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Abstrakt

Hydrolyzovana nanovlakenna vrstva polyamidu 6,6 by pro svij velky
specificky povrch, mechanické, chemické a fyzikalni vlastnosti meéla byt
velice dobrym nosi¢em pro imobilizaci enzymu. Prace se zaméruje na
vytvoreni kvalitni nanovlakenné vrstvy polyamidu 6,6 a v druhém kroku na
rizenou hydrolyzu této vrstvy scilem navysit pocet aminoskupin

v polymeru.

Nanovlakenné vrstvy byly nejdrive zvlaknovany z tycky pro zjisténi
optimalni konfigurace procesnich a materialovych podminek, k nimz pattily
napr. pouzité rozpoustédlo a jeho koncentrace, vlhkost vzduchu, teplota atd.
Finalni vrstvy byly po zohlednéni vysledki experimentt pripravovany

Nanospidrem a jejich morfologie byla hodnocena pomoci SEM.

Rizena hydrolyza byla provadéna pomoci kyseliny chlorovodikové a
zkoumala se pri ni zavislost zmény koncentrace kyseliny, doby hydrolyzy a
vliv teploty na zménu poctu aminoskupin ve vrstvé a jeji morfologii.
Vlastnosti hydrolyzovanych vrstev byly vyhodnoceny pomoci FTIR
spektroskopie, SEM a spektrofotometrickou metodou pomoci navazani

methyloranze pro zjisténi poctu aminoskupin ve vrstve.

Klicova slova: nanovlakna PA66, zvlaknovani ztycky, nanospider,

rizena hydrolyza, urceni poctu aminoskupin.



Abstract

The hydrolysed nanofiber layer of polyamide 6,6 should be a very good
scaffold for an enzyme immobilization because of its big specific surface
area, mechanical, chemical and physical properties. The main goal of this
work 1s to create the quality nanofiber layer of polyamide 6,6 and the second
step 1s controlled hydrolysis of this layer, due to increase the number of

amino groups in the polymer

Nanofiber layers were electrospun from a stick at first for
optimization material and process conditions which are for example the
used solvent and its concentration, relative humidity of air, temperature etc.
Final layers were prepared, after checking of experimental results, by
Nanospider and their morphology was evaluated by SEM.

Controlled hydrolysis was done by hydrochloric acid and I researched
dependence of a change concentration the acid, time of the hydrolysis and
the influence of temperature, on the change the number of amino groups in
the layer and its morphology. Properties of hydrolysis layers were evaluated
by FTIR spectroscopy, SEM and a spectrophotometric method using a

treating with methyl orange for determination the number of amino groups.

Keywords: nanofiber of PAG66, electrospinning from the stick,

nanospider, controlled hydrolysis, determination of amino groups.
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1 Uvod

Motivaci pro vznik této prace je potreba vytvorit hydrolyzovanou
nanovlakennou vrstvu PA66, ktera by mohla byt dale pouzita pro vyzkum
v oblasti imobilizace enzymu. Konkrétné navazani enzymu lakaza, ktery by
se mohl pouzivat pro odstranéni organickych disruptort v ¢istickach

odpadnich vod.

Cilem je nejdrive =za vyuziti Nanospideru vytvorit kvalitni
nanovlakennou vrstvu PA66, popsat jeji morfologii za pouziti elektronového
mikroskopu, a poté tuto vrstvu rizené hydrolyzovat. Rizena hydrolyza je
velice dulezita, protoze pro navazani enzymu je potreba urcit optimalni
mnozstvi aminoskupin ve vrstve, pres které se enzym vaze.

Bakaldiskd prace méa nékolik hlavnich ¢asti: (1) optimalizovani
procesnich a materialovych podminek pro vytvoreni PA66 vrstvy pomoci
Nanospideru, (i) hydrolyza vrstvy za rtznych podminek, (ii) zjisténi

narastu poctu aminoskupin v zavislosti na podminkach hydrolyzy.
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2 Polyamid 6,6 (PA66)

2.1 Surovinova zakladna

Polyamid 6,6 byl poprvé syntetizovan doktorem Wallacem Humem
Carothersem, ktery si ho roku 1935 nechal patentovat pod obchodnim
nazvem Nylon pro jeho vyborné mechanické fyzikalni a chemické vlastnosti

(DuPont 2015).

Zakladnimi surovinami pro vyrobu polyamidu 6,6 jsou kyselina
adipovd (hexandiovd) a hexametyléndiamin. Obé slouceniny se daji

syntetizovat nékolika riiznymi zpusoby napr.:
Kyselina adipova

OH

OH OH
HNO,
. = —— HOOC(CH,),COOH
oxidace

Hexametyléndiamin

HCl 2KCN 45,
—_— CI{CH2)4C| —_— NC{CHELCN — H,N(CH,);NH,
0

2.2 Vyroba

2.2.1 Heteropolykondenzace dikarboxylovych Kyselin a diaminti

H,N—R— NH,
H,N—R—NH, + HOOC—R,—COOH —>
“00C—R;— COO"~

H,N—R— NH,
— > tHN—R—NH—OC—R—CO+} + 2nH,0
~00C—R;— COO™
n

Nejdrive se pripravi AH-stl, ktera se poté rozpusti ve vodé a zahteje
v autoklavu na teplotu mezi 260- 270 °C. Zaroven se odvede vzdusny
kyslik a pretlak zpusobovany vodni parou se, odpousténim vodni pary,

udrzuje mezi 10 az 20 atmosférami. Poté, co teplota klesne na vhodnou
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teplotu pro kondenzaci, se vodni para vypousti a udrzuje se vakuum
kvali odstranéni vody. Zaroven probiha polymerizac¢ni reakce a vznika

polyamidova tavenina.

PRUTOKOMER g
AH SUL 50%
KONCENTRATOR

PARA

UPRAVA VODY

HORKY OLEJ

UPRAVA VODY UPRAVA VODY

TJAVENINA POLYMERU DO
REZACIHO STROJE

Obr. 2.1: Schéma vyroby polyamidu 6,6 (Lederer 2013)

Tato reakce je prevazné rovnovazna. Rovnovazna konstanta se zde
pohybuje v radech 10! az 102. U této polyreakce rovnovaha smeési zaroven
limituje maximalni polymerizaéni stupen (moldarni hmotnost)
vytvareného produktu. Takto vznikly produkt by tedy mél pomérné nizky
polymerizacni stupen, proto k dosazeni vyssiho polymerizac¢niho stupné
musime zvysit preménu funkcnich skupin, coz lze udélat plynulym
odstranovanim nizkomolekularniho podilu, ktery se pri reakci vytvari.
Dalsimi nezbytnymi faktory pro dosazeni vysokomolekularniho podilu
jsou napriklad: zajisténi ekvimolarnitho poméru mezi reagujicimi
funkénimi skupinami, vylouceni necistot schopnych blokovat reagujici
funkéni skupiny a v neposledni radé je také potreba vylouc¢it moznost
reakci, které by vedly ke zménam reagujicich funkénich skupin (Hladik a

kolektiv 1970).

2.2.2 Schotten-Baumannova reakce

Je to reakce chloridli dikarboxylovych kyselin s diaminem.
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n CICO—R,—COCI + nHZN—R—NH2—>~|?HNRNHOCR1CO} + 2n HCI
n
Tato reakce ma podstatné vyssi rovnovaznou konstantu K>104. Proto byva
spise oznacovana jako nerovnovazna reakce. Polyreakce probiha na fazovém
rozhrani smési chloridu kyseliny adipové a hexandiaminu. Proto byva
oznacovana jako mezifazova polykondenzace. Vyhodou je, Zze muze byt
provadéna za podstatné nizsich teplot 0-50 °C, takze je vhodna pro
laboratorni pripravu. Tato reakce je zaroven vyhodna tvorbou
vysokomolarnich polymert, coz je dano tim, ze rychlost reakce monomert
s rostoucim Tetézcem polymeru je vyssi nez difize monomeru pres
polymerni film na fazovém rozhrani, ¢imz je zpomalen vznik novych retézcu.
Tim padem také neni nutné dodrzovat presny ekvimolarni pomér jako
v pripadeé polyreakce z taveniny. Zaroven je potreba zabranit neutralizacni
reakci vznikajici HCIl, coz se v praxi provadi bud pridanim vhodné baze,

nebo pouzitim prebytku diaminu, ze kterého vznikne aminhydrochlorid.

2.3 Fyzikalni a chemické vlastnosti

Stejné jako ostatni polyamidova vlakna je polyamid 6,6 nasakavy, coz
velmi ovliviuje jeho fyzikalni vlastnosti, jako jsou napriklad pevnost,
taznost, teplota skelného prechodu, a to z divodu, ze molekuly vody se pres
vodikové mustky vazkou k peptidické vazbé uvniti retézce PA66, a tim ji
oslabuji. Presto se ale jedna o polymer s velmi dobrymi mechanickymi
vlastnosti, ktery ma kvali vysoké krystalinité vysokou pevnost, tvrdost,
tuhost, houzevnatost a je odolny proti odéru, zaroven je taktéz dobrym
elektroizolantem. Amorfni c¢ast v makromolekule PA66 je naopak
zodpovédna za jeho elasticitu, ohebnost, taznost a jiz zminovanou sorpci
vody. Z toho plyne, ze vysledné mechanické vlastnosti jsou dany podilem

krystalické a amorfni ¢asti.

Chemicky je PA66 pomérné odolna latka. Prestoze je polarni, tak
odolava olejim, acetonu, alkoholiim, mazivim, alkaliim nebo treba také

ropnym produktim jako jsou pohonné hmoty. Na druhou stranu je ale
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rozpustny v stiedné silnych az silnych kyselindch (kyselina mravenéi,
kyselina chlorovodikov4), ¢ehoz se vyuziva pii zvldknovani a nésledné pii
hydrolyze. Kromé toho je PA66 také citlivy vuci UV zareni, které zptsobuje
jeho zazloutnuti. Z tohoto dévodu neni prili§ vhodny pro pouziti ve
venkovnich aplikacich, kde je pravé vystaven nejen UV zareni, ale také
dalsim atmosférickym vliviim jako jsou kyselé desté, ozon, vzdusna vlhkost

atd., jejichz uc¢inkem dochazi k trhlinam a poruse materialu.

Tepelné vlastnosti zavisi na podilu krystalické faze. Oproti napriklad
kovim méa PA66 velmi dobrou rozmérovou stalost pri zahrivani. Podle
zatizeni a tvaru vyrobku je mozna provozni teplota v rozmezi od -40 do
125 °C. Teplotu tani ma 264 °C. (Abbasi et al. 2014; Pospisil 2013; Valenta
2013).

2.4 Struktura

PA66 obsahuje ve své strukture, podobné jako jiné typy vlaken, jak

amorfni tak krystalickou cast.

Osy . .
a dhly os j Polyamid 6 Polyamid 66
;
a \ 9,66.10-7 mm 4,83.10~7 mm
b f 17,00.10~7 mm 17,20.10-7 mm
c | 8,32.10"7 mm 8,32.10-7 mm
be 90° 48°30’ _
ab ‘ 90° b by ot
ac 65° 656°

Obr. 2.2: Struktura polyamidu 6,6 s hodnotami periody identity a uhly
vazeb, které jsou vypsany v tabulce (Hladik a kolektiv 1970).
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Podil krystalické faze je urCen linearnosti a symetrii vystavby
makromolekul polyamidu. Krystalinita se pohybuje od 30 do 50% a ma
dalekosahlé nezadouci dusledky pro zvlaknovani. Teplota skelného
prechodu Ty je v rozmezi 45-65°C (Abbasi et al. 2014). Zaroven se také mezi
jednotlivymi vlakny objevuji vodikové mustky v dusledku priznivé
vzdalenosti (asi 2,8 A) mezi atomy kysliku a dusiku jednotlivych vlaken

(Hladik a kolektiv 1970).

