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ABSTRAKT

Smésované vlakenné vrstvy nabizeji diky kombinaci rliznych materialt, ze
kterych jsou tyto vrstvy vyrabény, Sirokou moznost vyuziti v riznych oblastech. Jedna
Z oblasti, ve kterych mohou byt tyto smésované vlakenné vrstvy nejvice uplatiiovany je
zdravotnictvi. Cilem této diplomové prace bylo vyrobit smésovou vldkennou vrstvu
tvofenou vlakny hydrofobniho polykaprolaktonu (PCL) a hydrofilniho polyvinylalkoholu
(PVA). K vyrobé¢ byly pouzity technologie jehlového elektrického zvlaknovani
a strunového elektrického zvlaknovani. S pomoci téchto technologii byly vyrobeny
smésové vlakenné vrstvy kombinujici PCL a PVA. Zaroven byly také vyrobeny vrstvy,
jen z polymerniho roztoku PCL anebo jen z polymerniho roztoku PVA. Pro porovnani
byla za pomoci laboratornich zafizeni (SEM) analyzovana morfologie vyrobenych vrstev
a vysledky byly statisticky zpracovany. Vzhledem k moznému budoucimu vyuZiti

smésové vlakenné vrstvy ve zdravotnictvi, byl proveden i in-vitro MTT test.

Klic¢ova slova

electrospinning,  jehlové  zvldkiovani, bezjehlové  strunové  zvlakiovani,
polyvinylalkohol, polykaprolakton, smésova vlakenna vrstva.

ABSTRACT

The mixed fiber layers offer a wide variety of applications due to the combination of
different materials from which these layers are made. One of the areas where these mixed
fiber layers can be most widely used, is medicine. The aim of this thesis was to produce
a mixed fiber layer consisting of fibers of hydrophobic polycaprolactone (PCL) and
hydrophilic polyvinylalcohol (PVA). Electrospinning and string spinning technology
were used for the production. Mixed fiber samples combining PCL and PVA were
produced using these technologies. At the same time, samples were also made from PCL
polymer solution or from PVA polymer solution only. For comparison, the morphology
of the produced layers was analyzed using laboratory equipment (SEM) and the results
were statistically processed. In view of the possible future use of the mixed fiber layer in

medicine, an in-vitro MTT test was performed.

Key words

electrospinning, needle electrospinning, needleless string  electrospinning,
polyvinylalcohol, polycaprolactone, mixed fiber layer.
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Seznam zkratek a symbolii

nm
pum
mm

cm

ml

ul

DC
AC
PVA
PCL
PVB
PS
PAG
PLA
PLGA
PEO
PVAC
COz
SEM
FM
TEM
FTIR
DSC
Mn
Mw

Nanometr

Mikrometr

Milimetr

Centimetr

Metr

Gram

Mililitr

Mikrolitr

Sekunda

Stejnosmérny proud

Stiidavy proud

Polyvinylalkohol

Polykaprolakton

Polyvinylbutyral

Polystyren

Polyamid 6

Kyselina polymlé¢na

Kopolymer kyseliny polymlécné a kyseliny polyglykolové
Polyetylen oxid

Polyvinylacetat

Oxid uhlicity

Rastrovaci elektronovéa mikroskopie
Fluorescen¢ni mikroskopie
Transmisni elektronova mikroskopie
Infracervena spektroskopie
Diferencialni skenovaci kalorimetrie
Ciselna molekulova hmotnost
Hmotnostni molekulova hmotnost
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kV
g/mol
ml/hod.
ot./min.
Hz

kHz
m/min.

mN/m

°C
kPa
Tg
m
OH
hm. %
uv
BSA
Pl
DAPI
KNT
FT
TUL
3T3
PBS
DMEM
IPA

Kilovolt

Gram na mol

Mililitr za hodinu

Otacky za minutu

Hertz

Kilohertz

Metr za minutu

MiliNewton na metr

Stupeni

Stupen celsia

KiloPascal

Teplota skelného piechodu
Teplota tani

Hydroxylova skupina
Hmotnostni koncentrace v procentech
Ultrafialovy

Bovine serum albumine
Propidium jodid
4',6-diamidin-2-fenylindol
Katedra netkanych textilii
Fakulta textilni

Technicka univerzita v Liberci
Mysi fibroblasty

Phosphate buffered saline
Dulbecco’s modified eagle medium

Izopropylalkohol
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1. Uvod

Smésové vldkenné vrstvy maji v dnes$ni dobé diky své Siroké variabilité
pouzivanych materidlt stale SirSi Skalu moznych aplikaci. Variabilita vlastnosti, které
smésovani materiali nabizi, pfinasi vyhody naptiklad ve zdravotnictvi pfi fizeném
dodavani 1éCiv, ale také naptiklad v tkanovém inZenyrstvi pii vyrobé scaffoldt. Jelikoz
se moznosti vyuziti smésovych vlakennych vrstev neustdle rozsifuji, je potifeba
zdokonalovat i zpisob jejich vyroby a zlepSovat jejich vlastnosti. Jednou z nejrychleji se
rozvijejicich technologii, umoziujici vyrobu smésovych vldkennych vrstev, je elektrické
zvlaknovani. Elektrické zvlakinovani umoziuje tvorbu napi.: bikomponentnich vlaken,
hybridnich niti, poréznich vlaken, ale také tvorbu smésovych vladkennych vrstev, které
jsou slozeny ze smési vlaken tvofenych ze dvou a vice druhii polymernich roztoki nebo
tavenin. Pravé na vyrobu smésovych vlakennych vrstev tvofenych smési vlidken ze dvou

ruznych polymernich roztokl, bude zaméfena tato diplomova prace.

Smésové vldkenné vrstvy byly doposud tvotfeny vzdy skladanim jednotlivych
vlakennych vrstev na sebe. Cilem této diplomové prace je vytvotit s pomoci elektrického
zvlaknovani jednotnou smésovou vlakennou vrstvu, ktera bude tvofena smési vlaken,
vyrobenych z polymerniho roztoku PCL a PVA. K vyrobé smésové vlakenné vrstvy bude
pouzita technologie elektrického zvladkinovani ze dvou jehel a dale také technologie
strunového elektrického zvlakinovani, ktera bude pro potfeby této diplomové prace
modifikovana. Vyrobené smésové vlakenné vrstvy budou podrobeny analyze struktury
a také in-vitro testovani. Volba pravé kombinace PCL a PVA je zalozena na jejich
rozdilnych povrchovych charakteristikdch a tim ochoté byt smaceny vodou. PVA je silné
hydrofilni materidl a oproti tomu je PCL pomérné hydrofobni materiél. Jejich kombinace
po vyrobé, napiiklad sklddanim nanovlakennych vrstev na sebe neni vhodna, protoze
jejich soudrznost je velmi nizka. Kombinace PCL a PVA smésovanim vlaken piimo pii
vyrob&é muze nabidnout optimalni chovani pfi kontaktu s vodou pro dalsi in-vitro a in-
Vivo testovani, ale samoziejmeé i pro finalni potencialni aplikaci, jakou je naptiklad kryt
rany. Kombinace PCL a PVA pak také umozZiuje dalSi vyznamné moznosti
funkcionalizace (vkladani napft. latek pro antibakterialni upravy, ristovych faktort, 1é¢iv
pro jejich fizené dodavani atd.), diky pfitomnosti PVA, jehoZ podstata a zvlaknovani

z vody toto umoziuje.
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Teoreticka cast této diplomové prace je zameéfena na seznameni Ctenare
s technologiemi elektrického zvlakiovani a S moznostmi tvorby smesovych vldkennych
struktur, které nabizeji. Déle v této Casti jsou popsany i nékteré metody, které se pouzivaji

k hodnoceni smésovych vlakennych vrstev.

