistava na hlading ¢ast, ktera se jevi jako 6
nesmocena
Vrstva se ¢astecné noii do 5 mm hloubky, pfi vlaknéni vzdy zistava na hladin€ cast, ktera se jevi jako .
nesmocena
Vrstva se ¢aste¢né nofi do 5 mm hloubky, ze zac¢atku se vlakna dobfe nofi po zformovani struktury a po g
néjakém Case zlistava na hladin€ ¢ast, ktera se jevi jako plovouci
Vrstva se nofiipod 5 mmhloubky, ze zacatku se dobie nofi, po zformovani struktury ¢i po néjakém 9
Case zlstava na hladin€ mala ¢ast, ktera se jevijako smocena, ale zlistava castecné na hladiné
Material v objemu kapaliny tvofi strukturu, bud’to samovolné€ nebo s pfibyvajici tloustkou materialu 10

Pro kvantifikovani toho, zda se kapalina noti do objemu kapaliny, byla vytvofena sada kritérii, dle kterych
je mozné proces hodnotit. Tomuto hodnoceni napomohlo vytvotfeni sklenéné kolektorové néadoby,
jezumoznuje pozorovani chovani vldkennych produktl pod hladinou a kvantifikovat jejich zanofeni.
Zanofteni vrstvy a jeji chovani na hladiné parametrizuje schopnost materialu se nofit do objemu kapalného
kolektoru. Hodnoceni je skalovano od 0 do 10. Pfi nule se vrstva nenoii a jevi se zcela hydrofobné&. Pti
hodnoceni 1 se jiz n€které okraje vrstvy na hladiné zac¢inaji prolinat s kapalinou a tvofi prolnuti téchto fazi,
vrstva se tedy jiz ¢asteCné smaci, velka ¢ast rozhrani je ale stdle nesmocena a je patrné vychylka hladina
kapaliny diky povrchovému napéti. Pii hodnoceni ,,5% se jiz zaCind material nofit do objemu kapaliny,
na hlading stale zistava nesmocena &ast. Cim vice se hodnoceni blizi ¢islu 10, vlakenny material se vice
nofi a méné se drzi u hladiny. Pfi maximélnim hodnoceni se jiz pIln¢€ nofi do objemu kapaliny a nema

7w

tendenci k setrvavani na hlading, pii vlaknéni se vrstva okamzité¢ smaci v kapaling.
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Obr. 63 — Priklad noveni viakennych vrstev do kolektoru. a) Fotografie porizena skrze sklenénou bocni
stenu kolektoru zachycujici vzorek, ktery se ,,dokonale‘ nori do ethanolu, na hladiné neziistava Zadna
nesmocena cast materidalu. Vytvorena viakenna vrstva se plynule smaci a nori do objemu kapaliny.
Hodnoceni dle kritérii pro hodnoceni noreni (Tabulka 5) je 10 pripadné 9, pokud by cast zviaknéného
materidlu drzela na hladiné. Jedna se o PCL 16 %hm v chloroform/ethanol 4:1 hm. b) Fotografie hladiny
kapaliny s viakennym vzorkem, ktery se nenori a ziistava na hladiné, ma ostie ohranicené okraje v kapaliné.
Jedna se o 16% hm roztok PCL v rozpoustedle chloroform/ethanol 4:1 hm, zvlaknény do kolektorové ldazné
ethanol/voda 1:5.

Po prvotnich fadach testli, zamétenych k odladéni zatfizeni a zvladnuti procesu vlaknéni zacaly byt prioritou
experimenty s polymernimi roztoky PCL. PCL je bézné€ pouzivanym materidlem pro medicinské aplikace
[11, 58, 161-163], z tohoto diivodu se prave tento polymer stal vychozim materialem. PCL je v medicing
hojné pouzivan diky svym unikatnim vlastnostem, je biokompatibilni a biodegradabilni, a tedy pfti
implantaci jej dokdze télo po Case samo odstranit a pti degradaci nevznikaji toxické produkty. PCL ma
nizkou teplotu tani (60°C) a teplotu skelné¢ho piechodu (-60°C), je tedy relativné mékky a dobie
zpracovatelny a manipulovatelny. Uvadi se, ze neni cytotoxicky a podporuje bunécny riist na svém povrchu.
Materal pouzity v této praci je Polykaprolakton o polymerové hmotnosti Mn 45k a 80 kDa od vyrobce
Sigma-Aldrich (DEU), ethanol absolutni vyrobce Penta (CZE), chloroform vyrobce Penta (CZE).

Pro experimenty zamétené na polymer PCL byly identifikovany konkrétni polymerni roztoky s riznymi
rozpoustédly a zvldknény v experimentalni fad¢ ,,C* viz tabulka (Tabulka 6). Materialy byly vlaknény
do technického lihu (slozeni cca 93% etanol, denaturacni Cinidla a voda). Pouziti technického lihu bylo
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pouze u uvodnich procesnich experimentli, kde se material v nepouzival k biologickému testovani ani
k materidlové nebo procesni analyze (objem kapaliny kolektoru pro jednotlivy experiment byl cca 600ml)
Dtivodem pro pouziti ethanolu jako kapaliny kolektoru bylo jeho nizké povrchové napéti, zarucujici dobré
noteni, ethanol zaroven neni pro PCL rozpoustédlem. Podminky zvlaknovani byly nasledujici: vzdalenost
trysky od hladiny kolektoru 10 cm, doba vlaknéni 120 s, rychlost davkovani roztoku 9 ml/hod a napétim
stejnosmérného zdroje 15 kV. Pouzita injekeni jehla byla 0,8 mm priméru a 40 mm délky a bez Gpravy
hrotu. Spi¢ka hrou injekéni jehly byla vzdy umistén v horni poloze. Zvlaknitelnost a nofeni byly u kazdého
experimentu hodnoceny dle stanovenych parametrt hodnoticich kritérii (Tabulka 4 a Tabulka 5). Vysledky
experimentu jsou spolecn¢ s materidlovymi parametry v tabulce (Tabulka 6).

Tabulka 6 — Prehled experimentalni rFady C, test zvlaknitelnosti vybranych polymerii do kapalného
kolektoru pro ruzné koncentrace polymerniho roztoku a rizné molekulové hmotnosti. Nejlepsi
zvildknitelnost vykazovaly vzorky C8, Cl a C7.

e Polymer Rozpoustédlo Kolektor Hodnoceni
Material | ¢ [hm%)] Mn [kDa] Slozka Pom¢ér [hm] | Material |Zvlknitelnost| Notfeni
C1 PCL 16 45k ChlorofornyDimety lformamid 8:2 Ethanol 7 8
C2 PCL 16 45k Chloroform Ethanol 3 8
C3 PCL 20 45k Chloroform Ethanol 3 8
C4 PCL 10 80k Aceton Ethanol 3 8
C5 PCL 10 80k Chloroform/Ethanol 82 Ethanol 4 8
C6 PCL 16 45k Chloroform/Ethanol 82 Ethanol 4.5 8
C7 PCL 16 45k Aceton Ethanol 6 8
C8 PCL 10 45k/80k (1:3hm)| Kyselina mraven¢i/Kyselina octové/Aceton 1:1:1 Fthanol 8

Dle hodnoceni procesu zvldknovani byly nejlépe zvlakiujici materialy vzorky C8, C1 a C7, avsak jejich
vysledné struktury se pfi studiu snimk z rastrovaciho elektronového mikroskopu vyrazné lisily. Material
C8 (Obr. 64 A) vykazoval pohledové nejlepsi zvldknitelnost do kapalného kolektoru, snimky ukazaly velmi
jemna vlakna s malym mnozstvim defektt. Material C7 (Obr. 64 B) ukézal vétsi mnozstvi defektll nez
predchozi material C8. Materidl C1 (Obr. 64 C) obsahoval velké mnozstvi kulovitych granuli mikronovych
rozmeérii a velmi jemnych nanovlaken. Material C2 (Obr. 64 D) jenz nevykazoval dobrou zvlaknitelnost,
tvofil mikronova vlédkna o priimérech cca Sum spojena do stuzkovych vladken o primeéru cca 40-100 um.
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SEM HV: 15.0 kV
WD: 14.21 mm Det: SE 5 pm

K b " W, 7 :
SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 10.0 kx VEGA3 TESCAI SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 1.00 kx | | 1 VEGA3 TESCAN
WD: 14.59 mm Det: SE WD: 12.31 mm Det: SE 50 pm

View field: 27.7 pm | Date(m/d/y): 06/15/21 Performance in nanospace View field: 277 ym | Date(m/d/y): 06/10/21 Performance in nanospace

C) d) 2

Obr. 64 — SEM snimky vybranych vzorkii z experimentalni rady C - Testu zvldknitelnosti do kapaliny,
a) Vzorek C8, b) Vzorek C7, c) Vzorek Cl a d) Vzorek C2.

Pro testovani nofeni vldkenného materidlu byl vytvofen experiment, pii kterém byl vybrany material
vlaknén do fady kapalinovych kolektorti s rozdilnym pomérem ethanol/voda. Pro testovani byl vybran
material C7, jez vykazoval nejlepsi zvlaknitelnost do kapaliny, pti schopnosti tvofit vldkenny materidl bez
velkého mnozstvi poruch. Kolektor byl ptipraven v 11 koncentracich, viz tabulka (Tabulka 7).
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Tabulka 7 — Koncentracni 7ada kapalného ethanolového kolektoru s namérenym povrchovym napétim,
Hodnoceni noreni je 0 (extrémné Spatné — viakna zistavala na povrchu kapalinového kolektoru)
do 10 (vytecné — vidkna se norila do kapalinového kolektoru) — viz. tabulka parametric hodnoceninoreni
do kapaliny (Tabulka 4).

Hodnoceni noteni
Etanol | |Voda | Ethanol [hm%] Y [mN/m] T [°C] | vzorku C8 - PCL
1]:10 100% 23,8 22,6 8
10]:]2 83% 26,2 22,4 8
10]:]4 71% 27,8 22,5 6
10]:]6 63% 28,5 22,6 4
10]:]8 56% 30,7 22,7
10]:]10 50% 30,9 22,6
81:]10 44% 31,3 22,6
6]:110 38% 334 22,5
41:110 29% 37,9 22,4
21:110 17% 48,8 22,5
0]:110 0% 76,7 22,7

POVRCHOVE NAPETIi / NORENI VLAKEN

90.0
80.0
70.0 »

=
60.0 >&

40.0 9 =—4— Y [mN/m]
—— Noreni

100%  90% 80% 70% 60% 50% 40% 30% 20% 10% 0%
KONCETRACE ETHANOL/VODA

Obr. 65 — Graf znazornujici hodnotu povrchoveho napéti koncentracni rady Ethanol/H>O kolektoru (modra
krivka) a hodnoceni schopnosti vidkenné vrstvy se norit do kapalného kolektoru (cCervena krivka),
hodnoceni je provedeno dle parametrii z tabulky (Tabulka 4).

Z experimentu notfeni vldkenné vrstvy do kolektoru s rozdilnou koncentraci slozek, tedy s ménicim
se povrchovym napétim, a interpretace jeho vysledkl, je patrné, ze od koncentrace mensi nez 80%
ethanol/voda za¢ina dochéazet k neochoté¢ vldken se do objemu kapaliny nofit. Od 50 % koncentrace se
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jiz vldkenné vrstvy nenoii a setrvavaji nad hladinou kapalného kolektoru. Grafické znazornéni experimentu
ukazuje, kdy dochézi k bodu lomu a vldkenna vrstva za¢ina mit tendenci se do kapaliny noftit (Obr. 65).
Povrchové napéti zméfeno bublinkovym tensiometrem Kriiss, BPT Mobile (DEU).

5.4.3 Testovani parametri procesu

Velmi diilezitou soucasti testovani zafizeni je sledovani a ur€eni diilezitych parametrti a jejich funkénich
intervalll. Jednd se o parametry aparatury, jako je elektrické napéti, proud, vzdalenost konce zvladknovaci
elektrody — zarodkl polymerni trysky od hladiny kapalného kolektoru, tvar hrotu zvlakiiovaci elektrody,
jeji délka, rozmér nadoby lazné — kapalinového kolektoru, tedy jeji primér a hloubka, vyska hladiny
kapaliny, teplota lazn¢. Toto testovani bylo bud’to systematické nebo jen potvrzovalo funkcnost
nastavenych parametra. Testovani parametri nebylo zaméfeno na samostatny vyzkum a detailni popis vlivu
parametrd, ale bylo zaméfeno na nalezeni optimalni konfigurace, umoziujici vyzkum a vyvoj wet
elektrospinningu a hledani materialti vhodnych pro medicinské aplikace.

Pro ovéteni vlivu vzdalenosti trysky od hladiny kapalného kolektoru byl proveden experiment fady ,,E*,
pii kterém se zvldknovalo 9 vzorka pfi vysce trysky vrozmezni 15 cm - 1 cm od hladiny kapalného
kolektoru. Zvldknovanym materidlem byl 10 hm% roztok PCL v rozpoustédlovém systému kyselina
mravenci/kyselina octovéd/aceton v hmotnostnim poméru 1:1:1 o kombinaci molekulovych hmotnosti Mn
45/80 kDa v hmotnostnim poméru 1:3. Jedna se o optimalizovany roztok, ktery vytvari velmi jemna vlakna,
jak pfi klasickém stejnosmérném, tak i stfidavém elektrickém zvlaknovani na pevny kolektor. Pfi tomto
nastaveni byla miska s kapalinou — kolektor — umisténa na laboratorni stojan pro jednodussi a presnéjsi
zménu vzdalenosti trysky od kolektoru. Souhrn parametra je v tabulce (Tabulka 8). Vizuéalné probihalo
kvalitni zvlaknovéani az do vzdalenosti 3 cm od hladiny kolektoru. Od této vzdalenosti se objevovaly
v procesu nepravidelnosti a akustické projevy vysokého napéti. Pro vzdalenost 1 cm dokonce doslo
k elektrickému vyboji z trysky do kolektoru. Od této vzdalenosti rovnéz na snimcich obrazova analyza
ukdzala zvySeny pramér vlaken, jejich nepravidelnost a zvySujici se mnozstvi poruch a defekti ve struktuie.
Prakticky vSechny experimenty s vlaknénim do kapaliny které popisuji naklon zvldknovaci jehly maji jehlu
nastavenou kolmo dolti pod tthlem 90° k hladiné¢ kapaliny. Zafizeni jednoduse umoznuje naklon variabilni,
a z praktickych divodi bylo vlaknéno pod uhlem 45°, tento thel vykazoval sejné vysledky ale aparatura
zabirala méné prostoru a byla snadnéji pienositelna i v pracovnim nastaveni.
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Tabulka 8 — Experimentalni rada E, oveérujici viiv vzdalenosti kapalného kolektoru od konce zvidknovaci
elektrody. Hodnoceni je 0 (extrémné Spatné se nori — k noreni nedochazi) do 10 (vytecné se vidkna nori
do objemu kapaliny) — viz. Tabulka parametru hodnoceninoreni do kapaliny (Tabulka 4).

Pramér
Kolektor , " .
Vzorek | vzdalenost Hodnocent vidken SD oz
[em] Zvléaknitelnost | Nofeni [nm] [nm]

El 15 7,5 8 209 74,6 Zvlakiuje dobie, tvofi souvislou vrstvu na plose o priméru cca 7 cm
E2 12,5 7,5 8 155 36,5 | zvlakiiuje dobfe, tvoii souvislou vrstvu na ploe o priiméru cca 7 cm
E3 10 7,5 8 192 57,5 | zvlakiiuje dobfe, tvoii souvislou vrstvu na ploe o priméru cca 6 cm

30,3 | Zvlékiiuje dobie, tvoii souvislou vrstvu na plose o priméru cca Scm,
E4 7,5 7,5 8 181 vrstva se dale rozgifuje ,,odplovanim* hotové vrstvy

35,5 | Zvlékiiuje dobie, tvoii souvislou vrstvu na plose o priméru cca Scm,
ES5 5 7,5 8 165 vrstva se dale rozsifuje ,,odplovanim* hotové vrstvy

29,8 | Zvlakiuje dobie, tvoii souvislou vrstvu na plose o priméru cca 4cm,
E6 4 7,5 8 168 vrstva se dale rozsifuje ,,odplovanim* hotové vrstvy
E7 3 7,5 8 197 34,4 Objevuji se poruchy ve vét§im poctu, jinak stale dobra vldkenna struktura
E8 2 6 8 247 148,3 VEtsi mnozstvi poruch
E9 1 -l 8 447 4287 Velké mnozstvi poruch, hrozi vyboje

Z vysledk je ziejmé, Ze tento typ procesu a materialu lze teoreticky zvldknovat v relativné Sirokém rozmezi
vzdalenosti. Nicmén¢ pii vétSich vzdalenostech miize dochazet ke zvlaknovani mimo kolektor. Pfi nizSich
vzdalenostech miize naopak dochéazet ke kumulaci vytvofeného materidlu na malé ploSe, a tim k rozdilné
struktuie ¢i doCasnému lokalnimu zvySeni rozpoustédla v kolektoru. ZkuSenosti ze zvlaknovani jinych
polymernich roztokl vSak ukazuji, ze mirnou zménou vzdalenosti se da ¢astecné ovlivnit rozptyl a mirné
nofeni vlaken. Pokud delsi dobu proces zvlédknuje do jednoho plosné¢ malého mista, i dobie nofici
se vlakenna struktura muze zacit vytvaret nesmoceny ,,ostritvek®. Mirnym zvySenim vzdalenosti se zvysi
rozptyl vlakenného svazku a tim 1 plocha na hladin€ kolektoru, kam vrstva dopada. Pii zvySené ploSe se
vrstva 1épe smaci a snizuje se pravdépodobnost zahlceni mista smaceni a tim ke vzniku nesmocenych
ostrivkl vlakennych vrstev. Chovani vrstvy na hladiné je zcela jist€ ovlivnéno interakci rozpoustédla
s kapalinou kolektoru, pti dopadu vlakenné vrstvy na hladinu jsou stdle ve vlakné piitomny zbytky
rozpoustédla. Interakce vldkna a kapaliny neni tedy zalezitosti pouze polymeru a kapaliny, ale uvazujeme,
7e vlakno je jiz smocené rozpoustédlem. Cim je vzdalenost, a tedy i ¢as kontaktu vytvaienych vlaken vetsi,
tim klesa i mnozstvi rozpoustédla ve vlaknech. Pfi standartnim procesu zvlaknovani budou vzdy obsahovat
alesponi zbytkové mnozstvi tohoto rozpoustédla. Vysledky testovani vlivu vzdalenosti na primér vlaken
jsou obdobné jako testovani vlivu vzdalenosti kolektoru na PAN vlakna zvlaknéna elektrospinningem
do ethanolu [164].
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c)

Obr. 66 — Fotografie experimentalni rady ,,E“. a) Snimek vytvorené viakenné vrstvy a snimek SEM
vytvorenych vidken pri vzdalenosti jehly od kolektoru 15 cm. b) Snimek vrstvy tvorené ze vzdalenosti 10 cm.

r v B SR 8 3
SEMHV:15.0kV | SEM MAG: 10.0kx | | | Ll VEGA3 TESCAI
WD: 14.65 mm Det: SE 5um
View field: 27.7 ym | Date(m/dly): 06/11/21 Performance in nanospace
E1

SEMHV: 15.0kV | SEM MAG: 10.0 kx | | VEGA3 TESCAN|

WD: 14.60 mm Det: SE 5pum
View field: 27.7 um | Date(m/dly): 06/11/21 Performance in nanospace
E3

P 4 : AN | h !
SEMHV: 15.0kV | SEMMAG: 10.0kx | || | || ||| VEGA3 TESCAN
WD: 14.58 mm Det: SE 5 pm

View fleld: 27.6 um | Date(m/dly): 06/11/21 Performance In nanospace
E8

¢) Snimek vrstvy tvorené na vzdalenost 3 cm, v této vrstvé se objevuje vice defektii nez v predchozi.

