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Studium tepelné stabilizace nanovlákenných materiálů 
z polyvinylalkoholu s inkorporovaným lipofosfonoxinem 

Abstrakt 

V posledních desetiletích se výzkum a vývoj zaměřují na inovativní řešení v oblasti léčby kož­
ních ran, přičemž značná pozornost je věnována polymerním nanovlákenným materiálům díky 
jejich jedinečným vlastnostem, jako je schopnost napodobovat extracelulární matrix. Tyto ma­
teriály nabízejí značný potenciál pro začlenění různých bioaktivních látek, včetně nových typů 
antibiotik, což z nich činí ideální kandidáty pro vytváření funkčních krytů kožních ran. Jednou 
z hlavních výzev je však kontrolované uvolňování těchto aktivních látek, aby se zabránilo jejich 
rychlému ztrácení a zároveň se udržela efektivní koncentrace na místě aplikace. Tato bakalářská 
práce se zaměřuje na vývoj a charakterizaci nanovlákenných materiálů na bázi polyvinylalko­
holu (PVA) funkcionalizovaných lipofosfonoxinem s cílem zlepšit jejich tepelnou stabilizaci 
a prodloužit uvolňování aktivních látek. Vzhledem k rostoucímu zájmu o použití polymerních 
nanovlákenných materiálů pro pokročilé ošetřování kožních ran, které nabízí výhody díky své 
schopnosti postupně uvolňovat terapeutické látky, se tato práce soustředí na překonání hlavních 
výzev spojených s rychlým uvolňováním inkorporovaných látek. Tepelná stabilizace byla pro­
zkoumána jako klíčová metoda pro zlepšení fyzikálně-chemických vlastností materiálu, 
což umožňuje kontrolované uvolňování lipofosfonoxinu. Pro funkční modifikaci nanovláken 
byl využit experimentální typ antibiotika lipofosfonoxin DR6180 (LPPO). V procesu vytváření 
nanovlákenných materiálů metodou elektrostatického zvlákňovaní byl upřednostněn polyviny-
lalkohol (PVA) s výrazně vysokým stupněm hydrolýzy (98-98,8 %) a molekulovou hmotností 
125 000 g/mol. Byly vytvořeny dvě varianty nanovlákenných materiálů - jedna bez přídavku 
LPPO a druhá s inkorporací LPPO. Tyto materiály byly následně vystaveny procesu tepelné 
stabilizace (heat treatment, HT) při specifických teplotách v rozmezí 120-150 °C po dobu jedné 
hodiny. Z analýzy uvolňování LPPO vyplývá, že HT neměla vliv na zpomalení uvolňování 
LPPO z materiálů. U experimentálního antibiotika LPPO došlo k efektu okamžitého uvolnění 
("burst release") po styku materiálu s vodným prostředím. Stabilizace za pomocí vysokých tep­
lot neovlivnila množství uvolněného LPPO, j elikož se procentuální množství uvolněného LPPO 
pohybovalo v rozmezí ± 4 až 7 % v porovnání s nestabilizovaným materiálem. Tyto výsledky 
naznačují, že snížení celkového množství uvolněného LPPO může být také důsledkem jeho 
degradace ve vodném prostředí. 
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Study of thermal stabilization of polyvinyl alcohol nanofib-
rous materials with incorporated lipophosphonoxine 

Abstract 

In recent decades, research and development have focused on innovative solutions in the field 
of skin wound treatment, with considerable attention being paid to polymeric nanofibrous ma­
terials due to their unique properties, such as the ability to mimic the extracellular matrix. These 
materials offer significant potential for incorporating various bioactive substances, including 
new types of antibiotics, making them ideal candidates for creating functional skin wound 
dressings. One of the main challenges, however, is the controlled release of these active sub­
stances to prevent their rapid loss while maintaining an effective concentration at the applica­
tion site. This bachelor's thesis focuses on the development and characterization of polyvinyl 
alcohol (PVA) nanofibrous materials functionalized with lipophosphonoxime to improve their 
thermal stabilization and prolong the release of active substances. Given the growing interest 
in the use of polymeric nanofibrous materials for advanced skin wound care, which offers ben­
efits due to their ability to gradually release therapeutic substances, this work focuses on over­
coming the main challenges associated with the rapid release of incorporated substances. Ther­
mal stabilization was explored as a key method for improving the physicochemical properties 
of the material, enabling controlled release of lipophosphonoxime. For the functional modifi­
cation of the nanofibers, an experimental type of antibiotic, lipophosphonoxime DR6180 
(LPPO), was used. In the process of creating nanofibrous materials by electrostatic spinning, 
polyvinyl alcohol (PVA) with a markedly high degree of hydrolysis (98-98.8%) and a molec­
ular weight of 125,000 g/mol was preferred. Two variants of nanofibrous materials were pro­
duced - one without the addition of LPPO and another with the incorporation of LPPO. These 
materials were subsequently subjected to a thermal stabilization (HT) process at specific tem­
peratures ranging from 120-150 °C for a duration of one hour. The analysis of LPPO release 
indicates that HT did not affect the slowing down of LPPO release from the materials. For the 
experimental antibiotic LPPO, a burst release effect occurred upon contact of the material with 
an aqueous environment. Stabilization using high temperatures did not affect the amount of 
LPPO released, as the percentage of LPPO released ranged from ± 4 to 7% compared to the 
non-stabilized material. These results suggest that the reduction in the overall amount of LPPO 
released may also be a consequence of its degradation in the aqueous environment. 

Keywords 
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Úvod 

V průběhu posledních desetiletí se nanotechnologie staly klíčovou součástí vědeckého vý­
zkumu a průmyslového vývoje, přičemž nanomateriály nalézají uplatnění v mnoha odvětvích 
od elektroniky po medicínu. Jedním z přelomových směrů je jejich využití v oblasti tkáňového 
inženýrství, které si klade za cíl vyvinout inovativní materiály pro opravu a regeneraci poško­
zených tkání a orgánů. Speciální pozornost je věnována kožnímu tkáňovému inženýrství, které 
se soustředí na vyvíjení řešení pro léčbu chronických a obtížně se hojících ran, což je problém, 
který představuje značnou finanční zátěž pro zdravotnické systémy po celém světě. Vývoj no­
vých typů kožních náhrad a obvazů, které by nejen podporovaly rychlé a efektivní hojení ran, 
ale také by minimalizovaly riziko infekcí, je proto klíčový. Mezi nej perspektivnější materiály 
v tomto směru patří polymerní nanovlákenné materiály, které díky svým unikátním vlastnos­
tem, jako je například strukturní podobnost s extracelulární hmotou, vysoká porozita a schop­
nost inkorporace a kontrolovaného uvolňování bioaktivních látek, představují ideální kandidáty 
pro výrobu pokročilých obvazů. Tyto vlastnosti jim umožňují efektivně napodobovat přirozené 
prostředí tkáně, což je zásadní pro podporu regenerace a hojení. Avšak, s využitím těchto ma­
teriálů souvisí i určité výzvy, především rychlé uvolňování inkorporovaných aktivních látek 
do vodného prostředí, což může vést k předčasnému ztrácení terapeutického účinku. Tento jev, 
často označovaný pod názvem "burst release", se můžeme pokusit zmírnit vylepšením stability 
daného materiálu za pomoci fyzikálních metod, mezi něž patří také tepelná stabilizace. 

Předkládaná bakalářská práce se zabývá studiem tepelné stabilizace polyvinylalkoholových 
(PVA) nanovlákenných materiálů funkcionalizovaných lipofosfonoxinem DR6180 (LPPO) 
nově vyvinutým experimentálním antibiotikem. V práci se klade důraz na zkoumání procesu 
tepelné stabilizace, který ovlivňuje rozpustnost P V A nanovláken i dynamiku uvolňování LPPO 
v prostředí fosfátového pufru (PBS), což je realizováno vysokými teplotami. 

Cílem je identifikovat optimální podmínky pro tepelnou stabilizaci, které by umožnily dosáh­
nout kontrolovaného a prodlouženého uvolňování LPPO, a tím zlepšit terapeutický potenciál 
nanovlákenných materiálů pro léčbu kožních ran. V teoretické části je představen přehled sou­
časného stavu v oblasti tkáňového inženýrství a nanovlákenných materiálů, s důrazem na me­
tody jejich přípravy, zejména elektrické zvlákňovaní, a možnosti jejich funkční modifikace. 
Experimentální část se věnuje detailnímu popisu přípravy nanovlákenných materiálů, postupů 
jejich tepelné stabilizace, a následně analýze morfologických, chemických a strukturních vlast­
ností, s cílem posoudit vliv různých režimů tepelné stabilizace na rozpustnost P V A a uvolňo­
vání LPPO. Výsledky této práce mají potenciál přispět k pokroku v oblasti léčby kožních ran, 
poskytnout hlubší pochopení vlivu tepelné stabilizace na vlastnosti nanovlákenných materiálů 
a otevřít cestu k novým aplikacím v medicíně. 
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1 Teoretická část 

1.1 Kožní tkáňové inženýrství 

Kůže, nej větší orgán lidského těla, tvoři asi 15 % celkové hmotnosti dospělého člověka. Slouží 
jako bariéra mezi vnitřním a vnějším prostředím a poskytuje ochranu proti fyzickým, chemic­
kým a biologickým činitelům. Kůže se skládá ze tří vrstev: epidermis, dermis a hypodermis 
(podkožní vrstva). Nej vzdálenější část epidermis je ve srovnání s ostatními vrstvami více vo-
děodolná, čímž brání vstupu patogenů a jiných cizích látek do těla. [1] 

Epidermis, jako vnější vrstva kůže, je komplexním systémem, který zahrnuje několik vrstev 
od bazálni vrstvy až po stratům corneum, zajišťující ochranu před vnějšími vlivy. Keratinocyty, 
které tvoří většinu buněk epidermis, produkují keratin, esenciální pro strukturální integritu 
a bariérovou funkci kůže. [2] Kromě toho, melanocyty v bazálni vrstvě produkují melanin, který 
chrání před U V zářením. Langerhansovy buňky a Merkelovy buňky hrají klíčovou roli v imu­
nitní odpovědi a hmatovém vnímání. Tento úžasný systém neustále pracuje na obnově a ochraně 
těla, přičemž procesy jako keratinizace a produkce melaninu jsou neustále aktivní, reagující 
na vnější podněty a udržující kůži zdravou a funkční.[3] Dermis, umístěná pod epidermis 
a oddělená bazálni membránou, je bohatá na krevní cévy a nervy a tvoří hlavní část vazivových 
tkání v kůži. Obsahuje dvě strukturálně odlišné vrstvy: papilární a retikulární.[2] Papilární 
vrstva je těsně spojena s epidermis, charakterizovaná tenkými kolagenními vlákny, vysokou 
hustotou buněk a obsahem proteoglykanů, a retikulární vrstva, která je hustší, s tlustšími kola­
genními a elastickými vlákny, poskytuje kůži pevnost a pružnost. Fibroblasty produkující ko­
lagen a elastin jsou klíčové pro udržení struktury a elasticity kůže. S věkem papilární dermis 
ztrácí objem, stává se tenčí a je postupně nahrazována retikulární dermis, což má vliv na její 
funkčnost a celkovou strukturu kůže. Dermis hraje zásadní roli v termoregulaci, imunitní od­
povědi a senzorických funkcích, díky svému vybavení krevními cévami a nervovými zakonče­
ními, a tím podporuje epidermis poskytováním živin. [3, 5] 

f o l i k u l Mazová 
žláza 

Obrázek 1.1: Schéma stavby pokožky; převzato a upraveno podle [2] 

Kožní tkáňové inženýrství je inovativním přístupem k tradičním strategiím hojení ran a rege­
nerace tkání. Mezi prvními inženýrsky vyvinutými orgány byla právě kůže, která se přesunula 
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z laboratorního výzkumu do péče o pacienty. [5] V posledních desetiletích byly vyvinuly různé 
bioinženýrské a syntetické substituty, které se obvykle umísťují do místa zranění a poskytují 
bariérovou funkci spolu s ochranou proti mikroorganismům, snižují bolest v ranách a podporují 
hojení ran prostřednictvím regenerace tkání. [6] [7] Kožní tkáňové inženýrství přináší alterna­
tivy k tradičním metodám hojení ran a regenerace tkání, zejména v případech hlubokých zra­
nění a popálenin, kde proces hojení není adekvátní, což může vést k chronickým ranám. Ztráta 
plné tloušťky kůže o průměru více než 4 cm 2 vyžaduje ošetření transplantací.[8] Mnoho chro­
nických ran se nehojí, což může vést k amputacím a zvýšeným nákladům na zdravotní péči. 