Experimentalni ¢ast této diplomové prace obsahuje popis vyroby smésovych
vlakennych vrstev s pomoci elektrického zvldknovani ze dvou jehel a také s pomoci
modifikovaného strunového elektrického zvlaknovani. Soucasti této pasaze je i zakladni

analyza, testovani a porovnani vyrobenych smésovych vlakennych vrstev.
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2. Teoreticka cast

Prvni ¢ast této diplomové prace je zaméfena na seznameni ¢tenafe s technologiemi
a materialy, které¢ budou dale pouzity pii zpracovani experimentalni ¢asti této diplomové

prace.
2.1 Elektrické zvlaknovani (electrospinning)

Technologie elektrického zvlaknovani vyuziva elektrické vodivosti polymernich
roztokl a tavenin k formovani vlaken pomoci elektrickych sil. Elektrické zvlaknovani je
mozné pouzit pro zvlaknéni ptirodnich i syntetickych polymert, pfi¢emz priméry vlaken
se pohybuji typicky Vv rozmezi desitek nanometra (1 nm = 10° m), az po nékolik
mikrometrd (1 pm = 10° m). [1]

vvvvvv

na pouziti dvou elektrod. Prvni elektroda byva pfipojena na zdroj vysokého
stejnosmérného elektrického napéti a zaroven je spojena s polymerni kapalinou
(polymerni roztok nebo tavenina). Druha elektroda je uzemnéna nebo opacné nabijena,
je urCena k zachytu vznikajicich vlaken a nazyva se kolektor. Kolektor mize byt
Vv jednoduchém usporadani tvofeny kovovou deskou. Mezi elektrodami vznika elektrické
pole, které formuje polymerni kapalinu do kénického tvaru. Naslednym zvySovanim
elektrického napéti dochdzi ke snizovani odporovych sil povrchového napéti polymerni
kapaliny. Pfekonanim sil od povrchového napéti, dojde k vytvotreni polymerniho proudu.
Polymerni kapalina pohybujici se od zvlakiniovaci elektrody ke druhé zachytné elektrodé
tedy kolektoru vytvaii v tomto zvlaknovacim prostoru nejprve stabilni a dale pak
nestabilni kapalinovou trysku. Nestabilni ¢ast této trysky je oznacCovana jako bicujici
pohyb a dochézi pti ném k dal§imu tuhnuti kapalinové trysky (odpatovani rozpoustédla
Z polymerniho roztoku ¢i tuhnuti taveniny) a k dlouzeni az do podoby submikronovych
vlaken. [1] Ptiklad polymernich vlaken vyrobenych pomoci elektrického zvlaknovani je

uveden na Obrdzku 1.

Elektrické zvlaknovani pomoci stejnosmérného proudu a napéti, které je nékdy
také oznacovano jako DC (direct current = stejnosmérny proud) elektrické zvlaknovani,
DC electrospinning, nebo také hojné vyuzivané oznaceni elektrostatické zvlakiovani.

Elektrické zvldknovani, které pouziva stiidavy elektricky proud je oznacovano jako AC
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(alternating current = stfidavy proud) electrospinning. DC electrospinning miize byt dale
délen naptiklad podle druhu zvlakiovaci elektrody na zvldknovani z jehly a na bezjehlové
zvlaknovani. Do skupiny bezjehlového elektrického zvlaknovani muzeme zafadit
naptiklad technologii vyuzivanou v zafizeni Nanospider™, které je dale popsano

v kapitole 2.1.2. [2]

| S “,_ \
A . £ A
SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 10.0 kx | | | VEGAS3 TESCAN|

WD: 13.51 mm Det: SE 5pum
View field: 27.7 pm | Date(m/dly): 07/21/16 FT TUL Liberec

Obrazek 1 SEM snimek nanovldkenné vrstvy vyrobené 7 14% PVA, metodou
Jjehlového elektrického zvldaknovani. MéFitko Sum.

2.2 Elektrické zvlaknovani z jehly

Strojni zafizeni znazornéné na Obrdzku 2, se sklada z injekéni stiikacky naplnéné
polymerni kapalinou, ktera je zakoncena kovovou jehlou (elektrodou). Kovova jehla je
spojena s elektrickym zdrojem vysokého stejnosmérného napéti, které mtize dosahovat
hodnot az né¢kolik desitek kilovoltd (kV). Injekéni stiikacka je spojena s davkovaci
pumpou, ktera vytlacuje polymerni kapalinu skrz elektricky nabitou kovovou jehlu.
V ur¢ité vzdalenosti od jehly je umistén uzemnény nebo opacné nabijeny kolektor,
kterym mulze byt napiiklad kovové deska. Pro lepsi zachyceni vzniklych vldken
anaslednou manipulaci mtize byt pod kolektor umistén nosny material naptiklad ve forme

netkané textilie typu spunbond s antistatickou Gpravou. [1]
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Polymerni kapalina je vytlacovana skrz nabitou zvlaknovaci elektrodu, ¢imz
vznikne na Spicce jehly kapka, ktera se formuje do konického tvaru tzv. Taylorova kuzele.
Vlivem elektrickych sil se kapka na $pic¢ce jehly méni v proud kapaliny, ktery se pohybuje
smérem ke kolektoru. Proud kapaliny je nejdiive stabilni, poté za¢ne vykonavat tzv.
bicujici pohyb. Bicujici pohyb ma za nasledek odstranéni rozpoustédla z polymerniho
roztoku, nebo tuhnuti polymerni taveniny a vznik submikronovych vlaken, ktera se

zachytavaji na kolektoru. [3]