V pribéhu experimentovani bylo elektrické napéti zdroje pro zvldknovani ustdleno na 15 kV a priitok
polymerniho roztoku vyuzivan az k hodnoté 10 ml/hod. Univerzéalni vliv rozsahu napéti v rozmezi 10-
20 kV nebyl pozorovan a tim ani zkouman.
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6 Vyroba a testovani 3D objemnych struktur

Po provedeni pocatecnich experimentil se zatizenim, testovanim procesu vlaknéni a rliznych materiali byly
identifikovany zékladni roztoky PCL pro testovani s vytvafenim 3D objemnych vlakennych struktur.
Od zacatku experimentovani jsou snahy sméfovany k aplikacim v tkdilovém inzenyrstvi. Jednou z hlavnich
deviz zvldknovani do kapaliny je pravé vytvoieni objemnych vlakennych struktur, které mohu nahrazovat
poskozenou nebo chybéjici tkan. Materialy tedy byly vybirdny se zfetelem na schopnost nofit se a vytvaret
pod hladinou objemny shluk vladkenného materidlu. Prvnim kritériem tedy bylo stanoveni pozadavku
na schopnost materialu a procesu zformovat poZzadovany objemny vzorek. Dal$im kritériem byla schopnost
podpory ristu bunék ve struktufe vyrobeného vzorku. Ke kvantifikovani vhodnosti materidlu bylo
naplanovano biologické in-vitro testovani. Pro vyrobu i testovani vyroby materidli byly vyuzivany
laboratorni podminky bez fizené atmosféry, teplota se pohybovala v rozmezi 21-24°C, relativni vlhkost
vzduchu byla v rozmezi 30-50 %. Zvladknovani probihalo injekéni jehlou o velikosti 0,8 mm na vzdalenost
od kolektoru v rozsahu 10-14 cm. Napéti zdroje vysokého napéti bylo 15 kV.

6.1 Vyroba vzorki

Pro testovani vyroby objemnych 3D vzorG a biologické testovani in-vitro byly vybrany 4 materialy
oznacen¢ G1-G4 (Tabulka 9, Obr. 68). Vizualizace naméeienych hodnot praméri vlaken je na obrazku (Obr.
67). Testovani je popsano v kapitole 6.4. Pfed samotnym vytvarfenim vzorkl byly stanoveny parametry
procesu a ovéfena jejich funkcnost, vcetné obrazové analyzy potvrzujici parametry vyslednych
materidlovych parametri dle piedchozich experimenti. Vybér materidlu probehl tedy podle obrazové
analyzy a hodnoceni jeho zvldknitelnosti. Cilem bylo porovnavat rozdilné vldkenné struktury, které jsou
vyjimecné oproti materidliim zvlaknovanym klasickym elektrickym zvldkinovanim.

Tabulka 9 — Experimentalni fada G, prehled pouzitych materialii a jejich parametrii pro tvorbu vzorki
vybranych k in-vitro testovani.

Gl G2 G3 G4
M aterial PCL PCL PCL PCL
Koncentrace [% hm] 20 10 12 15

Kyselina Kyselina
Rozpoustédlo Chloroform Chloroform/ethanol mraven¢i/Kyselina | mravenc¢i/Kyselina
octova/Aceton octova/Aceton

Hmotnostni pomér rozpoustédel - 8:2 1:1:1 1:1:1
M olekulova hmotnost [Mn *10° kDal]| 45 80 45/80 hm. pomér 1:3|45/80 hm. pomér 1:3
Vzdalenost kolektoru [cm] 10 10 10 10
Kolektorova kapalina Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol
Pramér vytvorenych vlaken 6,874 um smes 9.722 pm/ 625,5 nm 481,5 nm 662,5 nm
Smérodatna odchy lka 0,459 pm 4,919 pm/ 123 nm 229,4 nm 136,9 nm
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Obr. 67 — Graf ukazujici prumeérné hodnoty namérenych primeérii vlaken ze vzorkit materialu zady G, které
byly vybrany pro dalsi testovani. Materal G1 a G2 obsahuje mikrovildkna. Materal G2 se sklada ze dvou
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Obr. 68 — Snimky SEM ukazujici strukturu pro jednotlivé vybrané materialy pro in-vitro testovani. Méritko
predstavuje 50 mikrometrii.

Material G1 vykazoval sice zhorSenou zvlaknitelnost, nicméné¢ jeho obrazova analyza ukézala
mikrovldkenné stuzky spojené do vétSich svazkt (Obr. 68 a). Tato struktura byla vyhodnocena jako
potencialné vhodna pro uchyceni bunék, bunécnou proliferaci a zaroven s piredpokladem dobré tvarové
pevnosti. Materidl G2 byl vybran, protoze tvofil kombinaci pfijatelné zvlaknitelnosti a strukturné tvofil
bimodalni smés mikrovlaken (Obr. 68 b). Material G3 byl vybran z divodu vynikajici zvldknitelnosti
do kapalného kolektoru a jeho ptiznivé vypadajici vldkenné struktufe s jemnymi vlakny (Obr. 68 c).
Material G4 byl koncentracné modifikovany materidl G3, ktery vykazoval vytecnou zvldknitelnost
a homogeng¢jsi vlakna s mensim mnozstvim poruch (Obr. 68 d).
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6.2 Priprava vzorki — post procesing

Vysouseni vzorkid zvlakiiovanych do kapalinového kolektoru bylo nutné vénovat zvySenou pozornost,
nebot’ postup suseni vyrazné ovliviiuje vyslednou strukturu viz. obrazek (Obr. 69). Pro zachovani objemu
vytvofeného vldkenného materidlu, ktery byl do kapaliny zvlaknén, je vhodné vyuZit lyofilizaci (freeze-
drying) [62, 161]. Pro zndzornéni moznosti tvorby objemnych, tedy vice poréznich vzorkii, pomoci
elektrického zvlaknovani do kapaliny, byl proveden test zvlakiiovani do kapalinového kolektoru tvoifenym
etanolem a na pevny kolektor pii stejném uspotradani, tedy ve vytvofeném zatizeni. Pro material zvlaknény
do kapalinového kolektoru byl pouzit postup samovolného vysuSeni v digestofi a lyofilizace. Material
zvlaknovany na pevny kolektor nebylo mozné zvlakiovat do vyssich plosnych hmotnosti, nebot’ po ur¢itém
case doslo ke zvySeni elektrického odporu v obvodu kolektor-jehla a postupné az k zastaveni procesu
zvlaknovani ¢i k presunuti trysky na jinou ¢ast zafizeni. Nebylo tedy mozné dosdhnout ploSného materialu
se stejnou hmotnosti.

Pro dosazeni maximalniho objemu je tfeba vzorek vysusit lyofilizaci, pfi samovolném mokrém vysouseni
se spolu se zmensujicim objemem kapaliny zmensuje i objem vzorku. Pro lyofilizaci byl pouZit pfistroj
FreeZone 2.5 Labconco (USA); podminky lyofilizace: -53 °C; 0 -140 mbar. Pii samovolném suseni dochazi
zménou objemu k deformaci materidlu. Deformace pifi samovolném vysouSeni je patrnd z obrazku
(Obr. 69). Vzorek se po zvlaknéni nachazi v ethanolové 1dzni, avSak pfi lyofilizaci nesmi byt ve vzorku
pritomen ethanol, ten pak neumoznuje jeji provedeni. Pro odstranéni zbytkii ethanolu byl kazdy vzorek
piesunut do vodni 14zné€ o objemu 500ml, kde se nechal samovolné promichat ethanol s demineralizovanou
vodou. Po 2 minutach byl vzorek stejnym zplisobem ptfendan do druhé vodni lazné. Ve druhé lazni
byl vzorek opét dvé minuty, nésledné byl premistén do tfeti vodni 14zné - na posledni dvé minuty. Poté byl
vzorek pfesunut do mikrotitraéni desticky a doplnén demineralizovanou vodou tak, aby zaujmul
pozadovany tvar. Vodni lazen byla vZdy po 8 vzorcich nahrazena za ¢istou. Pro praci se vzorky se pouzivaly
24 jamkové mikrotitracni desti¢ky, bylo otestovano, Ze po ulozeni pozadovaného mnozstvi vzorki lze
pifimo na mikrotitracni desti¢ce vzorky hluboce zmrazit v hlubokomrazicim boxu pii teploté¢ -86°C
a nasledné lyofilizovat. Po lyofilizaci byly vzorky sterilizovany ethylenoxidem a nasledné odvétrany po
dobu 14ti dni. Tento postup je nejenom c¢asoveé vyhodny, ale zanechava vzorky v pozadovaném tvaru pro
in-vitro testovani, které probiha v téchto mikrotitraCnich destickach a minimalizuje se manipulace
se vzorky. Kromé vazeni jednotlivych vzorkt které probéhlo po lyofilizaci, se se vzorky nemusi samostatné
manipulovat, timto se snizuje riziko kontaminace nebo chybné manipulace.
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Obr. 69 — Fotografie ilustrujici rozmery materidli — vzorkit pro testovani in-vitro v pohledu shora (nahore)
a ze strany (dole). Zleva je finalni vzorek vytvoreny metodou wet, vysuseny lyofilizaci — hmotnost vzorku
0,04g, druhy zleva je tentyz vzorek vysuseny samovolnym vysusenim — hmotnost vzorku 0,04g, tieti zleva je
vzorek zvlakneény na pevny kolektor — hmotnost 0,003g. Posledni pravy vzorek je material vytvoreny
klasickym bezjehlovym elektrospinningem(technologie Nanospider™ [23]) — hmotnost 0,04g (PCL 45).

6.3 Test krystalinity vytvorenych materiali

Pro otestovani vlivu zvlaknéni do kapaliny na vnitini uspofaddni makromolekularnich fetézct byl vytvoien
test na porovnani stupné krystalinity materialti zvlaknénych do kapaliny a materialt zvlaknénych na pevny
kolektor. Zakladem testu bylo porovnani méteni stupné krystalinity vytvotfenych materialii pomoci metody
diferencidlni skenovaci kalomitrie — DSC (Differential scanning calorimetry). Metoda DSC je velmi bézna
v oblasti materidlovych véd. Jmenovana metoda méfi tepelny tok do vzorku a porovnava jej s referencni
tepelnym tokem. Tento princip umoznuje sledovat zmény v tepelném chovani materiali. Pro vytvoteni
vzorkll byl zvolen materidl z testovaci fady ,,M*. Parametry zvlaknovaciho procesu jsou uvedeny v tabulce
(Tabulka 10). Pro potieby testu DSC bylo stanoveno testovani materalu zvlaknéného do kapalného
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kolektoru vysuseného lyofilizaci, materidlu zvlaknéného do kapaliny a vysuseného samovolnym odparem
a materialu zvlaknéného na pevny kolektor. Cilem bylo porovnani téchto tfech materiali z hlediska vlivu
procest na vyslednou krystalinitu. Z hlediska legitimity méteni byly z kazdého testovaného materidlu
vyrobeny 3 vzorky o hmotnosti 3-5 mg.

Tabulka 10 — Prehled parametrii zvlaknovaciho procesu pro analyzu krystalinity pomoci DSC.

Material PCL

Molekulova hmotnost M;, [kDa] 45

Koncentrace [% hm] 15%

Rozpoustedlo Kyselina mravenc¢i/Kyselina octova/Aceton
Pomér (hm) 1:1:1

MW 45/80 1:3

Vzdalenost jehly od kolektoru [cm] 12cm

Napeti [kV] 15

Kolektor Etanol

Hodnoceni nofeni 8

Analyza DSC probihala na pfistroji Mettler Toledo AG — DSC823e (USA) a jeji vysledky ukazuji, ze
zvlaknénim do kapaliny a naslednou lyofilizaci nartstéa krystalinita. Material zvlaknény na suchy kolektor
ma stupeil krystalinity v priméru 56,3+0,1 %. Krystalinita materialu zvldknéného do kapaliny a
lyofilizovaného je v priméru 58,9+0,5% tedy vyssi v prioméru o 2,7%. Pro vzorky zvldknéné do kapaliny
vysusené samovolnym odparem je primérna Krystalinita 58,740,2%, nérlst krystalinity oproti suchému
kolektoru je v priméru 2,4%. Vysledky DCS analyzy jsou shrnuty v tabulce (Tabulka 12). Vysledek
ukazuje, Ze pro tento materidl a proces je krystalinita ovlivnéna. Ovlivnéni neni velké, ale experiment
jprokédzal zvySeni stupné krystalinity pro materidly zvldknované do kapalinového kolektoru oproti
materialim zvlaknénym na pevny kolektor.

Tabulka 11 — Vysledky analyzy krystalinity materialu vady ,,M* zvlaknéné do kapaliny - lyofilizované,
zvlaknené do kapaliny - samovolné vysuseni pomoci DSC a materidlu zvliknéného na pevny kolektor.
Vysledny prumeér stupné krystalinity je uveden spolu se smérodatnou odchylkou.

VZOREK DH., [J/g] X, [%]
80.3 59.3

PCL45 wet elektrospinning - lyofilizovano 80.3 59.3 58.9+0.5
78.9 58.3
79.3 58.5

PCL45 wet elektrospinning - suSeno

samovilnym odparem 79.3 58.5 58.7+0.2
79.9 59.0
76.4 56.4

PCLA45 Kklasicky elektrospinning 76.1 56.2 56.3+0.1
76.1 56.2

6.4 Biologické testovani vzorki in-vitro

Pro biologické in vitro testovani viability bylo naplanovano vytvotfeni 3x4 sad vzorkl pro kazdy material
a jeho formu. Pfedem bylo stanoveno, ze se bude viabilita testovat 1., 3. a 7. den od nasazeni MEFs (Mysi
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Embrionalni Fibroblastni buiiky - Mouse Embryonic Fibroblasts) bunééného materidlu do vzorka. Pro kazdy
material byla pfipravena forma vzorku (znaceno jako ,,wer) zvladknénim do kapaliny a vysuSenim
lyofilizaci, dale pak vzorky zvldknéné formou zvlaknéni na pevny kolektor (znaceno jako ,.dry).
Pro material G4 byla navic vytvofena forma vzorka zvlaknénych do kapaliny a vysuSené samovolnym
vysousenim (znaceno jako ,,wet - self dry*). Na kazdy urceny testovaci den byly od kazdého materialu
piipraveny vzorky v poétu 4+1. Ctyfi vzorky byly pfipraveny pro testovani s buiikami a jeden jako
negativni kontrola, u tohoto vzorku se pfidalo pouze 1 ml média bez bun¢k MEFs. Tento vzorek negativni
kontroly slouzi k ovéfeni sterility materialu a také k minimalizaci chyb métfeni. Vysledky spektrometrie
byly interpretovany od nulové hodnoty dané pravé timto vzorkem. Testovany byly materidly uvedené
v tabulce (Tabulka 9), jejich struktura je na obrazku (Obr. 68), kazdy material byl také zvlaknén na klasicky
pevny kolektor tak, aby byl od daného materiadlu vzorek i planarni, tedy plochy — neobjemny. Jedna sada
byla také vyrobena z materidlu G4 zvlaknéného do kapaliny, ale vysuSen¢ho samovolnym odparem
v digestofi, tento vzorek mé oproti vzorkiim vysuSenym lyofilizaci celkové mensi objem, tedy mensi
porozitu. Porozita nebyla pro tyto vzorky nijak méfena, v tomto tvrzeni se vychazi z ptedpokladu stejné
hmotnosti vzorku, stejného postupu zvldknovani jen jiného postupu suSeni. Prehled testovanych sérii
vzorku je v tabulce (Tabulka 12). Pro testovani bylo celkem vyrobeno a ptipraveno 135 vzork.

Tabulka 12 — Seérie vzorkii vytvorenych pro in-vitro biologické testovani viability. Vzorky vyrobené
vidknénim na klasicky kolektor jsou oznaceny ,,dry*, vzorky vyrobené za stejnych podminek do kapaliny
s 3D objemnym uspordadanim jsou oznaceny ,,wet‘. Série oznacena ,,wet - self dry* byla zvidknéna
do kapaliny, ale vysusena samovolnym odparem.