Hemostasis 

Obrázek 1.2: Čtyři fáze hojení rány - každá fáze je charakterizována koordinovanými klíčo­
vými molekulárními a buněčnými událostmi, které zajišťují správnou reakci na hojení rány 

převzato z [10] 

V posledních letech došlo k významným pokrokům ve vývoji kožních substitutů z umělých 
a přírodních materiálů, s cílem vytvořit uživatelsky přívětivé, komerčně dostupné substituty 
s delší životností, které efektivně replikují všechny vrstvy a funkce přirozené kůže, včetně její 
rychlé vaskularizace. [9] Přesto kožní tkáňové inženýrství čelí výzvám, jako je vytvoření sub­
stitutu, který by přesně napodoboval komplexní strukturu kůže, zahrnující epidermis, dermis, 
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hypodermis, vlasové folikuly a potní žlázy, a zajistil správnou integraci s pacientovou kůží. 
Mimo výzvy, j ako j e replikace všech kožních vrstev a zajištění integrace s pacientovou kůží, se 
výzkum zaměřuje také na uzavření rány a efektivní hojení, s cílem získat akceptaci od vědecké 
komunity, regulačních agentur a pacientů. 
Rovněž ukázalo, že role hostitelské imunitní odpovědi je důležitým tématem, které je třeba 
zvážit. Hlavní úsilí bylo zaměřeno na modulaci chování buněk, aby bylo možné usnadnit nor­
mální průběh zánětlivého procesu, granulace tkáně a remodelačních procesů. Tyto typy buněk 
zahrnují cirkulující monocyty, makrofágy a T buňky, které vykonávají jejich hlavní funkce 
a současně udržují komplexní prostředí regulačních růstových faktorů. [10] 

1.2 Materiály v tkáňovém inženýrství 

Aby byly materiály vhodné pro kožní tkáňové inženýrství, musí splňovat několik klíčových 
požadavků. Prvním kritériem pro jakýkoliv scaffold v tkáňovém inženýrství je, že musí být 
biokompatibilní. Buňky by měly být schopny přilnout, normálně fungovat a migrovat na po­
vrchu, a nakonec skrz scaffold, a začít proliferovat před vytvářením nové matrice. Po implantaci 
by scaffold nebo tkáňově inženýrsky vytvořená konstrukce měla vyvolat jen minimální imu­
nitní reakci, aby nedocházelo k závažné zánětlivé odpovědi, která by mohla snížit hojení nebo 
způsobit odmítnutí tělem. [11] 
Bioreabsorbovatelnost umožňuje vlastním buňkám těla postupně nahradit implantovaný 
scaffold nebo tkáňově inženýrsky vytvořenou konstrukci. Scaffoldy a konstrukce nej sou určeny 
jako trvalé implantáty. Scaffold by tedy měl být biodegradabilní, aby umožnil buňkám vytvářet 
vlastní extracelulární matrici. Produkty této degradace by měly být netoxické a schopné opustit 
tělo bez zásahu do jiných orgánů. [12] 
Ideálně by měl mít scaffold mechanické vlastnosti odpovídající anatomickému místu, kde je 
implantován, a z praktického hlediska by měl být dostatečně pevný, aby umožnil chirurgické 
zpracování při implantaci. Výroba scaffoldů s adekvátními mechanickými vlastnostmi je jed­
nou z velkých výzev při pokusu o vývoj kostního nebo chrupavkového inženýrství.[13] 
Architektura scaffoldů používaných v tkáňovém inženýrství je také kriticky důležitá. Scaffoldy 
by měly mít propojenou porézní strukturu a vysokou porozitu, aby zajistily pronikání buněk 
a adekvátní difúzi živin k buňkám uvnitř konstrukce a do vytvářené extracelulární matrice. Na­
víc je vyžadována porézní propojená struktura, aby umožnila difúzi odpadních produktů 
ze scaffoldů a produkty degradace scaffoldů mohly opustit tělo bez zásahu do jiných orgánů 
a okolních tkání. 
Decelularizované tkáně představují klíčový průlom a významný pokrok v tkáňovém inženýr­
ství, jelikož nabízejí jedinečné struktury a kombinaci vlastností, které jsou nezbytné pro úspěš­
nou regeneraci a opravu tkání. Zpracované speciálními postupy k odstranění buněčných složek 
při zachování extracelulární matrix (ECM), tyto tkáně slouží jako biologické scaffoldy (opory), 
které efektivně napodobují přirozené mikroprostředí tkání. Zachovaná E C M v decelularizova-
ných tkáních je zásadní pro podporu adheze, růstu, diferenciaci a maturaci buněk, což je klíčové 
pro proces regenerace tkáně. [14] Dále lze decelularizované tkáně upravit, například na formu 
hydrogelů, čímž se rozšiřuje jejich použití v regenerativním inženýrství pro aplikace jako je 
vývoj pokročilých obvazů pro hojení ran, tvorba scaffoldů pro kultivaci buněk, nebo jiné po­
kročilé terapeutické přístupy. Tyto hydrogely, odvozené od decelularizované E C M , poskytují 
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optimální prostředí s komplexními signály a environmentálními podmínkami pro zlepšenou 
adhezi, růst, diferenciaci buněk a formaci nových tkání.[15] Tímto způsobem decelularizované 
tkáně a od nich odvozené hydrogely představují vynikající materiály pro regenerativní inženýr­
ství různých tkání, zejména pro kosterní svaly, a otevírají nové možnosti v léčbě a regeneraci 
poškozených tkání.[14] 
Hydrogely v tkáňovém inženýrství jsou uznávány pro jejich jedinečné biomimetické vlastnosti, 
které napodobují E C M a podporují přilnavost a proliferaci buněk. Tyto hydrofilní sítě se sklá­
dají z molekul rozptýlených ve vodném prostředí a mohou být tvořeny různými mechanismy 
síťování, čímž se dosahuje potřebných fyzikálně-chemických vlastností a vysoké napodobení 
přirozeného E C M tkání.[16] Hydrogely mohou být dále upraveny chemickými a biologicky 
aktivními molekulami, jako jsou látky reagující na podněty a růstové faktory, které zvyšují je­
jich biokompatibilitu. Díky těmto vlastnostem poskytují hydrogely ideální prostředí pro růst, 
diferenciaci a tvorbu tkáňových struktur buněk. V průběhu poslední dekády byla využívána 
nová generace hydrogelů vyvinutá tak, aby vyhovovala specifickým potřebám tkání a byla po­
užitelná s nej modernějšími technikami. [17] 
Nanovlákna představují důležitou třídu materiálů v tkáňovém inženýrství díky jejich unikátním 
vlastnostem, jako je vysoký poměr povrchu k objemu, možnost modifikace mechanických 
a chemických vlastností a schopnost napodobit E C M tkání. Tyto vlastnosti činí nanovlákna 
vhodnými pro různé aplikace v tkáňovém inženýrství, kde mohou podporovat adhezi, prolife­
raci a diferenciaci buněk. [18] 

V oboru biomateriálů se obvykle používají tři skupiny materiálů: keramika, syntetické poly­
mery a přírodní polymery. V nedávné době se rozšířilo využívání tvrdých biokompatibilních 
materiálů, jako jsou biokeramika, bioaktivní skla, uhlíkové nanostruktury a hydroxyapatitové 
nanočástice, v tkáňovém inženýrství pro opravu měkkých tkání. Tyto materiály, původně ur­
čené pro interakci s kostmi, ukázaly zlepšení v regeneraci ran a měkkých tkání díky svým vlast­
nostem, jako je podpora proliferace buněk, angiogeneze a antibakteriální efekty. Jejich aplikace 
ve formě prášků, granulí nebo mikro/nanočástic může zlepšit mechanické vlastnosti implantátů 
při léčbě různých poškození, od ran po poranění nervového systému[19] 
Přírodní i syntetické polymerní materiály jsou oblíbené pro inženýrství a regeneraci jak tvrdých, 
tak měkkých tkání díky jejich široké rozmanitosti vlastností. Tyto vlastnosti zahrnují biodegra-
dabilitu, mechanické vlastnosti, vysokou porozitu, poměr povrchu k objemu a malou velikost 
pórů. Různé typy polymerů jsou využívány na současném trhu pro různé aplikace, včetně kost­
ního a chrupavkového tkáňového inženýrství, hojení ran kůže a cévních graftů. 

1.3 Využití nanovlákenných materiálů 

Polymerní nanovlákenné materiály nabízejí několik jedinečných vlastností, které je činí vhod­
nými pro aplikace v tkáňovém inženýrství. Významným rysem nanovláken je vysoký poměr 
povrchové plochy k objemu, což vede k většímu povrchovému nabití ve srovnání s objemovými 
materiály. Tato vlastnost zlepšuje přilnavost buněk, proteinů a léčivých molekul. Nanovlákna 
jsou schopna dosáhnout vyšší plochy při stejném objemu ve srovnání s jinými speciálními typy 
tkáňových nosičů, jako jsou pěnové a gelové filmy. Navíc, nanovlákna poskytují dostatečnou 
mechanickou pevnost při zachování vysoké porozity, což je příznivé pro tkáňovou regeneraci. 
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Porozita nanovláken se pohybuje kolem 90 procent.[20] Takto strukturované porézní struktury 
se podobají poréznímu uspořádání (ECM), což je klíčové pro regeneraci tkáně. Nanovlákna 
obvykle vykazují vysoký poměr stran, což je poměr délky k šířce vlákna. Tato vlastnost je 
spojena s dobrou pevností v tahu vláknité matrice díky delším nanovláknům, které zvyšují cel­
kovou pevnost. [21] 

1.4 Nanovlákenné materiály a jejich výroba 

Samoorganizace molekul: Tato metoda výroby nanovláken využívá vzájemné asociace 
peptidů, které se okamžitě skládají do organizovaných, stabilních struktur prostřednictvím ne­
koval entních sil, jako jsou van der Waalsovy síly, elektrostatické vazby, vodíkové můstky 
a 7i-7i interakce. Tyto slabé vazby, když jsou kombinovány do jediné jednotky během procesu 
skládání, ovládají strukturní konformaci a stabilitu shromáždění a silně ovlivňují interakci mezi 
nadmolekulární konstrukcí a dalšími molekulami, buňkami a tkáněmi. Přítomnost elektrolytů 
v roztoku může být hnací silou pro samoorganizace peptidů. [22] Peptidové hydrogely j sou ide­
ální platformou pro inženýrství tkání, například kostí, nervů, chrupavek, jater, srdeční tkáně 
a angiogeneze, protože jsou snadno použitelné, neimunogenní a netoxické. Výhodou je také 
jejich biodegradabilita a schopnost metabolismu jejich degradačních produktů buňkami. Přes­
tože mají tato nanovlákna řadu výhod, mají také několik omezení: složitý proces výroby, nízkou 
produktivitu a relativně vysoké náklady. [23] 

Fázová separace: Tato metoda se používá k vytváření porézní nanoměřítkové architektury 
pro 3 D tkáňové inženýrství. Vyžaduje tři hlavní kroky: rozpuštění, gelaci a následné odstranění 
rozpouštědla z gelu vodou, následované zmrazením a lyofilizací ve vakuu. [24] Polymer je nej­
prve rozpuštěn ve vhodném rozpouštědle za vysoké teploty, poté j e indukována fázová separace 
polymeru chlazením nebo výměnou nerozpustného rozpouštědla. Po odstranění rozpouštědla je 
struktura zpevněna zamražením. Výsledkem jsou vysoce porézní fibrozní polymerové 
scaffoldy s mikroskopickými sférickými póry. Tato metoda umožňuje výrobu 3D struktur 
s určitými rozměry, ale má několik nevýhod, včetně dlouhé doby zpracování, nestability nano­
vláken, obtížné kontroly porozity a omezení na polymery vhodné pro proces fázové sepa­
race.^] 

Elektrické zvlákňovaní: Elektrické zvlákňovaní je metoda, která umožňuje výrobu nano­
vláken z různých materiálů, včetně polymerů, skrze využití elektrostatického pole. Tento proces 
začíná roztokem polymerního materiálu, který je vytlačován přes jehlu a vystaven vysokému 
napětí, což vede k vytvoření velmi jemných vláken s průměrem v rozmezí nanometrů až mi­
krometrů. Vlákna mají velkou specifickou povrchovou plochu a jsou vysoce porézní, což je činí 
vhodnými pro řadu aplikací, včetně filtrace, elektroniky, tkáňového inženýrství a ukládání ener­
gie. 
Základní součásti sestavy pro elektrické zvlákňovaní zahrnují zdroj vysokého napětí, stříkač­
kovou pumpu, spinneret (obvykle jehlu s tupým hrotem) a sběrač. Proces elektrického zvlákňo­
vaní lze rozdělit do několika fází, začínající tvorbou Taylorova kužele na špičce jehly, vystře­
lením nabitých proudů, které se postupně protahují dojemnějších průměrů, a nakonec dochází 
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k solidifikaci a ukládání vláken na sběrač. Klíčovou roli v tomto procesu hraje správná formace 
Taylorova kužele, která je zásadní pro zajištění stabilního procesu a kontrolu nad průměrem 
a morfologií nanovláken.[26] 
Výhody stejnosměrného elektrického zvlákňovaní zahrnují schopnost vytvářet vlákna s velmi 
malým průměrem, což vede k vysoké povrchové ploše na jednotku hmotnosti a vysoké porozitě 
vlákenného materiálu. Tyto charakteristiky jsou žádoucí pro aplikace, kde je potřeba vysoká 
absorpční kapacita, filtrace, nebo když materiál slouží jako nosič pro různé bioaktivní látky 
v biomedičínských aplikacích. Elektrické zvlákňovaní také umožňuje snadné zavádění aditiv 
do vláken během výroby, což umožňuje funkční modifikace materiálu.[27] 
Mezi hlavní nevýhody patří komplikace při výrobě vláken z některých typů materiálů, které 
vyžadují specifické rozpouštědlo nebo nastavení procesu, což může ztěžovat nebo zdražovat 
výrobu. Dalším problémem může být obtížná reprodukovatelnost a uniformita vláken, 
což může být způsobeno fluktuacemi v procesních parametrech, jako je teplota, vlhkost, nebo 
vlastnosti použitého roztoku. Také sběr vyrobených nanovláken a jejich další zpracování může 
být náročné, zejména při zachování jejich struktury a vlastností.[28] 
Stejnosměrné elektrické zvlákňovaní nabízí mnoho příležitostí pro vývoj inovativních materi­
álů s jedinečnými vlastnostmi, avšak vyžaduje pečlivé řízení procesních podmínek a optimali­
zaci pro dosažení kvalitních a funkčních výsledků. 