Hodnota elektrického napéti, pii které se zacnou tvofit kapalinové trysky, je
nazyvana jako kritické napéti. PiekroCenim této hodnoty napéti zapocne proces
zvlaknovani. Pro dosazeni jemnéjsich a kvalitnéjSich vlaken je potieba, aby hodnoty
elektrického napéti byly vyssi, nez je hodnota kritického napéti. Primér vznikajicich
vldken je ovliviiovan mnoha faktory, napt. druhem polymeru, koncentraci polymeru,
viskozitou a povrchovym napétim zvlakiovaného materialu, vzdalenosti elektrod,
elektrickou vodivosti, praimérem zvlaknovaci trysky, teplotou vzduchu, relativni

vzdusnou vihkosti atd. [1]

Uzemnény kolektor

Zasobnik polymerni kapaliny

¢ Jehlové elektroda
1o040, I)

Dévkovaci zafizeni =

Zdroj elektrického napéti

-

Obrazek 2 Schéma jednoduchého strojniho zarizeni pro elektrostatické zvlaknovani

Z jehly
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2.2.1 Nanospider™

Jednou z mnoha moznosti uspotadani bezjehlového elektrostatického zvlaknovani
je technologie vyuzivana v laboratornich, poloprovoznich i priimyslovych zafizenich na
trhu vystupujicich pod obchodnim oznaéenim Nanospider™. Strojni zafizeni
Nanospider™ bylo vyvinuto V roce 2003 vyzkumnym tymem profesora Oldficha Jirsdka
na Katedfe netkanych textilii Technické univerzity v Liberci. Dnes$ni vyvoj
a vyzkum tohoto strojniho zafizeni obstarava firma ELMARCO s.r.o0., ktera byla diive
pouze vlastnikem licence na vyrobu prumyslovych zafizeni Nanospider™,

Nanospider™ je zatizeni pro elektrostatické zvlaknovani z volné hladiny tekutiny
polymeru bez pouziti jehel. Toto zafizeni umoziuje vyrobu nanovlaken z roztokd nebo
tavenin polymeru. Technologie pouzivana v zatizeni Nanospider™ je velmi vSestranna
technologie, ktera spliiuje narocné pozadavky. Témi jsou zejména snadna Uprava
vyrobnich parametri a flexibilita nastaveni dle individudlnich pfedstav vyroby
nanovlaken, dobra homogenita priméru jednotlivych vldken, rovnomérnost vldkenné
vrstvy, hospodarny provoz a snadné tdrzba.

Piivodni strojni zatizeni pouzivalo jako zvlakiiovaci elektrodu rotujici kovovy
valecek. Dne$ni modifikované strojni zafizeni pouziva jako zvlaknovaci elektrodu
kovovou strunu. Modifikované strojni zatizeni (Obrdzek 3) mize dle typu stroje
obsahovat az osm zvldknovacich strun o délce aZz 1,6 m. Strunové elektrody jsou
pokryvany kapalinou polymeru z posuvného pojezdu. Vyhodou téchto elektrod je
mechanickd jednoduchost, kterd umoznuje kontinualni vyrobu bez vyrazného zanaseni

elektrod. [4]
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Obrazek 3 Fotografie zobrazujici zvlaknovaci elektrodu v zarizeni Nanospider™
pro vyrobu nanovldken pomoci strunové elektrody. Zvldiknovaci elektroda — struna (1),
na kterou je nandsen polymerni roztok z posuvného pojezdu (2) a nasledné formovani
polymernich nanovldken (3) smérujicich ke kolektoru (4), pod kterym je vedena
podkladova textilie.

Zdroj: http://www.elmarco.com/upload/obrazky/galerie_obrazku/ns-lab-
process-62.jpg

2.3 Parametry ovliviiujici elektrické zvlaknovani

Parametry zvladknovani se d¢li na materidlové a procesni. Materidlové parametry
zahrnuji zejména vlastnosti zvlaknované polymerni kapaliny. Mezi tyto vlastnosti je
mozné zatadit molekulovou hmotnost vybrané¢ho typu polymeru, viskozitu polymerni
kapaliny fizenou naptiklad koncentraci polymeru, povrchové napéti, elektrickou vodivost
atd. Procesni parametry zahrnuji typ zvlaknovaci elektrody a kolektoru, intenzitu
elektrického pole danou hodnotou elektrického napéti, vzdalenost zvlaknovaci elektrody
od kolektoru, odvadéci rychlost podkladového materialu, okolni parametry
(teplota vzduchu, relativni vlhkost vzduchu) a tak dale. Tyto parametry maji vliv na
primé&r a tvar vldken, ale také napiiklad na strukturu a ploSnou hmotnost vlakenné

vrstvy.[5]
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2.4 Materialové parametry

Materialové parametry maji zasadni vliv na fyzikalni a chemické vlastnosti
vlaken, ale také na jejich zpracovatelské vlastnosti pii vyrobé. Jedna z dilezitych
materialovych vlastnosti zvlaknovaného polymeru je molekulova hmotnost. Polymer je
tvofen z opakujicich se jednotek (monomerti), které¢ jsou navzajem spojeny pomoci
chemickych vazeb a spoleéné utvaii polymerni fetézec. Struktura polymeru je tvorena
nékolika polymernimi fetézci, jejichz délka neni vzdy stejnd. Z tohoto diivodu jsou proto
polymery oznacovany jako polydisperzni systémy. Distribuci molekulové hmotnost 1ze
ziskat statistickym vypocétem stiedni molekulové hmotnosti. Distribuci molekulové
hmotnosti Ize nasledné¢ vyjadrit distribucni kiivkou. Distribucni kiivka (Obrdzek 4)
vyjadiuje zavislost hmotnostniho zlomku polymeru o dané velikosti makromolekuly na

jeho molekulové hmotnosti.[6]

délka fetézce relativni Cetnost

oooo h ny
OO0 |, n,
OO0 h N

relativni ¢etnost

i
[
[
i
|
|
[
i
Il IZ Mn Mw

» molarni hmotnost

délka fetézce

M, stfedni moldrni hmotnost
M, hmotnostné stfedni molarni hmotnost

Obrazek 4 Schéma prikladu molekulové hmotnosti polymeri znazornéné
distribucni krivkou, My — ciselny stied molekulové hmotnosti polymeru, My —
hmotnostni stied molekulové hmotnosti polymeru

Zdroj: https://publi.cz/books/180/images/pics/17.jpg

Molekulova hmotnost zvlaknovaného polymeru je dileZitym parametrem, ktery
ovliviiuje morfologii vldken. Ma zasadni vliv na reologické a elektrické parametry

roztoku, jako jsou elektrickd vodivost, viskozita a povrchové napéti. Cim vyssi je
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molekulova hmotnost, tim vyss$i je i viskozita polymerniho roztoku pii zachovani
koncentrace. Pro elektrostatické zvlaknovani se pouzivaji roztoky s vyssi molekulovou
hmotnosti (ptiblizné¢ 35 000 g/mol a vice). U polymera s niz$i molekulovou hmotnosti
(ptiblizn¢ 15 000 g/mol a mén¢) dochazi k tzv. elektrosprayingu (elektrostatickému
rozprasovani), kdy se na kolektoru neusazuji vlakna, nybrz kapi¢ky polymeru. Pfili§
vyrobenych vlaken. Volba polymeru se spravnou molekulovou hmotnosti je tedy

nezbytnou soucasti procesu elektrostatického zvlaknovani. [7]