Oznaceni vzorku| Material |Molekulova hmotnost Mn | Koncentrace Rozpoustédlo Hmotnostni pomér
[kDa] [hm %] rozpoustédel (obj)
Gl dry PCL 45 20 Chloroform -
Chloroform
G2 dry PCL 80 10 Jethanol 8:2
Kyselina mravenci
G3 dry PCL 45/80 hm. pomér 1:3 12 /Kyselina 1:1:1
octova/Aceton
Kyselina mravenci
G4 dry PCL 45/80 hm. pomér 1:3 15 /Kyselina octova 1:1:1
/Aceton
Gl wet PCL 45 20 Chloroform -
G2 wet PCL 80 10 Chloroform 82
/ethanol
Kyselina mravenci
G3 wet PCL 45/80 hm. pomér 1:3 12 /Kyselina octova 1:1:1
/Aceton
Kyselina mravenci
G4 wet PCL 45/80 hm. pomér 1:3 15 /Kyselina octova 1:1:1
/Aceton
Kyselina mravenci
(4 wet -selfdry| PCL 45/80 hm. pomér 1:3 15 /Kyselina octova 1:1:1
/Aceton
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6.4.1 Sterilizace

Ptipravené lyofilizované a navazené vzorky v mikrotitra¢nich destickéch bylo nutné pted nasazenim bunck
sterilizovat. Sterilizace byla provedena z divodu zamezeni kontaminace nezddoucimi bunéénymi kulturami
nebo jinym biologickym materidlem. VSechny materidly byly chemicky sterilizovany pomoci ethylenoxidu
dle normy CSN EN ISO 11135-1 ,,Sterilizace vyrobki pro zdravotni pé&i — Sterilizace ethylenoxidem —
cast 1: Pozadavky na vyvoj, validaci a prabéznou kontrolu steriliza¢niho postupu pro zdravotnické
prostiedky*. Sterilizace vSech vzorkil probihala vzdy stejnou metodou pomoci etylenoxidu. Sterilizace
pomoci etylenoxidu je proces, ktery se pouziva k zniceni mikroorganismii, véetné bakterii, virti a plisni, na
riznych materidlech a pfedmétech. Etylenoxid je plyn bez barvy a zapachu, ktery je schopen proniknout do
raznych typli materidli a provadét sterilizaci bez poSkozeni jemnych, citlivych nebo teplotné citlivych
pfedméth. Sterilizované vzorky se uzaviely do specidlnich sterilizacnich vakt a po dobu 12 hodin byly
vystaveny pusobeni etylenoxidu ve steriliza¢ni komote pfistroje Anprolene - AN 741 (USA). Pro zajisténi
odstranéni a odbourdni plynu, a tedy pfipravenosti vzorkll pro nasazeni bunéénych kultur, se nechaly
piipravené mikrotitracni desticky s vzorky odvétravat 14 dni.

6.4.2 Priprava média s buikami MEFs

K biologickému testovani byla pouzita bunécna linie 3T3 - clon A31 MEFs buiiek (Mysi embryonalni
fibroblastni bunky). MEFs buiiky jsou typem izolovanym z mySich embryi. Tyto fibroblastni buiiky jsou
Siroce vyuzivany ve vyzkumu a bunécné biologii, zejména pii testovani bunécné proliferace ¢i diferenciace.
Tyto buiiky jsou fibroblastniho typu, maji tedy dlouhé tenké vybézky a jsou adherentni, proto dobfe rostou
v kultiva¢nich nadobach a vhodnych vzorcich. MEFs jsou vyznamnym nastrojem v bunécéné biologii
a vyzkumu. Tento typ bun¢k byl vybran pro jejich osvéd¢enost, dostupnost a relativni ,,nenaro¢nost*.

Buiiky byly kultivovany v kompletnim médiu DMEM - High Glucose (Dulbecco’s Modified Engles
Medium, Biosera) obohaceném o 5 % fetalniho bovinniho séra (Fetal bovine serum,Biosera), 5 %
novorozeneckého teleciho séra (Newborn calf serum, Sigma), 1 % glutaminu (Biosera) a 1% antibiotik
(Pen/Strep Amphotericin B, Lonza). Pro experiment byly pouzity buiiky v 19. pasazi o koncentraci bunék
1*10%1 ml (tedy 1*10*vzorek). Materidly byly s buiikami inkubovany 1, 3 a 7 dni pii 37°C v CO2
inkubatoru (fizend atmosféra s 5 % CO;). Princip pasdzovani bunck spociva v piipravé bunck
ze zmrazeného produktu a nasledném udrzovani bunécné linie nebo bunécné populace v optimalnim stavu
rustu a vitality. Buiiky se rozmrazi a inkubuji v kultiva¢ni nadob¢ v CO; atmosféie, nasledné se presouvaji
z jedné nadoby do druhé. Pfi presunu se odsaje zivné médium, bunky pfichycené na dné nadoby
se oplachnou roztokem PBS (fosfatovy pufr - Phosphate-Buffered Saline). Oplach se provadi z divodu
odstranéni zbytkl séra a minimalizaci bunééného stresu z pienosu diky isotonickému charakteru PBS.
Pro uvolnéni adherovanych bunék se provadi takzvany proces trypsinace, pfi kterém se pomoci enzymu
trypsinu rozkladaji bunééné spoje, coz zplisobuje ztratu uchyceni buné¢k k nadob¢. Po presunuti bunck
do nové nadoby se pfida kompletni médium DMEM s inhibitorem trypsinu k zastaveni enzymatické
aktivity trypsinu a ochrany samotnych bunék pfed nadmérnym piisobenim trypsinu.
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Obr. 70 — Princip pripravy bunék — pasazovani. Obrdzek vytvoren pomoci BioRender [165].

6.4.3 Osazeni vzorki buiikami

Ptipravené sterilizované vzorky v mikrotitranich destickach s primérem jamky 16 mm byly zality 1 ml
bun&éného média s buitkami o koncentraci 1*10* bunék/1 ml. Princip nasazeni bunééného materialu
je znazornén na obrazku (Obr. 71). Pro kazdy material byla také osazena jedna prazdna jamka bunéénym
médiem, tato jamka slouzila jako pozitivni kontrola Zivotaschopnosti bun¢k. Pozitivni kontrola slouzi
k ovéteni kvality bunécného materidlu a spravnosti laboratornich postupii a podminek kultivace. Pokud by
pozitivni kontrola neukazala metabolicky aktivni buniky, byly bud’to Spatné¢ piipravené bunky, anebo doslo
béhem testovani ke znehodnoceni biologického materialu. Takto pfipravené a buiikami osazené vzorky
byly vlozeny do inkubatoru s atmosférou 5% CO;. Kde probihala kultivace po dobu 1, 3 a 7 dni.
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Obr. 71 — Princip nasazeni bunék 3T3 na experimentalni materialy v mikrotitracnich destickach. Obrazek
vytvoren pomoci BioRender [165].

6.4.4 Metabolicky test CCK-8

CCK-8 (Cell Counting Kit c¢islo 8) viz obrazek (Obr. 72). Tento test tzv. sada pro pocitani bunck
s komer¢nim oznacenim CCK-8 vyradbény firmou Dojindo [166]. Je to spolehlivy nastroj pro kvantifikaci
mnozstvi metabolicky aktivnich buné€k, indikuje tedy mnozstvi zivych bunck. Tento kit v soucasnosti
predstavuje vrchol v oblasti bunécné analyzy. Set se také vyznacuje spolehlivosti a relativni jednoduchosti.
Tento test je pomérné¢ mnohostranny a umoznuje zkoumat chovani bunécnych kolonii na zaklad¢ jejich
metabolické aktivity. Je to uceleny relativné nenarocny a pomérné spolehlivy nastroj, ktery je jakymsi
svétovym standardem. Tento test je jednoduse vyuzitelnym pro testovani proliferace a stavu bunéénych
vzorkll v in-vitro experimentech. Princip metody je zalozen na reakci barviva WST-8 (2-(2- methoxy-4-
nitrophenyl)-3- (4- nitrophenyl)-5-(2,4- disulfophenyl)2H-tetrazolium)). WST-8 je ve vodé€ rozpustna
tetrazoliova stl. Reakce spociva v extracelularni redukci WST-8 NADH dehydrogenazou produkovanou
mitochondriemi. Vysledné WST-8 produkty jsou ve vod¢€ rozpustné, oproti jinym testim odpada mezikrok
s extrakei barviva. Princip tedy lze zjednodusit tak, ze WST-8 vstoupi do Zivotaschopnych bun¢k, kde
prochazi slozitou enzymatickou redukci. Tuto redukci zprostiredkovavaji dehydrogenazy. Vysledkem této
redukce je tvorba ve vodé rozpustného formazanového barviva, jehoz intenzita je spojena s metabolickou
aktivitou bunék. Mnozstvi vzniklého barviva umérné odpovidd mnozstvi zivotaschopnych buné¢k v roztoku.
Vzhledem k relativni jednoduchosti, spolehlivosti a ptesnosti 1ze sledovat dynamiku vyvoje bunééné¢ho
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chovani v ¢ase. Tyto vlastnosti jsou zasadnim parametrem pro sledovani viability ve vzorcich a porovnani
jejich vlastnosti. Pro potieby tkanového inzenyrstvi lze konstatovat, ze se CCK-8 vyuzije nejenom ke
kvantifikaci bunék, ale i1 k ziskani informaci o vitalit¢ a zdravi bun¢k nasazenych do mikroprostiedi
tkanového nosice [167, 168].

Testovani metabolické aktivity bunécné linie pomoci metabolického testu CCK-8 probihalo v kazdy
stanoveny testovaci den. Ze vzorkli uréenych na konkrétni testovaci den bylo odsano kultivaéni médium,
vzorek byl pfenesen do prazdné jamky. K pfenesenym vzorkiim byl pfidan ptipraveny 10% roztok CCK-8
v kompletnim médiu DMEM. Takto ptipravené vzorky s CCK-8 byly inkubovany po dobu 180 minut.
Béhem této doby se tetrazoliova stil metabolickou aktivitou bun¢k preménovala na formazanové barvivo.
Po uplynuti stanovené reakéni doby bylo od kazdého vzorku odebrano 100 ul roztoku s CCK-8. Tyto
roztoky byly pfeneseny do 96 jamkové mikrotitratni desticky. Po ptfeneseni vSech vzorka doslo
k hodnoceni absorbance na spektrofotometru pfi 450 nm vinové délce. Princip testovani je zobrazen
na obrazku (Obr. 72).

Pridani roztoku
cck v kompletnim
médiu

Pfeneseni materiala
do €istych jamek

Testované materialy B
inkubované s buné&énou
kulturou :

Inkubace 3h pfi
37°C, 5% CO2

Zivé buiiky anFovy roztok Pfeneseni 100 pl
roztoku cck
inkubovaného
s materidly do 96ti
jamkové mikrotitraéni
desticky

Méreni absorbance
na spektrofotometru
pifi 450nm

Obr. 72 — Princip méreni viability pomoci CCKS. Vysledna viabilita je umérna absorbanci vinové délky
450nm spektrofotometrem. Obrazek vytvoren pomoci BioRender [165].
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6.4.5 Vysledky biologického testovani

Vysledky biologického testovani jsou zalozeny na hodnoceni absorbance odebranych 100 pl roztoki
s CCK-8. Zde je mnozstvi oranZového barviva imérné bunécéné aktivité ve sledovanych vzorcich. Vzorek
negativni kontroly se pouzije pro stanoveni nulové hodnoty bunééné aktivity. Od kazdého vysledku vzorku
absorbance vlnové délky 450 nm je tedy odectena absorbance vzorku negativni kontroly. Namétené
hodnoty absorbance jsou zobrazeny na obrazku grafu (Obr. 73). Vysledné tidaje ukazuji, Ze na vSech
materidlech buiiky provedly bunécnou adhezi a naslednou bunécnou proliferaci v ¢ase. U vSech materialt
je patrny rostouci trend.

Test viability ukazal, ze proliferace bunc¢k je dostatecnd. Pouzité materidly nevykazuji cytotoxické
vlastnosti. Data z testu jsou shrnuta v grafu na (Obr. 73). Ploché vzorky vykazuji nejvyssi viabilitu, z toho
materidl G3 a G4 nejvyssi. Nasleduje objemny vzorek materidlu G4 zvlaknény do kapaliny a vysuSeny
samovolnym odpatfenim ethanolu. Nejnizsi viability vykazuji objemné vzorky zvlaknéné do kapaliny
a vysusené lyofilizaci, z této fady opét prumér pievysSuji materialy G3 a G4. Pro porovnani vhodnosti
materidlu bylo spocitano tempo rlstu pro jednotlivé materidly, zde je vidét, Zze objemnéj$i materialy
vytvofené pomoci elektrického zvlakiiovani do kapaliny vykazuji v tomto experimentu naprostou pfevahu
a z tempa rustu je zfejmé, ze 3D struktura umoznuje buitkdm vyrazné vyssi proliferaci do materidlu, ktery
jim poskytuje dostatecny prostor, velkou porozitu pro rast a migraci. Nejveétsi prirtstek od posledniho testu
viability v sedmém dni u planarnich vzorki je u materidlu G2 — 841% zatimco u 3D materidlu vytvorené¢ho
metodou wet je pfirtstek u G2 21 553% viz. graf — (Obr. 74).

Metabolicka aktivita 3T3-A31 mysich fibroblasti na PCL
mikro/nanovlakennych materialech
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Obr. 73 — Graf znazornujici viabilitu, (reprezentovanou absorbanci vinové délky na spektrofotometru)
pro testované materialy v 1., 3. a 7. dni. Materialy G1-G4 dle tabulky (Tabulka 9). Pripona ES reprezentuje
vzorek z klasického elektrospinningu na pevny rovny kolektor, tedy plochy vzorek. WET ES je wet
elektrospinningem vytvoreny vzorek zvldknény do kapaliny — ethanolu, s naslednym nahrazenim ethanolu
za demineralizovanou vodu a nasledné lyofilizovany. WET ES MOD je modifikovany do kapaliny zvlaknény
vzorek, jez byl vysusen samovolnym odparovinim ethanolu pri laboratorni teploté v digestori. Cervend
barva reprezentuje viability v 1. den po nasazeni, zelend 3. den a Zluta je 7. den.
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Metabolicka aktivita 3T3-A31 mysich fibroblastt na PCL
mikro/nanovlakennych materialech
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Obr. 74 — Graf ukazujici tempo ristu viability (proliferace), tedy procentudlni nariist poctu novych bunék
v materialu v 3. a 7. den oproti dnu prvnimu (adherovanym bunkam). Je zde videt, Ze tempo riistu novych
3T3 bunék je v 3D materidalech vytvorenych pomoci technologie WET ES radové vyssi nez u plosnych
(plandrnich) vzorkiu. Nejvyssi pririistek plandarniho vzorku v 7. dni je 422% oproti nejvyssimu prirustku
21 553% 3D vzorku vyrobeného zvlakneénim do kapaliny.

6.5 Vyhodnoceni a zavéry z vyroby a testovani vzorku

Na zavér této faze testovani lze prohlasit, ze a¢ samotna viabilita je menSi u 3D objemnych vzork,
je objemna struktura pro rast bun¢k vhodné. Tempo ristu jasné ukazuje bezkonkurenéni dynamiku riistu
bun¢k. Takovéto velké tempo rlstu je dano porozitou a velkym objemem vzorku. Piedpoklad pro mensi
viabilitu u objemnych vzorku je maly prvotni zadchyt bun¢k v materidlu pii nasazeni bun¢k. U plochych
vzorkl s malymi pory je zachyt a nasledna adheze leps$i nez u vzorki s velkou porozitou. Vzorky s malou
porozitou zachyti buniky jako filtr, zatimco objemné vzorky bunky propusti na dno kultiva¢ni jamky nebo
se ve vzorku spatné zachyti, oproti plochym vzorktam, kde se z kapalného média na planarni vzorek buiiky
usadi. 3D objemné vzorky navic maji s dnem nadoby z mikroskopického pohledu spise bodovy kontakt,
oproti plochym vzorklim, které maji vétsi plochu kontaktu s dnem nadoby, kde se usadi ostatni buniky, které
se neusadily na materidlu. U bungk, které dosednou na dno nadoby miiZze probihat migrace do struktury
vzorku 1épe u planarnich vzorkd.

Objemné¢ 3D materidly vytvofené do kapalinového kolektoru tedy vykazuji vysokou vhodnost pro bunécny
rist, a zaroven dokazuji, zZe je mozné vyrobit objemnou strukturu, kterou by bylo mozné v tkanovém
inzenyrstvi pouzit pro tkanové nahrady.
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7 Vyvaoj specifickych materidli pro tkanové inzenyrstvi

Po prokéazani funkénosti zatfizeni i schopnosti vytvaiet 3D objemné vldkenné struktury vhodné pro pouziti
v mediciné jako tkanové nosice, byl vyzkum zaméten na hledani specifickych materialt, které by byly
vyjimecné, jak z pohledu materidlovych, tak i z pohledu tkanového inzenyrstvi. Cilem bylo nalezeni dalSich
specifickych materidlu  vhodného k vyrobé objemnych struktur a spliujiciho pozadavky na
biokompatibilitu. Jako vhodny kandidat byl vybran opét polykaprolakton. PCL byl vybran z diivodu jeho
osvédCenych vlastnosti v biomedicinskych aplikacich [11, 58, 161-163]. Jednim ze zpisobl vyroby
poréznich vlakennych struktur je vlaknéni blendu PCL/MPG (methoxy poly(ethylene glycol)) do kapalného
kolektoru, kde se MPEG ve vodni 1azni z vyslednych vldken vymyva [63, 169]. Autofi ¢lanku uvadéji, ze
tento zpusob vytvareni porézni struktury snizuje krystalinitu, coz je zajimavé.