1.5 Funkcionalizace nanovlákenných materiálů 

Význam kontrolovaného a cíleného uvolňování léčiv v moderní medicíně 
Systémy pro dodávání léčiv se zaměřují na zlepšení efektivity a bezpečnosti léčivých přípravků. 
Současné metody udržení terapeutických hladin léčiv v krevním řečišti jsou omezeny na opa­
kované podávání léků ústy nebo parenterální cestou. Toto může být nejen nepohodlné, ale také 
zvyšuje riziko neúmyslných nebo úmyslných predávkovaní. Například opioidní analgetika jsou 
často podávána po dobu několika týdnů nebo déle pro léčbu pacientů s vážnými bolestmi, 
například po operaci nebo související s rakovinou. [29] Časté podávání těchto léků však může 
vést k riziku predávkovaní, zneužívání nebo závislosti, což může významně omezit jejich tera­
peutickou účinnost. Proto je důležité vyvinout systémy pro dodávání léčiv, které po jednorázo­
vém podání mohou léky uvolňovat kontrolovaným a udržitelným způsobem, aby bylo dosaženo 
bezpečného dodání a udržení terapeuticky vhodných hladin léčiv na dlouhou dobu. [30] 

Polymerové mikro/nanočásticové nebo mikro/nanovláknové scaffoldy byly intenzivně zkou­
mány jako nosiče pro doručování terapeutických látek. Tyto scaffoldy mohou léčiva doručovat 
na specifická předem určená místa, přičemž se vyhýbají systémové distribuci svého nákladu. 
To činí ryto systémy velmi efektivními a umožňuje použití nižších dávek léčiv, což vede 
k menšímu množství nežádoucích účinků.[31, 32] Existují různé možnosti přípravy nanovláken 
pro cílenou dopravu léčiv, z nichž ty hlavní jsou popsány v následující kapitole. 
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Obrázek 1.3: Proces uvolnění inkorpované látky a metody její funkcionalizace dle způsobu 
přípravy (A) povrchovou modifikací, (B) zvlákňovaním ze směsi, (C) koaxiálním zvlákňova­

ním (D) a emulzním zvlákňovaním; převzato a upraveno podle [35] 

1.6 Různé typy systémů cílené dopravy léčiv 

Povrchová modifikace: Povrchová modifikace elektricky zvlákněných mikro/nanovláken 
umožňuje chemickou a fyzikální úpravu jejich povrchů s různými bioaktivními molekulami, 
jako jsou protinádorové léčiva, růstové faktory, nukleové kyseliny a sacharidy. Tato metoda 
umožňuje připevnit tyto molekuly na povrch vláken, čímž se zabrání jejich nekontrolovanému 
rozptylu v hmotné fázi polymerových vláken a zároveň se vyhnout náročným podmínkám elek­
trického zvlákňovaní, který může některé citlivé bioaktivních látky vhodné pro začleňování 
jako jsou proteiny a nukleové kyseliny poškodit. [33, 34] 

Elektrické zvlákňovaní ze směsi (Blending electrospinning): Tato technika zahr­
nuje začlenění léčiv nebo molekul přímo do polymerového roztoku rozpuštěním před elektric­
kým zvlákňovaním. Účinnost zapouzdření léčiv, distribuce léčiv uvnitř mikro/nanovláken a ki-
netika uvolňování léčiv j sou ovlivněny interakcí mezi polymerem a léčivem a fyzikálně-che-
mickými vlastnostmi polymeru. Tato metoda může být problematická, pokud má léčivo slabou 
rozpustnost, což může vést k neuniformní distribuci léčiv v polymerovém roztoku a migraci 
léčiva k povrchu vlákna, což může vést k nežádoucímu počátečnímu prudkému uvolnění léčiva. 
[35] Proto je při výběru elektrického zvlákňovaní ze směsi zásadní zvážit interakce mezi poly­
merem a léčivem, aby se zajistila efektivní a kontrolovaná distribuce a uvolňování léčiva.[36] 

Koaxiální elektrické zvlákňovaní: U koaxiálního elektrické zvlákňovaní je biomolekula 
umístěna ve vnitřní části (jádře) a polymerový roztok ve vnější části (plášti) trysky roztoku. 
Polymerový plášť chrání jádro biomolekuly před vnějšími vlivy, čímž zachovává bioaktivitu 
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začleněných biomolekul.[37] Tato technika může být použita pro navázání různých typů far-
maceutik, včetně antibiotik nebo antioxidantních léčiv a je schopna prodloužit dobu uvolňování 
léčiv díky tvorbě vláken se strukturou j ádro-plášť. Struktura j ádro-plášť prodlužuje cestu difúze 
léčiva modulací tloušťky a složení pláště, čímž umožňuje kontrolovanější uvolňování lé­
čiva. [38] 

Elektrické zvlákňovaní z emulze: Emulzní elektrické zvlákňovaní vytváří kapky slo­
žené z molekul léčiv, které jsou dispergovány v polymerovém roztoku před elektrospinnin-
gem.[39] Tato metoda vytváří strukturu j ádro-plášť, kde se makromolekuly shlukují ve vodní 
fázi tvořící jádro a polymery tvoří plášť. Tento způsob uvolňování léčiva může trvat až 60 dní, 
protože vnější vrstva pláště působí jako bariéra pro difúzi zapouzdřeného léčiva.[40] Emulzní 
elektrické zvlákňovaní navíc nevyžaduje společné rozpouštědlo pro léčivo a polymer, což 
umožňuje snadný proces elektrospinningu roztoku obsahujícího terapeutické látky a polymeru 
s velmi odlišnými hydrofilními-hydrofobními vlastnostmi bez významného kontaktu léčiva 
s organickým rozpouštědlem. [41] 

Inkorporace pomocí nano/mikro částic: Tato technika zahrnuje začlenění nano nebo 
mikro nosičů léčiv, jako jsou nanočástice, nanotrubice, micely, mikrosféry a liposomy do elek­
tricky zvlákněných vláken, elektricky zvlákněná polymerová mikro/nanovlákna hybridizovaná 
s nanočásticemi byla vyvinuta pro zlepšení účinnosti léčiva, způsobu uvolňování a jeho stabi­
lity. Modifikace nanočástic s multifunkčními Ugandy umožňuje nejen aktivní rozpoznávání 
cílů, ale také zvyšuje terapeutickou účinnost a snižuje vedlejší účinky.[36] Nanočástice mohou 
být integrovány do mikro/nanovláken buď shromážděním na jejich povrchu nebo uvnitř mi-
kro/nanovláken, protože mohou udržet stabilitu léčiva v organických rozpouštědlech, kterým 
jsou vystaveny během výrobního procesu. Tato metoda poskytuje dvojité bariéry pro léčivo, 
zvyšuje stabilitu a prodlužuje dobu uvolňování léčiva z nosných struktur. [42, 43] 

Vícetryskové elektrické zvlákňovaní (multi-jet electrospinning): Tato metoda 
zahrnuje začlenění biologicky aktivních látek do roztoku polymeru před samotným elektrický 
zvlákněním. Vícetryskové elektrické zvlákňovaní je variací standardního elektrického zvlákňo­
vaní, který používá několik tryskových hlavic pro výrobu vláken.[44] Tento přístup umožňuje 
výrobu složitějších struktur vláken a umožňuj e efektivnější a uniformnej ší náklad léčiv a j iných 
biologicky aktivních látek do nanovláken. V porovnání s jednotryskovým elektrickým zvlákňo­
vaním, vícetryskové elektrické zvlákňovaní může zlepšit produktivitu a uniformitu výsledných 
vláken, což je zásadní pro aplikace v oblasti tkáňového inženýrství a systémů pro dodávání 
léčiv. [45, 46] 

Tento přístup je obzvláště užitečný v situacích, kde je potřeba začlenit více typů léčiv 
nebo biologicky aktivních látek do jediného vlákenného systému. Přesná kontrola nad složením 
a architekturou vláken získaná pomocí více tryskového elektrického zvlákňovaní umožňuje 
vědcům vytvářet sofistikovanější a funkčnější nanovlákenné struktury pro cílené uvolňování 
léčiv a zvýšení jejich terapeutické účinnosti. Tato technologie je proto klíčová pro vývoj po­
kročilých léčivých nosičů, které mohou lépe cílit a léčit konkrétní zdravotní stavy. [47] 
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1.7 Polymery používané v tkáňovém inženýrství 

Přírodní polymery 
Přírodní polymery jsou klíčové materiály pro tkáňové inženýrství díky své biokompatibilitě, 
biodegradabilitě a schopnosti napodobovat přirozené buněčné prostředí. Zdroje přírodních po­
lymerů zahrnují jak rostlinný a živočišný původ, tak mikroorganismy, a nabízí jedinečnou kom­
binaci mechanických a biologických vlastností důležitých pro podporu buněčného růstu, adheze 
a diferenciace. Kolagen a gelatin získávané z živočišných tkání slouží jako podklad pro inže­
nýrství kostních, chrupavčitých a jiných tkání. Polysacharidy, jako je chitosan a alginát, před­
stavují další skupinu s potenciálem pro různé aplikace v tkáňovém inženýrství, od nosičů léčiv 
po scaffoldy pro regeneraci tkání. Tyto materiály j sou ceněny pro svou funkčnost v rámci re­
generativní medicíny a nabízí nové možnosti pro vývoj pokročilých léčebných metod. [48] 
Polymery, jako jsou kolagen, chitosan a alginát, nabízejí v tkáňovém inženýrství výhody, 
jako je vysoká biokompatibilita a bioaktivita, což podporuje proliferaci a diferenciaci buněk. 
Tyto materiály také mají často schopnost podporovat regeneraci tkání a integraci s hostitel­
skými tkáněmi díky své podobnosti s přirozenými extracelulárními matrix. Navíc jsou biode-
gradabilní, což znamená, že se mohou rozložit na netoxické produkty, které j sou snadno odstra­
nitelné z těla, což minimalizuje potřebu chirurgického odstranění implantátu. Na druhou stranu, 
některé přírodní polymery mohou mít omezenou mechanickou pevnost a mohou být náchylné 
k rychlé degradaci, což může být nevhodné pro některé aplikace. Také existuje riziko imuno-
genní reakce nebo přenosu patogenů, zejména pokud materiál pochází z biologických zdrojů. 
Tyto nevýhody vyžadují důkladné zpracování a čištění materiálů, aby byly bezpečné pro kli­
nické použití.[49] 

Tabulka 1.1: Seznam důležitých polymerů vyskytujících se v přírodě 

Polymer Charakteristika 
Kolagen Kolagen je klíčovým biopolymerem, tvořícím 30% hmotnosti obrat­

lovců aje hlavní složkou pojivových tkání jako jsou kosti, šlachy, kůže 
a nervy. Jeho hydrogely mohou podporovat regeneraci nervů, zlepšují 
periferní nervovou regeneraci a jsou schopné obnovit nervové spojení. 
Rybí kolagen, alternativa k hovězímu kolagenu, vyniká výbornou bio-
kompatibilitou a nízkou antigenicitou, činící ho ideálním pro aplikace 
na tvrdé i měkké tkáně. Hlavní nevýhody kolagenu pro inženýrství 
tkání zahrnují neuniformní porozitu a slabé mechanické vlastnosti.[50, 
51] 

Zelatina Zelatina, denaturovaný protein získaný hydrolýzou kolagenu, má řadu 
výhod včetně nízkých nákladů, snadné dostupnosti, dobré biodegrada-
bility a biokompatibility. Je méně antigenická než kolagen a díky mo­
difikované chemické struktuře zlepšuje biologické vlastnosti implan­
tátů. Při elektrospinningu s dalšími polymery poskytuje optimální bio­
logické, mechanické a kinetické vlastnosti, což z ní činí důležitou 
složku funkčních scaffoldů. Nanostruktury želatiny se využívají 
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pro regeneraci nervové tkáně díky zvýšené biokompatibilitě. Mezi 
hlavní nevýhody patří slabá mechanická pevnost, termální stabilita a 
rychlejší degradace. [52, 53] 

Elastin Elastin je zásadní pro tkáňové inženýrství díky svým jedinečným vlast­
nostem, jako je dlouhodobá stabilita, pružnost, schopnost samoorgani-
zace a biologická aktivita. Jeho přítomnost je klíčová v orgánech vy­
žadujících elasticitu, j ako j sou elastické vazy, krevní cévy, kůže 
a plíce. Vkládání elastinu do biomateriálů je zásadní pro regeneraci 
měkkých tkání. Materiály na bázi elastinu, jako jsou elastinové poly-
peptidy (ELP), zvyšují stabilitu a biokompatibilitu polymerních struk­
tur a jsou využívány v systémech pro doručování léčiv s cílem cílit na 
mozek. Hlavní nevýhodou elastinu pro aplikace v tkáňovém inženýr­
ství je obtížnost jeho čištění a slabé mechanické vlastnosti s nedosta­
tečnou migrací a přilnavostí k buňkám. [51] 

Kyselina hyaluron-
ová 

Hyaluronová kyselina (HA) se vyznačuje vynikajícími vlastnostmi 
jako biodegradabilitou, biokompatibilitou a schopností formovat hyd-
rogel, což j i činí vhodnou pro tkáňové inženýrství. Díky své vysoké 
hydrofilnosti může vytvářet gelové struktury ve vodných roztocích, 
což přispívá k jejímu významu v regeneraci tkání a hojení ran. H A se 
však potýká s některými omezeními, jako j sou slabé mechanické vlast­
nosti a rychlá degradace in vivo, což lze překonat chemickou úpravou 
zlepšující její mechanické a biologické vlastnosti.[52, 53] 

Chitosan Chitosan j e cenný přírodní polymer s mnoha výhodami pro aplikace 
v tkáňovém inženýrství, včetně schopnosti tvořit gely, vysoké biode-
gradability, biokompatibility a nekancerogenity. Jeho antifungální, an-
tibakteriální a protinádorové vlastnosti ho činí atraktivním materiálem 
pro vytváření membrán, gelů, hub, scaffoldů a perel. Chitosan podpo­
ruje přilnavost buněk, přežití, interakci a růst neuritů, což je zásadní 
pro úspěch v tkáňovém inženýrství. Nicméně, chitosan má také nevý­
hody, jako je jeho tuhost a křehkost, což vede k nízké mechanické pev­
nosti. [51] 

Keratin Keratin, extracelulární matrix protein, je vysoce hodnocen pro použití 
v medicínských aplikacích díky své strukturální funkci a pevnosti 
v tělesných tkáních. Je vynikajícím zdrojem pro výrobu stavebních 
prvků inženýrských tkáňových scaffoldů. Keratin má výhodu chemic­
kých vlastností stimulujících buněčnou přilnavost, což je nezbytné 
pro správnou tvorbu tkáně. Buňky přilnavé k tomuto biomateriálů ne­
jen sekretují specifické enzymy, které degradují kolagen bez tvorby 
cytotoxických degradační ch produktů, ale jsou také hlavními synte-
tizéry nového kolagenu, který je vkládán do extracelulárního prostoru, 
což dává scaffoldům keratinu ideální vlastnosti schopné těsně sledovat 
proces remodelace kostí.[50, 51] 