Koncentrace a viskozita maji také svuj podil na velikosti pruiméru vyrobenych
vlaken. Tyto dva parametry jsou na sobé& zavislé, zvySenim koncentrace rozpoustédla
dojde ke zvyseni viskozity polymeru. Vyzkumy v piedeslych letech prokazaly, ze pfilis

nizka viskozita polymerniho roztoku nevede k vyrobé kontinualnich vlaken, ale k tzv.

wrwe

defektt na vlaknech. [8]

Pfidanim menS§iho mnoZstvi rozpoustédla (vytvoreni roztoku o niz$i koncentraci)
pfi vyrob€ roztoku polymeru, docilime zvySeni viskozity roztoku polymeru. Timto
zpusobem lze po piekroceni ur¢ité hodnoty koncentrace roztoku polymeru piedejit tvorbé
kapi¢ek polymeru na kolektoru. Pfili§ vysokd hodnota koncentrace a viskozity
polymerniho roztoku neumoziuje elektrickému poli vytvofit proud, ze kterého vznikaji
u bezjehlového zvlaknovani mtze dojit k ¢astecnému zesitovani polymerniho roztoku
jesté pred zvlaknénim. [6] Pti vyrobé vlaken elektrostatickym zvlaknovanim je tedy
dilezité, aby byla vybrana idedlni hodnota viskozity. Spravna volba molekulové
hmotnosti a koncentrace a tim viskozity zvlakinovaného roztoku polymeru umoziuje

vyrobit vlakna pozadovanych vlastnosti. [9]

Dalsim parametrem ovliviiujicim vlastnosti zvlakfiovaného materialu je elektricka
vodivost zvldknované polymerni kapaliny. Parametr, ktery je zavisly na elektrické
vodivosti roztoku, se nazyva objemova hustota naboje. Polymerni roztoky s nizkou
tvorbu perli¢ek na povrchu vlakna a vlakna maji velké priméry. Elektrickou vodivost lze
zvysit pfidanim aditiv. V praxi bézné pouZzivana aditiva jsou napiiklad riizné ptidavky

soli (alkylamonné soli, chlorid lithny atd.). Pfidanim soli do roztoku muze dojit ke
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zvyseni koncentrace elektrickych nabojti, coz zapfi€ini mensi priméry vlédken a potlaci
tvorbu perlickovych defektii. Tento efekt vSak neplati obecné u vSech soli a vSech roztokt

polymert. [6]

Diilezitou roli pfi vybéru vhodnych parametrii zvlaknovanych materialu ma také
povrchové napéti zvlaknované polymerni kapaliny. Vysoké povrchové napéti polymerni
kapaliny mtze zpusobit pieruseni polymerniho proudu ve zvlaknovacim prostoru diky
intenzivnimu hydrodynamickému jevu (tzv. Plateau-Rayleighova nestabilita) a vytvaret
tak kapicky, ¢cimz dojde k elektrosprayingu. Povrchové napéti polymerniho roztoku Ize
ovlivnit volbou rozpoustédla a ptipadné také snizit piidavkem povrchové aktivni latky

jako aditiva. [6]
2.5 Procesni parametry

Procesni parametry jsou parametry ovliviiujici nejen morfologii vldken. Témito
parametry Ize ovlivnit naptiklad jemnost vlaken, ale také i parametry vlakenné vrstvy
(napf. tloustka a plo$na hmotnost vlakenné vrstvy). Mezi dulezité procesni parametry
patii elektrické napéti. Elektrické napéti mezi dvéma body v prostoru je definovano jako
rozdil elektrickych potencidll v téchto bodech. Elektrické napéti délime na stejnosmérné

(DC) a stiidavé (AC). [10]

Elektrické napéti vytvari elektrické pole, které je dulezitym parametrem pfi
procesu elektrického zvlaknovani. Pro ptekonani povrchového napéti polymerni
kapaliny, vytvofeni Taylorova kuzele a zapoceti procesu zvlaknovani je nezbytna spravna
volba hodnoty elektrického napéti. Piili§ nizka hodnota elektrického napéti neumoziuje
elektrickym silam piekonat sily zptisobené povrchovym napétim tekutiny polymeru
a nedochazi tak k vytvofeni Taylorova kuZele. K vytvofeni Taylorova kuzele dochazi az
pii dosazeni tzv. kritického napéti (napéti, pii kterém se zacnou vytvaret kapalinové
trysky), jehoz hodnota se pohybuje fadové v jednotkach az desitkach kV. ZvySovanim
hodnoty elektrického napéti dochazi ke zvyseni teploty polymerniho proudu, coz vede
k rychlejsimu odpatrovani rozpoustédla a také dochazi k zmenseni priméru vlaken. PFilis
vysoka hodnota napéti je pfi¢inou pro nestabilitu Taylorova kuZzele, ¢imz nasledn¢ miize
dochazet k elektrosprayingu. Hodnoty elektrického napéti zavisi na typu pouzitého
polymeru, na koncentraci a viskozité zvlaknovaného polymeru, podminkach okolniho

prostiedi a také zaleZi na vzdalenosti, typu zapojeni a druhu elektrod. [6]
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Vzdélenost mezi elektrodami je dalezitd pfi odpafovani rozpoustédla béhem
procesu zvlakinovani. Pfi malé vzdalenosti mezi elektrodami, dochézi k nedokonalému
odstranéni rozpoustédla a na kolektoru se vytvareji polymerni kapicky a vlakenné shluky.
Prilis velika vzdalenost mezi elektrodami muze byt pific¢inou elektrosprayingu. Idealni
vzdalenost zvlaknovaci elektrody od kolektoru se vétSinou pohybuje v rozmezi desitek

centimetrt. [9]