Jednim z principi tvorby povrchoveé specifickych vldken je tvorba takzvanych ,shish-kebab“
strukturovanych vladken [170, 171]. V tomto piipadé je vlakno ovlivnéno tvarem krystalické Casti, ktera je
praveé formovana podle tzv. shish-kebab typu krystalinity. Princip a typicky tvar krystalické struktury shish-
kebab krystalt v polymeru je znazornén na obrazku (Obr. 75).
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Obr. 75 — Princip a tvar shish-kebab krystalu v polymeru. Amorfni polymer zacina pri dlouzeni tvorit
dlouhé krystalické struktury. Poté se zacnou oko techto dlouhych stredovych krystalii tvorit krystalické
disky. Obrazek prevzat [172].

Tyto shish-kebab materialy jsou vyrabény v nékolika krocich, nejprve dojde k elektrickému zvldknéni
samotného PCL na pevny kolektor. Poté jsou aplikovany dal$i samostatné kroky. Napiiklad nakapani
zfedénych roztokd (obvykle mezi 0,2-1,5hm) PCL/pentyl-acetaitu a PCL/kyseliny octové na vldkenny
materidl, omyti rozpoustédlem a poté vysuSeni. Druhy ptikladem vyroby shish-kebab struktury
je nékolikahodinové ponoteni do roztoku PCL/pentyl-acetdtu nebo roztoku PCL/kyseliny octové, poté
opétovné promyti rozpoustédlem a vysuseni. Pro tvorbu shish-kebab struktur postprocesnim postupem se
pouzivaji ziedéné roztoky Spatného rozpoustédla (jako naptiklad pentylacetat €i aceton) nebo smési
rozpoustédlo/nerozpoustédlo (jako naptiklad kyselina octovéa/destilovand voda) [172—174].

Vyse popsany postprocesni postup tvorby povrchové strukturné modifikovanych elektricky zvlaknénych
materidlti je vSak pomérné slozity, ma mnoho parametri a je casové naro¢ny. Proto vznikla myslenka
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vyvoje podobné struktury, ale s mnohem jednodu$sim postupem tak, aby v idedlnim ptipad¢ vznikala
povrchové specificka vldkna rovnou v kapalném kolektoru.

Obr. 76 — Priklad SEM snimku DC elektricky zvlaknenych viaken se strukturou shish-kebab. Viakna
vytvorena ponorenim zakladni PCL vidkenné struktury do ziedéného polymerniho roztoku PCL/pentyl-
acetatu a naslednym oplachem a vysusenim. Obrazek prevzat [172].

Mozny princip byl zamysSlen v nalezeni kolektorové kapaliny, ktera je castenym nebo Spatnym
rozpoustédlem pro PCL. Casteéné rozpoustédlo v teorii pravdépodobné rozpusti zvlaknény nekrystalicky
materidl, zatimco jeho krystalicka Cast ziistane v celku. Vysledek by mohl byt podobny, jako u vyse
popisovan¢ vyroby shish-kebab struktury vldken, pouze by bylo procesu vyroby dosazeno v jednom
jediném kroku. Nésledné kroky, jako oplach z divodu vymyti ethanolu a suSeni ziistanou zachovany. Dalsi
moznosti vyroby specifickych struktur je uplatnéni principu fazové separace, pii kterém se vlakenny povrch
nebo objem modifikuje vzajemnou interakci slozek roztoku nebo kolektoru a vysledkem muze byt porézni
nebo povrchovée specificky material, viz kapitola 2.3 — Nanotopograficka alterace.

7.1 Testovani rozpousStédlovych a kolektorovych systémii

Vybér vhodného polymerniho roztoku a kapalného kolektoru je kli¢ovy pro vyrobu vldken se specifickymi
vlastnostmi. Rizné roztoky polymeru mohou vytvéfet vldkna s rliznymi parametry. Vybér kapalného
kolektoru mize ovlivnit zejména morfologii a strukturu vlaken. Rlizné kapalné kolektory mohou vytvéaiet
vlékna s riiznymi povrchovymi texturami, priméry a porozitou. Tyto vlastnosti mohou mit vyznamny vliv
na interakci vlaken s bunéénymi a tkdniovymi strukturami v aplikacich tkanového inzenyrstvi.

Zakladem testovani navrzenych experimentalnich fad bylo identifikovani potencidlnich PCL roztokd,
vcetné jejich rozpoustédlovych systému a kolektorovych systémil o dané koncentraci. Seznam vybranych
polymernich roztokt je v tabulce (Tabulka 13). Seznam stézejnych kolektorovych smési, pouzitych
pro experimentovani jejichz cilem bylo vytvoteni specifickych vlaken vhodnych pro tkanové inzenyrstvi
je uveden v tabulce (Tabulka 14). 1 ptesto ze je prace s kolektorem provadéna v chemické digestofi
s patfiénym odtahem vzduchu a v bezpecnostnich ochranych pomtckach, je obecné preferovano pouziti
mén¢ toxickych kapalin pro kolekory. Déle neni vhodné pracovat s koncentrovanymi kyselinami a s pfili§
aromatickymi kapalinami. Z toho divodu byl zvolen jako zakladni kapalinovy kolektor aceton. Aceton
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je pro postprocesni uUpravu struktury vldken do podoby shish-kebab pouzivan [175]. Miseni acetone
se standardnimi kapalinovymi kolektory jako je voda a etanol, tedy nerozpoustédly pro PCL bylo
zajimavou vyzvou.

Tabulka 13 — Prehled roztokii PCL testovanych k vyrobé specifickych struktur zameérenych na tkanové

inZenyrstvi.

Mat 1 Mat 2 Mat 3 Mat 4
Material PCL PCL PCL PCL
Molekulova hmotnost Mn [kDa] 80 80 80 80
Koncentrace [hm %] 10 12 10 12
Rozpoustédio . Chloroform . . Chloroform . Chloroform Chloroform

/dimethylformamid | /dimethylformamid /ethanol /ethanol

Hmotnostni pomeér rozpousteédel 6:4 6:4 82 8:2

Tabulka 14 — Prehled testovanych kapalin kolektoru Tabulka 15 — Prehled testovanych kapalin kolektoru

pro testovani tvorby specifickych struktur vytvarenych elektrickym zvlaknovanim do kapaliny.

Oznaceni Slozka 1 Slozka 2 SloZka 3 Pomer
Kol 1 Aceton

Kol 2 Aceton Ethanol Voda 2:2:1
Kol 3 Aceton Ethanol 10:0
Kol 4 Aceton Ethanol 10:1
Kol 5 Aceton Ethanol 10:2
Kol 6 Aceton Ethanol 10:3
Kol 7 Aceton Ethanol 10:4
Kol 8 Aceton Ethanol 10:5
Kol 9 Aceton Ethanol 10:6
Kol 10 Aceton Ethanol 10:7
Kol 11 Aceton Ethanol 10:8
Kol 12 Aceton Ethanol 10:9
Kol 13 Aceton Ethanol 1:1
Kol 14 Aceton Voda 10:1
Kol 15 Aceton Voda 10:2
Kol 16 Aceton Voda 10:3
Kol 17 Aceton Voda 100:1
Kol 18 Aceton Voda 100:4
Kol 19 Aceton Voda 100:6
Kol 20 Aceton Voda 100:7
Kol 21 Aceton Voda 100:8
Kol 22 Aceton Voda 100:9
Kol 23 Aceton Ethanol 100:1
Kol 24 Aceton Ethanol 100:2
Kol 25 Aceton Ethanol 100:3
Kol 26 Aceton Ethanol 100:4
Kol 27 Aceton Ethanol 100:5
Kol 28 Aceton Ethanol 100:6
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Hledéani vhodnych material bylo systematickym testovanim vybranych polymert a kolektorovych smési.
Dlivodem zaméteni se na rizné kolektory, je nejen z diivodu testovani vyroby shish-kabab struktury,
ale i testovani specifickych struktur vzniklych pfi zménach gradientli rozpoustédel a slozek kapalin
kolektort. Pokud pfi koagulaci dochazi k priniku kapaliny kolektoru do objemu vldkna rychleji, nez
je uvolnéni rozpoustédla z vldkna do kolektoru, vznikaji ve vlaknu dutiny-pory. Toto plati za podminky,
ze je kolektorova kapalina pro polymer nerozpoustédlem nebo jenom castenym rozpoustédlem. Pri
zvlaknovani byly hodnoceny parametry noteni dle tabulky (Tabulka 4) a parametry zvlaknitelnosti dle
tabulky (Tabulka 5).

7.2 Experimentovani s vyrobou specifickych vlakennych struktur

Vybér kapalného kolektoru mtze ovlivnit zeyjména morfologii a strukturu vldken. Riizné kapalné kolektory
mohou vytvaret vldkna s riznymi povrchovymi alteracemi a porozitou. Tyto vlastnosti mohou mit
vyznamny vliv na interakci vlaken s buitkami v aplikacich tkanového inzenyrstvi.

V této Casti je popsano systematické testovani ruznych polymernich roztoki a kapalnych kolektort.
Popisuje jejich vliv na vlastnosti vytvorenych vldken. Experimenty zahrnuji charakterizaci vlastnosti vlaken
pomoci nékterych analytickych technik jako je naptiklad opticka analyza a méteni porozity. Pro vyrobu
specifickych materiald, pfedurenych pro tkanové inZenyrstvi, byl vybrdn opét PCL o primérné
molekulové hmotnosti My=80 kDa. Vys$s§i molekulova hmotnost sice znamena vyssi viskozitu polymerniho
roztoku, a hors$i zvlaknovaci charakteristiku, ale delsi makromolekularni fetézce zase pomohou zvysené
odolnosti vytvotfenych vldken v ¢astecném rozpoustédle tak, aby ztlistala krystalicka ¢ast nenarusena. Velka
délka makromolekuly polymeru snizuje interakci s molekulami rozpoustédla.

7.2.1 Testovaci Fada M1 (material Mat 1 - 4 s kolektorem Kol 1)

Prvi testy byly zaméfeny na hledani shish-kebab struktury. Materialy se zvlaknovaly do kolektoru s ¢istym
acetonem. Napéti 14 kV a vyskou zvlédknovaci jehly na vzdalenost 10 cm nad stfedem kapalného kolektoru.
Experimenty s materdlem Mat 3 a 4, pii kterych byla jako rozpoustédlo pouzita smés chloroform/ethanol
nebyly se zvlaknovanim uspéSné. VEtSina materidlu se v 1dzni rozpustila a vytvofeny produkt byl
minimalni. Nejlepsi zvldknitelnost do acetonu prokazal Mat 2, coz je 12% PCL a rozpoustédlovy systém
chloroform/dimethylformamid. Material Mat I coz je 10% varianta materialu Mat 2 nevykazoval dobré
zvlaknovaci vlastnosti, v acetonu se rozpoustél. SEM snimky potvrdily strukturu shish-kebab dle
oCekavani. Vytvoreny produkt ma sice zamyslenou strukturu, je vSak spojen v jeden celek s vysokym
specifickym povrchem. Na produktu je patrna vlakenna struktura, jsou vSak patrné znamky slévani vlaken
dohromady. Proces tvorby vldken také neni zcela stabilni, zprvu se vlakna netvoii a dochazi k rozpousténi
vytvorenych vldken v kolektoru. Po tzv. startovaci dobé (cca 3minuty pfi pritoku 10ml/hod) se vytvoii
lokalni mikro podminky se sniZenou koncentraci acetonu a za¢ne se vytvaret vlakenna struktura.
Po zvlaknéni po dobu 60 s byl material vytazen a postupné piesouvan do nadob s ¢istou demineralizovanou
vodou z divodu vymyti ethanolu (viz kapitola 6.2 — Priprava vzori). Pfi manipulaci s materidlem
se material choval jako vodni gel s €iro-mléEnym zbarvenim, §lo s nim dobfe manipulovat, byl flexibilni
a drzel kapalinu ve svém objemu. Takto vyrobend struktura byla analyzovdna pomoci obrazové analyzy
SEM snimkt viz obrazek (Obr. 77). Snimky struktury vytvoreného produktu ukazaly sice strukturu
podobnou shish-kebab, ale nedochdzi zde k zachovani plné vldkenné struktury v materidlu. Vlakna
se zjevné tvofi, ale vlivem rozpousténi se v rozpoustédlu spojuji do jedné struktury. Vlakenny charakter
produktu je vSak zjevny. Porozita a propojenost pori je vSak nizsi. Problémem tohoto zvlakiiovaciho
procesu se vSak ukazala zeyména jeho opakovatelnost. Opakovatelné produkce ustaleného produktu nebylo
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vzdy dosazeno. Se zménou lokdlnich mikro podminek v kolektoru se ménila i vysledna struktura od shish-
kebab vldkenné struktury az po houbovitou strukturu nebo zcela slit¢ho materidlu. Jediné ¢astecné uspéchy
mél materidl oznaceny Mat 2, coz byl PCL 80 12 hm% v CF/DMF. Pfi tomto experimentu doslo i k testu,
pfi némz byl ¢aste¢né nasycen kolektor polymerem PCL ptipadné roztokem PCL 1,5% hm v Aceton/Voda
(77:23 obj). Vysledek testovani pred nasycenim roztoku vSak nebyl Gspésny. Vysledna struktura tohoto
doplikového experimentu je na obrazku (Obr. 78), vysledny material byl pfi manipulaci v roztoku
a presouvani podobny vlakenné struktute, jevi se jako Ciry az mlécny gel.

. - . Sy EL < Ll Lo
SEM HV: 15. SEM MAG: 2.00 kx VEGA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 10.2 kx VEGA3 TESCAN
WD: 14.61 mm Det: SE 20 pm WD: 13.42 mm Det: SE 5pum

View field: 138 ym | Date(m/d/y): 01/31/23 Biolng TUL View field: 27.1 pym 'Date(mldly): 01/31/23 Biolng TUL

Obr. 77 — Struktura typu shish-kabab vytvorena zvidkiovanim do kapaliny. Vidkna jsou castecné slita
dohromady, vidkenny charakter produktu je vsak patrny.
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SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 5.00 kx
WD: 13.34 mm Det: SE
View field: 55.4 ym  Date(m/d/y): 01/31/23 Biolng TUL

Obr. 78 — Struktura materialu vzniklého v experimentu se zvldakiiovanim do pred-nasyceného roztokem PCL
v acetonu. Struktura je vysoce porézni.

7.2.2 Testovaci Fada M2 (material Mat 1 a Mat 2 s kolektorem Kol 2 a Kol 13)

Druhé série testli rozvijela testovani vlivu smési rozpoustédla a nerozpoustéla. Testy byly zaméteny
na studovani vlivu smési kolektoru na porozitu a morfologii vlaken. Materialy se vléknily do kolektoru
se smesi acetonu/ethanolu 1:1 (Kol 13) a aceton/ethanol/voda 2:2:1 (Kol 2) Napéti bylo 15 kV na vzdélenost
trysky 10 cm od stfedu kapalného kolektoru. Pti zvldknovani do kolektoru, ktery byl tvofen
acetonem/ethanolem 1:1 (Kol 13) probihalo vldknéni uspokojive, vldkenné stuzky smérovaly ke kraji
nadoby. Vytvoieny produkt se astecné projevoval jako ,,stuzkovani* u hladiny kapaliny, vS§echny vlakenné
produkty vSak byly smocené. SEM snimky ukézaly porézni vlakna s mikrostrukturovanym povrchem
s ndznaky porézni vnitini struktury (Obr. 79).
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SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 2.00 kx | VEGA3 TESCAN| SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 5.08 kx | | VEGA3 TESCAN
WD: 19.42 mm Det: SE 20 ym WD: 19.42 mm Det: SE 10 pm
View field: 138 yum  Date(m/d/y): 02/03/23 Biolng TUL View field: 54.5 yum | Date(m/dly): 02/03/23 Biolng TUL

Obr. 79 — Mikrostrukturovany povrch viaken PCL — Mat 2 vytvorenych vidaknénim do kolektoru tvorenym
acetonem/ethanolem 1:1 (Kol 13), snimky naznacuji vnitini porézni strukturu.

Pti zvlaknovani do kolektoru, ktery byl tvofen acetonem/ethanolem/vodou 2:2:1 (Kol 2) probihalo vlaknéni
uspokojiveé, vlakenné stuzky smétovaly ke kraji nddoby. Proces vlaknéni byl velmi podobny jako
v pfedchozim ptipad¢é. Vytvoreny produkt se ¢astecné projevoval jako ,,stuzkovani®“ u hladiny kapaliny,
vSechny vldkenné¢ produkty vSak byly smocené. SEM snimky ukézaly porézni vldkna
s mikrostrukturovanym povrchem s ndznaky porézni vnitini struktury. Oproti piedchozimu testu byly
ve struktufe produktu pravidelné poruchy a povrch mél méné vyraznou strukturu (Obr. 80).
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SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 5.00 kx | : VEGA3 TESCAN| SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 2.00 kx | VEGA3 TESCAN
WD: 20.51 mm Det: SE 10 ym WD: 20.51 mm Det: SE 20 pym
View field: 55.4 pm  Date(m/dly): 02/03/23 Biolng TUL View field: 138 pm | Date(m/dly): 02/03/23 Biolng TUL

Obr. 80 — Mikrostrukturovany povrch viaken PCL vytvorenych viaknénim do kolektoru tvorenym
acetonem/ethanolem/vodou 2:2:1 (Kol 2), snimky naznacuji mozZnou vnitini porézni strukturu.
Ve viakenném produktu je vice defektit nez v predchozim testu.

7.2.3 Testovaci Frada M3 (material Mat 2 a Mat 3 s kolektorem Kol 3 az Kol 13)

Treti série testli experimentovala se sadou kolektort, kde se ménil pomér acetonu/ethanolu od 1:0 az do 1:1
v krocich dle tabulky (Tabulka 14). Pro kazdy typ kolektoru byly testovany polymerni materidly oznacené
jako Mat 2 a Mat 3 (Tabulka 13). Jednalo se 0 12% hm PCL v CF/DMF 6:4 a 10% hm PCL v CF/ETH 8:2.
Tato fada méla za cil prozkoumat vliv poméru aceton/ethanol kolektorti na morfologii vlaken.