19



3 Elektrostatické zvlaknovani

Elektrospinning (El-spin) je proces, kterym lze vytvorit nanovldkennou

vrstvu z polymerniho roztoku.

Hlavni 1iniciacni a hnaci silou procesu je velmi silné
elektromagnetické pole, které se vytvori mezi elektrodou, na niz je nanesen
polymerni roztok, a uzemnénym Kkolektorem. Chovani roztoku pri
elektrospiningu z volné hladiny se pri zjednoduseni problému na
jednodimenzi4lni problém v ose x d4 popsat, podle Lukase et al. (Lukas et

al. 2008), zderivovanou Eulerovou rozptylovou rovnici:
k
w? = (pg + yk? — €Eo%k) * . [1]

Kde w je uhlova frekvence, p hustota kapaliny, k vinové cislo, g gravitacni
zrychleni, y povrchové napéti roztoku, ¢ permitivita a Fop je intenzita

elektrickeho pole.

Po privedeni napéti, mensiho nez kritické napéti, na elektrodu
dochazi ke shlukovani elektrického naboje v urcitych bodech, coz se da
odvodit z rovnice [1]. P¥i zvySovani napéti (zdroven intenzity elektrického
pole v okoli elektrody) se na povrchu roztoku v diisledku akumulace nabojt
zacinaji vytvaret Taylorovy konusy. Kdyz intenzita elektrického pole mezi
elektrodou a kolektorem presahne kritické hodnoty, tak roztok z vrcholu
Taylorova konusu vytryskne do prostoru smérem ke kolektoru. Po par
milimetrech se proud roztoku zacne v disledku ohybové nestability ohybat a
stacet do spiralovitého kuzele, cemuz se rika biCovani. Zaroven dochazi
k prodluzovani a ztencovani vytrysknutého polymeru v dasledku pohybu
jednotlivych segment® polymeru po sobé (Thompson et al. 2007). Nakonec se
puvodni polymerni roztok zhmotni na kolektoru jako tuhé vlakno. Hodnota

kritické intenzity elektrického pole, odvozena z rovnice [1], je:
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4
Ec = / rPg (2]
&

Po zderivovani této rovnice lze dojit ke vztahu, ktery vystihuje
zavislost vyse zminénych parametri na vinové délce, jenz udava vzdalenost

mezi jednotlivymi sousednimi Taylorovymi konusy, viz rovnice [3],[4].

1= 12my
2¢Eo% + /(2eE0?)? — 12ypg

a kriticka vlnova délka:

2T
Ae = = 2ma (4]

a je kapilarni délka, ktera je dana vztahem:

a= |— [5]

First Electrical
Bending Instability

Second Bending
/'-5 Instability

Third Bending
nstability

Obr. 3.1 Proces bicovani pri elektrospinningu (Courtesy of Darrell Reneker,
University of Akron)

Dalsim velmi dulezitym vztahem pri zvlaknovani z volné hladiny je
klasicky vztah mezi napétim a intenzitou elektrického pole ve statickém

elektrickém poli, ktery je dan rovnici:
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E=-V (6]

7 této rovnice plyne, ze dulezitym faktorem je také tvar zvlaknovaci
hlavice, na které je zvlaknovany roztok. V disledku gradientu napéti bude
vyssi koncentrace elektrického naboje v mistech zakriveni zvlaknovaci
hlavice, tudiz se zde zacnou vytvaret Taylorovy konusy drive, a pti nizsim

napéti, nez na zbytku volné hladiny (Lukas et al. 2008; Lin 2011).

3.1 Zvlaknovani z kovové tycky

Vzhledem ke své nenarocnosti, co se tyce mnozstvi polymerniho
roztoku, je tento zpusob zvldknovani vhodny pro laboratorni pripravu

vrstev.

Zakladem aparatury je zdroj napéti, na ktery je pripojena kovova tycka
s plochym hrotem jako elektroda. Na hrot tycky se nanasi roztok polymeru,
ze kterého se po privedeni napéti, obvykle v radech desitek kilovolt, zacnou
vytahovat vlakna na kolektor. Ten byva vzdaleny asi 10 centimetrta od

kovové tycky a ma funkci uzemneéeni.

5 4 \ ) I. . | 1- zdroj vysokého napéti,
'  [ 4

= 2- kovova tycka,
L 3- kapka polymerniho
3 roztoku nebo taveniny,
4- vznikajici nanovlakna,
5- uzemnény kolektor
zachytavajici nanovlakna.

Obr. 8.2: Schéma zvidkniovdni z tycky (Kostakova 2010)

3.2 Zvlaknovani z valce

Metoda je uzpusobena tak, ze se valcova elektroda castecné ponori do
vany s polymernim roztokem. Otacenim valce vznikda na neponorené casti

valce tenka vrstva polymerniho roztoku, kde se po privedeni kritického
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napéti zacénou vytvaret Taylorovy konusy a jsou generovany zvlaknovaci
trysky. Tyto trysky jsou rozmistény spontanné po povrchu valce tam, kde je
podle rovnice [2] dostateénd intenzita elektrického pole. Vzdéalenost
jednotlivych trysek od sebe je dédna rovnici [3], coz pii spravné konfiguraci
zajistuje dostateény pocet polymernich trysek, aby byla tato metoda vhodna
pro primyslovou vyrobu. Obchodni nazev stroje zvlaknujiciho touto metodou

je Nanospider.

Obr. 3.3 Zvldkniovani z vdlce (Nanospider) (Lin 2011)

3.3 Podminky ovlivilujici zvlaknovani

Elektrostatické zvlaknovani je velice komplexni proces, ktery ovliviiuje
mnoho podminek, jez se daji rozdeélit do dvou hlavnich skupin. Procesni a
materialové podminky. Aby doslo ke zvlaknéni roztoku, je tieba

optimalizovat radu procesnich i1 materialovych parametra.

3.3.1 Procesni podminky

e Napéti
e Teplota okoli
e Vlhkost vzduchu

e Parametry aparatury

vvvvv

jiz bylo vyse uvedeno, je to hlavni hnaci sila celého procesu a zaroven

ovlivnuje 1 vlastnosti vznikajicich vlaken. Pro vzestupné zvlaknovani z volné
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hladiny je potreba vyvinout vysoké napéti, které byva v radech 104V. Napéti
pri zvlaknovani polymerniho roztoku je dale ovlivnéno vlastnostmi
materialu, teplotou pri které proces probiha, vlhkosti okolniho vzduchu nebo
také vzdalenosti kolektoru od elektrody. Se zvysujici se koncentraci a
rostouci vzdalenosti kolektoru od elektrody roste i napéti potirebné pro
iniciaci elektrospinningu, viz obr 2.3. To je dano tim, zZe se vzruastajici
koncentraci roztoku se zaroven zvysuje jeho viskozita, ¢imz je potreba vétsi

mnozstvi energie pro vytvoreni Taylorova konusu.

(@) (b)

pe Threshold (kW

The voltage threshold (kV)

The v

i [V} 12 4 I
Solution concenration (wi's | The electrode-to-substrate distance (cm)

Obr. 3.4 (a) Zdvislost potrebného napéti pro elektrospinning na
koncentraci roztoku, (b) zdvislost potrebného napéti na vzdilenosti

elektrody od kolektoru (Lin 2011)

Samotné napéti pii elektrospinningu ma také vliv na vznikajici
vlakna. Prestoze rozdil neni tak vyrazny, tak se zvysujicim se napétim
mirné klesa pramér vznikajicich vlaken u zvlaknovani z disku a u valcového
Nanospideru je vliv uz témér zanedbatelny viz obr. 3.5 (Lin 2011; Kostikova

2010).
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Obr. 3.5: Zavislost priiméru vznikajicich vidken na zvysujicim se napéti (Lin

2011)

3.3.2 Materialové parametry

e Koncentrace roztoku

e Rozpoustédlo nebo jejich smés

e Povrchové napéti, viskozita

e Aditiva

e Typ polymeru (molekulova hmotnost, zapleteni polymeru)

e Elektricka vodivost roztoku

Vyznamnou roli hraje koncentrace roztoku. Pii zvlaknovani prilis
ziredénych roztokt dochazi misto elektrospinningu k elektrosprayingu a na
kolektoru se vytvareji kapicky tuhého polymeru. Naopak kdyz pouzijeme
prilis vysokou koncentraci, tak kriticka hodnota intenzity elektrického pole
pro vytvoreni Taylorovych konust je prilis vysoka, v dasledku zvysujici se
viskozity a tim 1 povrchového napéti, takze nedochazi ke zvlaknovani, ale

roztok zgelovati a ztuhne.

Zaroven ma koncentrace roztoku vyznamny vliv na pramér vznikajicich
vldken, pri¢emz se zvysujici se koncentraci roste primér vlaken (Abbasi et

al. 2014).
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~1000

Obr. 3.6° Zavislost priumeru viaken a defektnich jevi na vzrustajici

koncentraci roztoku (Kostakova 2010)

Proces elektrospinningu muzeme také ovlivnit pridanim vhodnych
aditiv, jako jsou napriklad razné soli. Pridanim urcéitého mnozstvi soli do
roztoku muzeme zvysit hustotu naboje roztoku, ¢imz se zvysi také celkova
vodivost roztoku, coz ma pri zvlaknovani znatelny vliv napriklad na primeér

vlaken nebo produktivitu (Cengiz a Jirsak 2009).

Dalsimi vyznamnymi faktory jsou molekulova hmotnost a zapleteni
retézce. Zapleteni retézce makromolekuly muze presné urcit, jestli pri
zvlaknovani budou na kolektoru vznikat kapky nebo vlakna. Pokud je tato
hodnota mensi nez koncentrace zapleteni ce, jednotlivé makromolekuly
polymeru jsou vroztoku mezi sebou prilis vzdalené na to, aby pri
zvlaknovani doslo k vytvoreni stabilniho tryskajictho proudu roztoku.
Z tohoto diivodu dochazi namisto elektrospinningu k elektrosprayingu a na
zvlaknéné vrstvé se vytvari kapky. Hodnota ce pro polyamid 6,6 je podle
predchozich vyzkumt@ 15% (Abbasi et al. 2014). Podobnou vlastnost
z hlediska zvlaknovani ma molekulovda hmotnost polymeru, pricemz pri
urcitych molekulovych hmotnostech polymeru proces zvlaknovani

neprobih4. PirestozZe pii jinych je mozné zvldknovat (Lin 2011).
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4 Hydrolyza nanovlakenné vrstvy PA66

Hydrolyzou nanovlakenné vrstvy polyamidu 6,6 dochazi ke stépeni
peptidickych vazeb v makromolekule polymeru. Tento proces se da
vystihnout rovnici:

o 0
R—|C|3—NH———CH2—R1 — Rl on  + H,N—CH,—R;

4.1 Chemikalie pouzivané pro hydrolyzu

Ke stépeni peptidické vazby se obvykle pouzivaji silné anorganické
kyseliny. V drivéjsich studiich byly hydrolyzy provadény napriklad pomoci
kyselin sirové a chlorovodikové. Kyselina sirova se ukazala byt natolik silna,
ze polyamidovy film rapidné rozpoustéla, z tohoto duvodu byla dana
prednost kyseliné chlorovodikové, ktera se v reakcei s filmem chovala setrnéji

(Isgrove et al. 2001).
4.2 Faktory ovlivitujici hydrolyzu

¢ Koncentrace kyseliny
e Teplota pri reakci
¢ Doba trvani hydrolyzy

vev

Nejdulezitéjsim faktorem pri stépeni polyamidové vrstvy je koncentrace
kyseliny. Se zvysujici se koncentraci kyseliny se podle ocekavani zvysuje
hydrolyzovanost vrstvy, to plati, dokud nedosdahneme kritické koncentrace
kyseliny, pri které jiz dojde k uplné hydrolyze, neboli k iplnému rozpusténi
vrstvy. Podle Isgrove et al. (Isgrove et al. 2001) dochazi k hydrolyze PA6G6

pri koncentraci kolem 3-3,1M v pripadé polymerniho filmu.
Dalsim faktorem ovlivnujici prubéh hydrolyzy je teplota, pri které proces
probiha. Podle klasické Arrheniovy rovnice:

E
k =A=xe rr, Ink=Ind—= [7]
RT

k je rychlostni konstanta, K aktivacni energie, T teplota, A je frekvencni

faktor a R je univerzalni plynova konstanta
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se zvysujici se teplotou také zvysuje rychlost reakce a tim rychlost
hydrolyzy. Stejné jako v pripadé koncentrace se toto déje az do kritické
teploty, ktera se snizuje se vzrustajici koncentraci kyseliny. Pri této teploté

jiz dojde k tplnému rozpusténi filmu (Isgrove et al. 2001).