DalSim dualezitym procesnim parametrem je druh a uspotfadani zvlakiiovaciho
zafizeni. Pro ziskani odliSnych vlédkennych struktur je mozné pouzit rizné druhy
kolektori (plochy kolektor, valcovy rota¢ni kolektor, diskovy kolektor, plosny kolektor
slozeny z vodivych mfizek a dalsi). Déle je mozné pouzit rizné zvlaknovaci elektrody,
jako je naptiklad kovova ty¢inka, kovovy rotujici valecek, napnuta struna a dalsi.
Podobnou variabilitu jako uspofadani kolektort nabizi i zvlaknovaci elektroda. (piiklady
Viz Obrazek 5). Zvlaknovaci elektroda mize byt v nejjednodussim pripadé jehla. Ve
specialnich pfipadech je vyuzivan tzv. koaxialni electrospinning (Obrdzek 5B).
Jednoduse feceno jedna se o jehlu uvnitf jehly. Vnitini jehlu je mozné plnit jednim
druhem polymerniho roztoku a vnéjsi jehlu je mozné plnit odlisSnym druhem polymerniho
roztoku. Timto zpisobem lze ziskat vlakna typu jadro-plast. Dalsi variaci je tzv. triaxialni
electrospinning, tedy tii jehly v sob&. Méné pouzivanym zatizenim, které lze sestrojit je
tzv. Side-by-side electrospinning. Jedna se o zafizeni, které pouziva jehlu, ktera je
rozd€lena prepazkou na dvé Casti a kazda €ast je plné€na jinym druhem polymerniho

roztoku nebo taveniny. [6]
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A B 1. Roztok polymeru

& 2. Roztok polymeru

- Kolektor

Obrdazek 5 Vybrané druhy zvlakiovacich elektrod pouzivanych pri vyrobé
nanovlaken technologii koaxidalniho zvldknovani; A — Side-by-side electrospinning,
B — wroba vidken jadro-plast

Zdroj:
https://www.researchgate.net/profile/Yong_Huang30/publication/322178308/figure/figl
/AS:589514053537796@1517562511847/Schematic-illustration-of-the-setup-for-a-
uniaxial-electrospinning-b-coaxial.png

Nemén¢ dualezitymi parametry pii procesu vyroby nanovldken jsou teplota
a vlhkost okolniho prostiedi. Oba tyto parametry maji zasadni vliv na odpatovani
rozpoustédla a tim i na cely zvlakiiovaci proces. Bylo prokdzano, Ze vysokéa vlhkost
okolniho prostiedi mé za nésledek tvorbu porti na povrchu vldkna. Vlivem rychlého

ochlazeni vlakna dojde na jeho povrchu ke kondenzaci vody, kterd vytvaii porovitou

v

Teplota okolniho prostfedi také ovlivituje vyslednou morfologii vladkna. Vyssi
teplota okolniho prostiedi ma za nasledek vyssi priméry vldken. Teplota ovliviiuje
odpafovani zvlaknovaného polymerniho roztoku (taveniny). Vysoka teplota umoZzni
rychlé vypateni rozpoustédla, ¢imz nedochazi k dostate¢nému dlouZeni vlaken a dosazeni

vétsich praméru. [6]
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2.5.1 Modifikace vlaken

Proces elektrického zvlakinovani prochéazi neustalym vyvojem. Rizné modifikace
vyrobniho procesu umoznuji ziskat nanovlakna s odliSnymi vlastnostmi. Modifikace
procesu umoznuje, jak uz bylo zminéno, vyrobit naptiklad vlakna orientovana jednim
smérem, bikomponentni vldkna slozena ze dvou druht polymerti, porézni vldkna, nité

nebo hybridni nit¢.
2.5.2 Orientace vlaken

Nanovlakenné vrstvy vyrobené pomoci elektrického zvlaknovani S pouzitim
rovinného kolektoru bez usmérnéni, se vyznacuji ndhodnou orientaci vldken. Pro dalsi
rozvoj nanovlaken naptiklad pro medicinu, neni tato nahodna orientace vzdy prospésna.
Bylo proto vyvinuto nékolik technologickych uprav kolektord, které umoziuji dosahnout
alespori ¢astené orientace vlaken v jednom sméru. Kolektory mizeme rozdélit na rotacni

a stacionarni. [11] Nekteré priklady téchto kolektort jsou uvedeny na Obrazku 6.

vl

A A " B Hlinikovd miizka
s A Rotujici trubicka
Zdroj napéti \ /
2 - NG
@ Polymerni roztok Proud vliken >
Kovova jehla
Proud vlaken
Rotaéni lolelstor

Proud vlaken

Rotaéni disk

Obrazek 6 Vybrané druhy kolektoru pro elektrostatické zviaknovani; A — Rotacni
valcovy kolektor, B — Kolektor s pomocnym elektrickym polem, C — Rotacni disk se
zuzenym okrajem, D — Staticka kovova mrizka

Zdroj: http://electrospintech.com/images/txt-spin-on-grid1.png
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Obrazek 6A znazornuje vybrany druh rota¢niho valcového kolektoru. Tato
modifikace spociva v rotujicim valcovém kolektoru, ktery napind vldkna na svém
povrchu. Dilezitym parametrem je obvodova rychlost valce. Pokud je rychlost shodna
s rychlosti proudu vldken, dochézi k nejlepSimu jednosmérnému ukladani vlaken. Pokud
je obvodova rychlost ptili§ mald, dochazi k nahodné orientaci vladken. Pfili§ vysoka

obvodova rychlost vede K pretrzeni vlaken.

Zatizeni na obrazku 6B se sklad4 z rotujici teflonové trubi¢ky o priméru 4 mm.
Teflonova trubicka rotuje nad nabitou mfizkou (pomocna elektroda), ktera je tvotfena ze

spojenych hlinikovych pasku. Tato modifikace pomaha K lepSimu vlakennému zarovnani.

Modifikace kolektoru na obrazku 6C vyuziva k zachyceni vlaken uzemnény
rotujici disk. Disk ma zizeny okraj, ktery soustfedi elektrické pole tak, Ze jsou vSechna
vladkna pfitahovana a navijena. Dusledkem zbytkového naboje ve vldknech dojde

k vzajemnému odpuzovani vlaken a lze tak ziskat osamocena vlakna ¢i svazek vlaken.

[11]

Obrazek 6D zobrazuje staticky kolektor slozeny z draténé miizky. Primér
jednotlivych dratki se muze pochybovat v jednotkdch milimetri. Rozte¢ mezi
jednotlivymi dratky mtze byt v rozmezi jednotek az desitek milimetrt. Vlakna jsou
zachycovana a orientovana ve sméru dratkti. Pii vEtsi rozteci mezi dratky mtize dochazet

k vytvafeni neorientované struktury v mezerach mezi dratky. [12]
2.5.2.1 Porézni vlakna

Jedna z nejvyznamnéjsich vlastnosti nanovlaken je veliky mérny povrch. Vysoké
hodnoty mérmého povrchu jsou dilezité pro pouziti v rliznych oborech, napt.: filtrace,
tkanové inzenyrstvi atd. Za ucelem dosazeni jesté¢ vétSsiho mérného povrchu vznikla
vlakna s porézni strukturou. Porézni vlakno (Obrdazek 7) je vlakno, které ma na povrchu

rizné pory nebo jamky. [13]
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Obrazek 7 Elektrostaticky zvlaknéné vidkno s porézni strukturou. Méritko 1um.
Zdroj:
http://www.nanopharma.cz/images/produkty a_technologie/produkty/porezni_nanovlak
na_2.jpg