Alginát Alginát, získaný z hnědých mořských řas, je oceňován v tkáňovém in­
ženýrství pro svou biokompatibilitu, nízkou toxicitu a dobré gelovací 
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vlastnosti, což ho činí významným materiálem pro regeneraci tkání, 
jako jsou krevní cévy, chrupavka či kosti. Vyznačuje se však určitými 
nevýhodami, jako je slabá mechanická pevnost a rychlá degradace, 
což může limitovat jeho použití. [50, 51] 

Syntetické polymery 
Syntetické polymery mají výborné zpracovatelské charakteristiky z hlediska molekulární hmot­
nosti, degradace a mechanických vlastností s výhodou možnosti přizpůsobení pro specifické 
aplikace. Hydrolyticky degradabilní polymery jsou obvykle vybírány jako implantáty díky mi­
nimálním rozdílům mezi jednotlivými místy a pacienty. Příklady nejčastěji používaných synte­
tických polymerů v tkáňovém inženýrství zahrnují polyglykolovou kyselinu (PGA), polylakti-
dovou kyselinu (PLA), poly(laktid-co-glykolid) (PLGA), poly(DL-laktidovou kyselinu) 
(PDLLA), polyethylenglykol (PEG) a polycaprolakton (PCL). Tyto polymery nejsou toxické 
a jsou široce využívány pro výrobu scaffoldů s konkrétní velikostí pórů, větší porozitou 
a odpovídajícím poměrem povrchu k objemu, což umožňuje difúzi živin nebo léků. [52] 

Degradabilní polymery 
Biodegradabilní polymery začaly být ve zdravotnictví široce používány od poloviny 20. století, 
nejprve jako resorbovatelné stehy. Od té doby byly potenciální aplikace těchto polymerů rychle 
rozšířeny. Po zlepšení vlastností polymerů na bázi kyseliny mléčné se tyto polymery začaly 
používat nejen z vědeckého hlediska, ale i v kostní chirurgii. Bohužel po implantaci těchto 
polymerů byly pozorovány různé reakce cizího tělesa, od přítomnosti bílých krvinek až po ste­
rilní sinusy s resorpcí původní tkáně. Toto vedlo k mylné představě, že biodegradabilní poly­
mery vždy způsobují zánět nebo osteolýzu na místě implantace. V současné době máme vý­
znamné znalosti o biokompatibilitě biodegradabilní ch polymerů a jsme schopni ryto polymery 
přizpůsobit konkrétním aplikacím, čímž významně snižujeme výskyt nežádoucích tkáňových 
reakcí. [53] 

Nedegradabilní polymery 
Nedegradabilní polymery nabízejí významný potenciál v oblasti tkáňového inženýrství, 
zejména v aplikacích, kde je požadována dlouhodobá stabilita materiálu a minimální biolo­
gická rozložitelnost. Tyto polymery, jako jsou například polyurethan, polydimethylsiloxan 
(PDMS), polyethylentereftalát (PET), polyethersulfan (PES) a polystyren (PS), jsou vysoce 
ceněny pro jejich vlastnosti včetně mechanické pevnosti, pružnosti a chemické stálosti. 
V oblasti regenerace kůže a hojení ran mohou být tyto polymery modifikovány a kombino­
vány s přírodními polymery nebo bioaktivními molekulami, jako jsou růstové faktory, vita­
míny, antioxidanty, antimikrobiální a protinádorové látky, aby bylo dosaženo cílených terape­
utických efektů. 
Pro aplikace v regeneraci kůže a hojení ran se často používají nejen samotné nedegradabilní 
polymery, ale také jejich kombinace s přírodními polymery, které mohou zlepšit biokompati-
bilitu a podporovat kolonizaci buněk. Například, kombinace polyurethanu s přírodními poly­
mery může vytvářet nanovlákenné sítě, které nejenže slouží jako nosiče pro kožní buňky, 
ale také mohou zabránit pronikání mikrobů do ran a udržovat vhodnou vlhkost v poškozené 
kůži. [54] 

26 



Makromolekuly, které byly připraveny synteticky, mezi něž patří P V A a P E G nebo které se 
nacházejí v přírodě, jako například želatina nebo kyselina hyaluronová, se nejčastěji používají 
jako hydrogely, jež jsou nej vhodnější pro syntézu nanovlákenných materiálů. Jelikož jsou tyto 
hydrogely rozpustné ve vodě, je možné z nich syntetizovat nanovlákna z vodných roztoků ná­
ležitých polymerů. Tento způsob je velmi prospěšný pro funkcionalizaci nanovlákenných ma­
teriálů biologicky aktivními látkami, jež by nemusely být aktivní v nevodných prostředích. Bo­
hužel uvolňování těchto materiálů ve vodném prostředí urychluje rozpouštění inkorporovaných 
látek. Proto se tyto materiály obvykle podrobují procesům stabilizace (viz kapitola 1.8), jejichž 
cílem je snížit uvolňování polymeru nebo alespoň zpomalení uvolňování biologicky aktivní 
látky. [55] 

Význam polyvinylalkoholu (PVA) v nanovlákenných materiálech 
Polymer P V A je důležitá makromolekulami látka používaná v tkáňovém inženýrství, zejména 
pro své unikátní vlastnosti, jako jsou biokompatibilita, není toxický a hydrofilní charakter. 
P V A , poprvé připravený hydrolýzou polyvinylacetátu v roce 1924, se stalo komerčně vyrábě­
ným materiálem, jehož fyzikální charakteristiky a specifické funkční využití závisí na stupni 
polymerizace a stupni hydrolýze.[56] Díky své rozpustnosti ve vodě a mírné rozpustnosti 
v ethanolu, avšak nerozpustnosti v jiných organických rozpouštědlech, nabízí P V A širokou 
škálu možností využití, z nichž mnohé jsou přínosné v biomedicíně a farmacii. [57] 

O H C L ^ - O H 
(A) [ f (B) 

O 
Obrázek 1.4: Vzorec struktury P V A z části hydrolyzovaného (A) a úplně (B) převzato z [72] 

Vlastnosti P V A , jako jsou schopnost síťování a hydrofilita, umožňují jeho použití v nanovlák-
nech, což je zkoumáno pro různé biomedičínské aplikace. P V A je široce uznáván pro svou 
schopnost vytvářet hydrogely, které lze použít v různých medicínských aplikacích, včetně ob­
vazů na rány a kontaktních čoček, díky své schopnosti napodobit přirozené tkáně a být snadno 
přijímán lidským tělem.[56, 57] Jeho vlastnosti z něj činí ideálního kandidáta pro vývoj bio-
kompatibilních materiálů, které mají klíčový význam pro pokročilé lékařské oblasti, jako je 
hemodialýza, systémy pro podávání léčiv a implantovatelná lékařská zařízení. 

Krystalinita polyvinylalkoholu (PVA) je klíčovým aspektem jeho použití v tkáňovém inženýr­
ství. P V A je syntetický polymer s hydrofilními skupinami (-OH), určitou úrovní biodegradabi-
lity a vynikající biokompatibilitou. Jeho výroba se skládá ze dvou kroků: prvním je radikálová 
polymerizace vinylacetátu v alkoholovém roztoku, a druhým je částečná hydrolýza polyviny­
lacetátu (PVAc).[58] Kontrolou stupně hydrolýzy lze připravit různé stupně P V A polymerů, 
což ovlivňuj e jeho rozpustnost, krystalinitu a chemické vlastnosti. P V A s nízkým stupněm hyd­
rolýzy (degree of hydrolysis DH) má vyšší rozpustnost ve vodě při nízkých teplotách ve srov­
nání s P V A s vysokým DH. Přítomnost rezi duálních acetátových skupin, které jsou hydrofobní 
povahy, oslabuje vnitřní a mezimolekulární vodíkové vazby sousedících - OH skupin. U P V A 
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s vysokým D H je nutné zvýšit teplotu nad 70 °C, aby se P V A rozpustil ve vodě. Přítomnost 
reziduálni ch acetátových skupin také pomáhá krystalizovat P V A řetězce během tepelného zpra­
cování, což ztěžuje krystalizaci P V A s vysokým DH. [59] 

Polyvinylalkohol (PVA) je znám pro své nekarcinogenní a netoxické vlastnosti, což jej činí 
ideálním pro široké využití ve farmaceutickém a potravinářském sektoru jakožto obalový ma­
teriál nebo pojivo. Je schopný efektivně chránit produkty před vlhkostí a zároveň pohlcovat 
pach. Biomedičínské využití, mezi něž patří i výroba scaffoldů pro tkáňové inženýrství, využívá 
biokompatability P V A , která se uplatňuje i ve spojení s nosiči léčiv v systémech cílené dopravy 
léčiv.[56] P V A v podobě hydrogelů se často využívá v tkáňovém inženýrství, proto je potřeba 
P V A zesíťovat pomocí fyzikálních nebo chemických metod.[62] Nanovlákenné P V A struktury, 
které se zvlákňují za pomoci elektrospinningu, se rovněž aplikují v tkáňovém inženýrství. Jed­
nou z hlavních předností P V A je možnost tvorby nanovláken přímo z vodných roztoků. Nano­
vlákenné struktury z P V A vykazují významný potenciál pro různorodé aplikace v tkáňovém 
inženýrství, včetně regenerace kostí, kůže, chrupavek a dalších tkání.[60] 

1.8 Stabilizace PVA 

V tkáňovém inženýrství j e stabilizace scaffoldů, zejména těch vyrobených z polymerů jako je 
polyvinylalkohol (PVA), klíčová pro udržení jejich strukturální integrity a funkčnosti po im-
plantaci. Stabilizace lze dosáhnout fyzikálními nebo chemickými metodami, z nichž každá na­
bízí různé výsledky a strategie, které se upravují dle požadavků pro aplikace, mezi něž patří 
např. pevnost a rychlost degradace, mechanická pevnost, biokompatibilita. 

Chemické metody stabilizace: Chemické metody zahrnují přidání síťovacích činidel, 
které reagují s funkčními skupinami polymeru, čímž dochází ke kovalentnímu propojení ře­
tězců. Další metodou je modifikace postranních funkčních skupin polymeru, které jsou reak­
tivní a dochází tak vytvoření kovalentní sítě. Mezi běžné chemické stabilizační techniky patří: 

• Síťovací činidla: Chemikálie jako genipin nebo epoxidové sloučeniny se používají ke 
síťování polymerů. Reagují s funkčními skupinami na polymerových řetězcích, čímž 
vytvářejí stabilní koval entní vazby, které zlepšují mechanické vlastnosti a odolnost 
vůči degradaci. 

• Enzymatické síťování: Vznik kovalentní vazby mezi specifickými funkčními skupi­
nami polymerních řetězců je katalyzován enzymem. Tato metoda nabízí výhodu vy­
soce specifického a často mírnějšího procesu ve srovnání s ostatními chemickými me­
todami. 

Fyzikální metody stabilizace: Fyzikální metody stabilizace scaffoldů zahrnují primárně 
aplikaci vnějších fyzikálních sil nebo podmínek pro indukci změn v polymerové struktuře bez 
změny její chemické kompozice. Patří sem: 

• Tepelná stabilizace: Zvyšuje mechanickou pevnost a snižuje rozpustnost v biologic­
kých fluidech díky tepelně indukovanému vytváření křížových vazeb mezi polymero­
vými řetězci. 
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• Dehydratační techniky: Odstraňování vody ze struktury scaffoldu, jako je lyofili-
zace, což vede k větší porozitě a mechanické stabilitě díky formování tužší polyme­
rové sítě. 

• UV záření: Expozice ultrafialovému světlu může vést k tvorbě křížových vazeb mezi 
polymerovými řetězci, čímž se zvyšuje strukturální stabilita. 

Výběr metody závisí na požadovaných vlastnostech konečného scaffoldu, včetně jeho mecha­
nické síly, biodegradability a schopnosti podporovat přilnutí a růst buněk. Pochopení interakcí 
mezi scaffoldovým materiálem a biologickým prostředím je klíčové pro výběr optimální sta­
bilizační metody.[61, 62] 

Tepelná stabilizace polyvinylalkoholových (PVA) nanovlákenných materiálů je zásadní pro 
zachování jejich strukturální integrity a zvyšuje jejich mechanické vlastnosti a snižuje roz­
pustnost, což je klíčové pro aplikace v tkáňovém inženýrství. Tato metoda indukuje změny 
v polymeru P V A bez nutnosti použití chemických činidel, což udržuje biologickou aktivitu 
vkládaných látek. Vysoké teploty při tepelné stabilizaci vedou ke zvýšení krystalinity a k for­
mování pevnější a stabilnější struktury díky mezi řetězcovému propojení, což přispívá k pro­
dloužení doby uvolňování bioaktivních látek a zlepšení biomechanické stability. Tento proces 
zároveň udržuje poréznost a biokompatibilitu materiálu, což je zásadní pro úspěšnou integraci 
scaffoldu s hostitelskými tkáněmi a podporuje růst a regeneraci tkání. Změny ve struktuře 
P V A , jako je zvýšení krystalinity, mají významný dopad na biologickou funkčnost a trvanli­
vost materiálů, což umožňuje jejich širší použití v regenerativní medicíně a tkáňovém inže­
nýrství, zvyšuje odolnost materiálu vůči rozkladu a přispívá k lepší mechanické odolnosti 
a odolnosti proti biodegradaci.[63, 64] 

Fyzikální síťování zapříčiňuje vyšší stabilitu polyvinylalkoholových nanovláken ve vodném 
prostředí, jako jest vyšší poměr krystalické fáze, což vede k jejich nižší rozpustnosti. Vrchol 
v této oblasti může náležet i C - O - C "stretching" vibracím. [76, 77] Vznik takové vazby 
ve struktuře polyvinylalkoholu za působení vysokých teplot může probíhat dvěma způsoby. 
Na obrázku 1.5 je vidět, že za přítomnosti kyselé katalýzy může působení vysokých teplot vést 
k zániku hydroxylových skupin, ale také ke vzniku etherových můstků mezi řetězci. [65, 66] 