V neposledni radé je zde vyznamnym faktorem doba hydrolyzy. Se
vzrastajicim reakénim c¢asem muzeme sledovat nartst karboxylovych

skupin, které indikuji vzrustajici pocet rozstépenych peptidickych vazeb.

]
=
E
3
=
3
(=3
o
-
-
8
5
i 1 L | 1 1
0 5 10 15 20 25 30
Time of hydrolysis (h)

Obr. 4.1° Zavislost vzrustajictho poctu karboxylovych skupin na dobée
hydrolyzy (Goldstein et al. 1974)

Jak muzeme vidét na obrazku, tak se vzrustajici dobou trvani reakce klesa
rychlost pribyvani karboxylovych skupin, coz je vysvétleno tim, zZe se ze
vzorku zacnou uvolnovat nizkomolekularni podily polyamidu vzniklé

hydrolyzou (Goldstein et al. 1974).
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5 Vyuziti hydrolyzované nanovlakenné vrstvy PA66 pro
imobilizaci enzymii

Enzymy jsou bilkoviny s katalytickou aktivitou. Vyuzivaji se pro
katalyzu reakei v mnoha prumyslovych odvétvich napr.: v potravinarstvi pri

vyrobé piva, vina, pri ¢isténi odpadnich vod, ve farmacii, v mediciné.

Vyhodou imobilizace je, ze uchyceny enzym, na urcitém pevném nosici,
muze byt opakované pouzit v rtiznych prostredich, pokud neztrati svou

enzymatickou aktivitu.

V pripadé nanovlakenné vrstvy PA66 jsou dvé moznosti uchyceni
enzymu a to na konci polymerniho retézce pres karboxylovou skupinu nebo

pres aminoskupinu.

0
/4
OH R—NH;

Karboxylova skupina Aminoskupina

Tato prace by méla mit navaznost v imobilizaci enzymua vyuzivajici
uchyceni enzymu pres aminoskupinu. Postup uchyceni enzyma f-
glukosidasy a Trypsinu pres aminoskupinu jiz napriklad popsal ve své praci
Isgrove et al. (Isgrove et al. 2001). Proces navazani enzymu byl proveden
skrze nékolikastupnovou syntézu. Cela syntéza probihala piri pH 8, které
zajistoval fosforecnan sodny, a po kazdém kroku byl vzorek dukladné
promyt vodou. V prvnim kroku byl hydrolyzovany vzorek nylonu vlozZen na
15 minut do 2,5 % roztoku glutaraldehydu piri pokojové teploté.
Glutaraldehyd slouzi jako aktivator aminoskupin. Z divodu navyseni poctu
vazebnych mist pro enzym se vzorek necha 60 minut inkubovat v 37 °C
lazni, vroztoku s1 % (v/v) polyethyleniminem. Ten vzhledem ke své
rozvétvené strukture velmi znasobi pocet moznych skupin pro navazani
enzymu. Dalsim krokem je omezeni vlivu volnych COOH skupin, které
skrze elektrostatické sily zvysuji vyskyt nevazebnych interakeci, jako jsou

treba hydrofobni interakce mezi hydrofobnimi ¢astmi ligandu a relativné
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hydrofobnimi ¢astmi nehydrolyzovaného povrchu nylonu. To se provede
napriklad 2 h inkubaci v roztoku 2,5 mg/ml caseinu pii teploté 4 °C. Po
tomto kroku se reaktivuji aminoskupiny navazanim glutaraldehydu jako
v prvnim kroku. Na takto pripraveny vzorek je jizZ mozno navazat enzym, a
to tim, ze ho pti 4 °C vlozime nejméné na 2 h do roztoku enzymu. Idealni
mnozstvi enzymu v roztoku pro navazani je 1 mg/ml, ale pokud nechame
reakei probihat delsi dobu (tfeba i 24 h a vic), ziskdme srovnatelné vysledky
1 s méné koncentrovanym roztokem enzymu. Dalsim krokem je vlozeni do
0,1 M roztoku NaBH4 pri pokojové teplote, ktery stabilizuje Schiffovu vazbu
mezi aldehydem a primarnim aminem enzymu. Nakonec je vzorek
s navazanym enzymem dukladné promyt nejen ve vodé, ale i v dalsich
roztocich (NaCl, Tween 80, Triton X-100), které zajisti odplaveni zbytkd

nekovalentné vazaného enzymu.

Pres karboxylové skupiny v nylonu je mozné navazat napriklad
enzymy pepsin a papain, které se vazi ¢tyr stupnovou syntézou v prostredi

acetaldehydu a triaminu (Goldstein et al. 1974).
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6 Shrnuti teorie

Teoreticka ¢ast prace se sklada z nékolika hlavnich oblasti

e Polyamid 6,6
o Popis vyroby, struktury, fyzikalnich a chemickych
vlastnosti PA66.
e [Elektrostatické zvlaknovani
o Teoreticky uvod do El-spinu, popis zvlaknovacich
aparatur, podminky ovliviujici zvlaknovani.
¢ Hydrolyza nanovlakenné vrstvy PA66
o Chemikalie pouzivané pro hydrolyzu, faktory ovlivnujici
hydrolyzu.
e Vyuziti hydrolyzované nanovlakenné vrstvy PA66 pro
imobilizaci enzymu
o Uvod do problematiky imobilizace enzymt a postup

pripravy imobilizovanych vzorkd.
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7 Plan experimentu

Experimentalni cast se zaméruje na nékolik hlavnich oblasti

Vytvorit kvalitni nanovlakennou vrstvu polyamidu 6,6
Popsat morfologii vrstvy
Rizené hydrolyzovat tuto vrstvu

Urcit narust po¢tu aminoskupin ve vrstvé
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8 Priprava nanovlakenné vrstvy polyamidu 6,6
8.1 Pouzité chemikalie
Polyamid 6,6

Pro zvlaknovani byl pouzit granulovany Ultramid A27E vyrobeny
firmou BASF Corporation, ktery ma hustotu 1,12- 1,15 g/cm? podle ISO
1183. Teplotu tani ma urcenou na 260°C podle ISO 3146, viskozitni cislo
142- 158 cm3/g podle normy ISO 307, relativni viskozita je podle stejné
normy 2,62- 2,83 a nasakavost ma 8,5 % pri uplném nasyceni vodou a

teploté 23 °C. Dodavany je ve formé malych bilych granuli.
Kyselina mravenci

Pro pokusy byla pouzita 98 % kyselina mravenci vyrabéna firmou
Penta s.r.o. Cislo Sarze 1808070813, indexové c¢islo 607-001-00-0. Molarni
hmotnost kyseliny je 46,03 g/mol a hustota 1,22 g/cm3

Kyselina octova

99 % kyselina dod4vand firmou Penta s.r.o. Cislo Sarze 1904100414,
indexové cislo 607-002-00-6. Molarni hmotnost kyseliny je 60,05 g/mol a jeji
hustota je 1,05 g/cm3.

8.2 Pouzité laboratorni pomicky a zarizeni

Veskeré pokusy a priprava vzorkt byly provadény v laboratorich na

Ustavu pro nanomaterialy, pokrocilé technologie a inovace v Liberci.

Laboratorni testovaci vzorky byly zvlaknovany =z tycky pomoci
pristroje, jehoz schéma je popsano v teoretické casti prace a konkrétni
pristroj byl vyroben primo vyzkumniky Ustavu. Obsahuje nastavitelnou

vzdalenost kolektoru od elektrody a nastavitelny zdroj vysokého napéti.

Nanovlakenné vrstvy pouzivané posléze v dalsich experimentech byly

vyrobeny pristrojem NS 1WS500U vyrabénym firmou Elmarco.
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Obr 8.1 Pouzité laboratorni pomiicky. (a) Nanospider NS 1WS500U,
(b) Naprasovacka SC 7620 ,,MINI* (c) skenovaci elektronovy mikroskop
VEGA3 TESCAN, (d) mechanickd pipeta BIOHIT, (e) magnetické michadlo
Heidolph MR Hei-Standard s teplotnim senzorem, (f) laboratorni vdhy
KERN EW 620-SNM

8.3 Priprava vrstvy PA66 zvlaknovanim z ty¢ky a pomoci nanospideru

Pro pocatecni zkousky byly vrstvy, zdavodu tuspory materidlu,
pripravovany laboratorné pomoci zvlaknovani z tycky. Pro tuto metodu bylo
potireba pripravit nékolik gramut polymerniho roztoku polyamidu, ktery byl
rozpustén v organické kyseliné. Vzhledem k rozpustnosti polyamidu 6,6 byly
zkouSeny dvé organické kyseliny, a to kyselina mravenéi (FA) a smés

kyseliny octové s kyselinou mravenéi v objemovém poméru 2:1 (AA/FA).

8.3.1 Roztok PA66 ve smési AA/FA zvlaknovany z tycky

Vzorky byly pripravovany vzdy v mnozstvi 5 g roztoku. Pri prvnim
testu byly namichany rtzné hmotnostni koncentrace roztoku do malych
plastovych lahvicek, ve kterych byl posléze roztok 24 hodin michan pomoci

magnetického michadla. Michani probihalo pti laboratorni teplote, ktera se
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pohybovala od 18,9 °C do 21 °C. Po uplynuti 24 hodin byly roztoky

odstranény z michadel a zvlaknovany z tycky.

Tab. 8.1° Vysledky zvilaknovani z tycky roztokii PA66 rozpustenych ve

smeési kyselin

AA/FA | t=18,9°C RH=59+0,2 %
w, [%] U [kV] vysledek
13 56 nezvlaknovalo
15 56 nezvldknovalo
17,5 56 nezvlaknovalo
20 56 nezvlaknovalo

t je teplota pri zvidknovani a RH je relativni vihkost vzduchu pri
zvilaknovani.

Jak je vidét v tabulce 8.1, zvlaknovani nebylo tUspésné, coz bylo
pravdépodobné zpusobeno tim, ze se polyamid pri pokojové teploté zcela
takze skutecna koncentrace zvlaknovaného roztoku byla

nerozpustil,

mnohem mensi nez teoreticka a zaroven nedostatecna pro zvlaknovani.