Vyroba poréznich vldken mize byt realizovana nékolika zptisoby. Jednim ze
zpusobi je kondenzace vodnich kapicek na povrchu vlakna. Tato metoda je vhodna pouze
pro polymery nerozpustné ve vodé. Zvlaknovani probiha bud’ za vysoké relativni vlhkosti
vzduchu, nebo je do zvlaknovaci trysky zaveden pifivod vody, ktera pti vyrobé ulpi na
povrchu vodou nerozpustného vldkna a po Case se odpafi. Dal§i moznosti vyroby
poréznich vlaken je pouziti smési dobrych a $patnych rozpoustédel. V oblastech, kde se
dobré rozpoustédlo odpatuje rychleji nez v okolnich oblastech (Spatné rozpoustédlo),

dochazi mezi témito dvéma fazemi k separaci, ¢imz nasledné vznikaji pory. [13]
2.5.2.2 Bikomponentni vlakna

Bikomponentni vldkna jsou vldkna slozend ze dvou polymerid raznych
chemickych nebo fyzikéalnich vlastnosti, vytlaCovanych ze stejné zvlakinovaci trysky
S obéma polymery uvnitt jednoho vlakna. [14] Cilem vyroby bikomponentnich vlaken je
dodat vlakniim schopnosti, které by s pouzitim jednoho druhu polymeru nebylo mozné

ziskat. Bikomponentni vlakna lze vyrabét v riznych geometrickych variantach s riiznymi
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prufezy. Bikomponentni vlakna se bézn¢ déli podle struktury. [15] Vybrané rozdéleni

bikomponentnich vldken je zndzornéno na Obrdzku §.

Do

Strapa’Strana Jadro/Ohal

Obrazek 8 Priklady vilcovych vidken s riiznymi priiezy. Cernd a bila barva
oznacuje rozdilné polymery

Zdroj: http://s2.picofile.com/file/7138612361/p36.gif

K vyrobé bikomponentnich nanovldken je mozné pouzit rizné modifikace
zvlaknovaciho ustroji. K vyrobé vlaken naptiklad jadro/obal (Obrdzek 9), strana/strana

slouzi modifikovana zatizeni popsana v kapitole 2.1.3.2.

500 nm 100 nm

Obrazek 9 TEM snimek vidkna typu jadro/obal vyrobeného koaxialnim
elektrickym zvlaknovanim kombinact polymerit PCL/PVA. MeéFitko 500nm a 100nm.
Zdroj: https://ai2-s2-public.s3.amazonaws.com/figures/2017-08-
08/70f9df8c06af98d99643354884e5990997fdch94/6-Figure3-1.png
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2.5.2.3 Nité a hybridni nité

Pro pouziti nanovlaken v textilu je potieba vldkna formovat do kontinualnich niti.
V piipad¢ elektrického zvldknovani toto ptedstavuje velky problém, jelikoz vlakna
nemaji dostateCnou pevnost na to, aby mohla byt zpracovana naptiklad tradi¢nimi
bavilnaiskymi a vlnafskymi textilnimi zptsoby. Byly proto vymysleny nové zplsoby
zpracovani vlaken, které¢ umoznuji tvorbu nité s pouzitim nanovlaken.

Jednim ze zplsobu jak vyuzit nanovlakna v textilni priimyslu je vytvofeni tzv.
hybridni nité. Hybridni nit je tvofena jadrem s klasickou mikrovlakennou textilni niti,
které je obaleno nanovlakny. Strojni zafizeni znazornéné na Obrdzku 10 je jednim
ptikladem technologie vyroby hybridnich niti. Sklenénou trubici ve tvaru Y je odvijeno
textilni jadro, na které je s pouzitim vzduchu pfimotavano elektrostaticky vyrobené
vlakno. Tento zpiisob vyroby kombinuje pevnost jadra tvofeného textilni niti S vysokym
mérnym povrchem, ktery poskytuji elektrostaticky vyrobena nanovlakna. Nanovlakenny
obal ovSem nemusi byt s textilnim jadrem pevné spojeny a miize tak dojit k snadnému

sejmuti obalu. Tento proces vyroby je technologicky i ¢asové velice naro¢ny. [6]

Rotacni kolektor

Trubice ve tvaru Y

Vidkenné jadro obalené
nanovlaknem

Nanovldkno

Vakuum

Obrazek 10 Schéma prikladu jednoho typu strojniho zarizeni pro vyrobu
hybridni nité s textilnim jadrem obalenym nanovildakny

Zdroj: https://docplayer.cz/docs-images/41/8913436/images/page_14.jpg

K vyrobé kompletné nanovldkenné nité existuje nékolik metod vyroby. Ovsem

vysledné nanovldkenné nit€¢ maji omezenou délku. V kapitole 2.1.4.1 bylo popsano
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zvlaknovani na rota¢ni diskovy kolektor, diky kterému je mozné vyrobit osamocena
a vyrovnana vldkna. Tato vladkna pak mohou byt navijena do niti, avSak tyto nité jsou
délkové omezeny obvodem disku. Dal$i moznosti vyroby nanovldkennych niti je
zvlaknovani na kapalinovy kolektor (Obrdazek 11). Elektricky vyrobené vlakno je nejdiive
zachyceno do vodni lazn€, kde dochazi ke koagulaci vldken. Nasledné je usazena
vlakenna nit z vodni 14zn€ navijena na buben nebo civku. Tato metoda je diky pouziti
nerozpoustédla (voda) vhodnd také pro polymery, které pouzivaji méné tékava
rozpoustédla. [6] Dale je mozné nanovlakenné nité vyrabét s pouzitim kovového ramu
slouziciho jako kolektor, nebo s pouzitim rychle oscilujiciho uzemnéného ramu uvnitf

polymerniho proudu. [16]

Polymerni kapalinaH ‘ Rotacni
N .  buben/civka
rjehlova' | Zdroj elektrického napéti h i@
elektrodal
»
|
A8 Nanovlikna na
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Obrdazek 11 Schéma prikladu strojniho zarizeni pro elektrostaticky vyrabéné nite
s pouzitim technologie zvidknovani do vodni lazné
Zdroj: T. OLSSON, Richard. Extraction of microfibrils from bacterial cellulose
networks for electrospinning of anisotropic biohybrid fiber yarns. Macromolecules
43(9) [online]. 2010 [cit. 2019-04-13]. DOI: 10.1021/mal00217q. Dostupné z:
https://www.researchgate.net/publication/231700339_Extraction_of_microfibrils_from
_bacterial_cellulose_networks_for_electrospinning_of_anisotropic_biohybrid_fiber_ya
rns

Hybridni nité je také mozné vyrobit s pomoci zafizeni Nanospider™ a také
technologii AC spinning. Takovéto Cisté nanovldkenné nit€é se pouzivaji zejména
v mediciné jako nosi¢e bunék, protoze je velmi omezuje jejich mald mechanické odolnost.