Obrázek 1.5: Účinek tepelné stabilizace na P V A - tvorba etherových můstků převzato z [72] 

Při HT je upřednostňován zánik hydroxylových skupit oproti vzniku etherových můstku za po­
moci nukleofilní substituce. Studie [67] naznačuje, že když se karbonylové skupiny nacházejí 
v polyvinylalkoholu, mohou vzniknout acetalové a ketalové cyklické struktury, jež je zobra­
zeno na obrázku 1.6. Cyklické struktury by mohly vznikat za podmínky, že tepelná stabilizace 
vedla k tvorbě karbonylových skupin. Kovalentní síťování polymeru mohlo být vyvoláno 
oběma zmíněnými mechanismy vzniku vazeb C-O-C. 
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Obrázek 1.6: Účinek tepelné stabilizace na P V A - tvorba cyklických acetalových a ketalo-
vých strukur mezi P V A a okysličování oxidace hydroxylových skupin převzato z [72] 

1.9 Biologicky aktivní látky v tkáňovém inženýrství 

Biologicky aktivní látky, včetně antimikrobiálních činidel, mají klíčovou roli v tkáňovém inže­
nýrství, zejména v kontextu vývoje pokročilých obvazů pro hojení ran. Moderní obvazové ma­
teriály, vyrobené pomocí technologie elektrostatického zvlákňovaní z polymerů, mohou obsa­
hovat různé aktivní složky, které podporují hojení ran. Tyto zvlákněné materiály mají různou 
velikost vláken od desítek nanometrů po mikrometry. Správný výběr biopolymerů pro tyto vlá-
kenné materiály může výrazně zlepšit hojení ran ve srovnání s tradičními vlákennými obvazo­
vými materiály, jako je gáza. Tyto obvazy mohou být speciálně upraveny tak, aby obsahovaly 
bioaktivní složky, jako jsou antimikrobiální, antibakteriální a protizánětlivé látky, které mohou 
být uvolňovány do ran a podporovat jejich hojení. Hlavním účelem aktivního obvazu (active 
wound dressing, A WD) je kontrola biochemických stavů rány za účelem podpory jejího hojí­
cího procesu. [68] 

Antibiotika hrají klíčovou roli v prevenci a léčbě infekcí ran, které mohou komplikovat proces 
hojení. V kontextu tkáňového inženýrství a vývoje obvazů na rány se antibiotika často začleňují 
do nanostrukturovaných materiálů, jako jsou elektrostaticky zvlákňované membrány, k dosa­
žení lokálního uvolňování léčiv a poskytnutí antimikrobiální ochrany rány. Ciprofloxacin, gen-
tamicin, tetracyklín a stříbrný sulfadiazin jsou příklady antibiotik, které byly úspěšně začleněny 
do elektrostaticky zvlákňovaných membrán[47]. Tyto membrány poskytují kontrolované uvol­
ňování antibiotik, čímž vytvářejí aseptické prostředí u místa rány a podporují re-epitelizaci 
a tvorbu nové tkáně. 
Výskyt bakteriální rezistence proti antibiotikům je vážným problémem ve veřejném zdravot­
nictví, který se stává čím dál tím větší hrozbou. Rozšířené používání antibiotik vedlo k vývoji 
mnohočetných rezistentních kmenů bakterií, včetně tzv. super-bakterií, které jsou odolné vůči 
téměř všem dostupným antibiotikům. [69] Proto je potřeba vyvíjet a zkoumat nové typy antibi­
otik, proti kterým ještě bakterie nemají rezistenci jako je například LPPO. 

Lipofosfonoxiny 

Lipofosfonoxiny (LPPO) jsou malé syntetické antibakteriální sloučeniny, které cílí na cyto-
plazmatickou membránu a prokazují signifikantní antibakteriální aktivity proti širokému spek­
tru bakterií, včetně vícečetných rezistentních kmenů, bez vykazování cytotoxicity na lidské 
buňky v baktericidních koncentracích. Existují dvě generace LPPO: první generace (LPPO I) 
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efektivně působí proti Gram-pozitivním bakteriím, zatímco druhá generace (LPPO II) rozšiřuje 
svoji aktivitu i na Gram-negativní bakterie. Oba typy LPPO tvoří oligomerické vodivé póry 
a permeabilizují bakteriální membránu citlivých buněk, přičemž jejich aktivita není ovlivněna 
hodnotou membránového potenciálu cílové membrány, což umožňuje účinnost i proti persiste-
rovým buňkám. [70, 71] 

Neúčinnost LPPO I vůči gram-negativním bakteriím se připisuje bariérové funkci vnější mem­
brány s lipopolysacharidy (LPS), kterou LPPO I není schopné efektivně překonat, a přítomnost 
LPS v liposomech významně snižuje jejich aktivitu. Antimikrobiální účinek LPPO je dále 
ovlivněn fosfolipidovým složením cílové membrány, kde vyšší podíl fosfolipidů s neutrálním 
nábojem, jako je fosfatidylethanolamin nebo fosfatidylcholin, snižuje permeabilizační poten­
ciál LPPO. [70] 

Obrázek 1.7: Dvě generace LPPO (A) první a (B) druhá a vzorce jejich převzato a upraveno 
podle [72] 

Byly syntetizovány a testovány dvě generace LPPO, přičemž další úpravy vedly k druhé gene­
raci s vylepšenou antibakteriální aktivitou jak proti gram-pozitivním, tak gram-negativním bak­
teriím. Vybrané sloučeniny druhé generace LPPO byly úspěšně hodnoceny jako antibakteriální 
přísady do kostního cementu, což ukazuje jejich potenciál v medicínském využití.[71] 
Konvenční obvazové materiály, j ako j sou gáza, polymerní bandáž nebo vata, nemohou zabránit 
vysychání ložiska rány a bakteriální infekci a vyžadují výměnu, což často vede k poškození 
hojícího se tkáně. Proto je vývoj aktivního antibakteriálního a podporujícího opravu/regeneraci 
obvazu (např. prostřednictvím kmenových/progenitorních buněk nebo růstových faktorů), ide­
álně biodegradovatelného, klíčem k další terapii směřující k normálnímu hojení plně kontrolo­
vaným způsobem. [70, 71] 
Mikroorganismy se mohou vyvíjet rezistenci vůči konvenčním antimikrobiálním léčivům. 
Nicméně, na základě struktury a mechanismu účinku odlišného od klinicky používaných anti­
biotik, je méně pravděpodobné, že mikroby vyvinou křížovou rezistenci vůči LPPO. Vzhledem 
k potenciálnímu využití elektrostaticky zvlákňovaných nanovlákenných scaffoldů v medicín­
ských aplikacích, jako je hojení ran a dodávání léčiv, byly obvazové materiály na bázi PCL 
nabitý LPPO otevřeny novým horizontům směrem k novým přístupům kontroly infekce ran. 
Tento nový koncept byl ověřen na modifikovaném modelu myší s narušeným hojením ran způ­
sobeným Staphylococcus aureus a řadou in vitro experimentů provedených na keratinocytech 

O 

(A) LPPO I (B) LPPO II 
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a fibroblastech.[71] Interakce mezi biologickou látkou je však vždy věcí konkrétní dvojice a je 
tak nadále potřeba testovat různé kombinace LPPO a polymerního nanovlákenného scaffoldu. 
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2 Praktická část 
Zadání bakalářské práce bylo fakticky obdobné jako u Bc. Holečka [72], práce ale probíhala 
v jiných podmínkách, které doporučil v závěru své práce Bc. Holeček dále prozkoumat. Práce 
byla náležitě provedena dle zadání. Důsledek bylo použití stejných experimentálních postupů, 
jenž použil Bc. Holeček, což se projevuje v popisné části textů, kde se popisují použité metody. 
Tímto byly získány originální výsledky a následně byly originálně diskutovány. 

2.1 Použité chemikálie a roztoky 

Tabulka 2.1: Seznam použitých chemikálií 

Chemikálie Firma 

Zvlákňovací roztoky PVA 

Mowiol: 125 000 g/mol, stupeň hydrolýzy 98-
98,8 % Merck, Německo 

Lipofosfonoxin DR6180 (LPPO) 
Ustav organické chemie a biochemie A V 

ČR 

Destilovaná voda pro HPLC (dH20) V W R International 

Ethanol 96 % (C2H5OH) Penta, ČR 

Fosfátový pufr (PBS) 

NaCl Analytika Praha, s.r.o., ČR 

K C l Analytika Praha, s.r.o., ČR 

N a 2 H P 0 4 I2H2O Analytika Praha, s.r.o., ČR 

(KH2PO4) Analytika Praha, s.r.o., ČR 

pH standardy 4.01; 7.00; 10.01 Hamilton Bonaduz A G , Švýcarsko 

Barvení pro spektrofotometru 

H3BO3 Merck, Německo 

I2 Lachema, ČR 

KI Lachema, ČR 

Tabulka 2.2: Seznam použitých roztoků 

Roztok Složení 

d H 2 0 900 ml 

Fosfátový pufr PBS (1000 
ml) 

K C l 0,2 g 
Fosfátový pufr PBS (1000 

ml) NaCl 8g 

N a 2 H P 0 4 

I2H2O 3,6 g 
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KH2PO4 0,24 g 

Upravit pH roztoku pomocí HC1 na hodnotu 7,4. Poté doplnit objem vodou do 1000 ml 

Zvlákňovací roztok 10 % 
P V A (400 g) 

P V A 40 g 
Zvlákňovací roztok 10 % 

P V A (400 g) dH 2 0 324 g 
Zvlákňovací roztok 10 % 

P V A (400 g) 
C2H5OH 36 g 

5 % LPPO 
(10 g) 

LPPO 0,5263 g 
5 % LPPO 

(10 g) d H 2 0 8,5263 g 
5 % LPPO 

(10 g) 
C2H5O 0,9473 g 

Zvlákňovací roztok 10 % 
P V A + 

5 % LPPO (100 g) 

P V A 10 g 
Zvlákňovací roztok 10 % 

P V A + 
5 % LPPO (100 g) 

dH 2 0 72 g Zvlákňovací roztok 10 % 
P V A + 

5 % LPPO (100 g) C2H5O 8g 

Zvlákňovací roztok 10 % 
P V A + 

5 % LPPO (100 g) 

5 % LPPO 10 g 

Roztok H3BO3 40 g/l (1000 
ml) 

dH 2 0 1000 ml Roztok H3BO3 40 g/l (1000 
ml) H3BO3 40 g 

Roztok I2 + KI (1000 ml) 

dH 2 0 1000 ml 

Roztok I2 + KI (1000 ml) I2 12,7 g Roztok I2 + KI (1000 ml) 

KI 25 g 

2.2 Použité přístroje a programy 

Tabulka 2.3: Seznam použitých přístrojů a programů 

Přístroje a programy Výrobce 

Nanospider™ NS 1WS500U Elmarco 

Skenovací elektronový mikroskop Vega 3 T E S C A N 

Laboratorní váhy PA224C OHAUS Corporation 

Laboratorní inkubátor Q-cell 140/40 Basic POL-LAB 

pH metr FiveEasy Plus Mettler-Toledo 

Přístroj pro nanášení tenké vrstvy zlata Quorum Q150R S Plus Quorum Technolo­
gies 

Lednice LCv 4010 Liebherr 

Infračervený spektroskop s Fourierovou 
transformací Nicolet iZlO Thermo Fisher 

Scientific 
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Laboratorní sušárna TCF 120 Plus Giorgio Bormac 

Software pro analýzu obrazů ImageJ Fiji Contributors 

Jazykový model pro editaci textů GPT-4 OpenAI 

Software pro tvorbu grafů, tabulek 

Microsoft Office Standart 
2016 

Microsoft Corpora­
tion 

Software pro tvorbu grafů, tabulek 

GraphPad Prism 8.0.1 GraphPad Software 

2.3 Použité metody a postupy 

Příprava roztoků pro zvlákňovaní 

Pro proces zvlákňovaní byly namíchány dva druhy roztoků s polymerem. První byl použit pro 
zvláknění materiálu z čistého polyvinylalkoholu (PVA) a druhý byl vyroben z P V A spolu s pří­
davkem lipofosfonoxinu DR6180 (LPPO). Výběr 10% koncentrace P V A v rozpouštědlové 
směsi voda:ethanol byl inspirován studií [62] avšak s modifikací poměru rozpouštědel na 9:1 
hmotnostní poměr. K výrobě 100 g této směsi bylo k 10 g P V A přidáno 81 g destilované vody 
(což odpovídá 81 ml) a 9 g ethanolu (což odpovídá 11,41 ml). Dokud se úplně polymer neroz­
pustil, byla tato směs zahřívána na 90 °C, a to po dobu čtyř až šesti hodin. Následně byl roztok 
před jeho dalším použitím ponechán při pokojové teplotě. 

K výrobě nanovlákenného materiálu z P V A s 5% příměsí LPPO bylo použito 50 g 10% roztoku 
P V A ve stejné směsi voda:ethanol (9:1). Úvodně bylo 5 g P V A rozpuštěno ve 31,25 g destilo­
vané vody (což odpovídá 31,25 ml) a 4 g ethanolu (což odpovídá 5,07 ml) při 90 °C. Roztok 
byl následně ponechán při pokojové teplotě, než se jeho teplota ustálila a poté do něj bylo vmí­
cháno 5 g 5% roztoku LPPO, který byl připraven rozpuštěním 0,25 g LPPO ve 4,75 g destilo­
vané vody (což odpovídá 4,75 ml). Tento roztok byl následně uchováván při pokojové teplotě 
až do momentu jeho využití pro zvlákňovaní. 

Stejnosměrné elektrické zvlákňovaní 

Proces zvlákňovaní byl proveden Ing. Maximem Lisnenkem z Katedry chemie na Fakultě Pří­
rodovědecké Technické Univerzity v Liberci. Využitím metody stejnosměrného elektrického 
zvlákňovaní na zařízení Nanospider™ byly vyrobeny nanovlákenné struktury. Finální nanovlá-
kenná struktura byla vytvořena dvojím procesem zvlákňovaní na specifickou základní podkla­
dovou textilii. Po dokončení prvního kola zvlákňovaní byla podkladová textilie znovu přeto­
čena na začátek a byl ještě jednou opakován proces zvlákňovaní. V tabulce 2.4 jsou uvedeny 
detailní podmínky a parametry pro proces zvlákňovaní bez přídavku experimentálního antibio­
tika. A v tabulce 2.5 je to samé pro materiál s přídavkem aktivní látky. 