Material Mat 2 (12% hm PCL v CF/DMF 6:4) pii vlaknéni do acetonu potieboval vzdy na zacatku procesu
fazi vytvoreni lokalnich mikro-podminek (cca 3 minuty vldknéni pii pratoku 10 ml/hod). Poté se zacal
tvofit lokalni vldkenny shluk v kolektoru. Vyslednou obrazovou analyzou SEM snimku byly potvrzeny
spojend vlakna typu shish-kebab podobné jako v ¢asti 7.2.1 (Obr. 77). Zvlaknovaci proces sice dokaze
vlakna typu shish-kebab vytvofit, ale proces neni stabilni a neni snadno opakovatelny. Obvykle je material
s defekty a pouze Cast vytvoreného materidlu se d4 nazvat vlakennou shish-kebab strukturou. Je zjevna
1 tendence vlaken se spojovat, toto je zpisobeno narusenim vlakna rozpoustédlem (Obr. 81).

Pfidavanim ethanolu do kolektoru se opét po vytvoteni lokalnich mikro-podminek zacala tvofit materidlova
struktura. Obrazova analyza SEM snimkl materdlu ukazala porézni struktury podobné péndm. Porézni
kompaktni struktura se tvoii v rozmezi koncentrace aceton/ethanol 10:1 az k 10:5 (Obr. §82).
Od koncentrace 10:6 se jiz v kolektoru formuji vlakna s poréznim a vysoce mikrostrukturovanym
povrchem. Se zvySujici se koncentraci ethanolu se snizuje mikrostruktura povrchu a ptestava byt patrna
porozita viz obrazek (Obr. 83).
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SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 10.0 kx VEGA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 5.00 kx
WD: 13.83 mm Det: SE 5 um WD: 13.83 mm Det: SE 10 pm
View field: 27.7 ym | Date(m/d/y): 02/06/23 Biolng TUL View field: 55.4 pm | Date(m/dly): 02/06/23 Biolng TUL

Obr. 81 — Snimek materialu Materialu Mat 2 (12% hm PCL v CF/DMF 6:4) po vilakneni do acetonu, je
patrnd struktury shish-kebab. V materialu je parné spojovani se vidken a velké mnozZstvi defekti.

SEM HV: 15.0 kV SEM M.;\G: 5.00 kx VEGA3 TESCAN

WD: 14.77 mm Det: SE 10 pm
a) View field: 55.4 ym  Date(m/dly): 02/06/23 Biolng TUL
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SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEéAS TESCAN SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN

WD: 15.13 mm Det: SE 10 pm
Biolng TUL C) View field: 55.4 um | Date(m/dly): 02/06/23

WD: 14.86 mm Det: SE 10 ym
b) View field; 55.4 pm  Date(m/dly): 02/06/23

Biolng TUL

Obr. 82 — SEM snimek zvlakneného materialu Mat 2 (12% hm PCL v CF/DMF 6:4) s pomérem kapaliny
v kolektoru aceton/ethanol 10:1 az k 10:5 tvoii polymerni srazeniny pripominajici porézni penové
struktury. a) Pomeér aceton/ethanol 10:1 — Kol 4. b) Pomeér aceton/ethanol 10:2 — Kol 5. c) Pomeér

aceton/ethanol 10:5 — Kol 8.
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?

SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 5.00 kx | | VEGA3 TESCAN| SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 2.00 kx VEGA3 TESCA
WD: 14.43 mm Det: SE 10 ym WD: 14.43 mm Det: SE

View field: 55.4 ym  Date(m/d/y): 02/06/23 Biolng TUL View field: 138 pum  Date(m/d/y): 02/06/23 Biolng TUL




Obr. 83 — Snimek zvlaknéného materialu Mat 2 (12% hm PCL v CF/DMF 6:4) s pomérem kapaliny
v kolektoru aceton/ethanol 10:6 — Kol 9. Pri dalsim zvySovani ethanolu v kolektoru se nadale tvori vidkna,
ale snizuje se mikrostrukturovani povrchu.

Material Mat 3 (10% hm PCL v CF/ETH 8:2) v Cistém acetonu aZ do poméru kapaliny kolektoru
aceton/ethanol 10:3 netvoii vldkenny materidl, polymerni vldkenny materidl se v kolektoru rozpusti.
Od pom¢éru 10:4 se zacina tvofit vrstva polymerni sraZzeniny. Od poméru slozek kolektoru 10:4 se zacinaji
tvorit materialové tvary. Od tohoto poméru kapalin v kolektoru se da hovofit o vytvafeni vlakennych
materiali. Pfi poméru 10:4 je materidl sice velmi nepravidelny a s poruchami, ale jeho povrch je
s vyraznymi mikrostrukturami. Se zvySujici se koncentraci ethanolu v kolektoru zacinaji byt vlakna
rovnomeérnéj$i a hladsi (Obr. §4).

SEM HV: 10.0 kv ‘ SEM MAG: 5.00 kx . VEGA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kV SEM MAG: 5.00 kx SEM HV: 10.0 kV SEM MAG: 5.00 kx ‘ VEGA3 TESCAN|
WD: 1355mm | Det: SE 10 im WD: 13.73 mm Det: SE 10 pm WD: 14.15 mm Det: SE 10 pm
View field: 55.4 pm | Date{m/dly): 02/06/23 Biolng TUL View field: 55.4 ym  Date(m/diy): 02/06/23 View fleld: 55.4 pm  Date{mid/y): 02/06/23 Bloing TUL
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SEM HV:10.0kV | SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN| SEMHV:10.0kV  SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN| SEM HV: 10.0kV | SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN|
WD: 14.26 mm Det: SE 10 pm WD: 14.51 mm Det: SE 10 pm ‘WD: 14.79 mm 10 ym
d) View field: 55.4 um | Date(m/diy): 02/06/23 Biolng TUL e) View field: 55.4 ym _ Date(m/dly): 02/06/23 Biolng TUL View field: §5.4 ym | Date(m/dly): 02/06/23 Biolng TUL

Obr. 84 — Snimek zvlakneného Mat 3 (10% hm PCL v CF/ETH 8:2) v acetonu/ethanolu. Az do poméru
aceton/ethanol 10:3 se material v kolektoru netvori. Od pomeéru 10:4 se zacina tvorit vrstva polymerni
srazeniny. a) Od pomeru 10:4 — Kol 7 se zacinaji tvorit materidlové utvary s vyraznou mikrostrukturou
na povrchu. b) Pomer 10:5 — Kol 8 se povrch vidken zacina vyhlazovat. c) Pomer 10:6 — Kol 9 se snizenym
mnozstvim poruch. d) Pomeér 10:7 — Kol 10 material vykazoval drobné poruchy. e) Pomer 10:8 — Kol 11.
f) Pomer 10:9 — Kol 12 jiz tvori relativné pravidelny produkt bez vyraznych povrchovych efektii.
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7.2.4 Testovaci Fada M4 (material Mat 2 s kolektorem Kol 1, Kol 14, 15, 16)

Ctvrta série testd experimentovala se sadou kolektorti, ve kterych se ménil pomér acetonu/vody od 1:0
a v krocich 10:1, 10:2, 10:3. viz tabulka (Tabulka 14). Pro kazdy typ kolektoru byl testovan polymerni
material oznacen jako Mat 2 (Tabulka 13). Jednalo se 0 12% hm PCL v CF/DMF 6:4. Tato fada méla za cil
prozkoumat vliv poméru aceton/voda na zlepSeni tvorby shish-kebab strukturovanych vlaken. Material Mat
2 (12% hm PCL v CF/DMF 6:4) pti vlaknéni do acetonu potteboval vzdy na zacatku procesu fazi vytvoteni
lokéalnich mikro-podminek (cca 3minuty vldknéni pti pratoku 10ml/hod). Proces zvlakiovani do kolektoru
s acetonem (Kol 1) vytvoril shish-kebab strukturu. Stejné¢ jako u ostatnich experimentli se zaméfenim
na shish-kebab materal, produkt obsahoval vlakna s touto shish-kebab strukturou. Vyrobeny material
obsahoval také defekty, tak jako v pfedchozich experimentech. Vytvotrena vlakna a material i s defekty jsou
na obrazku (Obr. 85).

A oy x » y
SEM HV: 10.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV SEM MAG: 500 x VEGA3 TESCAN

WD: 14.65 mm Det: SE 10 pm WD: 14.65 mm Det: SE 100 pm
a) View field: §5.4 ym | Date(m/d/y): 02/09/23 Biolng TUL b) View field: 554 ym | Date(mi/dly): 02/09/23 Biolng TUL

Obr. 85 — Shish-kebab vidkna vyrobend v testovaci rade M4, na obrazku b) vpravo je patrné velké mnozstvi
defektii ve vysledném produktu.

Dalsi testovani do kolektoru aceton/voda 10:1 (Kol 14), 10:2 (Kol 15) a 10:3 (Kol 16). Pfi vlaknéni se
vldkenny materidl tvoii jiz od zacatku, vldknéni probihd dobte. Vysledny material byl podroben SEM
analyze a ze snimkt bylo zjisténo ze se vlakenny material tvofi, ale ptidavkem vody v takovém mnoZzstvi
do kolektoru se jiz shish-kebab struktura netvofi. Materidl obsahuje vldkna a perlickové defekty a
pfi poméru 10:1 (aceton/voda) vldkna vykazovala pti obrazové analyze castecné mikrostrukturovany
povrch. Se zvysSujicim se pomérem vody byl povrch vldken vice pravidelny a bez mikrostrukturovani.
Vysledné struktury materialu jsou patrné ze SEM snimkt na obrazku (Obr. 86).
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SEM HV: 10.0 kv SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN

WD: 13.96 mm Det: SE 10 um WD: 14.49 mm
a) View field: 5.3 pm  Date{midly): 02/09/23 Biolng TUL b) View field: 55.4 ym | Date(midly): 02/09/23 Biolng TUL

SEM HV: 10.0KV | SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN
Det: SE 10 pm
View field: 5.4 pm | Date{m/dly): 02/08/23 Bislng TUL

Obr. 86 — Viakna vyrobena v testovaci rade M4 do kolektoru s acetonem a vodou. a) Material zvlakneny
do kolektoru s pomerem aceton/voda 10:1 — Kol 14. a) Material zvlaknény do kolektoru s pomérem
aceton/voda 10:2 — Kol 15. ¢) Material zvlaknény do kolektoru s pomérem aceton/voda 10:3 — Kol 16.

7.2.5 Testovaci rada M5 (material Mat 2 s kolektorem Kol 1, Kol 17 — 22, Kol 14)

Pata série testli experimentovala se sadou kolektoril, ve kterych se ménil pomér acetonu/vody od 100:1
do 100:10 v 6 krocich, viz tabulka (Tabulka 14). Pro kazdy typ kolektoru byl testovan polymerni material
oznacen jako Mat 2 (Tabulka 13). Jednalo se o 12% hm PCL v CF/DMF 6:4. Tato fada méla za cil
prozkoumat vliv poméru aceton/voda na mikrostrukturovani vlaken. Minuly experiment ukazal,
ze pti zvlaknovani do acetonu se shish-kebab vlakna tvori, ale struktura je s poruchami a proces neni zcela
pod kontrolou. Snaha o zlepSeni ptidanim nerozpoustéla-vody ukazala, Ze jiz od poméru 10:1 (aceton/voda)
se struktura shish-kebab netvofi, tvofi ovSem vldkna s mikrostrukturovanym povrchem, ptfidavanim dalsi
vody do roztoku se pak mikrostruktura ztraci. Tento test byl navrzen pro testovani vlivu nerozpoustédla
(vody) v roztoku s jest¢ mensim zastoupenim, nez je 1/10. Experiment ukazal, ze od poméru 100:6 se jiz
vytvari vldkenna struktura, vldkna jsou tvarové méné jednotnd a maji mikrostrukturovany povrch,
pii poméru 100/7 je povrch vyrazné¢ mikrostrukturovany s ndznaky porozity. Pfi poméru 100/8, 100/9
a 100/10 jsou vlakna mikrostrukturovana s naznakem porozity (

Obr. 87). Pii téchto vyssich zastoupenich vody v roztoku se zvysila rozmérova pravidelnost vyrobeného
materialu.
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SEMHV: 150 kV  SEM MAG: 5.00 kx | VEGA3 TESCAN| SEMHV:15.0 kv | SEM MAG: 5.00 kx | VEGA3 TESCAN SEM HV: 15.0kV | SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN
WD: 14.89 mm Det: SE 10 pm WD: 14.54 mm Det: SE 10 um WD: 15.07 mm Det: SE 10 pm
View field: 55.4 ym _ Date(m/dly): 02113/23 Biolng TUL View field: 55.4 ym | Date(midly): 02/13/23 Biolng TUL View field: 55.4 ym | Date(m/dly): 02/13/23 Biolng TUL

- - iy SN i -5 ¥
- 15.0 KV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN

WD: 14.38 mm Det: SE 10 pm WD: 14.65 mm Det: SE 10 pm
d) View field: 55.4 ym  Date(m/d/y): 02/13/23 Biolng TUL e) View field: 55.4 ym | Date(m/dly): 02/13/23 Biolng TUL

Obr. 87 — SEM snimky vidken zvlakneénych do smési aceton/voda. Vidkna vykazuji mikrostrukturovany
povrch a svym povrchem indikuji vnitini porozitu materidalu samotnych viaken. a) Pomer kolektoru 100:6
— Kol 19. b) Pomer kolektoru 100:7 — Kol 20. ¢) Pomer 100:8 — Kol 21. d) Pomer 100:9 — Kol 22. E) Pomer
100:10 - Kol 14.

7.2.6 Testovaci Fada M6 (material Mat 2 s kolektorem Kol 23 - 28)

Sesta série testd experimentovala se sadou kolektortl, ve kterych se ménil pomér acetonu/ethanolu od 100:1
do 100:6 v 6 krocich, viz tabulka (Tabulka 14). Pro kazdy typ kolektoru byl testovan polymerni material
oznacen jako Mat 2 (Tabulka 13). Jednalo se o 12% hm PCL v CF/DMF 6:4. Tato fada méla za cil
prozkoumat vliv poméru aceton/ethanol tak, aby byl nalezen stav, kdy se stvoii shish-kebab material
ve stabilni formé a bez defektli v materidlu. Pro vytvoieni materidlu bylo opét tieba nejprve nastartovat
proces vytvofenim mikroklimatu v kolektoru cca 3 minutovym zvlaknovanim. Experimenty ukézaly,
ze pii zvldknovani do acetonu se shish-kebab vldkna tvofi, ale struktura je s poruchami a proces neni zcela
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pod kontrolou. Tento experiment vSak neindikoval zlepSeni stability, ba naopak. Piidanim ethanolu
se vysledna struktura zacala tvofit spiSe ve formé¢ houbovité porézni struktury. Pfi obrazové analyze snimkt
SEM byla shish-kebab struktura ve vyslednych materidlech pozorovana, ale v podstaté jen jako soucast
spojené defektni struktury (Obr. 88).

AP NS e | DO )N 4y ek
SEM HV: 15.0 kv SEM MAG: 5.00 kx | | VEGA3 TESCAN| | 1 2. VEGA3 TESCAN
WD: 13.54 mm Det: SE 10 pm WD: 13.41 mm | Det: SE 20 pm
a) View field: 55.4 ym  Date(m/d/y): 02/16/23 Biolng TUL b) View field: 138 ym | Date(m/d/y): 02/18/23 Biolng TUL

Obr. 88 — SEM snimky materialovych struktur zvlaknénych do smési aceton/ethanol. Struktury jsou porézni
,,houbovité“ shluky, misty se vyskytuji casti shish-kebab vidken. a) Struktura vytvorend vidknénim
do aceton/ethanol v poméru 100:4 — Kol 26. b) Struktura vytvorenda vidknénim do aceton/ethanol v poméru
100:6 — Kol 28.

7.3 Analyza a hodnoceni vzorki vytvorenych materiala

Po rozsahlém experimentovani s materidly a druhy kolektorii byla provedena analyza vybranych materialt
za Ucelem hodnoceni jejich vlastnosti a jejich vhodnosti k biologickym aplikacim. Soucésti analyzy
je provedeni piiénych ezl vzorkt materidlu k hodnoceni jejich vnitini struktury. Ugelem hodnoceni je
zejména vybrani kandidatl na biologické testovani a ovéteni kvalit 3D objemnych materidlu vyvinutych
experimentovanim s elektrickym vlaknénim do kapaliny.

7.3.1 Obrazova analyza vybranych vlakennych struktur

Vybrané vladkenné struktury, byly podrobeny obrazové analyze. Ze snimkii bylo pomoci analytického
programu FiJI, coZ je modifikovana verze programu ImagelJ verze 1.54 (Image Procesing and Analysis in
Java, National Institutes of Health USA [140]). Ze snimkt byl vyhodnocen statisticky pramérny vlakenny
prumér ¢ a jeho smérodatnd odchylka SD. DalS§im parametrem bylo vyhodnoceni porozity, vzhledem
k velmi Siroké skale moznosti ziskdvani parametru porozity je nutné podrobné popsani metody hodnoceni
porozity. Pomoci obrazové analyzy ze SEM snimku byly vybrany oblasti ¢erné barvy a tmavych odstini
reprezentujicich propojené porézni oblasti a pomér takto vybrané oblasti s celkovou plochou a nasobeny

A poru

100 udéavéa znafenou porozitu, P = X 100. Obrazova analyza spocivala v principu prevedeni

materalu

analyzovaného SEM snimku z odstinii Sedé na cernou a bilou barvu (Obr. 90). Program poté dokaze
vyhodnotit plochu jednotlivych slozek, vetné procentualniho zastoupeni, coz odpovida parametru
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definované porozity. Pro pfevedeni na ¢ernobily obraz byla pouzivéana funkce ,,7reshold* (v programu Fiji),
kde se nastavi prahové hodnoty pro pievedeni odstinli na dvoubarevny obraz (Obr. 89). Toto uréeni porozity
je pouze orientacni a slouzi pro porovnani porozity mezi jednotlivymi materialy, pro urceni realné porozity
je tato metoda nevhodna.