[17] Obrdazek 12 znazornuje ez hybridni nité vyrobené AC spinningem.
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SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 1.00 kx VEGA3 TESCAN|

WD: 9.88 mm Det: SE 100 pm
View field: 415 ym  Date(m/dly): 06/25/14 FT TUL Liberec

Obrdazek 12 SEM snimek Fezu hybridni nité vyrobené technologii AC spinning.
Meéritko 100um
Zdroj: https://media.springernature.com/m685/springer-
static/image/art%3A10.1038%2Fs41598-019-38557-
z/MediaObjects/41598 2019 38557 Figd HTML.png

Obrazek 12 znazoriiuje fez hybridni nit¢ vyrobené AC spinningem. Pfi AC
elektrickém zvladknovani dochazi k ptirozené tvorbé délkového nanovldkenného utvaru

a dochazi k vyhodnéjsi tvorbé hybridnich niti. [17]
2.5.3 Elektrické zvlaknovani s pomoci stFidavého proudu

V dnesni dob¢ vétsina piistroji pro elektrickou vyrobu nanovlakennych vrstev
pouziva vysokonapétovy stejnosmérny proud (DC). K vyrobé nanovldkennych vrstev je
ovSem mozné pouzit 1 vysokonapétovy stiidavy proud (AC). Pfi pouziti sttidavého
proudu vstupuje do procesu vyroby nanovlaken dalsi parametr, ktery ovliviiuje vyslednou
strukturu, tim je frekvence proudu. Pro kazdy druh zvlaknovaciho materialu je nutné,
urcit spravnou hodnotu frekvence proudu. Ve vétsing piipadi byva tato hodnota stejna
jako je v elektrické siti, a to 50 Hz, ale je mozné pouzit i frekvenéni ménice a hodnotu
frekvence zménit. Frekvence proudu umozni dosdhnout stfidani polarit u zvlakiiovaného
proudu polymerni kapaliny, kterd ma stfidaveé kladné nabité segmenty a zdporné nabité
segmenty (Obrdzek 13). Cim je hodnota frekvence vyssi, tim méné je ¢asu na vznik

a zanik trysek, ze kterych jsou formovana vlakna. [18]

29



: Zdroj stridavého
foot | elektrického napéti

©e
2o

S8 °0°

Q\Oo Q‘Q

N\

Elektricky neaktivni kolektor

Obrazek 13 Obrazek znazornujici pohyb kladnée a zaporne nabitych segmentii
polymerniho proudu u AC electrospinningu
Zdroj: http://electrospintech.com/images/txt-acespinl.png

Stiidanim polarit, dochazi k vytvareni tzv. virtualni protielektrody, coz umoziuje
vyrobu nanovldken bez pouZiti uzemnéného, ¢i opacné nabijejiciho, tedy elektricky
aktivniho Kkolektoru (Obrdzek 14). Diky stiidavé nabitym segmentim polymerniho
proudu kapaliny jsou vlakna pti dopadu na podlozku vzajemné ptitahovana, néktera navic
s minimem odpuzujicich sil. Nastavenim spravné hodnoty frekvence proudu Ize docilit
také stabiln€jSitho zvlaknovaciho procesu vytvérejictho neorientovana vldkna, nez
Vv piipadé€ pouziti stejnosmérného proudu. Dalsi vyhodou AC electrospinningu je jeho
vysoka produkéni acinnost oproti DC electrospinningu. Vysoka produkéni acinnost AC
electrospinningu ma spojitost s tvorbou polymernich trysek na volném povrchu
polymerni kapaliny. Pii AC electrospinningu dochazi k vytvofeni ¢etnych polymernich
trysek na povrchu volné hladiny polymerni kapaliny, coz DC electrospinning
neumoznuje. Nevyhodou pouziti AC electrospinningu mtze byt primér vlaken, ktery
u nékterych zvlaknovacich metod a materialti vykazuje ve vysledku vétsi priméry vldken

nez DC electrospinning. [18] [19] [20]
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Obrdazek 14 Schéma strojniho zarizeni pro AC electrospinning slozeného
Z davkovactho zarizeni (1), zvlaknovaci elektrody (2), které je spojena se zdrojem
stiidavého elektrického napéti (3), které vytvari polymerni trysky (4) na povrchu
polymerni kapaliny
Zdroj:
https://pubs.rsc.org/services/images/RSCpubs.ePlatform.Service.FreeContent.ImageSer
vice.svc/ImageService/Articleimage/2014/CP/c4cp04346d/c4cp04346d-f3_hi-res.gif

2.6 Smésovani vlaknotvornych materiala s

pomoci elektrického zvlaknovani

Jedna z moznosti, jak zlepsit vlastnosti vyrabénych vlakennych vrstev nebo
vytvofit vlakenny material pozadovanych vlastnosti, je smésovani materidll. Jev, pfi
kterém ma vysledna smés materiali lepsi vlastnosti (napt. vy$s$i pevnost, vyssi
hydrofilnost atd.) nez jednotlivé materialy ze kterych je slozena, se nazyva synergicky
efekt. [21]

Technologie elektrického zvlaknovani je pro smésovani materiald vhodna
predevsim diky své Siroké individualizaci a variabilité uspotfadani zvlaknovacich elektrod

a kolektord. Odborna literatura ma pro vyrobu smésovanych vladkennych materialt
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s pomoci elektrického zvlakinovani hned nékolik ndzvl, je jim napt.: dual-jet
electrospinning, co-electrospinning, multi-syringe electrospinning atd. Dulezitou soucasti
pfi vyrobé smésovych materialti je také jejich testovani a hodnoceni, zda spliuji
pozadované vlastnosti. Testovani vlastnosti smésovych materialii vyznamné zavisi na
zvolenych druzich polymernich materiald, ze kterych jsou vldkna vyrabéna. Jako piiklady
kombinace materialti 1ze uvést PCL/PVA [22], PS/IPAG6 [23], PV A/acetat celuldzy [24],
chitosan/ kopolymer PLA-PCL [25]. V nasledujicich kapitolach budou vybrané

technologie vyroby a metody hodnoceni smésovych vlakennych vrstev popsany.