Z tohoto duvodu jsem pri priprave dalsich vzorka zvysil teplotu pri
michani na 70 °C a pouzil nizsi skalu hmotnostnich koncentraci, aby se
docililo Gplného rozpusténi polyamidu v roztoku. Zaroven je tato teplota
vyssi nez teplota skelného prechodu polyamidu, ktera se pohybuje v rozmezi

45-65 °C, coz také mize pusobit pozitivnim efektem pri zvlaknovani.

Tab. 8.2° Vysledky zviaknovani roztoku polyamidu rozpusténého ve

smési kyselin

AA/FA
w [%] U [kV] t[°C] RH [%] vysledek
8 38-40 21 48 KT*
10 38-40 21 48 KT
13 48-50 20 42 KT
15 48-50 20 42 KT
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* Obr. 8.2° Usporddani tzv. , kytka (KT)*“ charakteristicky tvar zvliknéné

vrstvy PA66 dany tvarem spineru a podminkami pri zviaknovani.

Teplota 70 °C byla dostatetna pro uplné rozpusténi polyamidu
v roztoku, v disledku ¢ehoz bylo mozné roztok zvlaknit. Zaroven si muzeme
z tabulky 8.1 a 8.2 vSimnout zavislosti teploty pri zvlaknovani vzhledem
k potrebnému zvlaknovacimu napéti, kde se vzrustajici teplotou klesa
napeéti potrebné pro iniciaci zvlaknovaciho procesu. Vysledny kytkovity tvar
rozmisténi vlaken na podkladovém papire je dan hlavné tvarem hlavice
spineru, ktery je plochy s kruhovou podstavou. Taylorovy konusy se jako
prvni vytvareji v mistech s nejvétsi intenzitou elektrického pole a ta je,

podle rovnice [6], na hranach kruhové podstavy.

Tabulka 8.2 je vysledkem okamzitého zvlaknéni roztoku poté, co byl
odebran z michadla, takze roztok byl jesté zahraty. Po vychladnuti roztokt
zpét na laboratorni teplotu roztoky o hmotnostni koncentraci 13 a 15 %
ztuhly, ale roztoky o koncentracich 8 a 10% zustaly v tekutém stavu.
Vysledek zvlaknéni téchto roztokua byl podobny jako u zahratych roztoku,
ale byl znat vyssi vytézek nez v predchozim pripadé. To mohlo byt
zpusobeno tim, Ze po zchladnuti roztoku pri této hrani¢ni koncentraci
dochazelo méné intenzivné k elektrosprayingu. To je vidét i na obrazku 8.3,
kde jsou snimky z elektronového mikroskopu a pri porovnani zvlaknéného
roztoku pred a po zchladnuti je pozorovatelny znatelny ubytek defekti,
které jsou zpusobeny pravé elektrosprayingem. Zaroven je na obou snimcich
vidét, ze na velké c¢asti vzorku nedochazi k zvlaknovani, ale vytvari se
polymerni film, coz byva zpusobeno prilis nizkou koncentraci polymeru. Pii

vyssim zvétseni je znat, ze kvalita vlaken neni prilis dobra, viz Obr. 8.4.
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VEGA3 TESCAN|
d: 19:
SEM MAG: 996 x  Date(m/dly): 12/05/14 ertor co SEM MAG: 1,01 kx  Datef or spac

Obr. 8.3° Snimky nanovidkennych vrstev ze SEM piri zvétseni 1 kx. (A)- 8 %
roztok zvldkriovany pri T= 70 °C. (B)- 8 % roztok zvidkiiovany pri T= 21 °C.

SEM HV: 30.0 kV WD: 10.01 mm
View fieid: 12.7 ym Det: SE
SEM MAG: 15.0 kx _ Date(m/dly): 12/05/14

Obr. 8.4° Snimek ze SEM, zvetseni obrazku ,,8.3 A“. Zvétseni 15 kx.

P11 zvysovani koncentrace roztoku mizi polymerni film a uz se vytvari
jen vlakna. Tento trend je pozorovatelny jiz u 10 % koncentrace roztoku, kde

jsou vlakna pri vyssim zvétseni jiz velmi kvalitni, viz Obr. 8.5

SEM HV.
View fio
SEM MAG: 25.0 kx _ Date(midly): 12/05/14

Obr. 8.5° Snimek ze SEM. 10 % koncentrace roztoku PA66 ve smési AA/FA
zvldaknovand po zchladnuti pri zvetseni 25 kx
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a zaroven je 1 opét pozorovatelny velky ubytek defektli na nanovlakenné

vrstvé viz Obr. 8.6.

SEM HV: 30.0 kv WD: 10.01 mm

View fleid: 191 ym Det: SE sopm
SEM MAG: 1.00 kx  Date(m/dly): 120514

View field: 191 pm
SEM MAG: 1.00 kx  Date(mdly): 12/05/14

Obr. 8.6: Snimky ze SEM pii zvétseni 1 kx. (A)- 10 % roztok zvidknovany pri
T= 70 °C. (B)- 10 % roztok zvildkriovany po zchladnuti

Ijbytek defektd je pozorovatelny nejen v porovnani vychlazeny a
nevychlazeny roztok, ale také v porovnani ruznych koncentraci roztoku,
pricemz je dan trend, ze se vzrustajici koncentraci ubyvaji defekty. Naopak
nevyhodou zvysovani koncentrace je skutecnost, ze s ni roste 1 prumér

vlaken viz Tab. 8.3.

Tab. 8.3° Prumer vidken v nanovilakenné vrstve polyamidu 6,6

Primér vlaken
w [%] d [nm]
10 94,12
13 121,84
15 203,83

Po zhodnoceni vyse uvedenych vysledkt byly roztoky o koncentraci 10
a 13% pouzity k pripravé nanovlakenné vrstvy na Nanospideru. Ukazalo se
vsak, ze oba roztoky jsou po zchladnuti velmi nestalé a 1 10 % roztok béhem
priblizné jedné hodiny ztuhl. Z tohoto divodu by pro ¢asové dlouhodobéjsi
zvlaknovani musely byt roztoky prabézné zahrivany, coz v podminkach

Nanospideru neni technicky mozné.
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8.3.2 Roztok polyamidu 6,6 ve smési FA zvlakinované z tycky

Jako pri pripravé roztoku PA66 v AA/FA byly namichany 5 g roztoky
o ruznych hmotnostnich koncentracich polyamidu, které byly ponechany 24

hodin na magnetickém michadle pr1 laboratorni teplote.

Tab. 8.4° Vysledky zviaknovani z tycky roztoki PA66 rozpusténych

v kyseliné mravenci
FA t=18,9°C RH=59+ 0,2 %
w, [%] U [kV] vysledek
13 53-54 kytka
15 56 kytka
17,5 57 zvldknovalo na celém povrchu
20 55- 56 kytka

Vsechny roztoky byly po michani na magnetickém michadle zcela
rozpusténé, coz ukazuje, ze kyselina mravenci je lepsim rozpoustédlem
PA66 nez smés kyselin. Vysledek zvlaknovani byl také znatelné lepsi, coz je
vidét v tabulce 8.4. Vsechny roztoky bylo mozné zvlaknit, pricemz roztok o
koncentraci 17,5 % zvlaknoval dokonce na celém povrchu kolektoru, coz je
zpusobeno optimalnim nastavenim procesnich parametrd, zejména viskozity
a zvlaknovaciho napéti.

P elektronového

pohledu na snimky téchto vrstev pomoci

mikroskopu vidime, ze se témér nevyskytuji artefakty vzniklé
elektrosprayingem viz Obr. 8.7. Zaroven pri pohledu na kvalitu vlaken a
velmi malé mnozstvi defekti vzniklych elektrosprayingem na snimku (A)
muzeme usuzovat, ze kriticka koncentrace roztoku pro zvlaknovani, pri

danych podminkach, je vyrazné nizsi.
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SEMHV: 300KV | WD: 10.10 mm VEGA3 TESCANll SEMHV: 300KV WD: 10.12mm VEGA3 TESCAN
View field: 191 ym Det: SE 50 pm View fleld: 191 ym Det: SE
SEM MAG: 1.00 kx _ Date{midly): 11/25/14 Performance in nanospace SEM MAG: 1.00 kx _ Date(midy): 1125114 Performance in nanospace

Obr. 8.7: Snimky ze SEM pri zvétseni 1 kx. PA66 rozpusténi v FA. (4)- 13 %,
(B)-15 %

Pri1 vyssim zvétseni je patrné, ze 13 % vzorek stale obsahuje defekty,
které jsou ve formé ,pavucinek” mezi vldkny viz Obr. 8.8 (A). Priklad
pavucinového defektu je zvyraznén v priloze C. U vyssich koncentraci
zvlaknovaného roztoku tyto defekty mizi. Zaroven ale opét nartsta prumeér
vlaken. Z tohoto divodu bude vhodnéjsi pro vymizeni téchto defekti zménit

jiny parametr zvlaknovani.

Timto vyzkousenym parametrem bylo pridani tri kapek vody, které by
mély ovlivnit disociaci kyseliny v polymernim roztoku. Snimky
z elektronového mikroskopu ovsem ukazaly, Ze mezi vzorky zvlaknénymi

s kapkami vody a bez nich neni zadny znatelny rozdil.

RSO

A >
SEMHV: 300KV | WO: 10.00 mm SEMHV: 300KV | WD: 10.02mm | vEGA3 TEsCANI SEMHV: 300KV WD:9.92mm VEGA3 TESCAN
View field: 19.1 pm Dot: SE View field: 19.1 pm Det: SE View field: 18.9 ym Det: SE
SEM MAG: 10.0 kx _ Date{midy): 11725114 ance o SEM MAG: 10.0 kx _ Date{midly): 1/25/14 Performance in nanospace SEM MAG: 101 kx _ Date{midly): 1172514 Performance in nanospace

Obr. 8.8° Snimky ze SEM pri zvétseni 10 kx. PA66 rozpusteny v FA pri
laboratorni teploté. (A)- 13 %, (B)- 15 % a (C)- 20 %.
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U téchto vzorku byl zaroven zkouman vliv starnuti roztoku, pricemz
byly nechany jeden tyden v uzavrenych lahvickach pri laboratorni teploté.
Po tydnu byl roztok stale stabilni a tekuty. Presto kvalita vlaken zvlaknéné
vrstvy velmi klesla, coz je vidét na Obr. 8.9. Nanovlakenna vrstva obsahuje
velké mnozstvi defektti a pri vyssim zvétseni je vidét, ze na mnoha mistech

se mezi vlakny vytvareji pavucinky.

g’

=
WD: 10.20 mm | VEGA3 TESCAN|
View fleld: 19.2 ym Det: SE 5 pm
SEM MAG: 9.98 kx _ Date(m/dly): 11/25/14 Performance in nanospace

SEM HV: 30.0kV
View field: 191 ym
SEM MAG: 1.00 kx _ Date(m/dly): 11/25/14

Obr. 8.9° Snimky ze SEM. Vzorky zviaknénych roztoku PA66, které byly
nechdny tyden ,stdrnout” pri laboratorni teploté. (A)- 15 % roztok pri
zvétseni 1 kx, (B)- 17,5 % roztok pri zvétseni 10k.