Y (Fiji Is Just) Image) - - -_ O - ¢ |
jFiIe Edit Image Process Analyze Plugins Window Help {
B olz|o|4[\|AlL|®| 4] o [s|w|s|s|a]| >
(Fiji Is Just) ImageJ 2.9.0/1.54f; Java 1.8.0_322 [64-bi]; Click here to search |
' 1 [F Threshold a

i

| 4477 %

[ o] » o
1 4 I l )I24419

[Default v |Red |

[v Dark background | Stack histogram
[V Dontresetrange | Rawvalues

Autol Applyl Resetl Set|

Obr. 89 — Menu funkce Treshold v programu Fiji, zde se nastavuji prahové hodnoty pro prevod
na dvoubarevny obraz, ktery je nasledné analyzovan na zastoupenou plochu a tedy parametr P.

Obr. 90 — Snimek SEM, na ktery je aplikovana funkce Treshold v programu Fiji. Obraz je touto funkci
prrevadeén na cernobily obraz. Cervend barva ukazuje oblasti, které budou prevedeny na ¢ernou barvu. Tyto
cerne oblasti budou zapocitany jako oblasti pori.
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Analyzovana data pro vybrané materidly jsou uvedena v tabulce (Tabulka 16). Z obrazové analyzy SEM
snimkt vyplynul pozadavek na analyzu vnitiniho uspofadani vlaken, protoze nékterd vlakna jevi znamky
vnitini porozity (Obr. 83,

Obr. 87), ptipadné dutin, které se mohou projevit propadlou ¢i zplostélou strukturou (Obr. 84D).
Z pozorovani stejnomeérnosti struktury, vyskyti poruch a primérné hodnoty tloustky vlaken vyplyva, ze
vytvorené shish-kebab struktury jsou vyrobitelné, ale proces neni stabilni a vytvorené struktury se 1isi nejen
parametry, ale mnozstvim defekta.

Tabulka 16 — Souhrnny prehled vybranych testovanych materialu s jejich hlavnimi charakteristikami.

. Opticka

Rada Material Kolektor @ [nm] | SD [nm] | porozita P [%] | Obrazek
M1 |Mat2 |PCL 12% CF/DMF 6:2 |Kol1l |AC 4221 | 1237 45 Obr. 77

M2 |Mat2 |PCL 12% CF/DMF 6:2 |Kol 13 |AC/ETH 1:1 11000 | 1643 34 Obr. 79

M2 |Mat2 |PCL 12% CF/DMF 6:2 |Kol2 |AC/ETH/W 2:2:1 | 14389 | 3418 32 Obr. 80

M3 |Mat2 |PCL 12% CF/DMF 6:2 |Kol1 |AC 879 180 47 Obr. 81

M3 |Mat2 |PCL 12% CF/DMF 6:2 |Kol4 |AC/ETH 10:1 - - 42 Obr. 82 4
M3 |Mat2 |PCL 12% CF/DMF 6:2 |Kol5 |AC/ETH 10:2 - - 43 Obr. 82 B
M3 |Mat2 |PCL 12% CF/DMF 6:2 |Kol 8 |AC/ETH 10:5 - - 44 Obr. 82 C
M3 |Mat2 |PCL 12% CF/DMF 6:2 |Kol9 |AC/ETH 10:6 13102 | 3002 34 Obr. 83

M3 |Mat3 |PCL 10% CF/ETH 8:2 |Kol7 |AC/ETH 10:4 6258 | 3020 48 Obr. 844
M3 |Mat3 |PCL 10% CF/ETH8:2 |Kol8 |AC/ETH 10:5 9061 | 5528 47 Obr. 84B
M3 |Mat3 |PCL 10% CF/ETH 8:2 |Kol9 |AC/ETH 10:6 5467 | 2430 72 Obr. 84C
M3 |Mat3 |PCL 10% CF/ETH 8:2 |Kol 10 |AC/ETH 10:7 5931 | 2471 51 Obr. 84D
M3 |Mat3 |PCL 10% CF/ETH 8:2 |Kol 11 |AC/ETH 10:8 6134 | 3327 48 Obr. 84E
M3 |Mat3 |PCL 10% CF/ETH 8:2 |Kol 12 |AC/ETH 10:9 5576 | 2892 57 Obr. 84F
M4 |Mat2 |PCL 12% CF/DMF 6:2 |Kol1l |AC 3018 912 47 Obr. 85

M4 |Mat2 |PCL 12% CF/DMF 6:2 | Kol 14 | AC/W 10:1 7713 | 2763 50 Obr. 864
M4 |Mat2 |PCL 12% CF/DMF 6:2 |Kol 15 | AC/W 10:2 4460 | 2534 57 Obr. 86B
M4 |Mat2 |PCL 12% CF/DMF 6:2 |Kol 16 | AC/W 10:3 3741 | 2337 42 Obr. 86C
M5 |Mat2 |PCL 12% CF/DMF 6:2 |Kol 19 | AC/W 100:6 4850 | 1773 52 Obr. 87 A
M5 |Mat2 |PCL 12% CF/DMF 6:2 |Kol 20 | AC/W 100:7 6960 | 1755 53 Obr. 87 B
M5 |Mat2 |PCL 12% CF/DMF 6:2 | Kol 21 |AC/W 100:8 6173 | 1560 56 Obr. 87C
M5 |Mat2 |PCL 12% CF/DMF 6:2 |Kol 22 | AC/W 100:9 5206 | 1239 55 Obr. 87D
M5 |Mat2 |PCL 12% CF/DMF 6:2 |Kol 16 | AC/W 10:1 7872 | 1707 51 Obr. 87E
M6 |Mat2 |PCL 12% CF/DMF 6:2 |Kol 26 | AC/ETH 100:4 2 898 479 43 Obr. 884
M6 |Mat?2 |PCL 12% CF/DMF 6:2 | Kol 28 | AC/ETH 100:6 5189 | 1453 44 Obr. 88 B

7.3.2 Obrazova analyza snimki SEM z vybranych Fezii materialu
Nékteré snimky vytvotfenych materiald indikovali, Ze vldkna jsou porézni (Obr. 83,
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Obr. 87), nejen na povrchu, ale 1 v objemu samotného vldkna, néktera vlakna se dokonce jevila jako duta.
Indikatorem dutin miiZze byt, kdyz vldkna maji propadla mista (Obr. §4D) nebo jsou zplostéla, tedy jejich
prifez neni kulaty, ale ovalny. Nejpiiméj$i metoda s jasnou vizualni identifikaci vnitini struktury materialu
samotného vldkna je vytvoreni fezil vlakenné struktury. Vytvoteni fezl, ptipadné lomu, vyzaduje specialni
techniky, protoze vlakenné mikroskopické objekty nejsou schopny ustat fez ¢i stiih bez tepelné deformace.
Teplo vzniklé tfenim je pro maly objekt s relativné nizkou teplotou tani tak intenzivni, Ze misto fezu
piipadné stiithu obsahuje pouze tlakem a teplotou deformovany material, ktery nelze k analyze pouzit.

Postup pro vytvoreni fezu vlakenného materialu byl zvolen s ohledem na moznosti vlakennych materiali a
jejich rozméra. Pro fez je nutné material vyrobit a piipravit tak, aby bylo mozné ho upnout. Zejména 3D
objemné materidly byly vyrobeny a vysuSeny tak, aby bylo mozné materialy upnout pies vrchni Cast
sklenénych valeckl o priméru cca 12 mm. Material se zafixuje a dopne nasazenim plastového prstence.
Takto ptipravené vzorky s napnutym vldkennym materialem byly podchlazeny v tekutém dusiku po dobu
30 sekund pro planarni vzorky, a 60 sekund pro vzorky objemné. Spolu se vzorkem byl podchlazen i fezny
nastroj tak, aby byla teplota pfi fezu minimalni mozna. Ke zchlazeni byl pouzit tekuty dusik z dvodu
snadné dostupnosti, relativni jednoduchosti manipulace a nizké dosahované teplote, kterd teoreticky ¢inni
-196°C. Podchlazeny vzorek byl vyjmut a na fezné podloZce byl podchlazenym chyrurgickym skalpelem
prefiznut uprostfed. Takto pfipraveny vzorek byl piipevnén na vertikalni ter¢ pro SEM mikroskop
a pozlacen plazmovym naprasenim.

Pro analyzu vldken v fezu byly vybrany materialy a kombinace kolektort dle tabulky (Tabulka 17). Jako
prvni byl vybran material zvlaknény z roztoku, ktery nevykazuje zadné specialni vlastnosti a byl zvlaknén
na klasicky kolektor tak, aby byla reference standartniho stavu procesu vlaknéni na vytvofeném zatizeni.
Vzorky zvldknéné na pevny kolektor byly zvldknény totoznym procesem, jen namisto kapalinového
kolektoru byl pouzit kovovy kolektor 25x25 cm. Kolektor byl pokryty netkanou textilii typu Melt blown
pro snadnou manipulaci s vytvofenym vzorkem. Vytvofeny materidl 1ze z netkané textilie také velmi
snadno sejmout a dale zpracovavat. Materidly vytvorené do kapalného kolektoru byly z kolektorové 1lazné
vyndéany a postupné vymyvany ve tiech laznich demineralizované vody a vysuseny samovolnym odparem
pfi pokojové teploté (viz kapitola 6.2 — Priprava vzorii).

Tabulka 17 — Prehled kombinaci materidlit a polymernich roztokii vybranych pro analyzu rezii materialem.

Rada| Obr. Roztok polymeru Kolektor X]zs[;] @ [um]
T1 | Obr. 91 4 PCL 10 hm% CF/ETH 8:2 hm (Mat 3) Pevny kolektor 472+ 1,7 | 43117
T2 | Obr. 91 B | PCL 12 hm% CF/DMF 6:4 hm (Mat 2) Pevny kolektor 53,2+0,7 48+1,1
T3 | Obr.91C| PCL 12 hm% CF/DMF 6:4 hm (Mat 2) Ethanol 56,1+25 | 48+12
T4 | Obr. 91 D| PCL 12 hm% CF/DMF 6:4 hm (Mat 2) AC/ETH 10:7 obj. (Kol 10) | 71,3+ 14 | 121426
T5 | Obr. 91 E| PCL 12 hm% CF/DMF 6:4 hm (Mat 2) AC/W 100:9 obj. (Kol 22) 684+1.8 | 77118

Obrazova analyza SEM snimki ukazala u vzorka T1, ze vldkno je uvniti pIné a bez atypické ze snimkt
patrné struktury. Tento vzorek byl ziskan zvlaknénim referencniho roztoku na pevny kolektor. Vzorek mél
za cil zejména vyzkouSet vliv procesu vldknéni na vytvoreném zafizeni na strukturu vlaken a vytvofit
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referen¢ni vzorek pro fez. Tedy zda roztok, vldknici standartni plnéd vlakna s neporéznim povrchem vytvari
stejna vlakna i za podminek vytvorenych zvlaknovacim zafizenim a procesem se zvolenymi parametry.

Druhym experimentem oznaenym T2 jiz byl fezdn vySetfovany materidl Mat 2 — PCL 12% v CF/DMF,
jez byl pfedmétem zkoumani, protoze tvoii vlakna, u kterych byl ndznak nestandartniho vnitiniho
uspofadani. Tato vlakna se misty jevila jako ovalnd, misty s propadlinami. Zvldknéni probéhlo na pevny
kolektor za stejnych podminek jako v pfedchozim piipadé. Rez materialu potvrdil, ze vldkna obsahuji
dutinu. V podstaté je vlakno tvofené pouze sténou a uprostied vldkna neni zadny material.

Tteti experiment oznaceny T3, ktery byl proveden s materidlem Mat 2 — PCL 12% v CF/DMF zvldknénym
do ethanolu ukazal pfi analyze snimkt SEM také dutd vlakna. Vldkna vytvotfend v experimentu T2 a T3
jsou obdobna, tvorba dutiny je tedy zpiisobena rozpoustédlovym systémem a neni zplsobena vldknénim
do kapaliny. V tomto ptipadé neni vliv kapaliny potiebny pro vytvofeni dutych vlaken.

Ctvrty experiment oznadeny T4, ktery byl proveden také s materialem Mat 2 — PCL 12% v CF/DMF
zvldknénym do roztoku AC/ETH 10:7 (Kol 10). Analyza SEM snimka ukazala, Ze vlivem kolektoru
se nevytvori dutina ve vlaknech, ale vysoce porézni vnitini struktura. Cely objem materialu vldken
je ,.,houbovita“ struktura, ktera je pozorovatelna i na povrchu vlaken.

Paty experiment oznaceny TS5, ktery byl proveden také s materidlem Mat 2 — PCL 12% v CF/DMF
zvlaknénym do roztoku AC/W 100:9 (Kol 22). Analyza SEM snimki ukazala, ze vlivem kolektoru
se vytvoii kombinace vysoce porézniho vldkna s dutinou uprostied. Porézni struktura materialu je parna
1 na sténach vlakna.

Porovnani snimkiit SEM celé experimentalni fady T je na obrazku (Obr. 91), vlevo je vzdy piehledovy
snimek s mefitkem 200 um, dalsi je snimek s métitkem 40 pm nasledovany detailem s métitkem 20 pm,
posledni je vzdy fez vlaken s méfitkem 20 um.
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Obr. 91 — Snimky materialii experimentalni rady T, u kterych byl proveden vez s cilem analyzy vnitini
struktury vidken. Materialy a slozeni kolektoru jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 17).




7.3.3 Méreni porozity

Meg¢fteni porozity je pomérné obsahld problematika, existuje vice metod meétfeni. Pro méfeni porozity
vytvofenych 3D objemnych materiald byla vybrana metoda méfeni porozity, kterd je jednoducha a zahrnuje
vSechny druhy port véetné uzavienych a zarovei je pro ucely méfeni porozity tkanovych nosic¢lti bézné
vyuzivana [176-179]. Jedna se o typ gravimetrické metody méteni, ktery udava tzv. celkovou porozitu.
Tuto metodu lze vyuzit, protoze material hmoty (polymernich vlaken) je homogenni a je zndma jeho
hustota. Tato metoda je oproti optické analyze pouzité v predchozi kapitole (kapitola 7.3.1- Tabulka 16)
piesna a spolehliva. Optickd metoda méfeni porozity je pouze ilustrativni a méla za cil porovnani struktur
dle SEM snimki, jeji vypovidajici hodnota pro realné stanoveni porozity je minimalni. Z divodu
nepiijatelnosti optické metody pro stanoveni celkové porozity bylo provedeno samostatné méfeni porozity
touto obecné pouzivanou a uznavanou metodou. Porozita byla métena dle vztahu

Hmotnost vzorku [g]

Porozita[%] = (1 - ) X 100.

Hustota polymeru [9 /cm3] x Objem vzorku [cm3]
Porozita byla méfena u vzorkli vyrobenych pro biologické testy (Kapitola 8) a referen¢niho vzorku
vyrobeného na zafizeni Nanospider [23]. U planarnich materialt byl vytvofen fez cca 20 x 20 mm
pro vloZzeni do jamek mikrotitraCnich desti¢ek. Tloustka materidlu byla stanoveno pomoci obrazové
analyzy SEM snimku fezu materidlu a odectena pomoci obrazové analyzy v programu FiJi (ImageJ).
Méfeni porozity probihalo pro materidly urCené pro testovani cytotoxicity dle kapitoly 8. Jedna
se o materialy T 2-5 z obrazku (Obr. 91), kde je T1 material nahrazen planarnim materidlem vyrobenym
komer¢ni technologii Nanospider [23]. Oznaceni materialil pro testovani cytotoxicity a pro métfeni porozity
je L1-5. Pro kazdy material byly naméfeny rozméry a spocitan objem. U 3D objemnych materiali byly
tkaiiové nosice ve formé plochych valct vytvarovanych v jamce mikrotitracni desticky, ve které probihala
lyofilizace. Tyto valce mély primér 16,24 mm a vzorky mély vySku v rozmezi 3-7 mm. Piehled materiald,
sloZeni roztoku, druh kolektoru a vysledna porozita jsou shrnuty v tabulce (Tabulka 18). Z vysledka
vyplyva, Ze tyto konkrétni materidly vytvorené vlaknénim do kapaliny (L3-L5) maji porozitu nad 98 %,
materidl L4 dokonce 99 %. Takto vysokd porozita je pomérné unikatni a takto vytvofené materidly
1ze nazvat ultra-poréznimi.

Tabulka 18 — Prehled materialu a vysledki méreni porozity gravimetrickou metodou pro vybrané vzorky
zvlaknované DC elektrickym zvlaknovanim na pevny kolektor a do vybranych kapalinovych kolektorii.