Tabulka 2.4: Nastavení zařízení na výrobu polyvinylalkoholových nanovláken 

Parametr Hodnota 

Elektrické napětí elektrod [kV] Zvlákňovací (struna) 35-40 
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Sběrná (kolektor) -10 

Vzdálenost elektrod [mm] 175-180 

Průvlak [mm] 0,7 

Odtah textilie [mm/min] 7-13 

Odtah struny 30 

Rychlost cartrige (dávkování) [mm/sec] 290-335 

Teplota [°C] 20,8-22 

Vlhkost [%] 20-22,4 

Tabulka 2.5: Nastavení zařízení na výrobu polyvinylalkoholových nanovláken s LPPO 

Parametr Hodnota 

Elektrické napětí elektrod [kV] Zvlákňovací (struna) 48 Elektrické napětí elektrod [kV] 

Sběrná (kolektor) -10 

Vzdálenost elektrod [mm] 161 

Průvlak [mm] 0,7 

Odtah textilie [mm/min] 10 

Odtah struny 14 

Rychlost cartrige (dávkování) [mm/sec] 350 

Teplota [°C] 21 

Vlhkost [%] 22 

2.4 Tepelná stabilizace nanovlákenných materiálů 

Aby bylo možné tepelně stabilizovat materiál pomocí vysoké teploty (HT) musely být nejdříve 
připraveny vzorky, které předtím prošly zvlákňovacím procesem. Od podkladového materiálu 
byla opatrně oddělena nanovlákenná vrstva, ze které byl poté vystřižen vzorek o hmotnosti 10 
± 0,2 mg. Bylo připraveno celkem pět vzorků, což bylo vyžadováno pro každou nastavenou 
teplotní podmínku, aby bylo možné provést několik dalších analýz, pro které byl vždy vyžado­
ván alespoň jeden vzorek. Tyto vzorky obsahovaly jeden společný vzorek pro studium morfo­
logie a pro provedení infračervené spektroskopie s Fourierovou transformací (FTIR), jeden 
vzorek pro diferenciální skenovací kalorimetrii (DSC), a tři vzorky určené k analýze rozpust­
nosti a uvolňování aktivních složek metodou spektrofotometrie. Každý ze vzorků byl umístěn 
do skleněných Petriho misek, následně byly misky vloženy do sušárny nastavené na požadova­
nou teplotu HT (120, 130, 140 a 150 °C). Sušení všech vzorků v sušárně trvalo 1 hodinu. 
Tyto vzorky byly následně uchovávány při pokojové teplotě až do momentu jejich využití k ná­
sledným analýzám. 
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2.5 Analýza morfologie materiálů pomocí elektronové mikro­
skopie 

Skenovací elektronová mikroskopie (SEM) byla využita k pozorování účinku tepelné stabili­
zace na strukturu materiálů. Materiály byly pozorovány při různých úrovních zvětšení (500x, 
lOOOx, 3000x, 5000><X přičemž urychlovací napětí bylo nastaveno na 15 kV. Oboustranná le­
pící páska byla použita pro pečlivé přilepení vzorků na kovové podložky před pozorováním 
struktury za pomoci S E M . Každý materiál byl reprezentován dvěma ústřižky, zastupujícími 
jeho obě strany (rub a líc). Jelikož pro SEM analýzu musí být vzorky vodivé, byly na podložky 
s materiály aplikovány tenké vodivé zlaté vrstvy po dobu 2 minut s využitím zařízení Quorum 
Q150R S Plus. U obou stran vzorků bylo pořízeno při zvětšení 5000x alespoň pět fotografií pro 
každý typ materiálu. 

Pro měření průměru vláken bylo využito Softwaru Image J, kdy u každého stabilizovaného i 
nestabilizovaného materiálu bylo změřeno alespoň 50 průměrů vláken. Měření bylo prováděno 
tak, že se na každé fotografii při zvětšení 5000 x změřil průměr vláken podél vybrané diagonály. 
Program GraphPad Prism verze 8.0.1 byl využit k analýze a následné vizualizaci průměrů vlá­
ken ve formě histogramů. Směrodatná odchylka (SD) byla prezentována u každého středního 
průměru vláken pozorovaných materiálů. 

2.6 Analýza rozpustnosti PVA a uvolňování aktivní látky po­
mocí spektrofotometrie 

Spetrofotometrie jako metoda analýzy byla využita na zkoumání účinku HT na uvolňování 
P V A nanovláken v roztoku PBS i na zkoumání rychlosti uvolňování LPPO z materiálu. 

Příprava vzorků 

Tři vzorky každého ze stabilizovaných materiálů s hmotností 10 ± 0,2 mg (váha určena před 
procesem tepelné stabilizace) byly vzaty pro každou zkoumanou teplotu stabilizace. Stejným 
postupem probíhal tento proces i pro nestabilizovaný materiál a jeho vzorky byly použity jako 
odpovídající negativní kontroly. Do každé 2ml mikrocentrifugační zkumavky byl umístěn je­
den vzorek, ke kterému bylo přidáno 1 ml fosfátového pufru (PBS) s koncentrací 0,02 % azidu 
sodného. Tyto vzorky byly následně inkubovány při teplotě 37 °C. Vzorky byly pravidelně 
odebírány pro stanovení koncentrace rozpuštěného P V A v časech 1, 2, 4, 6, 8, 24, 72 a 168 
hodin po zahájení inkubace. Odběr vzorků spočíval ve vyjmutí 200 ul z roztoku každé zku­
mavky v předem stanovených časových intervalech, přičemž tento objem byl umístěn do nové 
0,5 ml mikrozkumavky. Objem odebraného roztoku ve zkumavce byl doplněn 200 ul PBS s 
0,02 % azidem sodného. Ihned po odběru byly vzorky odebraného roztoku zmrazený a ucho­
vávány při teplotě -20 °C a čekaly zde až do další části experimentu. 

Analýza rozpustnosti PVA 

Postup spektrofotometrie, který je popsán [73] a navazuje na předešlé studie Pritcharda a Ak i -
ntoly [67] byl využit pro změření koncentrace P V A ve vzorcích. Základem této metody je 
tvorba barevného komplexu mezi P V A a jodem v kyselém prostředí borité kyseliny. Dle Prit­
charda a Akintoly [73] boritá kyselina reaguje s hydroxylovými skupinami v P V A , čímž 
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dochází k formování cyklických esterů, které omezují flexibilitu polymerového řetězce a umož­
ňují formování barevných komplexů podobných těm, které vznikají mezi amylózou a jodem. 
Absorbance, která náleží vlnové délce viditelného světla 630 nm byla měřena po vytvoření 
modrozeleného komplexu. 

Základy práce Ing. Maxima Lisenka poskytly postup k desetinásobnému ředění vzorků, které 
bylo nutné z důvodu vysoké koncentrace P V A ve zkoumaných vzorcích. Pro další výpočet 
uvolňování bylo potřeba vytvořit kalibrační křivku pro desetinásobné ředění ze závislosti ab­
sorbance viditelného světla o vlnové délce 630 nm na koncentraci P V A (viz obrázek 2.1). Za 
tímto účelem byla připravena série kalibračních roztoků P V A s koncentracemi 0; 0,05; 0,1; 
0,25; 0,5; 1; 2; 3; 4 a 5 mg/ml, přičemž roztok s 0 mg/ml, označovaný jako slepý vzorek, obsa­
hoval pouze destilovanou vodu. Měření každého kalibračního roztoku bylo provedeno třikrát. 
Pro indukci barevné reakce bylo do každé jamky mikrotitrační desky (96 jamek) pipetováno 
37,5 ul roztoku h + K I a 187,5 ul borité kyseliny (40 g/l), následováno přidáním 45 ul destilo­
vané vody a 5 ul testovaného vzorku, čímž bylo dosaženo desetinásobného ředění. Měření ab­
sorbance ze spektra viditelného světla při 630 nm následovalo po důkladném promíchání 
vzorků. 

Kalibrační křivka PVA (lOx ředění) 

y = 0 ,5185x-0,0079 
R2 = 0,9896. 

3 4 5 6 

K o n c e n t r a c e PVA [ m g / m l ] 

Obrázek 2.1: Kalibrační křivka P V A pro 10-ti násobné ředění (absorbance světla při 630 nm 
závislá na koncentraci poly viny lalkoholu v mg/ml) 

Pouze desetinásobné ředění u některých vzorků nestačilo, jelikož jejich koncentrace byla příliš 
vysoká a komplex byl stále příliš zbarvený. To zapříčinilo vysoké hodnoty absorbance, jež se 
tak nacházely nad horní hranicí měřitelného rozsahu spektrofotometru. Tyto vzorky bylo po­
třeba ještě jednou zředit, a to na dvacetinásobné zředění. K měření s tímto stupněm ředění byla 
vytvořena nová kalibrační křivka pro koncentrace 0; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5 a 10 mg/ml 
(viz obrázek 2.2). Každý kalibrační roztok byl znovu třikrát testován. K obdržení barevného 
komplexu bylo napipetováno do jamek mikrotitrační destičky 37,5 ul roztoku h + KI a 187,5 
ul roztoku H3BO3 (40 g/l), k nimž bylo připipetováno 47,5 ul destilované vody a 2,5 ul testo­
vaného vzorku, což zajistilo dvacetinásobné ředění. A poté byla stanovena absorbance viditelné 
složky elektromagnetického spektra při vlnové délce 630 nm. 
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U každé hodnoty z kalibrační řady byly naměřeny tři hodnoty absorbance, z nichž byl vypočítán 
průměr. Od tohoto průměru byla odečtena průměrná hodnota absorbance slepého vzorku. Vy­
počítané hodnoty absorbance byly použity pro sestavení kalibrační křivky. Při hodnocení sa­
motných vzorků byla od naměřené absorbance každého vzorku odečtena průměrná hodnota 
absorbance slepého vzorku a pomocí regresní rovnice z kalibrační křivky byla určena koncen­
trace P V A v testovaném vzorku. Z níž byl umožněn výpočet celkové hmotnosti rozpouštěného 
P V A v objemu 1 ml použitého roztoku. Průměrná hmotnost uvolněného P V A a stanovení její 
směrodatné odchylky byla spočítána u třech vzorků z každého testovaného materiálu. 

Kalibrační křivka PVA (20x ředění) 
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Obrázek 2.2: Kalibrační křivka P V A pro 20-ti násobné ředění (absorbance světla pri 630 nm 
závislá na koncentraci poly viny lalkoholu v mg/ml) 

Analýza uvolňování LPPO 

Pro experiment bylo vybráno experimentální antibiotikum Lipophosphonoxin DR6180, které 
pohlcuje ultrafialové záření s vlnovou délkou 260 nm, a tím je možné pomoci spektrofotome-
trické analýzy spočítat hmotnost uvolněného LPPO. Na obrázku 2.3. lze vidět kalibrační křivku, 
která byla vytvořená za pomoci kalibračních roztoků o koncentracích od 0 do 1000 ug/ml. Čistá 
destilovaná voda byla zvolena pro roztok o koncentraci 0 ug/ml. 
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Kalibrační křivka LPPO 
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Obrázek 2.3: Krivka kalibrace lipophosphonoxinu (absorbance světla při 260 nm závislá na 
koncentraci lipophosphonoxinu v ug/ml) 

Měření každého kalibračního roztoku bylo provedeno třikrát. Aby bylo možné provést spektro-
fotometrické měření, bylo do každé z 96 jamek mikrotitrační destičky napipetovánolOO ul tes­
tovaného vzorku, a následně byla stanovena absorbance při 260 nm. 

Z metodiky použité k analýze rozpustnosti P V A byl odvozen i postup k vytvoření kalibrační 
křivky pro aktivní látku LPPO. Vzorky nanomateriálu z polyvinylalkoholu s obsahem experi­
mentálního antibiotika byly podrobeny jak ke stanovení uvolňování LPPO, tak i k analýze roz­
pustnosti P V A . Při vypracovávání kalibrační krivky bylo potřeba z celkové hodnoty absorbance 
nanomateriálu odečíst jak absorbanci vody, tak P V A s mírným absorpčním peakem v oblasti 
260 nm, abychom se dostali k čisté hodnotě absorbance LPPO. K tomuto účelu byla vyhoto­
vena další kalibrační křivka ukazující vztah mezi absorbanci U V záření při 260 nm a koncen­
trací P V A (viz obrázek 3.4). Kalibrační roztoky o koncentracích od 10 do 100 mg/ml zde byly 
měřeny třikrát. Na základě kalibrační křivky pro LPPO byla dopředu určena absorbance vody 
při této vlnové délce. Poté byla odečtena absorbance vody a P V A z celkové naměřené absor­
bance díky již zjištěné koncentraci P V A ve vzorcích. Rovnice pro lineární regresi z grafu ka­
librační křivky následně umožnila zjistit koncentraci aktivní látky ve zkoumaném vzorku. Na­
čež byla stanovena stoupající hmotnost LPPO v celkovém objemu pufru. Z hodnot získaných 
ze vzorků při různých teplotách stabilizace byla určena průměrná hmotnost uvolněné aktivní 
látky a její směrodatná odchylka. 
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Kalibrační křivka PVA (pro UV oblast) 
0,16 

-g 0,14 

o ° ' 1 2 

\/ — n n m Cw _i_ n nn*ŕô''a 
y — u , 

! ^ 0 , - 9 8 6 4 

»• 
0 20 40 60 80 100 120 

Koncen t race PVA [ m g / m l ] 

Obrázek 2.4: Kalibrační křivka polyvinylalkoholu pro oblast U V záření (absorbance světla při 
260 nm závislá na koncentraci P V A v mg/ml) 

2.7 Analýza chemických a strukturních změn materiálů pomocí 
infračervené spektroskopie s Fourierovou transformací 

Fyzikální metoda spektroskopie infračerveného záření pracuje s pohlcením infračerveného zá­
ření při průchodu vzorkem. Pohlcení záření ve vzorku vyvolává vibrační a rotační změny v mo­
lekulách a může ovlivnit jejich dipólový moment a jeho případnou změnu. Modulovaný svazek 
záření, jenž prošel skrz vzorek a jeho interferogram je analyzován pomocí infračervené spek­
troskopie s Fourierovou transformací. Na klasické infračervené spektrum světelného záření, 
které zobrazuje závislost pohlcené nebo prošlé energie na vlnočtu nebo vlnové délce záření, je 
interferogram transformován pomocí Fourierovy transformace. Specifičnost infračerveného 
spektra záření pro každou molekulu a podobající se absorpční charakteristiky slouží k identifi­
kaci funkčních skupin. 