8.3.3 Zvlaknovani pomoci Nanospideru

Pomoci zvlaknovani ztycky neni mozné vytvorit ani dostatecné
velkou, ani dostatecné rovnomérnou vrstvu, ktera je potreba pro dalsi
testovani. Z tohoto davodu byly vétsi vrstvy pripravovany pomoci
Nanospideru, ktery tyto naroky splnuje. Vzhledem k predchozim testiim
byla jako rozpoustédlo pro pripravu polymernich roztokd pouzita kyselina
mravenci. Hlavnim davodem bylo, Ze roztok FA s PA66 je mnohem stalejsi
nez roztok PA66 ve smési AA/FA. Dalsi divod byl, Ze v prostredi
Nanospideru byla mnohem nizsi vlhkost vzduchu, coz mohlo ptsobit
kladnym efektem na odstranéni pavucinovych defekti, které byly

pozorovany napr. na Obr. 8.9.
Parametry nastaveni Nanospideru pii zvlaknovani:

e Vzdalenost elektrod: 175 mm

e Rychlost posuvu struny: 0,2 mm/s
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Rychlost posuvu hlavy: 350-450 mm/s na 500 mm/s

Podkladovy material: BP se silikonem
Napeéti: -30/60 kV
Odtahy: 90/100 m3/h

Tab. 8.5 Vysledky zviaknovani PA66 v FA na Nanospideru.

Rychlost

Y Velikost | Primér
wc | Pocet | GSM posuvu . , ,
Vzorek privlaku | vldken Vysledek
[%] |vrstev|[g/m2] | podkladu
. [mm] [nm]
[mm/min]
1 1 113 30 0,5 104,44 velmi kvalltnlvlakr:a témér bez
defektd
2 1 1,83 15 0,5 95.93 | velmi kvalitni vlakna bez defektt
11 - . 2 ,
3 3 5,54 15 0,6 93,5 V(valm[tenka vvlfa\kna s malym .
mnozstvim pavucinkovych defektl
4 3 6,43 15 0,5 135,3 velké mnozs:tw pa.vucllnkovych
defektl mezi vlakny
5 1 12 30 0,5 138,84 veJml ,kvalltnl \v/.laknals malym o
mnozstvim pavucinkovych defekt(
6 1 216 15 0,5 149,34 velmi podlobne J?k? u vzprk}u 5, ale
vlakna méné kvalitni
13
7 ) 3,89 15 0,5 119,43 kvvalltnl vrstvv? 3 mllnlmalnlmo
poctem pavucinovych defekt(
8 3 5,82 15 0,5 108,8 kvalitni vIaerlma s rT1aIym mn?zstV|m
pavucinovych defekt(
9 1 0,97 30 0,5 154,68 veJml Ikvalltnl \v/.laknals malym e
mnozstvim pavucinkovych defekt(
15
10 1 285 15 0,5 173,91 témér stejnsjakolvzorek 9, ?Ie vice
pavucinovych defekt(
11 1 113 30 0,5 147,7 kvalitni vIakrjfa\, ale mls.ty.hu'ste sité
pavucinek mezi nimi
14 . 7 . .
12 1 218 15 0,5 147,89 stejna kvalita vritlvyjako u vzorku
13 1 | 1,38 30 06 | 4843 roztok gelovatél na struné,
zplosténa vldkna
17,5 roztok zasychal na struné,
14 1 3,17 15 0,6 420,46 zplostélad vlidkna ale témér bez
defektd
15 20 1 i 15 07a1l |10461 nepovedend vrstva, roztok

zasychal na struné a ucpal ji
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V tabulce 8.5 jsou zaznamenany vysledky jednotlivych zvlaknovacich
testi. V této tabulce nejsou zaznamenany dalsi dvé velmi dulezité
proménné, které také mély obrovsky vliv na vyslednou podobu zvlaknéné
vrstvy, a témi jsou teplota pri zvlaknovani a vlhkost vzduchu, které se
pohybovaly v rozmezi HR= 10-31 % a T= 22-25 °C. Presto 1 bez diskutovani
téchto dvou proménnych z této tabulky mizeme vycist mnoho jednotlivych
zavislosti. Napriklad, ze s klesajici rychlosti posuvu podkladu roste
nelinearné vytézek vlaken. U 13 % roztoku je vidét, ze s pribyvajicimi
vrstvami mirné pramér vlaken klesa, coz je dano tim, ze pribyvajici vrstvy,
které byly zvlaknovany postupné na sebe, pusobi jako dielektriku, a tim
mirné snizuji zvlaknovaci napéti. To ma za nasledek mirny ubytek
v praméru vlaken. Tento efekt neni pozorovany u vzorku 4, coz ovSem
zpusobila vysoka vlhkost vzduchu. Na obrazku 8.10 je ukazan pro porovnani
priklad pavucinovych defektl, které byly zminény v ¢asti vysledka tabulky
8.5. Na obrazku (A) je velké mnozstvi defektdi a na obrazku (B) je malé

mnozstvi.

R . L - =
SEM HV: 30.0 kV WD: 9.70 mm | ! VEGA3 TESCANJl SEMHV: 300KV WD: 10.01 mm
View field: 9.5 ym Det: SE View field: 9.56 ym Det: SE

SEM MAG: 20.0 kx _ Date(mdly): 12/30/14 SEM MAG: 20.0 kx _ Date(m/dly): 01/08/15 Performance in nanospace

Obr. 8.10° Snimky vzorkd z tabulky 5.5 ze SEM pii zvétseni 20 kx. (A)-
vzorek 11, (B)- vzorek 8.

Jak jiz bylo psano vyse, obrovsky vliv na tvorbu téchto pavucinovych
defektdh ma vlhkost vzduchu. Na obrazku 8.11, kde je zvlaknovany vzorek
¢islo 1, muzeme tento vliv pozorovat. Pri zvlaknovani bylo nejdrive na
zacatku pomoci susarny docileno RH= 8,8%. V tu chvili mizeme pozorovat,

ze na nanovlakenné vrstvé se mezi vlakny mirné tvorily pavucinky. Po 11
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minutach zvlaknovani byla susarna vypnuta, diky cemuz postupné zacala
vlhkost nartustat az na RH= 18,7% a na snimku ze SEM muzeme pozorovat,
ze defekty témeér Uplné vymizely. K tomu mohla ¢asteéné prispét i teplota
vzduchu béhem procesu, ale ta se vyrazné neménila, z 24,1°C vzrostla na

24,4°C.

» Y
SEM HV: 30,0 kV : SEM HV: 30.0kV WD: 9.81 mm
View flold: 9.56 ym 5 View field: 9.5 ym Det: SE
SEM MAG: 20.0 kx _ Date{midly): 010515 ance In nanospace SEM MAG: 20.0 kx _ Date(midyy): 01/05/15

Obr. 8.11° Snimky ze SEM vzorku ¢ 1 z Tab. 8.5 pri zvétseni 20 kx. (A)-
vzorek pri RH=8,8% a T=24,1°C, (B)- vzorek pri RH=18,7% a T= 24,4°C.

Jak je jiz patrné z hodnoceni kvality vrstvy v tabulce 8.5. Nejlépe se
podarilo optimalizovat procesni 1 materidlové parametry zvlaknovani u
vzorku ¢islo 2, tedy 11% hmotnostni koncentrace PA66 v FA. Pri vyse
uvedenych procesnich parametrech byla RH= 18,8% a teplota vzduchu
T= 24,5°C. Mikroskopické snimky této nanovlakenné vrstvy jsou v ruznych

priblizenich na obrazku 8.12.

SEM HV: 30.0 KV

View field: 38.3 ym o View field: 9.56 pm Det: SE
SEM MAG: 4.99 kx _ Date(midly): 010515 rmance in nanospace SEM MAG: 20.0 kx _ Date(midly): 01/05/15

Obr. 8.12: Snimek ze SEM vzorku ¢ 2 z Tab. 8.5. (A)- pri zvétseni 5 kx, (B)-

pri zvétseni 20 kx
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9 Zavér z pripravy nanovlakenné vrstvy PA66

Pro pripravu nanovlakenné vrstvy byly pouzivany roztoky PA66
rozpusténé ve dvou rtiznych rozpoustédlech, a to kyseliné mravenéi (FA) a
smési kyselin octové a mravenéi v poméru 2:1 (AA/FA). Z pokust vyplynulo,
ze smés kyselin neni vhodné rozpoustédlo pro PA66, protoze roztok
vytvoreny timto rozpoustédlem je velice nestdly za laboratorni teploty (18-
21°C), a proto by musel byt zvlaknovan za vyssi teploty, coz je v podminkach
pouzitého Nanospideru nemozné. Presto je mozné 1 pomoci tohoto

rozpoustédla vytvorit kvalitni vrstvy s dobrym vytézkem.

Pro PA66 je vhodnéjsi rozpoustédlo FA nez smés FA/AA, dokonce ho pri
laboratorni teploté bylo mozné zvlaknit i1 po tydennim odstaveni. Vznikla
vrstva ovsem obsahovala mnohem vétsi mnozstvi defekti nez vrstva vznikla
zvlaknénim hned po odebrani z michacky a vychladnuti na laboratorni
teplotu. To nas privadi k tomu, ze se pro zvlaknovani ukazalo vyhodnym
rozpoustet PA66 pri vyssi teploté, v nasem pripadé 70 °C. V obou pripadech

rozpousteédel to vedlo ke zmenseni poctu defektti na nanovlakenné vrstve.

Vzhledem k moznosti zvlaknit roztok PA66 v FA pri laboratorni teploté
byly tedy rtizné hmotnostni koncentrace tohoto roztoku pouzity k vytvoreni
nanovlakenné vrstvy pomoci Nanospideru. Ukazalo se, ze na kvalitu vrstvy
ma vliv mnoho parametrd, z nichz nékteré byly stalé pro vSechny pokusy
napr.: napéti pri zvlaknovani, vzdalenost elektrod, rychlost posuvu struny
atd. a nékteré byly proménné, jako napriklad koncentrace roztoku, vlhkost
vzduchu, teplota pri zvlaknovani, pocet vrstev, rychlost posuvu podkladu,
pramér pruvlaku. Pri zménach téchto proménnych bylo pozorovano mnoho
zavislosti napr.: se zvysujici se koncentraci roztoku roste nelinearné prameér
vlaken a roztoky nad 17,5% se jiz tézce zvlaknuji, s navysujicim se poctem
vrstev naopak mirné klesa pramér vlaken a vytézek narusta také
nelinearné. Pokud jde o kvalitu zvlaknéné vrstvy, je treba optimalizovat
vSechny vyse uvedené proménné, a to zejména vlhkost vzduchu a teplotu,
které maji velky vliv na mnozstvi defektl, s koncentraci. Optimalizované

hodnoty procesnich parametrt, které vedly k vytvoreni kvalitni vrstvy bez
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defektt, jsou uvedeny v tabulce 9.1. Pramér praméru vlaken této vrstvy byl

95,9 nm, coz splnuje definici nanocastic.

Tab. 9.1° ProcesnI parametry nanoviakenné vrstvy bez defektu

Potet Rychlost posuvu | Velikost
w [%] podkladu pravliaku | T[°C] | RH [%]
vrstev .
[mm/min] [mm]
11 1 15 0,5 24,5 18,8
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10 Diskuze z pripravy nanovlakenné vrstvy PA66

Kladny efekt rozpousténi PA66 za vyssi teploty mtze byt vysvétleno
tim, Ze snizuje krystalinitu PA66, ¢cim vétsi je podil krystalické faze, tim
hture se roztok zvlaknuje. Teplota 70 °C je vyssi nez teplota skelného

prechodu PA66, ktera je v rozmezi 45-60 °C.

Zvyseni poctu defektd zpusobené starnutim roztoku je mozné vysvetlit
tim, Ze postupem casu kyselina mravenéi stépi makromolekuly polymeru,

¢imz zhorsuje vlastnosti roztoku pro zvlaknovani.