Primérny
Rada Obr. Roztok polymeru Kolektor :,); g:lI(nu Po[r;)z]ita ﬁ)g]
[mm’]
L1 - PCL 10 hm% CF/ETH 8:2 hm (Mat 3) Pevny kolektor 122 90,6 12
L2 | Obr.91B | PCL 12 hm% CF/DMF 6:4 hm (Mat 2) Pevny kolektor 29 64,6 8.5
L3 Obr. 91 C | PCL 12 hm% CF/DMF 6:4 hm (Mat 2) Ethanol 1097 99,0 0,2
L4 | Obr.91D | PCL 12 hm% CF/DMF 6:4 hm (Mat 2) | AC/ETH 10:7 hm (Kol 10) 609 97,0 0,4
L5 | Obr. 91 E | PCL 12 hm% CF/DMF 6:4 hm (Mat 2) | AC/W 100:9 hm (Kol 22) 723 98,2 0,03

7.4 Popis vyrobenych materiali
Z experimentu fady T byl vyvozen zavér, Ze rozpoustédlovy systém PCL v roztoku 12 hm% CF/DMF 6:4
hm (Mat 2) vytvaii dutd vlakna i pii zvlaknovani do kolektoru kapalného, ale 1 pii vlaknéni na kolektor
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pevny. Vysvétleni tvorby dutiny je rychlym odparem rozpoustédla za soucasného nahrazeni parami
rozpoustédla a poté vzduchem z atmosféry nebo kapalinou kolektoru, kterd je pro polymer
ne rozpoustédlem, ale pronikd do objemu, kde nahradi pary rozpoustédla nebo samotné rozpoustédlo.
Po vyschnuti ztstane jen dutina (Obr. 91C). Princip tvorby dutin tedy spocivéa ve dvou fazich, prvni faze
je uplatnéni Maragoniho efektu, kdy hraje roli gradient povrchového napéti, ktery zahaji oddélovani dvou
slozek s rozdilnym gradientem koncentrace rozpoustédla. Pomoci tohoto efektu se vytvoii mista s vyssi
koncentraci rozpoustédla a mista s vyssi koncentraci polymeru. Zatimco polymer bude zvySovat svou
viskozitu a tuhnout, rozpoustédlo se v pfipad¢, ze je t€kavé, zacne odparovat za vzniku dutin. V pfipadé
koagulace dojde k miseni rozpoustédla s kapalinou kolektoru a dojde postupné k vyrovnani koncentraci
na takovou miru, Ze vznikne por — dutina, ve které je kapalina kolektoru se stejnou koncentraci rozpoustédla
jako je ve zbytku kapaliny kolektoru. Tento zbytek kapaliny je v nasledném kroku vyroby materialu
vysusen. V piipad¢, Ze se vlakni na pevny kolektor, probéhne odpar rozpoustédla. Pary rozpoustédla jsou
postupné natfedény okolni atmosférou az do praktického odstranéni rozpoustédla z objemu kapaliny.
V ptipad¢ poréznich vlaken z experimentu T4 je vysvétleni v pronikani ¢astecného rozpoustédla (smes
AC/ETH) do prostoru vlakna, kde interaguje s polymerem 1 rozpoustédlem a vytvaii vice mensSich dutin —
porii. Pii koagulaci, pfi které se koncentrace rozpousStédla v roztoku polymeru snizuje dochézi
k vytvrzovani polymeru, ktery zachovava vnéjsi tvar, ktery vznikl pro priniku kapaliny kolektoru
do vlakna. Jde tedy o interakci kolektoru a rozpoustédla. Takto vzniklé poéry jsou vzajemné propojeny.
U posledniho patého experimentu této fady je vysledné vlakno duté s porézni sténou, jde tedy o kombinaci
efektd T3 a T4. Kombinace kolektoru chloroformu a vody dokaZze vytvoftit dutinu uvnitf vlakna a porézni
stény. Dutina za¢ne vznikat jiz pied dopadem do kapaliny, coZ je prokdzano zvldknénim na pevny kolektor,
kdy je dutina uprostfed vldkna vytvofena bez kapalného kolektoru. Nésledna porézni struktura stény
vznikne nahrazovanim zbytku rozpoustédla kapalinou kolektoru. Opakované experimenty ukazuji, Ze tento
typ materidlu je velmi nadchylny na mikroklima kolektoru. Na zacatku dochazi k takzvanému startovani,
kdy se prvni 3,5 minuty vlakni do 300 ml roztoku kolektoru a vysledny produkt se na za zacatku rozpousti,
poté srazi a postupné zacind tvofit souvisly a vlakenny materidl. Teprve od 3,5 minuty je produkt
v pozadované¢ kvalité. Pro material s vysoce poréznimi vlakny T4 (Obr. 91 - T4) toto mikroklima degraduje
pomérné rychle v pribéhu vlaknéni, coz je zpisobeno zneciSténim kapaliny kolektoru rozpoustédlem
z polymerniho roztoku. Pro tento konkrétni typ materidlu byla kapalina kolektoru ménéna po kazdych
8 vytvotenych vzorcich. Po dalSich zvlaknovanych vzorcich jiz mikroklima kolektoru piestava byt vhodné
a porozita vldken se postupné snizuje.

Tyto vyrobené specifické materidly byly pro své unikétni vlastnosti vybrany pro zavére¢né biologické
testovani cytotoxicity. Jedna se tedy o testovani 3D objemné struktury se specifickymi vldkny vyrobené
vldknénim do kapaliny. Tato struktura méa velmi unikatni vlakna, a zaroven 3D objemnou strukturu.
Cytotoxicyta byla studovana ne s ohledem na vhodnost zdkladniho materialu a na mozna problematicka
zbytkova rozpoustédla ¢i vliv vSech stupni ¢i krokt celé technologie vyroby. Jednalo se tedy spise o ovéfeni
vhodnosti materialu pro dalsi biologické hodnoceni jako materidlu pro medicinské aplikace.
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8 Biologické testovani specifickych materiali

Ptedchozi biologické testovani (Kapitola 6.4) prokazalo obecnou vhodnost objemnych materidlt
vyrobenych vldknénim do kapaliny pro bunécnou proliferaci a viabilitu. Dalsi biologické testovani ma
za cil ovéfit cytotoxicitu a bunéénou proliferaci materidlu jako celku, tedy konkrétniho produktu tvoteného
specifickymi vlakny v 3D objemné struktuie. Toto testovani ma za cil doplnit sérii testl tak, aby bylo mozné
konstatovat, zda jsou konkrétni materialy vhodné pro biologické aplikace v tkanovém inzenyrstvi. Prvnim
testem bude cytotoxicita, kterd ma za cil potvrzeni nebo vyvraceni materidlové toxicity pro tkanoveé
inZzenyrstvi. Druhym testem bude potvrzeni proliferace a uchyceni bunck v materidlu pomoci optické
analyzy - snimku z fluorescencniho mikroskopu. K testovani byly vybrany materialy T2-T5 dle tabulky
(Tabulka 17), tyto materidly jsou zobrazeny na obrazku (Obr. 91). Pro porovnani byl material T1 nahrazen
planarnim materidlem vyrobeném na komerénim zaiizeni Nanospider™ [23]. Rada materiald byla
oznacena L1-5. Testovani tedy testuje cytotoxicitu a ukdze snimky bunék samotnych, zaroven poskytuje
srovnani s béznym planarnim produktem.

8.1 Testovani cytotoxicity

Velmi dilezitou soucasti vyhodnoceni vhodnosti materidlu je testovani cytotoxicity, tento test je relativné
jednoduchy, ale ma primérni vypovidajici hodnotu o materidlu a jeho vhodnosti pro medicinské aplikace
a jeho dal$i vyuziti a vyzkum. Materidl se otestuje, zda neni pro buiky toxicky, vysledky jsou porovnany
s obdobnym materialem vyrobenym jinou technologii. Materidly byl pifed testovanim chemicky
sterilizovany pomoci Ethylenoxidu dle normy CSN EN ISO 11135 po dobu 12 hodin. Pro zajisténi
odstranéni a odbourdni plynu, a tedy pfipravenosti vzorkli pro nasazeni bunécnych kultur se nechaly
piipravené mikrotitracni desticky s vzorky odvétravat 14 dni viz kapitola 6.4.1 - Sterilizace.

Princip testovani spociva v posouzeni toxicity materidlu tkanového nosi¢e na vybrané typy bunék.
Ptipravené a sterilizované materialy byly vlozeny do mikrotitracni desticky s 24 jamkami, 2 ks vzorku
od kazdého materidlu. VSechny materialy byly zality kultivacnim médiem DMEM, na kazdou jamku 1 ml,
véetn¢ dvou jamek negativni kontroly (NC) a jedné jamky s 0,950 ml pozitivni kontroly (PC). K médiu
pro pozitivni kontrolu bylo pfidano 0,050 ml PAL Triton X-100 pro zaji$téni biologicky ¢istého média jako
referen¢niho vzorku. Pfi tomto kroku se za 24 hodin vytvoii médium, které bude slouzit jako prostiedi
pro kultivaci bun€k a tim ukdZe na pfipadnou pfitomnost cytotoxickych latek ve vyluhu z testovanych
materiald.

Paralelné bylo do 96-ti jamkové mikrotitraéni desticky pfipraveno 8x6 jamek s bunécnou suspenzi.
Buné&éna suspenze byla slozena z 3T3-Nih mysich fibloblastnich bungk v 12. pasaZi o koncentraci 1x10°
bunék na 1 ml. Do kazdé jamky bylo napipetovano po 100 ul bunécné suspenze, v kazdé jamce tedy bylo
1x10% bunék. Pro kazdy materal bylo osazeno 8 mikrotitra¢nich desticek.

Jak material v DMEM médiu tak bunécna suspenze byly vlozeny na 24 hodin do CO» inkubatoru piti 27 °C.
Po uplynuti 24 hodin, bylo zkontrolovéano, zda jsou buniky zivé a naadherované na dné¢ mikrotitra¢ni jamky,
poté se od nich odsdlo médium a do kazdé jamky s bunkami se pieneslo 100 pl média, ve kterém byly
testované materialy 24 hodin smoceny. Takto piipravené bunky se dalSich 24 hodin kultivovaly CO-
inkubéatoru pii 27 °C. Snimek na obrazku (Obr. 93) z optického mikroskopu ukazuje buniky uchycené
na dn¢ mikrotitracni jamky po 24 hodinach kultivace ve vyluhu z materalu L3. Posledni testovaci den se
bunky otestovaly na viability pomoci CCK-8 testu viz kapitola 6.4.4. Z jamek bylo odsato médium a byl

130



pfidan 10 % roztok CCK-8 v médiu DMEM v mnoZstvi 120 pl na jamku. Poté nasledovala reakce testu
po dobu dvou hodin v CO2 inkubatoru pti 27 °C. Poslednim krokem bylo vyhodnoceni bunécné aktivity
pomoci spektrofotometrické metody viz kapitola 6.4.5. Hodnoty absorbance jsou zobrazeny v grafu
na obrazku (Obr. 92), jako referencéni vzorek slouzil material L1. Pro vyhodnoceni byl proveden
jednostranny dvou-vybérovy T-test, s nulovou hypotézou, kterd stanovuje testovana viabilita vzorku je
vetsi, nez je referencni hodnota vzorku L1. Pro kazdy materidl vyslo, Ze na hladiné vyznamnosti a = 0,05
nulovou hypotézu nemizeme zamitnout, pokladame ji tedy za platnou. Viabilita sledovanych materialt
tedy neni mensi, nez je viabilita referen¢niho vzorku.

Metabolicka aktivita 3T3-A31 myssich fibroblast(
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Obr. 92 — Graf absorbance ziskany spektrofotometrem pri testovani bunécné aktivity pro ovéreni
cytotoxicity materialii. Materidal L1 je zpracovan primyslovou technologii Nanospider a pro ostatni
materialy slouzi jako referencni. Materal L2 byl zvlaknén na pevny kolektor. Materdly L3 - L5 byly
zvldaknény do kapalného kolektoru. Z grafu je patrné, ze zadny material neni hodnotou viability na nizsi
hodnoté nez referencni L1. Toto bylo potvrzeno jednostrannym dvouvybérovym T-testem. Slozeni materialu
a kolektoru pro jednotlivé vzorky je v tabulce (Tabulka 17).

131



Obr. 93 — Obrazek bunek po 24 hodindch ve vyluhu ze vzorku materialu L3, po odsati média je k burnkam
pridano médium s testem CCK-8, pomoci kterého je provedeno testovani viability bunék. Snimek porizen
optickym mikroskopem.

8.2 Testovani proliferace optickou analyzou

Druhym zptisobem otestovani materidlu je sledovani a analyza bunék pomoci fluorescen¢niho mikroskopu,
kdy je sledovano umisténi a tvar bunék na povrchu testovaného materidlu a povrchu blizkém prostredi.
V piipad¢ 3D objemnych materialti byl material pro nékteré snimky také ¢astecné rozevien tak, aby bylo
mozné sledovat prostory v objemu materidlu. Snimky z fluorescencniho mikroskopu maji za cil ukézat, jak
jsou bunky v materialu rozmistény a jejich tvar. Snimky jsou pofizeny pomoci fluorescen¢niho mikroskopu
ZEISS AXIO Observer 7FL (USA).Buiiky byly pied snimanim zafixovany roztokem 2,5 % glutaraldehydu
v PBS. Po 5 minutové expozici byl roztok od vzorkt odsat a byly proplachnuty dvakrat PBS. Poté probéhlo
permeabilizovani membrany pomoci 0,1% roztoku Tritonu X-100 po dobu 5 minut. Nésledné byly vzorky
op¢tovné proplachnuty PBS a barveny pomoci roztoku Phalloidinu (zelena fluorescence), DAPI (modra
fluorescence bunééného jadra) nebo TRITC (Cervena barva mikrofilament). Snimky byly provedeny na
materidlech s nasazenymi mysimi fibroblastnimi buikami linie 3T3-Nih po 24 hodinach a po sedmi dnech.
Stejné buiky, stejné bunécné linie byly pouzity na testovani viability. Bunky byly inkubovany CO>
inkubatoru pfi 27 °C. Snimky ukazuji po 24 hodinach pfichycené jednotlivé buiiky (Obr. 94), po 7 dnech
sninky ukazuji nérust a je zjevna jejich proliferace (Obr. 95). Bunécnou proliferaci buiiky vykazujii ve
hmot¢, kde bylo mozné materidl pro sniméni rozvinout ¢i rozvolnit. Buniky jsou na materialu pfichyceny a
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jejich tvar znaci adherenci na vlakna materidlu a ptfizptisobeni se morfologii vlakenného materialu, coz
indikuje vhodnost materidlu pro ucely tkanového nosice (Obr. 96).

Obr. 94 — Obrazek bunék porizeny fluorescencnim mikroskopem, na obrazku je 3D objemna struktura
materidalu L4 s nasazenymi mysimi fibroblastnimi bunkami linie 3T3-Nih po 24 hodinach v CO; inkubatoru
pri 27 °C. Jadro buiiky ma modrou barvu a cytoplazma sviti zelenou jasnou barvou. Snimek porizen
Sfluorescencnim mikroskopem.
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Obr. 95 — Obrazek bunék porizeny fluorescencnim mikroskopem, na obrazku je 3D objemna struktura
materialu L4 s nasazenymi mysimi fibroblastnimi bunkami linie 3T3-Nih po 7 dnech v CO: inkubatoru
pri 27 °C. Po 7 dennim rustu je videt, jak buiiky v materialu proliferuji a migruji v objemu. Snimek porizen

fluorescencnim mikroskopem.
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Obr. 96 — Obrazek bunék zachyceny fluorescencnim mikroskopem, je videt tvar bunék v 3D objemném
materidlu, u nekterych bunék je patrné, ze se podél viakenné struktury tkanového nosice prizpiisobuje jejich
tvar. Jedna se o material L3 s nasazenymi mysimi fibroblastnimi bunikami linie 3T3-Nih po 7 dnech v CO:
inkubatoru pri 27 °C. Snimek porizen fluorescencnim mikroskopem.

8.3 Vysledky zavéreéného biologického otestovani materiali

Testovani na zavér potvrdilo, Ze proces ani material, ze kterého byly vzorky vyrobeny neni cytotoxicky.
V materidlech tedy nezlstava problematické mnozstvi rozpoustédla a ani v pritbéhu vyrobnich kroki
nedochazi k jakémukoli zneciSt'ujicimu kroku. Lze konstatovat, ze zvlaknénim do kolektoru s vyse
zminénym slozenim (Tabulka 17) a vysusenim dle daného postupu (Kapitola 6.2) se cytotoxicita neméni
oproti nemodifikovanym planarnim vzorkim. Material je mnozné nazvat biologicky kompatibilnim
a teoreticky vhodnym pro pouziti jako tkdnového nosice. Dulezitym aspektem je i vizualizacce bunck
pomoci snimkt. Fluorescen¢ni snimky ukazuji, Ze buniky maji tendenci adherovat na povrch materalu
a migruji ve struktuie materiadlu. Na n€kterych snimcich je vidét, ze bunky vytvareji shluky. Snimky z mist
materalu, jenz nebyly blizko povrchu ukazuji, Ze jsou v prostedi 3D objemného materialu schopny déleni
a latkové vymény. Vyrobené 3D objemné materidly indikuji znaky vhodnosti pro pouziti jako tkanové
nosice 1 z pohledu bunééné kompatibility a poskytnuti zakladnich podminek pro rtst soubort bunék a tedy
vytvateni novych tkéani.
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9 Vysledky a jejich uplatnéni

Teoretické vysvétleni sledujici chovani cylindrického objektu na hladiné kapaliny ukazalo na dulezité
parametry, které hraji roli v procesu samovolného noteni valcovitych vldken do kapaliny. Poskytla ndhled
na vztahy mezi parametry procesu notfeni. Tento model je rozsifenim dosavadnich popisti procesu notfeni
cylindrickych objektl. Jedna se o teoretickou uvahu, kterd je pro poznani principi velmi dualezitym
nastrojem, nicmén¢ praxe ukazuje, Ze v procesu nofeni je vice Ciniteld, jez ve vétsin¢ piipadi ovliviiuji
samovolné noteni vlaken do kapaliny a tim méni podminky a model neni schopen pfesné simulovat realny
proces noieni. Tento model je vSak pro teoretické pochopeni podminek a vztahii nezbytny.

Vysledkem vyzkumu a vyvoje je vytvorené zatizeni, pro laboratorni i mikroseriové elektrické zvlaknovani
do kapaliny, které je relativné jednoduché na obsluhu, s intuitivnim ovladanim. Zafizeni je vyrobené
z béznych komercnich dil a 3D tisku. Jeho vyroba a dalSi upgrade ¢i modifikace jsou tedy relativné
jednoduché a snadno proveditelné. Pripadnd dalsi vyroba zafizeni neni naro¢na. Zatizeni je uzptisobeno
pro laboratorni poziti v digestofi, coz umoziuje snazSi uziti stékavymi rozpoustédly a kolektory
za dodrzeni pravidel bezpec¢nosti prace. Zatfizeni je mozné vyuzit pii vyuce i Skolnich laboratornich
ulohach. Také se ukazalo jako funk¢ni celek, ktery zcela nahrazuje improvizovana nastaveni pomoci
laboratornich pomticek, které nemohou snadno zarucit stejnd nastaveni, a hlavné nezajistuji vzdy stejné
podminky. Toto zafizeni pfineslo znacné zjednoduseni, zrychleni a zkvalitnéni elektrického zvlaknovani
do kapalného kolektoru. Je to funk¢ni celek, ktery umoznuje zvldknovat do kapaliny pti zachovani moznosti
pouziti velké Skaly kolektorovych nadob a uchycenych trysek. Zatizeni také umoziuje zvldknovani
na suchy kolektor.