K identifikaci vzorků, jejichž spektra při pokojové teplotě a rozsahu vlnočtů 600-2000 cm" 1 

využila k analýze na oddělení nanochemie CXI TUL Ing. Jana Múllerová, Ph.D., posloužil di­
amantový krystal A T R (attenuated total reflection). 

2.8 Analýza krystalinity materiálů pomocí diferenciální skeno-
vací kalorimetrie 

Pro zkoumání tepelných charakteristik materiálů slouží diferenciální skenovací kalorimetrie 
(DSC). Souběžné ohřívání nebo ochlazování zkoumaného a referenčního vzorku při konstantní 
rychlosti je měřeno pomocí této metody, kdy se měří rozdíly u obou vzorků v množství tepla, 
které je potřebné k udržení stejné teploty. Teplotu endotermického tání materiálu (Tm), teplotu 
skelného přechodu (Tg) a exotermické reakce krystalizace (Tc), můžeme posoudit z průběhu 
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křivky DSC. Plocha pod peakem v teplotní oblasti T c, která stanovuje krystalinitu materiálu, 
může být určena také touto metodou. 

Metoda měření obsahovala vážení malého množství materiálu (3,2-4,2 mg), jenž bylo uloženo 
na dno hliníkového kelímku o objemu 25 ul. Tyto kelímky byly následně hermeticky uzavřeny 
a před měřením byly vzorky materiálu zalisovány. Měření bylo realizováno v inertní atmosféře 
dusíku při průtoku 50 ml/min a teplotním rozsahu od -20 °C do 260 °C s rychlostí ohřevu 10 
°C/min. Tento rozbor byl proveden Ing. Lubošem Běhálkem, Ph.D., z Katedry strojírenské 
technologie FS TUL. 
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3 Výsledky a diskuze 

Studium tepelné stabilizace nanovlákenných materiálů, jež jsou na bázi polyvinylalkoholu 
(PVA) s inkorporovanou biologicky aktivní látkou LPPO bylo tématem této bakalářské práce. 
V oblasti tkáňového inženýrství se nanovlákna vyrobená z P V A uplatňují zejména pro výrobu 
kožních krytů ran a scaffoldů, a to především kvůli jejich rozpustnosti ve vodném prostředí. 
Rozpustnost je klíčová vlastnost při výrobě nanovláken zvodného polymerového roztoku, 
který může být funkcionalizován biologicky aktivní látkou. Tyto látky by ale v organickém 
rozpouštědle mohly ztratit své funkční vlastnosti. Bohužel nízká stabilita ve vodném prostředí 
zapříčiňuje urychlené rozpouštění materiálu a efekt okamžitého uvolnění inkorporovaných lá­
tek. Tepelná stabilizace vysokými teplotami (HT) je jedna z hlavních fyzikálních metod, která 
je výhodná za určitých okolností pro stabilizaci zvlákněných materiálů na bázi P V A . Tepelná 
stabilizace nepředstavuje riziko pro zdraví člověka při medicínském použití na rozdíl od che­
mických metod stabilizace, jako je využití síťovacích činidel, jež mohou být toxická. Tepelná 
stabilita experimentálního antibiotika lipofosfonoxinu DR6180 (LPPO) poskytnutého Ústavem 
organické chemie a biochemie A V ČR ho činí vhodným kandidátem pro funkční modifikaci 
nanovlákenných materiálů, které jsou podrobené tepelné stabilizaci. 

3.1 Příprava a charakteristika nanovlákenných materiálu 
z PVA a PVA + LPPO 

V experimentální části byl zvlákněn nanovlákenný materiál metodou elektrického zvlákňovaní 
z 10 % roztoku P V A . Zvlákňovaní na zvolený podklad bylo připraveno ve dvou krocích, kde 
byla nanesena druhá vrstva přímo na první z důvodu dosažení požadované plošné hmotnosti 
kompaktní vrstvy u nanovláken. Plošná hmotnost 32,42 ± 3,57 g/m2 byla dosažena u materiálu 
z P V A bez aktivní látky, zatímco plošná hmotnost u materiálu s přídavkem LPPO byla 27,82 ± 
2,55 g/m2. V sušeném materiálu dosahoval teoretický obsah LPPO 5 hm %. 

Tabulka 3.1: Tepelně nestabilizované nanovlákenné materiály a jejich střední průměry vláken 

Materiál Průměr [nm] 

P V A 488± 183 

P V A + 5 % LPPO 450± 165 

Zvlákňovací proces technologie Nanospider vytvořil materiál P V A , u kterého se pohybovala 
chyba plošné hmotnosti přibližně 10 %, neboť zvlákňovaní na podkladovou textilii probíhá 
v její prostřední části. Průměr hodnot plošné hmotnosti u materiálu P V A je vytvořen pouze ze 
tří hodnot a ne 5 jako je to u materiálu s přídavkem LPPO. Obrázek 3.1 znázorňuje snímek a 
histogram distribuce průměrů vláken. Jsou zde vidět útvary v podobě kapek, ke kterým došlo 
nejspíše neúplným vypařením rozpouštědla, zejména vody, jež není tak těkavá jako jsou orga­
nická rozpouštědla a hůře se proto odpařuje. Další drobné defekty, jako je shluknutí několika 
vláken dohromady, nejspíše zapříčinila lokálně zvýšená intenzita elektrického pole, jež může 
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vystřelit kapku rozpouštědla. Tato kapka se může částečně rozpustit při dopadu na zvlákněný 
materiál. 

PVA 

PVA + 5% LPPO 

Obrázek 3.1: Snímky P V A nanovláken bez a s obsahem lipophosphonoxinu ze S E M (měřítko 
stanoveno na 10 um) spolu s distribucí průměrů vláken zanesené do histogramů 

Metodou analýzy FTIR byla stvrzena v nanovlákenném materiálu přítomnost experimentálního 
antibiotika LPPO. Na obrázku 3.2. je znázorněn interferogram před a po stabilizaci všech P V A 
nanovláken s i bez aktivní látky LPPO a také infračervené spektrum použitého LPPO DR6180. 
Mezi rozsahem vlnočtů od 1 600 cm"1 do 1750 cm"1 zapříčiňuje obsah aktivní látky v nanovlák-
nech P V A + LPPO viditelný rozdíl v infračervených spektrech. 

Tato P V A nanovlákna byla dále využita k výrobě vzorků, jež byly následně podrobeny tepelné 
stabilizaci. 
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Obrázek 3.2: FTIR metoda analýzy: spektum infračervené složky světla P V A nanovláken, 
PVA+LPPO nanovláken bez HT a použitého LPPO DR6180 (LPPO) 

3.2 Tepelná stabilizace nanovlákenného materiálu z PVA a PVA 
+ LPPO 

Kapitola 2.4 popisuje postup tepelné stabilizace, jejíž parametry použité v této bakalářské práci 
byly již předem navrženy v bakalářské práci Bc. Holečka [72]která se zabývá stabilizací P V A 
nanovláken pomocí vysokých teplot. Na doporučení v závěru této jeho práce byly pro tepelnou 
stabilizaci zvoleny teploty 120, 130, 140, a 150 °C a čas 1 hodina. 

Dopad HT na vlastnosti zkoumaných materiálů ilustrují výsledky analýz, jež jsou prezentovány 
v následující části. Nanovlákenný materiál z P V A zde bude pro zjednodušení označován jako 
P V A nanovlákna a nanovlákenný materiál z P V A s přídavkem LPPO bude označován jako 
P V A + LPPO nanovlákna. Vzorky, které byly tepelně stabilizovány, budou popisovány jako 
P V A X , kde „X" označuje teplotu stabilizace. Všechny tepelně stabilizované materiály s aktivní 
látkou budou identifikovány jako P V A + LPPO X (X = teplota stabilizace), například P V A + 
LPPO 120 °C 1 h označuje materiál, který byl stabilizován při teplotě 120 °C po dobu jedné 
hodiny. Čas již dále nebude nijak určován, protože doba stabilizace je pro všechny vzorky 
stejná. 

Po tepelné stabilizaci materiálů bylo využito dalších metod analýzy. Vnější změny povrchů 
nanovláken byly skenovány pomocí elektronové mikroskopie (SEM) a změny v uvolňování 
P V A byly měřeny spektrofotometrií. Chemické změny a změny struktury materiálů byly zkou­
mány za pomoci Fourierovy transformační infračervené spektroskopie (FTIR). Hodnoty ental-
pie pro výpočet změn v krystalinitě polymeru byly detekovány diferenciální skenovací kalori­
metrií (DSC). 
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Analýza morfologie PVA nanovláken po HT 

Kapitola 2.5 se detailně zaměřuje na analýzu morfologie, díky které nebyla zaznamenána sig­
nifikantní změna v průměrech vláken pod žádnými z testovaných podmínek tepelného zpraco­
vání (HT). Většina materiálů vykazovala střední průměr vláken mezi 500 nm a 600 nm, jak je 
uvedeno v tabulce 3.2. Střední průměry vláken s obsahem LPPO se pohybovaly v rozmezí 490 
nm až 550 nm. Výsledky této analýzy ukázaly, že tepelná stabilizace (HT) nezpůsobila žádné 
signifikantní změny ve středních průměrech vláken. 

Tabulka 3.2: Tepelně stabilizované nanovlákenné materiály a jejich střední průměry vláken 

Materiál Průměr [nm] 

P V A 120 °C 542±204 

P V A 130 °C 503±165 

P V A 140 °C 601±201 

P V A 150 °C 523±160 

P V A + 5 % L P P O 120 °C 504±157 

P V A + 5 % L P P O 130 °C 547±157 

P V A + 5 % L P P O 140 °C 501±169 

P V A + 5 % L P P O 150 °C 489±148 

Z hodnot průměrů vláken zvlákněných materiálů můžeme říci, že přídavkem LPPO se nijak 
výrazně nezměnil průměr vláken, což rozporuje zjištění Bc. Holečka[72]. P V A + LPPO nano-
vlákna se ale na snímcích ze S E M zdají být menší. Výsledek průměrů vláken toto ale nenazna­
čuje. 
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Tabulka 3.3: Snímky P V A nanovláken ze SEM (měřítko stanoveno na 10 um) spolu s distri­
bucí průměrů vláken zanesené do histogramů 
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Tabulka 3.4: Snímky P V A nanovláken s obsahem LPPO ze SEM (měřítko stanoveno na 10 
um) spolu s distribucí průměrů vláken zanesené do histogramů 

HT S E M snímek vzorku Histogram průměrů vláken 
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Analýza rozpustnosti PVA z materiálů 

Spektrofotometrické metody analýzy a detaily o přípravě vzorků jsou podrobně charakterizo­
vány v kapitole 2.6. Graf, který je prezentován na obrázku 3.3 odhaluje změnu rozpustnosti 
polyvinylalkoholových nanovláken ve směsi PBS + 0,02 % azid sodný (dále jen PBS) při tep­
lotě 37 °C, která závisí na odlišných teplotách HT při stabilizaci, která trvala 1 hodinu. Na ob­
rázku 3.4 se nachází graf, který odhaluje změnu rozpustnosti nanovlákenného materiálu z po-
lyvinylalkoholu s obsahem LPPO ve směsi PBS při teplotě 37 °C, která závisí na tom, při jaké 
teplotě byla provedena tepelná stabilizace, která probíhala po dobu 1 hodiny. 
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Obrázek 3.3: Graf ukazující stoupající rozpuštění P V A (zobrazeno v % úhrnné váhy vzorku) z 
P V A nanovláken závislé na čase rozpuštění - srovnání účinku teploty HT na stabilitu zvlák-

něného polyvinylalkoholu 

Obrázek 3.3. ukazuje, že teploty stabilizace do 120 °C významně nezměnily rozpustnost nano­
vláken z P V A ve směsi fosfátového pufru. Od teplot HT 130 °C a vyšších se projevuje evidentní 
snížení rozpustnosti. U nestabilizovaného materiálu se po 7 dnech uvolnilo 97 % P V A . Za 
stejný čas se u stabilizovaných nanovláken na 130 °C uvolnilo jen 49 %. U vzorku po HT při 
140 °C to bylo 41 %, a pouze 13 % P V A u vzorku po HT při 150 °C. Při teplotě 150 °C došel 
ke stejnému závěru i Bc. Matěj Holeček [72]. 
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Obrázek 3.4: Graf ukazující stoupající rozpuštění P V A (zobrazeno v % úhrnné váhy vzorku) 
z P V A nanovláken se začleněným lipophosphonoxinem závislé na čase rozpuštění - srovnání 
účinku teploty HT na stabilitu zvlákněného polyvinylalkoholu se začleněným lipophospho­

noxinem 

Obrázek 3.4 zobrazuje graf, z kterého lze zjistit, že přítomnost antibiotika lipophosphonoxinu 
rozpustnost polymeru polyvinylalkoholu snižuje u vzorku, který nebyl podroben HT. Po HT 
ale k rychlejšímu uvolňování P V A z nanovláken s LPPO naopak dochází. Podíl v procentech 
uvolněného P V A klesá oproti materiálu bez LPPO z 97 % na 90 %. Výrazná změna uvolněného 
P V A ze vzorků P V A + LPPO nastává u tepelně stabilizovaných materiálů. Po HT při 120 °C 
se uvolnilo o skoro 5 % více P V A než u vzorku bez antibiotika, po HT při 130 °C vzrostlo 
procento uvolněného P V A téměř o 25 %. U vzorku po HT při 140 °C vystoupalo uvolněné 
P V A na 64 %, což je nárůst o 23 % oproti vzorku bez LPPO. Největší změna uvolněného P V A 
však nastala při teplotě 150 °C, kde se uvolnilo 45 % celkového P V A , to činí rozdíl vyšší o 32 
% oproti materiálu bez experimentálního antibiotika. Toto zvýšení rozpustnosti materiálu 
mohlo být způsobeno molekulami LPPO v nanovlákenném materiálu, které brání vytváření vo­
díkových můstků mezi řetězci polyvinylalkoholu a materiál tak nemůže krystalizovat. Vizuál­
ním pozorováním bylo zjištěno, že materiály po HT v rozmezí 120-150 °C vytvořily po vložení 
do PBS transparentní hydrogely. Ty se po celých 7 dní trvání experimentu daly pozorovat ve 
zkumavce. Část hydrogelu mohla být spolu s roztokem zachycena při odebírání vzorků pipetou. 
To by mohlo vést k umělému navýšení koncentrace P V A v odebraných vzorcích oproti sku­
tečné koncentraci rozpuštěného P V A v PBS, což by mohlo způsobit zkreslení výsledků ana­
lýzy. Lze tedy s jistotou konstatovat, že tepelná stabilizace snižuje rozpustnost P V A , zatímco 
přítomnost LPPO rozpustnost P V A po HT zvyšuje oproti čistému tepelně stabilizovanému 
PVA, ale rozpustnost je stále o několik desítek procent nižší než nestabilizovaný materiál. 
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Analýza uvolňování aktivní látky LPPO z materiálu 