Nartst prumeéra vladken s koncentraci roztoku, je dan tim, zZe se
polymerni makromolekuly vice, a ve vétsim mnozstvi, prekryvaji. Roztoky
s koncentraci vyssi nez 17,5 % se pri danych podminkach, hlavné vlhkosti
vzduchu a teploty, v Nanospideru spatné zvlaknuji, protoze viskozita
roztoku zacina byt jiz prilis vysoka pro vytvoreni Taylorovych konust a
polymernich trysek, takze roztok zasycha na struné. S vyssim poctem vrstev
mirné klesa prumeér vlaken. Déje se to v dusledku snizovani napéti pri
zvlaknovani. Jiz nanesené vrstvy PA66 odstinuji elektromagnetické pole
vytvorené mezi elektrodami. Je to také duvod, pro¢ vytézek vrstvy

nenarusta linearné s pribyvajicim poétem vrstev.
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11 Rizena hydrolyza nanovlakenné vrstvy PA66

11.1 Pouzité chemikalie

Kyselina chlorovodikova

35 % kyselina dodavana firmou Penta s.r.o. Cislo Sarze 1812181213,
indexové c¢islo 017-002-01-X. Molarni hmotnost kyseliny je 36,46 g/mol a
hustota 1,18 g/cms3.

Hydroxid sodny

Pouzity hydroxid v &sté formé byl doddn firmou Penta s.r.o. Cislo
Sarze ma 1704190412, indexové ¢islo 011-002-00-6. Molarni hmotnost ma 40
g/mol.

11.2 Postup piipravy hydrolyzovanych vzorki

Pro hydrolyzu byly pouzivany ¢tvercové vzorky nanovlakenné vrstvy se
stranou o rozmérech 2 cm. Tyto vzorky byly vlozeny do Erlenmeyerovy
banky, kde byla kyselina chlorovodikova o urcité koncentraci. Hydrolyza
probihala  urcitou dobu, po kterou byly roztoky  michany
elektromagnetickym michadlem. Po uplynuti doby hydrolyzy byly vzorky
vyjmuty zroztoku a pro zastaveni dalsi hydrolyzy byly neutralizovany
pomoci 0,1 M hydroxidu sodného. Vzorek byl promyt destilovanou vodou a

poté testovan.

11.3 Vysledky hydrolyzy PA66

Pro vypocet poctu aminoskupin, viz odstavec 11.4.3, v hydrolyzované
vrstvé je podle vzorce nejdirive nutné zjistit plochu testovaného vzorku.
Z toho duvodu jsem zjistoval, jak se plocha vzorku méni v zavislosti na

koncentraci pouzité kyseliny a na celkové dobé hydrolyzy.

Molarni koncentrace HCI byly od 3 M do 4 M kyseliny. Rozdily mezi
jednotlivymi koncentracemi byly 0,1 M. Jak mtzeme vidét v tabulce 11.1, se

zvysujici se koncentraci kyseliny klesa plocha vzorku po hydrolyze, coz je
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dano tim, ze HCIl postupné rozpousti nanovlakna PA66. V tabulce je pro
porovnani také uveden referencni vzorek, ktery byl vlozen do vody a
vysusen. Je spocitdn pramérem z péti vzorkd. Snizeni plochy u tohoto
vzorku je dano smrstovanim vlaken PA66 ve vodé. Plocha vzorku S se

spocita 2*a*b , protoze hydrolyza probiha v plose.

Tab. 11.1° Tabulka vyjadrujici ubytek plochy vzorku v zavislosti na molarni

koncentraci kyseliny pouzité pro hydrolyzu

C @, ["1% S
[mol/dm’] strana a [cm] strana b [cm] [em] | [cm] [cmz]
Ref 181821818 |18|18|18 |18 |18 (1,82| 1,81 | 1,80 | 6,54
3 1,71 1,7 |17 |1,73|1,75|1,65| 1,7 |166| 1,6 | 1,6 | 1,72 1,64 5,64

3,1 1,7 (16216 |16 |16 (1,71|1,75(1,73|1,71|1,72| 1,62 | 1,72 | 5,60

3,2 1,7 | 1,7 | 1,7 |1,68|1,68|1,77|1,75| 1,8 | 1,7 |1,65| 1,69 | 1,73 | 5,87

3,3 165|165|165|165| 17|17 |165|165|165| 1,6 | 1,66 | 1,65 | 5,48

3,4 165|161|162|165|165|166(1,69| 1,7 | 1,7 | 1,7 | 1,64 | 1,69 | 5,53

3,5 16917 ,1,7 17|17 |162|167|1,66(1,68|1,69| 1,70 | 1,66 | 5,65

3,6 16 (1591514151516 |16 |16 |16 |16 | 1,54 | 1,60 | 4,93

3,7 16 16|16 |155(155|149| 15|15 |151|155| 1,58 | 1,51 | 4,77

3,8 15|15 |155f151|151|16 |16 (155|115 |15 | 1,51 | 1,55 | 4,69

3,9 1,5 | 1,48 (1,42 |1,45| 1,5 | 1,5 | 1,5 | 1,5 | 1,49 (1,48 | 1,47 | 1,49 | 4,39

4 1451414 145/1,47|141| 14 |14 |14 |1,45| 1,43 | 1,41 | 4,05

Vsechny vzorky byly hydrolyzovany po dobu 15 minut. Pro nazornost
byly plochy jednotlivych hydrolyzovanych vzorka vyneseny do grafu 11.1.
Vysledné hodnoty se s pomérné dobrou presnosti daji prolozit kvadratickou
krivkou, jejiz rovnice je také v grafu. Z této rovnice vyplyva, ze vzorek vrstvy
PA66 by meél byt zcela rozpustén pri koncentraci kyseliny 4,76 mol/dm3. Pri
experimentech byl vzorek uplné rozpustén HCI o koncentraci 4,8 mol/dm3,
coz potvrzuje spravnost regresni krivky. Druhy koren krivky nema
prakticky vyznam, protoze ma koncentraci HCI prilis nizkou, aby doslo

k hydrolyze PA66.
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Graf 11.1° Zavislost poklesu plochy vzorkii PA66 po hydrolyze v HCI o
riznych moldrnich koncentracich. Hydrolyza probihala 15 minut pri

laboratorni teploté.

Kromé sledovani uc¢inku zmény koncentrace na zménu plochy vzorku
bylo t¥eba zjistit ¢asovy vliv. Casovy vliv hydrolyzy na plochu vzorkd byl
zkouman od 0,5 do 4 hodin. Koncentrace kyseliny pouzité pro hydrolyzu byla
3,8 mol/dm3. Tato koncentrace byla pouzita, protoze se ukazala pro
hydrolyzu jako optimalni, coz bude podrobnéji vysvetleno dale. Zaroven byly
vzorky testovany pii rtiznych teplotach, laboratorni (cca 20 °C) a 37 °C. Jak
muzeme vidét na grafu 11.2, s postupem c¢asu hydrolyzy linearné klesa
plocha zkoumanych vzorkt. Pocatec¢ni plochy vzorku se lisi, coz je dano tim,
ze pro tyto pokusy byly pouzity rtizné nanovlakenné vrstvy s ruznymi GSM
a ruznou morfologii. Pro teplotu 20 °C byla pouzita vrstva 8 z tabulky 8.5,
kde GSM je 5,82 a pro teplotu 37 °C byla pouzita vrstva 4 z téze tabulky,
ktera ma GSM 6,43. Z regresnich rovnic je vidét, ze rychlost reakce se
zvysenou teplotou vzrostla 12,74 krat, to je priblizné ve shodé s Arrheniovou

rovnici.
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Graf 11.2° Zavislost poklesu plochy vzorki PA66 na dobé hydrolyzy. Molarni
koncentrace pouzité kyseliny byla 3,8 mol/dm?3. Vzorky byly hydrolyzovany
pri riiznych teplotdch, a to 20 °C (laboratorni teplota) a 37 °C.

V zavislosti na ducéincich hydrolyzy byla také zkouméana zména
morfologie nanovlakenné vrstvy. Na obrazku 11.1 mizeme vidét porovnani
snimka ze SEM pro hydrolyzovanou vrstvu v 3,8 M HCI a nehydrolyzovany
referencni vzorek, ktery byl na 15 minut ponoten do vody. Je vidét, ze
vlakna jsou po hydrolyze silnéjsi, coz zpusobuje nasakavost polyamidu.

Zaroven je vidét zména morfologie vlaken uc¢inkem HCI.

-

4
-

1
L )

) ) -
SEM HV: 30.0 kV WD: 9.20 mm VEGAS TESCANJ  SEM HV: 30.0 kV WD: 9.60 mm | | VEGA3 TESCAN|
View field: 9.53 pm Det: SE View field: 9.56 ym Det: SE 2pm

SEM MAG: 20.1 kx _ Date(midly): 04720115 Performance in nanospace SEM MAG: 20.0 kx  Date(mdly): 0323/15 Performance in nanospace

Obr. 11.1° Snimek PA66 ze SEM pri zvetseni 20 kx. Porovnani morfologie
nanovlakenné vrstvy pred a po hydrolyze. (A)- hydrolyzovany vzorek v 3,8 M
HCI, doba hydrolyzace 2,56 hodiny. (B)- nehydrolyzovany vzorek, ktery byl na

15 minut namocen do vody a vysusen
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Jak jiz bylo vyse uvedeno, hydrolyza ovlivnuje pramér vlaken

testovanych PA66 vrstev a tim 1 specificky povrch, ktery se spocita:

4

~ Dxp=*1000 (8]

Gsp

Kde o, [m?/g] je specificky povrch vrstvy, D [m] je priimér vidken a p [kg/m?]
je hustota PA66. V tabulce 11.2 je vidét viiv molarni koncentrace HCI na
prumér viaken PA66 pri hydrolyze.

Tab. 11.2: Porovnani pruméru viaken a specifického povrchu referencniho
vzorku, ktery byl namocen do vody se vzorky, které byly hydrolyzovany

ruzné koncentrovanou HCI za laboratorni teploty.

¢ [mol/dm?] Ref 3 31 32 | 33 3,5 3,6 37 | 38 | 39 4
Pocet objektl 49 50 50 50 50 49 50 50 50 50 50
Min. hodnota 74,7 | 79,7 |105,5| 107 | 99,2 | 123,2| 98,6 | 97,8 |134,7|112,9| 111,3
Max. hodnota 279,6 |378,3|370,8| 391 |249,6|301,3|343,4|379,1|326,8|390,1| 269,2

Pramér 169,2 | 168 |169,5| 169 |175,1|179,6 | 184,3 |184,1| 190 |168,9|157,4
Smérodat. odchylka | 42,2 | 70,1 | 41 | 52,9 | 33,3 | 38,8 57 52,7459 | 55 | 32,8
Specificky povrch | 19,75 19,89 (20,8820,98 | 20,22 | 19,71 | 19,21 | 19,23 |18,63| 20,96 | 22,49

Zmeéna specifického povrchu vzorka byla vynesena do grafu 11.3. Jak
muzeme vidét, pri nizsich koncentracich HCI klesa specificky povrch vzork,
coz muze byt zapricinéno nasakavosti PA66, ktera je az 8,5 %. Naproti tomu
vSak plsobi naleptavani vlaken zplsobené kyselinou, pricemz pri vyssi
koncentraci HCI tento efekt prevlada a vlakna se zacinaji rychle stépit.
Regresni kiivky v grafu 11.3 nam rikaji, ze zlom nastava okolo koncentrace

HCI1 3,8 M, pravdépodobné vsak nebude tak ostry, jak je ukazano v grafu.
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Graf 11.3° Zavislost zmeny specifického povrchu testovanych vzorkii PA66

na pouzité koncentraci HCI pri hydrolyze za laboratorni teploty.