Na tomto zafizeni bylo nasledn¢ vyrobeno n¢kolik morfologicky specifickych 3D vldkennych materiald,
jejichz makroskopicky tvar je vhodny pro tkédnové inzenyrstvi. Vyrobené materialy jsou svymi parametry
koncipované jako ptipadné tkanové nosice. Proces zvlaknovani do kapaliny je schopen vyrobit relativné
velmi objemny material. Tyto materialy dosahly pii biologickém testovani bunécné viability vynikajicich
vysledka diky své 3D struktufe, kterd poskytuje bunkdm dostate¢ny prostor pro proliferaci. Zaroven jsou
tyto materialy dostatecné porézni pro zajisténi latkové vymény a umoznéni migrace bun¢k. Bylo prokéazano,
7e procesné je mozné vyrabeét morfologicky specifické materidly, jez jsou zaroven dostate¢né objemné, aby
bylo mozné jejich pouziti jako tkanového nosice. Vysledek tedy poskytuje nejenom konstatovani, ze je
mozné timto procesem vyrobit jednoduse a systémové vhodny vysoce objemny tkanovy nosic, ale také
ukazuje a popisuje strukturné rozmanité materialy, které je schopen tento proces na daném zafizeni vyrobit.
Morfologie materidlu je pro tkanové nosice také velmi dilezita, protoze poskytuje mikroklimatické
podminky (imitace ECM) pro rizné tkané, a tedy riizné bunky na rtiznou strukturu mohu reagovat jinak
a vytvaret jiné uspofadani. Proto je dilezité konstatovani, Ze timto procesem lze vyrobit rizné morfologicky
unikatni materidly. Biologické in-vitro testovani viability ukazalo jejich vyhodu nad planarnimi vzorky,
jez nejsou vhodné zejména svymi rozméry a tedy nejsou pro bunécnou proliferaci a migraci tak ptiznivé.

Dalsi faze experimentovani ukazala, Ze unikatni kombinaci rozpoustédel kolektoru a slozeni kapalného
kolektoru je mozné vyrobit v jednom kroku unikétni a velmi specifické materidly. Byly vyrobeny 3D
objemné materidly, které jsou slozeny z dutych vlaken nebo z vldken poréznich. Prokédzano bylo 1 mozné
zkombinovani dutych vldken a poréznich, byl tedy vyroben material, ktery je sloZzen z dutych vlaken,
s vysoce porézni sténou. Takovato moznost nano-topografické alterace zkombinovana s vyrobou vysoce
objemnych materiall je opravdu jedinecna. Relativni jednoduchost procesu a jeho snadné jednostupnové
provedeni dava této metodé¢ nové dimenze moznych uziti a moznosti dal§iho rozvoje. Jedine¢nost
takovychto modifikovanych 3D objemnych struktur s kombinaci s poréznimi a dutymi vldkny je také
v rekordné vysoké porozité, kterd mize piesahovat podle odhadii 1 99 %. Pro popis takto vysoké porozity
1ze pouzit vyraz ultra porézni material. Bez nadsazky lze fici, ze bylo vyrobeno n¢kolik unikatnich materialti
s vyjimecnymi vlastnostmi a tento proces vyroby je relativné snadny. Obvykle se dosahuje jednotlivych
modifikaci vicestuptiovymi a nékdy i pomérné slozitymi procesy. Tato prace prokdzala moznost vyrobit

136



nékolik vyjimecnych modifikaci v jednom relativné jednoduchém procesu. Zavérem bylo testovanim
prokézano, ze material neni cytotoxicky, coz je zejména formalni potvrzeni piedchozich testli bunécné
viability. Optickou analyzou pomoci fluorescenéniho mikroskopu byla potvrzena dobra bunécna adheze
a bunécna proliferace ve vyrobenych ultra poréznich 3D objemnych materidlech. Buiiky jsou v materidlech
schopny adheze a migrace v 3D strukture.

Piedpokladanym uplatnénim téchto materiald je oblast tkdnovych nosicii pro objemné tkané. Naptiklad
jako tkanovy nosic pro tvrdé kostni tkan¢, nebo chrupavcité tkdn€. Material je jist¢ mozné dale modifikovat.
Integrovat napiiklad dalsi aktivni latky podporujici bunéénou migraci a proliferaci ¢i materialy podporujici
tvorbu kostni tkan¢ (jako naptiklad hydroxyapatit atd.) a to jak na povrch tak ti o do objemu vlaken.
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10 Zhodnoceni vysledki pro védni obor nebo pro praxi

Vysledky této prace ptinaseji pro védni obor i praxi dilezité poznatky v oblasti tkdfilového inzenyrstvi.
Vytvotené materidly mohou slouzit jako objemné tkanové nosice pro regeneraci a rekonstrukci tkani, coz
predstavuje vyznamny krok smérem k efektivnéjSim 1écebnym strategiim. Zvlast€¢ vyznamnym piinosem
je inovativni zplisob vyroby téchto materidlti, ktery se zaméiuje na vyuziti specifickych systému
polymerniho roztoku a systému kolektoru. Tento proces umoziiuje vytvoreni nano-topografickych alteraci
mikrostruktury vlaken, coz zlepSuje specifické vlastnosti materiald, jako je jejich porozita ¢i duta struktura.

Neni vSak dilezité pouze samotné vytvoreni materiald, ale také zplsob, jakym jsou tyto materidly
vytvofeny. Zatizeni pouZzité pii vyrobé je praktickym nastrojem pro dosazeni zamyslenych vysledk a mtize
pfedstavovat i vyznamny piinos nejen pro edukativni sféru, ale také pro praxi v oblasti tkanového
inzenyrstvi. Navic muze piistup ke tvorbé zafizeni slouzit jako inspirace pro dalsi vyzkum a vyvoj
podobnych zafizeni, kterd by mohla byt snadno replikovatelnd a modifikovatelnd pro Siroké spektrum
laboratornich a experimentalnich aplikaci.

Diky relativné snadno realizovatelnému procesu vyroby material je mozné zamyslet redlné vyuZiti v praxi,
a to nejen pro experimentalni vyrobu tkanovych nosict, ale také pro malosériovou vyrobu ¢i vyrobu
a testovani pro fadu dal$ich 1 technickych aplikaci.

Celkové Ize konstatovat, Ze vysledkem této prace je nejen funkeni zatfizeni, ale zejména relativné snadno
realizovatelny proces vyroby materidlli pro medicinské pouziti, ktery ma velky potencidl pii vyrobé
tkanovych nosich pro objemné tkané€ a dalsi biomedicinské aplikace.
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11 Doporuceni na pokracovani prace vdaném tématu a oboru

Doporuceni pro dalsi pokracovani v tomto tématu a oboru nabizi moznosti dalsiho rozvoje a zdokonaleni
v oblasti materali pro tkanové inzZenyrstvi. Vyrobené materidly jsou svymi vlastnostmi vyjimecné
a unikatni, proces vyroby je relativné jednoduchy a nenarocny, pro dalsi vyuziti ziskanych poznatkl jsou
zde dalsi doporuceni po jednotlivych oblastech. Doporuceni navrhuji jakym zptisobem navazat a rozvinout
vysledky této prace.

Modifikace materidli pro zvySeni biologické funkcionalizace. Zkoumani moznosti modifikace
materialt pfidanim biologicky aktivnich latek nebo biopolymeri. Tento vyzkum miize vést ke zlepSeni
biologickych vlastnosti materiald. Biologickou funkcionalizaci mize dojit ke zvySeni schopnosti
podporovat bunécnou adhezi, proliferaci a diferenciaci nebo stimulaci bunék.

Individualizace materiali pro konkrétni pouziti. Dalsim navrhovanym krokem je vyzkum metod
tvarovani materidll pro individualni pouziti, jako je vytvafeni specifickych tvarG nebo rozméri
dle nahrazovanych tkani. Toto miiZze vést k vyvoji personalizovanych 1é€ebnych postupti a zakazkovych
nahrad tkéni. Tyto ndhrady by mohly byt vyrabény piimo na miru dle aktualnich pozadavka a tim zlepsit
nejenom funkei, ale 1 piijeti tkanového nosice. Moznym fesenim by bylo vytvoieni formy, do které by se
v kapaling vlaknilo, pfipadné by se vlakenny produkt po vytvotreni do formy umistil. Pfimo v této formé by
probihala lyofilizace a tim by byla zabezpecena fixace konkrétniho tvaru.

ZvySeni mechanické pevnosti tkanovych nosi¢i. Pro aplikace, které vyzaduji vyssi mechanickou
stabilitu, by bylo zajimavé zkoumat moznosti zvySeni mechanické pevnosti vyrobenych materiala. Zvyseni
pevnosti by mohlo byt dosazeno naptiklad prostfednictvim optimalizace struktury nosi¢e nebo ptidanim
posilujicich komponent. Obecné by bylo zajimavé v budoucnu testovat mechanické vlastnosti téchto
zejména mikrovlakennych mateirald a to s nejen v suchém ale zejména v mokrém stavu — tedy s ohledem
na srovnani biomechanickych vlastnosti.

Testovani vlivu zmén ve struktufe vlaken PCL na rychlost degradace. Biodegradace je v téle fizena
enzymaticky katalyzovanou hydrolyzou. Plna vldkna ziejmé budou degradovat pomaleji nez vysoce
porézni — pénovitd vldkna ¢i vldkna duta. Ovéfeni vlivu vldkenné struktury na rychlost degradace v in-vitro
podminkach by bylo velmi zajimavé pro dalsi piesné smérovani téchto mateiralii v konkrétnich aplikacich.

Rozsiteni in-vitro testovani s cilem zaméreni se na specifické tkanové nosice. Pro ptipadny dalsi vyvoj
je nezbytné provést in-vitro testovani, tentokrat zaméfené na specifické typy tkéani, které maji byt
regenerovany. Timto zplsobem lze ziskat dilezité informace o interakci materidlu s konkrétnimi
bunécnymi typy a optimalizovat jeho biologickou kompatibilitu.

In-vivo testovani a klinické studie. Po ispéSném in-vitro testovani by méla byt provedena in-vivo
testovani, aby byla ovéfena uc¢innost a bezpecnost materidlii v zZivych organismech. Poté by mohly
nasledovat klinické studie, které by poskytly dikazy o ii€innosti materiali u pacientt.

Tato doporuceni predstavuji sméry, kterymi by mohl byt dal$i vyzkum a vyvoj této metody a téchto
materalll v oblasti tkanového inZenyrstvi nasmerovan. Tyto kroky by pfispé€ly by k dalSimu pokroku v této
dynamické a dulezité oblasti biomedicinského vyzkumu.
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12 Zavér

Elektrické zvlaknovani do kapalinovych kolektorti je velmi zajimavy postup, ktery pfinasi vedle obecnych
procesnich a materidlovych parametrii stejnosmérného elektrického zvlaknovani i moznost ovliviiovani
vytvatenych vlakennych materiali diky volbé kapaliny ¢i smési kapalin kolektoru. Jak ukazala tato
disertacni prace, tato metoda je uplatnitelnd zejména pii tvorb¢é materialti relativné malych rozmért, avSak
pro specialni medicinské aplikace jsou to rozméry dostatecné, a to nejen na plosné urovni, ale zejména pfi
tvorbé trojrozmérnych objemnych materidll, které mohou najit uplatnéni v oblasti regenerativni mediciny
jako tkanové nosice.

Uvedeny zdokonaleny teoreticky model ukazal podrobnéji vztahy mezi priméry vlaken, vztlakovou
Archimedovou silou a plisobenim tihy vlakna. Z grafické interpretace toho modelu je zfejmé, Ze pro malé
pruméry vlaken, az do urcité meze, nehraje tiha vldkna pfi nofeni vyznamnou roli. Model také popisuje
tvar vychylky hladiny kapaliny na rozhrani noficiho se cylindrického objektu. Teoreticky tvar zakiiveni
kapaliny byl porovnan s experimentem s dobrou shodou. Model svymi zjednoduSujicimi predpoklady
nedokaze realisticky popsat konkrétni ptipady pfi vlaknéni do kapaliny, tedy stav pti wet electrospinningu.
Dtvodem je to, Ze elektrické zvldknovani polymernich roztokti do kapaliny je velmi komplexni jev,
do kterého vstupuje mnoho dalSich vlivi, jako naptiklad plsobeni zbytkovych rozpoustédel ve vlaknech,
elektrokapilarita diky zbytkovému naboji ve vlaknech, okolni podminky jako teplota a vlhkost, zakfiveni
vlaken, dynamicky dopad vldken na hladinu kapaliny, postupnd zména charakteristiky kolektoru pii difuzi
rozpoustédel z vlaken do kolektoru atd. Uplny teoreticky popis zkoumaného jevy tedy vyzaduje nesmirnd
komplexni ptistup. Tato ¢ast disertacni prace je piesto Uspésna ve své snaze posunout problematiku wet
elektrospinningu dale k hlubsimu teoretickému porozuméni. To vSe s védomim toho, ze otevira fadu dalSich
témat a ve zpétné vazbe¢ objevuje i mnoho vlastnich nedokonalosti danych zjednodusujicimi podminkami
popisu zkoumaného jevu.

Pokus o zdokonaleni teoretického modelu poukazal na zajimavé vztahy praméru vldken a ptisobeni tihové
sily. Graficky znazorniuje, Ze do urcitych pramért vlaken nehraje jejich tiha pti nofeni dtlezitou roli. Model
také popsal tvar vychylky hladiny na rozhrani noficiho se objektu a byl otestovan na svou funk¢nost. Model
svou zjednodusenou teorii nedokézal redln¢ popsat konkrétni pfipady pii vlaknéni do kapaliny, protoze
proces elektrického zvlakiovani polymernich roztokli do kapaliny je velmi komplexni a vstupuje do ngj
mnoho dalSich jevi, jako naptiklad vliv zbytkovych rozpoustédel ve vldknech, elektrokapilarita, okolni
podminky jako teplota a vlhkost, postupna zména charakteristiky kolektoru pti difuzi rozpoustédel z vlaken
do kolektoru atd.. Teoreticky popis tohoto postupu vyzaduje nesmirné¢ komplexni pfistup a tato disertacni
prace se pokusila ho alesponn mirné¢ posunout a tim oteviela fadu dalSich témat a objevila 1 mnoho svych
vlastnich nedokonalosti v tomto zjednoduSeném teoretickém popisu.

Ve vlastni experimentdlni casti bylo navrzeno, realizovano a optimalizovano zafizeni vhodné
na opakovatelnou vyrobu vzorkd. Na zafizeni je mozné vyrdbét materidly na laboratorni urovni,
pro akademické ucely, ale i pro ptipadnou malosériovou vyrobu. Zafizeni je tedy vhodné nejen pro tvorbu
riznych druht vzorkl pro nasledné testovani k medicinskymaplikacim, ale i pro vyukové ucely. Jedna
se o zafizeni dostupné, opakovateln¢ vyrobitelné, nastavitelné v fad€ parametrli, umistitelné do digestote,
jednoduse Cistitelné a dezinfikovatelné, snadno modifikovatelné s fadou vyménnych ¢asti jako naptiklad
nadobou na kapalinu kolektoru a tak dale. Zatizeni se osvédc¢ilo pii vyrobé vSech vzorkd, jejichz vyrobeni
bylocilem této prace a které byly po rozsahlé optimalizaci vyrobeny a zékladné charakterizovany. Jednalo
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se jak o vzorky vyssi tloustky, tedy vzorky trojrozmérné, s ohledem na pozadavky kladené na tkanové
nosic¢e napiiklad kostni tkané ¢i tkané kolennich chrupavek, tak o vzorky se specialnimi vnitinimi
strukturami vlaken — vldkna dutd, pénovitd ¢i dutd s pénovitou sténou. Tyto strukturni zmény byly
uskutecnény pouze vhodnym nastavenim kapaliny ¢i smési kapalin kolektoru a rozpoustédlového systému
pro pouzity biodegradabilni a biokompatibilni polymer polykaprolakton. Byla prokazdna vyrazna
rozdilnost vyrabénych materidlti s ploSnymi standardnimi DC zvldknénymi nanovldkennymi materialy.
Vysledné strukturalni vizualizace 1 hodnoceni vldkennych materiali vyrobenych elektrickym
zvlaknovanim do kapaliny prokazaly velmi porézni struktury s opakovatelné vyrobitelnymi specifickymi
charakteristikami a biologické hodnoceni potvrdilo cytokompatibilitu a tim vhodnost pro nésledné
aplikacné specificky orientované in-vitro testovani.

Pouziti smési s ¢asteCnym rozpoustédlem v kapalném kolektoru vedlo k vytvoteni vldken typu shish-kebab,
houbovitych nebo dutych vladken s poréznimi sténami. Uvedené experimenty odhaluji projevy molekularné
dynamickych jevi, které probihaji na rozhranich mezi Cerstvé vytvorenymi vldkny a jejich kapalnym
okolim. Tyto jevy mohou ovliviiovat i vnitini objem vlaken. Je mozné predpokladat, Ze tyto transportni
jevy jsou zpusobeny difuzi pohanénou osmotickym tlakem. Dtkazy pro molekularni dynamické jevy
spojujici povrch a vnitiek Cerstvé vytvorenych nano(mikro)vlaken poskytuji nejen rtizné vnitini struktury
vléken, ale také rizné stupné krystalinity. Vyrazny nartst krystalinity byl zptisoben koagulaci polymeru v
kolektoru obsahujicim cCastecné rozpoustédlo. Pfesné nastaveni, jak systému rozpoustédel pro roztok
polymeru pii DC zvlaknovani, tak kapalného kolektoru, ma zésadni vyznam. Idealni pozadované struktury
vléken lze totiz dosahnout pouze stanovenim optimalniho materidlového nastaveni. Pokud jde o 1ékaiské
aplikace, nabizi pouziti houbovitych ¢i dutych biologicky rozlozitelnych vlaken fadu zajimavych moznosti
z hlediska biodegradacnich procest a adheze bunék a jejich migrace.
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