Tepelná stabilizace a její vliv na rychlost uvolňování aktivní látky LPPO byly analyzovány 
pomocí spektrofotometru. Proces analýzy a metoda přípravy vzorků byly detailně popsány 
v kapitole 2.6. 
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Obrázek 3.5: Graf ukazující stoupající uvolňování lipophosphonoxinem (zobrazeno v % 
úhrnné váhy vzorku) z P V A nanovláken se začleněným lipophosphonoxinem závislé na čase 

uvolňování - srovnání účinku teploty HT na stabilitu zvlákněného polyvinylalkoholu 

Vl iv tepelné stabilizace na uvolňování LPPO při době stabilizace 1 h zobrazuje graf na obrázku 
3.5. Stoupající uvolňování experimentálního antibiotika LPPO je zobrazeno jako procento 
z úhrnné teoretické hmotnosti aktivní látky inkorporované do P V A nanovláken. To odpovídá 
0,5 mg ve vzorku nanovlákenného materiálu o hmotnosti 10 mg s 5% obsahem LPPO v sušině. 
Ze vzorku, který neprošel tepelnou stabilizací se za 7 dní uvolnilo 78 % LPPO a narozdíl 
od vzorků, které prošly HT, u nestabilizovaného vzorku nedocházelo k efektu „burst-release". 
Z grafu na obrázku 3.5 je patrné, že uvolňování LPPO z nanovlákenného materiálu proběhlo 
téměř okamžitě po jeho vložení do zkumavky s PBS. Během následujících sedmi dní pak došlo 
k jen minimálnímu nárůstu koncentrace uvolněného LPPO. Efekt rychlého počátečního uvol­
ňování, známý jako „burst-release", byl pozorován u všech tepelně stabilizovaných materiálů. 
Nejvíce aktivní látky se po 7 dnech uvolnilo při teplotě 120 °C a to téměř 85 %. Poté se nejvíce 
LPPO uvolnilo při teplotě 140 °C a to 81 %. Při teplotě 130 °C se za 7 dní uvolilo skoro stejné 
množství LPPO jako u nestabilizovaného materiálu. Nejméně aktivní látky se za 7 dní uvolnilo 
při teplotě 150 °C a to 74 %. Účinek tepelné stabilizace omezoval celkové množství uvolněné 
aktivní látky LPPO z P V A nanovláken ve vodném prostředí, což potvrdila analýza. Dle teorie 
by hodnoty uvolněného LPPO neměly klesat, přes tuto skutečnost ale graf zobrazuje pokles. 
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Tato zdánlivá nesrovnalost mohla být zapříčiněna například rozkladem LPPO, k němuž dochá­
zelo po tepelné stabilizaci materiálu při průběhu uvolňování ve vodném prostředí nebo vzájem­
nou interakci mezi polymerními řetězci P V A a molekulami experimentálního antibiotika. 

Analýza krystalinity materiálů 

Krystalinita byla hodnocena z analytických metod FTIR a DSC. Metodika FTIR analýzy pou­
žitá pro stanovení krystalinity materiálů je podrobně rozvedena v kapitole 2.7. Na obrázku 3.6 
je absorpční pík s vlnočtem 1 140 cm"1 označený jako "krystalinita". Tento peak vykazuje jasný 
trend růstu absorbance s rostoucí teplotou HT. Zároveň je tento pík spojován se symetrickými 
C - C "stretching" vibracemi a považuje ho za vysoce citlivý na přítomnost krystalické fáze 
v P V A , kde polymery s vyšší krystalinitou mají větší absorbanci infračerveného záření v této 
oblasti. [74, 75] 

0.05 ̂  

0.001 
1200 1150 1100 ' 1050 1000 950 

Wavenumbers (cm-1)  

Obrázek 3.6: FTIR metoda analýzy: spektrum infračervené složky světla P V A a P V A +LPPO 
nanovláken, které byly tepelně stabilizovány 

Při rostoucí teplotě HT roste krystalinita u nanovlákenného materiálu z polyvinylalkoholu s i 
bez obsahu LPPO, což bylo potvrzeno pomocí infračervené spektroskopie. Tento výsledek byl 
následně ověřován metodou DSC. 

Metodika DSC analýzy použitá pro stanovení krystalinity materiálů je podrobně rozvedena 
v kapitole 2.8. Výsledky této analýzy jsou souhrnně prezentovány v grafu na obrázku 3.7, 
který byl zpracován z obrázků 3.8-3.17 umístěných v kapitole přílohy. 
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Obrázek 3.7: Grafické zobrazení změny krystalinity P V A nanovláken bez i s LPPO podrobe­
ných HT 

Vzorky podrobené vyšším teplotám stabilizace vykazovaly systematicky se zvyšující absor-
banci infračerveného záření na vlnočtu 1 140 cm"1 ve spektru infračerveného záření u tepelně 
stabilizovaných nanovláken při vyšších teplotách (viz obrázek 3.6). Zatímco DSC analýza 
vzorků nezaznamenala pravidelný nárůst krystalinity. Peak v oblasti 1 140 cm"1 nemusí re­
flektovat jen obsah krystalické fáze, ale také ho mohou ovlivňovat další změny materiálu. Na­
příklad vznik vazby C-O-C (viz obrázek 1.5), který je způsoben vyššími teplotami tepelné sta­
bilizace. Z časových důvodů byla analýza krystalické fáze prováděna pouze na jednom vzorku 
všech čtyř teplotních podmínek HT. Krystalická fáze v materiálu může být nerovnoměrně roz­
dělena a zároveň výsledná hodnota krystalinity materiálu může výrazně kolísat dle místa od­
běru vzorku. Což konstatoval Ing. Luboš Běhálek, Ph.D., který analýzy DSC provedl. Ana­
lýza více vzorků pro každou teplotní podmínku by více zpřesnila výsledek krystalinity. Vý­
sledné hodnoty mohly ovlivnit proměnlivé laboratorní podmínky, optimální by bylo použití 
exikátoru pro kontrolu aspektů prostředí, zejména vlhkosti. 
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Závěr 

Předložená bakalářská práce měla za úkol zkoumat efekt účinku stabilizace za pomoci vyso­
kých teplot (HT) na uvolňování začleněného experimentálního antibiotika LPPO do nanovlá-
kenných materiálů na bázi P V A a na rozpustnost polyvinylalkoholového nanovlákna ve vod­
ném prostředí. V experimentální části byly syntetizovány nanovlákenné materiály z čistého 
P V A , tak i obsahující LPPO. Nanovlákenný materiál byl zvlákněn z P V A s vysokým stupněm 
hydrolýzy (98-98,8 %) a vysokou molekulovou hmotností (125 000 g/mol). Pro výrobu nano-
vláken stejnosměrným elektrickým zvlákňovaním byla vybrána Technologie Nanospider™, 
poté proběhla tepelná stabilizace za teplot 120, 130, 140 a 150 °C po dobu 1 hodiny. 

Dopad účinku vysokých teplot na vlastnosti zvlákněných materiálů byl v experimentální části 
posouzen řadou analytických metod. Plošná hmotnost nanovláken z P V A byla 32,53 ± 3,57 
g/m2 a střední průměr jejich vláken se pohyboval v rozmezí 488 ±183 nm. Rozdíl plošné hmot­
nosti a středního průměru vláken u PVA+LPPO nanovláken nebyl výrazný, průměr byl 450 ± 
165 nm s plošnou hmotností 27,82 ± 2,55 g/m2. Analýza rozpustnosti prokázala, že materiály 
po stabilizaci vysokými teplotami byly méně rozpustnější než před stabilizací. U materiálu bez 
experimentálního antibiotika docházelo u nanovláken ke snižování rozpustnosti P V A , a to až 
po HT při 130 °C, kdy se v závislosti na době stabilizace rozpustilo 49 % hmotnosti vzorku a 
dále klesala u HT při 140 °C na 41 % a při HT na 150 °C až na 13 %. U PVA+LPPO nanovláken 
byla rozpustnost P V A vyšší, a to až o 32 % u HT při 150 °C. 

Poměr uvolněného nanovlákna z P V A se zmenšil díky chemickým změnám a změnám ve struk­
tuře, ke kterým docházelo v průběhu HT. Z rozboru uvolňování aktivní látky plyne, že tepelná 
stabilizace neovlivnila rychlost uvolňování LPPO z P V A nanovláken. U experimentálního an­
tibiotika LPPO došlo k efektu okamžitého uvolnění ("burst release") po styku materiálu s vod­
ným prostředím. Stabilizace za pomocí vysokých teplot neovlivnila množství uvolněného 
LPPO, jelikož se procentuální množství uvolněného LPPO pohybovalo v rozmezí ± 4 až 7 % 
v porovnání s nestabilizovaným materiálem. Tyto výsledky naznačují, že snížení celkového 
množství uvolněného LPPO může být také důsledkem jeho degradace ve vodném prostředí. 

Závěry této práce potvrzují, že HT vede ke stabilizaci nanovlákenných materiálů z P V A 
ve vodném prostředí, což se projevuje snížením jejich rozpustnosti. Přítomnost LPPO rozpust­
nost P V A po HT zvyšuje oproti čistému tepelně stabilizovanému P V A . V budoucích experi­
mentech by bylo přínosné provést analýzu DSC na několika stejných vzorcích, aby byla analýza 
přesnější. Zároveň by bylo přínosné provést další analýzy jako je smáčivost a nukleární mag­
netická rezonance. 
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Obrázek 3.8: Analýza krystalinity pomocí DSC pro P V A 
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Obrázek 3.9: Analýza krystalinity pomocí DSC pro P V A 120 °C 
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A e n d o 

!$PVA_130=C (po Heat Treatment) 
PVAJ 30*C (po Heat Treatment). 5.7000 mg 

Method: DSC 0 260 v10 50 
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Obrázek 3.10: Analýza krystalinity pomocí DSC pro P V A 130 °C 

!£PVA 1403C (po Heat Treatment) 
PVA_140'C (po Heat Treatment), 4.4000 mo, 

Method: DSC 0 260 vIO 50 
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[1] 0.0..260.0 °C, 10.00 K/min, N2 50.0 ml'min 
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Obrázek 3.11: Analýza krystalinity pomocí DSC pro P V A 140 °C 
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[ÍPVA_15(TC (poHeat Tíealment) 
PVA_150°C (po HeatTreatment), 9.89D0 mg 
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Obrázek 3.12: Analýza krystalinity pomocí DSC pro P V A 150 °C 
•"Vjndc 
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Obrázek 3.13: Analýza krystalinity pomocí DSC pro P V A + LPPO 
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!$PVA+LPPO_12Q"C (po Heat Treatment) 
PVA+LPPQ_120aC (po Heat Treatment), 6.5600 mg 
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Obrázek 3.14: Analýza krystalinity pomocí DSC pro P V A + LPPO 120 °C 
*endo 

[$PVA+LPPO 1 3 0 ^ (po Heat Treatment} 
PVA+LPPQ_l"30=C(po Heat Treatment), 5.9900 mg 
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Lab: B E H A L E K S T A R 6 S W 16.10 

Obrázek 3.15: Analýza krystalinity pomocí DSC pro P V A + LPPO 130 °C 
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"onde 

!$PVA+LPPO 140"C (po Heat Treatment) 
PVA+LPPOJ40X (po Heat Treatment), 5.2000 mg 

Method: DSC 0 260 vlO 50 
ni 1.00s 
[1] 0.0.260.0 X , 10.00 K/min, N2 50.0 ml/min 
Sy n t h r a ti izati c ti e n s bled 

Integral 353.25 mJ 
normalized 67.93 Jg"-1 

Peak 219.53 °C 
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Obrázek 3.16: Analýza krystalinity pomocí DSC pro P V A + LPPO 140 °C 

ISPVAtLPPO 150X (po Heat Treatment) 
PVA+LPPCM 5QX (po Heat Treatment), 4.740O mg 

Method: DSC 0 260 v10 50 
dt 1.00 s 
[1] 0.0.260.0 °C, 10. QQ K/min, N2 50.0 ml/min 
Synchronization enabled 

Integral 299.59 mJ 
normalized 63.20 Jg"-1 

Peak 214.42 *C 

Integral 17S.82 mJ 
normalized 37.94 Jg n -1 

70.7B °C 

Integral 17.66 mJ 
normalized 3,73 Jg*-1 

Peak 159.10 X 

40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 130 190 200 210 240 250 X 

Lab: BEHALEK S T A R 6 SUV 16.10 

Obrázek 3.17: Analýza krystalinity pomocí DSC pro P V A + LPPO 150 °C 
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