Specificky povrch nezavisi jen na pouzité koncentraci HCl pri
hydrolyze, ale jeho zména je pozorovatelna i1 v zavislosti na dobé hydrolyzy
viz graf 11.4. Specificky povrch byl méren pro hydrolyzu 3,8 M HCI pii
teplotach 20 °C a 37 °C. Pokud by pokles specifického povrchu byl
v dusledku nasakavosti PA66, tak nam regresni krivky rikaji, ze specificky
povrch bude kvadraticky klesat az do urcéitého bodu nasyceni a zvysSenim
teploty tento proces urychlime. Pro métreni pti jednotlivych teplotach byly
pouzity vrstvy PA66 s ruznou morfologii stejné jako u grafu 11.2. To je
davod pocatecniho rozdilu ve specifickém povrchu, ktery je vidét na grafu.

Pouzité vzorky pri jednotlivych teplotach jsou shodné se vzorky z grafu 11.2.
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Graf 11.4° Zavislost zmeny specifického povrchu testovanych vzorkii PA66
na dobé hydrolyzace pri dvou ruznych teplotach. Hydrolyza byla provadena
3,8 M HCIL

Dulezitym faktorem pro dalsi pouziti hydrolyzovanych vzorku je jejich
mechanickd pevnost po hydrolyze. Z testt mechanické pevnosti v tahu
vyplynulo, Ze po 15 minutové hydrolyze v 3,8 M HCI se pevnost v tahu
testovaného vzorku, oproti pevnosti nehydrolyzovaného vzorku, témeér
nezmeéni, viz priloha A. Fmax nehydrolyzovaného vzorku byla 15,5 N a
hydrolyzovaného 14,24 N, coz ukazuje, zZe vzorky maji po hydrolyze
dostatecnou pevnost pro dalsi manipulaci. Testy probihaly podle normy

Edana 20.1-89 na stroji LabTest 2.050 spolecnosti LaborTech.
11.4 Diikaz provedené hydrolyzy u vzorka PA66

11.4.1 Pouzité chemikalie
Roztok 0,05 % methyloranze s 0,1 M NaH2POs

Byl pouzit laboratorné pripraveny roztok z chemikalii, které dodala
firma Lachema N.P. Brno. Molarni hmotnost methyloranze je 327,33 g/mol

a dihydrogenfosforetnanu sodného je 119,98 g/mol.
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K2CO3

Pouzit byl ¢isty uhli¢itan draselny dodany firmou Lachema N.P. Brno,
jehoz molarni hmotnost je 138,21 g/mol.
11.4.2 Pouzité laboratorni pomicky a zaiizeni

FTIR spektrometr

Pouzity spektrometr vyrobila firma Thermo scientific pod
nazvem Smart™ 1TX Accessory for the Nicolet™ 1S™10 FT-IR
Spectrometer. Je urcen pro Siroké spektrum pevnych materiald. Meérici
aparatura obsahuje diamantovy krystal s moznosti vymény za ZnSe nebo Ge

krystal, coz umoznuje sirokospektrou analyzu vzorku.

UV/VIS spektrometr

Byl pouzit spektrometr firmy GBC Scientific Equipment Ltd, ktera ho
vyrabi pod nazvem Cintra 202 UV Visible Spectrometer. Rozsah vlnovych

délek pro meéreni ma od 190- 1200 nm.

-

-

Obr. 11.2: Pouzité laboratorni pristroje. Vlevo FTIR spektrometr,
vpravo UV/VIS spektrometr.

11.4.3 Metody pro zjiSténi irovné hydrolyzy PA66 vzorki
FTIR spektroskopie

FTIR je kvalitativni 1 kvantitativni analyticka technika vyuzivajici
infracervené zareni k excitaci rotacnich a vibracnich stavi molekul ve
zkoumané latce. Excitaci latky se snizi energie dopadajiciho zareni a tento

ubytek je roven rozdilti v energiich urcitych rota¢nich nebo vibracnich stava
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ve zkoumané latce. Analyzou energie vystupniho signalu dostavame
charakteristické udaje o zkoumané latce. Citlivost vystupujiciho signalu je
v této metodé dale zvysena Fourierovou transformaci, ktera je realizovana

modulaci vystupniho signdlu interferometrem (Vodi¢kova 2014).
Urceni poétu aminoskupin v latce pomoci methyloranze

Metoda vyuziva methyloranze jako kyselého barviva, které se navaze
na aminoskupiny obsazené v polyamidu 6,6. Poté se vzorek promyje vodou,
aby se odstranila veskera nenavazana methyloranz. Posléze se navazana
methyloranz v bazickém prostredi, pomoci uhli¢itanu draselného, zase
uvolni. Vzhledem k tomu, Ze se jedna molekula methyloranze vaze na jednu
aminoskupinu, tak roztok vznikly reakci uhli¢itanu nese informaci o poctu
aminoskupin ve vzorku. U tohoto roztoku je nasledné zmérena absorbance
metodou UV/VIS pri vlnové délce 465 nm, pri které ma methyloranz
absorpéni maximum. Vysledny vztah pro uréeni poétu aminoskupin ve

vzorku je dan rovnici:
A
C' =1300 x= [9]
“F

C* [1/nm?] je pocet aminoskupin na nanometr étverecni, A je absorbance a F

[em?] je povrch latky (HARTWIG et al. 1994).

11.4.4 Méreni poctu aminoskupin ve vzorcich PA66
FTIR spektroskopie

Hydrolyzované vzorky byly nejdrive testovany pomoci FTIR
spektroskopie. Spektrograf, porovnavajici krivky ziskané z referencniho
vzorku PA66 a vzorka PA66 hydrolyzovanych v 3,8 M HCl a 4 M HCI po
dobu 15 minut pri laboratorni teplote, je k nahlédnuti v priloze B. Je na nich
pozorovatelnd zvysend intenzita v 2. amidickém piku (1530 cm), ktery je
dan valenéni vibraci C=0 a deformacni vibraci N-H, u hydrolyzovanych
vzorkl oproti referenénimu. Zaroven i zvysena intenzita valencéni vibrace N-

H, ktera je na reciproké vinové délce 3300 cm'l. Také mtzeme pozorovat
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zmeénu v intenzité zareni, co se tyce struktury CHsa skupin, které vyzaruji
okolo reciproké vlnové délky 2860 cm. 1. amidicky pik (1640 cm), ktery je
dan valencéni vibraci C=0 a deformacni vibraci N-H, zustal u vzorku
neménny. Ze zmény intenzit 2. amidického piku oproti 1. amidickému piku
muzeme usuzovat, ze nastala uréitd zmeéna karbonylové skupiny oproti
amidické skupiné v peptidické vazbé PA66. Tato zména ovSem neni
rozstépeni vazby, protoze v tom pripadé by byl pozorovany vznik piku okolo
3500 cml, ktery by poukazoval na vyskyt vazby NHa. Z tohoto davodu je
zména podilu intenzit 1. a 2. amidického piku zpusobena spise zménou
konformace v peptidické vazbé. Na zménu konformace v makromolekule
ukazuje 1 jiz vySe zminéna zmeéna intenzity zareni u CHz vazeb. Zareni,
pomoci kterého FTIR detekuje, je schopné proniknout priblizné 2 um do
materialu. Detekéni limit u FTIR spektroskopie je 1-2 %. Vzhledem k tomu,
ze testujeme vlakna, jejichz primér je priblizné 100- 200 nm a hydrolyza by
meéla poskodit jen povrch téchto vlaken, tak zména provedena na povrchu
vlaken vlivem hydrolyzy bude pravdépodobné pod detekénim limitem FTIR
spektroskopie.

Urceni poc¢tu aminoskupin pomoci methyloranze

V pripadé zkousky na zjisténi poc¢tu aminoskupin ve vzorku pomoci
methyloranze se vzorky vlozily na 1 hodinu do 10 ml roztoku 0,05%
methyloranze s0,1 M NaH:PO4. To zplsobilo kovalentni navazani
methyloranze na aminoskupiny obsazené v PA66. Po uplynuti jedné hodiny
byly vzorky vyjmuty z roztoku a promyty deionizovanou vodou, aby se
odstranily zbytky nekovalentné vazané methyloranze. Poté se vzorky
nechaly reagovat s 10 ml roztokem K2CO3 po dobu 15 minut, ktery zptisobil
odvazani kovalentné vazanych skupin methyloranze, coz se projevilo
zbarvenim roztoku do zlutooranzové. Takto vznikly roztok byl odsat do
sklenéné lahvicky a pouzit pro zmeéreni absorbance pomoci UV/VIS

spektroskopie.

Za predpokladu, ze hydrolyza nanovlakennych vzorkti PA66 probiha

jen na povrchu téchto vzorkd, muzeme pro vypocet poctu aminoskupin ve
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vzorcich pouzit rovnici [9]. V tabulce 11.3 jsou zobrazeny vysledné hodnoty
poctu aminoskupin ve vzorcich, které byly hydrolyzovany v rtzné
koncentrované HCI po dobu 15 minut a pri laboratorni teploté. Realné
neprobiha hydrolyza jen na povrchu, ale také ani v celém objemu vzorku.
Pokud by se vzorec prepocital pres specificky povrch, dostali bychom vztah

pro hydrolyzu v celém vzorku:

A
' = 1300 10
" e * GSM * S x10-° [10]

Kde oy, [m’/g] je specificky povrch vzorku, GSM [g/m?] je hmotnost

nanovldkenné vrstvy na metr ¢tverecni a S [em?/ je plocha vzorku.

Vysledné poéty aminoskupin na jeden nm?2 by podle této rovnice [10]
vychéazely v radu 107- 108, coz je také prakticky nemozné. Realné tedy bude
hydrolyza probihat jen do urcité hloubky vrstvy, ktera zavisi na poérovitosti
vzorku. Vzhledem k tomu, zZe v dusledku nasdkavosti pri hydrolyze
nanovlakna zvysuji svij praumér, tak hloubka hydrolyzované oblasti nebude
tak velka oproti praméru vzorku a vysledny pocet aminoskupin bude vice

odpovidat vysledk@im, které ziskdme z rovnice [9] viz Tab. 11.3.

Tab. 11.3° Pocet aminoskupin v testovanych vzorcich a jejich procentudlni

narust oproti referencnimu vzorku v zavislosti na koncentraci HCI pri

hydrolyze.
c c Procentualni
[mol/dm?] Sem?] | Absorbance [1/nm?] | zvyseni C' [%]
Ref 6,54 0,2232 44,33 -
3 5,64 0,2244 51,71 16,63
3,1 5,60 0,2168 50,33 13,53
3,2 5,87 0,2275 50,40 13,69
3,3 5,48 0,2398 56,91 28,36
3,5 5,65 0,2289 52,66 18,78
3,6 4,93 0,2246 59,25 33,64
3,7 4,77 0,2332 63,53 43,31
3,8 4,69 0,2474 68,53 54,57
3,9 4,39 0,1879 55,61 25,44
4 4,05 0,1573 50,50 13,90

58



Presto pokud porovname procentualni zvyseni aminoskupin oproti
referencnimu vzorku, ktery nebyl hydrolyzovan, tak zjistime, ze kiivky
ziskané vypoctem z jednotlivych rovnic jsou velmi podobné, viz graf 11.5 a
11.6. Regresnim krivkam, kterymi jsou zavislosti na grafech prolozeny,
dokonce vice odpovida graf vznikly vypoétem z rovnice [10], coZ je zplisobeno
tim, Ze v této rovnici je zohlednén i specificky povrch vzorkt (tim i ¢astecné
zména velikosti pért vzorku), ktery se méni v zavislosti na koncentraci HCI

pr1 hydrolyze, viz graf 11.3.

60

50 X
y = 84,6412 - 530,32x + 846,11 / \
40 R*=0,8826 / \
® 30 ® \
20

L
’¥‘ 7Y y= 1E+13e'6'838"\
10 R%2=10,9955
0 } } } } } |
2,9 3,1 3,3 3,5 3,7 3,9 4,1
¢ [mol/dm?3]

Graf 11.5° Zavislost procentualniho zvyseni aminoskupin ve vzorku PA66
pri hydrolyze rizné koncentrovanymi HCI. Doba hydrolyzy 15 minut pri

laboratorni teploté. Pocitdano podle rovnice [9].
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Graf 11.6° Zavislost procentualniho zvyseni aminoskupin ve vzorku PA66
pri hydrolyze rizne koncentrovanymi HCIL Doba hydrolyzy 15 minut pri

laboratorni teploté. Pocitdno podle rovnice [10].

Rozdil mezi grafy 11.5 a 11.6 ohledné procentualniho zvyseni
aminoskupin je dan rozdilem specifickych povrcha referenéniho vzorku a
testovanych vzorka. Procentualni maxima, ktera jsou pri hydrolyze 3,8 M
HCl, opét nebudou ostra, ale zlom ktery vmnich nastava, bude
pravdépodobné zpusoben tim, zZe jednotliva vldkna se vlivem silného
poskozeni zacinaji spojovat a tim velmi snizuji reaktivni povrch. Tento efekt

muzeme pozorovat na obrazku 11.3.

SEM HV: 30.0 kV. WD: 9.72mm VEGA3 TESCAN
View fieid: 9.56 ym Det: SE View fieid: 9,56 ym Det: SE
SEM MAG: 20.0 kx _ Date(midly): 0323115 erforma e SEM MAG: 20.0 kx _ Date(midly): 03123115 erfor a

Obr 11.3° Snimky ze SEM pri zvétseni 20 kx. (A)- je vzorek hydrolyzovany
3,8 M HCI po dobu 15 minut pri laboratorni teploté a (B)- vzorek
hydrolyzovany 4 M HCI za stejnych podminek.
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éasovy vyvo) procentualniho zvyseni poctu aminoskupin pri
hydrolyze 3,8 M HC]l muzeme sledovat na grafu 11.7. Zde vidime dvé kiivky
pro hydrolyzu pri riznych teplotach. Pri teploté 20 °C je procentualni nartst
aminoskupin mirné vyssi nez pri teploté 37 °C, coz muze byt vysvétleno

stejné jako v predchozim pripadé snizenim reaktivniho povrchu.

180

160
y = 22,456x + 56,805

140 R?=0,9452

120

o §/’ @ y=20,542x + 55,906

R7=0,8315
80 * i —g9 ®T=37°C
%
60 —¢ XT=20°C
40
20
0

!

X

t [h]

Graf 11.7° Procentualni  zvyseni  poctu  aminoskupin,  oproti
nehydrolyzovanému vzorku, v zavislosti na dobé hydrolyzy u vzorku, které

byly hydrolyzovany 3,8 M HCI pri riznych teplotach, 37 °C a 20 °C.
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12 Zavér z rizené hydrolyzy nanovlakenné vrstvy PA66

Zaveér jsem rozdélil do dvou hlavnich oblasti. V prvni c¢asti jsem rizené
hydrolyzoval vrstvu PA66 a zkoumal jeji vlastnosti. Pri zjistovani kritické
koncentrace HCI, pri které se vrstva jesté nerozpusti, jsem zjistil, ze se
nanovlakenné vzorky okamzité rozpousti az pri koncentraci HCl 4,8
mol/dm3, coz je mnohem vice nez hodnota udavana v literature nebo
v ¢lanku, napi. 3-3,1 M (Isgrove et al. 2001). U nizsich koncentraci bylo
zjisténo, ze plocha vzorkd se se vzrustajici koncentraci HCl kvadraticky
snizuje. Kromé koncentrac¢niho vlivu HCI na hydrolyzu byl sledovan také
casovy vliv na prabéh hydrolyzy pri teplotach 20 °C a 37 °C. Bylo zjisténo,
ze v prubéhu 4 hodin, pri hydrolyze 3,8 M HCI, rozpousténim linearné klesa
plocha vzorku. Zvysenim teploty pri hydrolyze docilime urychleni
rozpousténi, coz potvrzuje Arrheniovu rovnici. Kromé plochy vzorkt jsem
pomoci SEM zkoumal i vliv hydrolyzy na pramér vlaken, a tim i specificky
povrch vrstvy. Z testd vyplynulo, ze s pribyvajici koncentraci HCI pri
hydrolyze se snizuje specificky povrch vzorku, az do koncentrace 3,8 M. Pri
vyssi koncentraci se specificky povrch zacina opét zvysovat. Prodlouzeni
doby hydrolyzy pri koncentraci HCl 3,8 M zpusobilo dalsi pokles
specifického povrchu a zvyseni teploty mélo stejny Géinek jako v predchozim
pripadé neboli urychleni reakce. Zaroven jsem testoval mechanickou
pevnost v tahu u vzorku, ktery byl hydrolyzovan 15 minut v 3,8 M HCI pri
laboratorni teploté. Nehydrolyzovany referencni vzorek mél maximalni
pevnost Fmax= 15,5 N, hydrolyzovany Fmax= 14,24 N, takze hydrolyzou

zustane dostatecna pevnost vzorku pro dalsi manipulaci.

V druhé casti jsem se snazil dokazat droven hydrolyzy vrstvy a hlavné
zvyseni poctu aminoskupin oproti nehydrolyzovanému vzorku PA66. Pro
dokazovani jsem vyzkousel dvé metody: FTIR spektroskopii a dukaz
aminoskupin pomoci methyloranze. V jinych pracich byly vyzkouseny 1 jiné
metody napr. titracni dokazani COOH skupiny methanolatem sodnym

(Goldstein et al. 1974). FTIR spektroskopie prokézala jen konformaéni
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zmeénu v nanovlakenné vrstve, ale zvyseni poctu aminoskupin bylo pod

detekénim limitem této metody.

Pro urcéeni poctu aminoskupin pomoci navazani methyloranze, jsme
museli ucinit predpoklad, ze hydrolyza probihala jen na povrchu vzorku.
7 dtvodu tohoto predpokladu nejsou vysledné hodnoty pocétu aminoskupin
na jeden nm? realné, ale procentualni zvyseni poétu aminoskupin realné je.
Procentualni nartst poc¢tu aminoskupin ve vzorku PA66 je az do hodnoty
3,8 M HCI kvadraticky v zavislosti na zvysujici se koncentraci HCl pii
hydrolyze. Hydrolyzy probihaly 15 minut pri laboratorni teploté. Pr1 dalsim
zvyseni koncentrace HCl zavislost exponencialné klesa. Pri ¢tyr hodinové
hydrolyze 3,8 M HCI za teplot 20 °C a 37 °C jsme pozorovali linearni
procentualni nartst az do hodnot okolo 150 % nartstu aminoskupin ve
vzorku PA66 oproti nehydrolyzovanému vzorku. Vzorky pri 20 °C byly

v dusledku zmény morfologie o trochu vice hydrolyzované nez pri 37 °C.
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13 Diskuze z rizené hydrolyzy nanovlakenné vrstvy PA66

Vysoka kriticka hodnota koncentrace pro rozpusténi testovanych vzorka
PA66 bude pravdépodobné dana vlastnostmi pouzitého polymeru a tim, ze
jsme oproti ostatnim pracim hydrolyzovali nanovlakennou vrstvu. Snizujici
se plocha vzorkl pri hydrolyze je zpisobena c¢astecnym rozpousténim PA66
v kyseliné, avsak castecné 1 smrsténim vlaken, které nastane, uz kdyz
vzorek ponorime do vody. Zvysujici se pramér vlaken pri hydrolyze by se dal
vysveétlit jednak nasakavosti PA66, ktera je ve vodném prostredi az 8,5 % a
jednak tim, Ze molekuly HCI se v tomto pripadé chovaji jako rozpoustédlo,
takze polymer botna. Botnanim polymernich makromolekul se da vysveétlit 1
zmeéna konformace pozorovana FTIRem, kde zvysena intenzita vyse
popsanych pikt ukazuje na vétsi volnost pro kmitani CHz a NH skupin. Pri
vyssich koncentracich nez je 3,8 M, uz zacinaji molekuly HCI polymer trhat,
v dasledku c¢ehoz pramér vlaken exponencialné klesa. Snizuje se 1 pocet
aminoskupin na povrchu, protoze vlakna jsou jiz tak poskozena, zZe se
zacinajl spojovat a tim klesa reaktivni plocha s aminoskupinami. Tomuto

tvrzeni napovida snimek ze SEM z Obr 11.3.

Urceni poctu aminoskupin v nanovlakenné vrstvé prinasi urcité
komplikace oproti aplikaci vyse uvedené metodiky na polymernim filmu.
Dtivodem je obtiZzné definovani reakéniho povrchu, protoZe (i) vlakna botnaji
intenzivnéji nez film, (ii) vlakna se v kyseliné srazeji a (iii) v neposledni fadé
je obtizné odhadnout, zdali vlakno zreaguje jen na povrchu nebo v celém

svém objemu.
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Zavér
Cilem této prace bylo vytvorit kvalitni nanovlakennou vrstvu PA66 a

poté ji rizené hydrolyzovat pro budouci vyuziti v oblasti imobilizace enzymu.

V prvni casti prace se nam pomoci Nanospideru podarilo tuto vrstvu
vytvorit, pricemz hodnoty parametru zvlaknovani jsou popsany vyse.
Prestoze praméry vlaken vrstvy u ni byly jiz nizsi nez 100 nm, tak
pokracovanim v optimalizaci podminek by, podle mého nazoru, bylo mozné
vytvorit jeste tenci vlakna.

Pro tizenou hydrolyzu PA66 lze povazovat, na zakladé provedenych
experimentu, za optimalni koncentraci 3,8 M HCI pri teploté 20 °C a dobu
hydrolyzy 2-3 hodiny. Pri delsi dobé hydrolyzy nebo vyssi teploté se uz
vyrazné meéni morfologie vlaken, coz ovlivihuje jak mechanické vlastnosti,
tak pravdépodobné i presnost vysledkt ziskanych vypoétem z rovnice [9].
V porovnani s titracni metodou jsem pomoci spektrofotometrické metody
nedokazal urcit presny pocet aminoskupin na povrchu. K méreni presného
poc¢tu aminoskupin na povrchu nanovlakenné vrstvy, bych doporucoval
zamerit se na zpresnéni stanoveni povrchu, ktery je ovlivnény hydrolyzou.
Presto jsme pomoci pouzitych metod ziskali velmi dobrou predstavu o
chovani PA66 pri hydrolyze, na kterou by mélo byt mozno navazat v dalsich

vyzkumech.

Tato prace by meéla slouzit jako pomoc pri urceni spravnych reakénich

parametrt pro imobilizaci enzymau.
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Prilohy
Piiloha A: (A)- Grafy trhani nehydrolyzované vrstvy PAG66,
(B)- hydrolyzované v 3,8 M HCl po dobu 15 minut a laboratorni teploty.
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FTIR spektroskopie

¥ pomoci
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Priloha B: Spektrograf ziskan
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Priloha C: Pavuéinovy defekt tvorici se pri elektrospiningu
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