2.6.1 Usporadani zvlaknovacich elektrod pri vyrobé

smésovanych vlakennych vrstev

V doposud vydanych publikacich, zabyvajicich se vyrobou smésovanych
vldkennych vrstev s pomoci technologie elektrického zvldknovani, je ve vétsing ptipadi
zvlaknovaci elektroda tvorena jehlou. Pouzitim davkovaciho zafizeni, které je zakoncené
kovovou jehlou pfindSi mnoho zpisobt individualizace vyrobniho procesu. Strojni
zafizeni mizou pouzivat pro odlisné druhy vlaknotvornych materialu naptiklad rizné
priméry kovovych jehel, riznd natoceni jehel vzhledem ke kolektoru, riizné kolektory
atd. Vybrané zplisoby usporadani jehlovych zvldknovacich elektrod pro tvorbu

smésovych vldkennych vrstev elektrickym zvldkinovanim jsou piedstaveny dale.
e Usporadani jehlovych zvlikiiovacich elektrod vedle sebe

Dvé nebo vice zvlaknovacich elektrod je umisténo vedle sebe ve vzdalenosti
piiblizné 3 — 5 cm na spoleéném stojanu, jak je znazornéno na Obrdzku 15. Stojan
S ptfipevnénymi zvladknovacimi elektrodami mtze byt posuvny rychlosti v jednotkach
m/min, nebo stacionarni. Kolektor rotujici obvodovou rychlosti az 100 m/min, je umistén
ve vzdalenosti 15 — 20 cm od jehlovych elektrod. Rota¢ni kolektor mize byt naptiklad ve
tvaru valce, ploché desticky atd. Toto strojni uspoiadani je v odborné literatufe nazyvano

jako multi-syringe electrospinning. [26]
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DavKovaci zafizeni

Kolektor

Obrazek 15 Znazornéné rozmisténi jehlovych zvlakiovacich elektrod vedle sebe
(tzv. multi-syringe electrospinning). Jehly jsou umisténé na stojanu, ktery miize byt
posuvny. Fialovad a zelena barva odlisuji jednotlivé vlaknotvorné materialy

Zdroj: https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0021979710002948-
grl.jpg

e Usporadani jehlovych zvlakiiovacich elektrod proti sobé

Toto uspotadani (Obrazek 16) spo¢iva v pouziti dvou jehlovych zvladknovacich
elektrod umisténych proti sobé&, které maji mezi sebou rotujici kolektor. Zvlaknovaci
jehly jsou umistény ve vzdalenosti piiblizn€ 15 — 20 cm od kolektoru. Rotujici kolektor
ma tvar valce a rychlost ota¢eni muze byt az 200 m/min. V odborné literatufe se pro toto
zatizeni lze setkat s nazvem co-electrospinning [27] nebo multinozzle electrospinning.
[28]
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M’ oe _I_ Zdroj elektrického napeéti

Obrazek 16 Zndzornéné rozmisténi jehlovych zvilaknovacich elektrod proti sobé
(tzv. co-electrospinning). Mezi jehlami je umistén rotujici valcovy kolektor. Modra a
hneda barva odlisuji jednotlivé viaknotvorné materidly

Zdroj: https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0306261916312363-
gr2.jpg

o Usporadani jehlovych zvlakiiovacich elektrod pod tihlem

Dv¢ jehlové zvlaknovaci elektrody jsou umistény vedle sebe pod urcitym tthlem,
jak je znazornéno na Obrazku 17. Kazda elektroda je umisténa ve vzdalenosti 15 cm od
rotujiciho valcového kolektoru. Uhel mezi zvlakiiovacimi elektrodami je 90°, ale miize
byt i jiny. Rychlost otaceni valcového kolektoru je v jednotkach ot/min. Odborna

literatura uvadi nazev tohoto zafizeni jako dual-jet electrospinning. [29]
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Obrazek 17 Zndzornéné rozmisténi jehlovych zvlaknovacich elektrod vedle sebe
pod uihlem (tzv. dual-jet electrospinning). Zelena a hnéda barva odlisuji jednotlivé
vidknotvorné polymerni materialy

Zdroj: https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0014305717316208-
grl.jpg

Vyse popsané druhy jehlovych elektricky zvlaknujicich zafizeni tvoii smésovou
vldkennou vrstvu tak, Ze k miseni jednotlivych druht vlaknotvornych polymert dochazi
az v prub¢&hu zvlaknovani na kolektor. To znamena, ze zvlakinovani probiha z vice druha
polymernich roztokt, pficemz kazdy roztok obsahuje jiny druh polymerniho materilu.
Kazdy polymerni roztok je umistén zvlast’ a v jiném polymernim zasobniku. K miseni
polymernich roztokd dochdzi az poté, co jsou z polymerniho roztoku vytvoifena vlakna
dopadajici na kolektor. V odborné literatute 1ze dohledat i takové zpuisoby vyroby, kde je
miseni vldknotvornych polymeri provedeno jeSt¢ pied procesem zvlaknovani. To
znamena, ze zvlakinovani probiha pouze z jednoho polymerniho roztoku, ve kterém je
rozpusténo 2 a vice druhti polymernich materiald, takzvané BLENDS (,,blendy”). Tento
zpusob vyroby je mozny jen pro vlaknotvorné polymery, které jsou vzijemné misitelné
napi.: PLGA (kopolymer kyseliny polymlécné a kyseliny polyglykolové) a rozpustné ve
stejnych  nebo  misitelnych  rozpoustédlovych  systémech, jako naptiklad
polyaniline/Zelatina, PCL/kolagen. Tyto materialy také nalézaji aplikace zejména

v medicing. [30]
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2.6.2 Metody hodnoceni smésovych vlakennych vrstev

Aby mohly byt materidly spravné vyuzivany, je potfeba rozumét jejich
vlastnostem a umét je co nejpiesnéji analyzovat. Vlastnosti, kterym je potieba rozumét
se lisi v zavislosti na pouziti vybraného technického materialu. V piipadé smésovych
vlakennych vrstev je uplatnéni takovych materialii nejcastéji ve zdravotnictvi. Je proto
vhodné u téchto vlakennych vrstev znat zejména strukturni ¢i morfologické vlastnosti
jako jsou pruméry vldken, procentualni hmotnostni zastoupeni jednotlivych materiali ve
smési, povrchové vlastnosti (defekty, tvar vlaken atd.), biologické vlastnosti atd.
V nasledujicich kapitolach budou nékteré vybrané metody charakterizace smésovych

elektricky zvlaknénych materiali popsany.
2.6.2.1 Rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Rastrovaci, nebo také fadkovaci ¢i skenovaci elektronova mikroskopie (Obrdzek
18), je metoda slouzici ke snimani povrchu vzorkti pomoci svazku elektronti urychlenych
vysokym elektrickym napétim. Povrch je snimén prostfednictvim odrazenych C¢i
vyrazenych elektront, které dopadaji na detektor. Detektor poté postupné po tadkach

vytvoti vysledny obraz zkoumaného povrchu.[31]

Snimky vytvofené pomoci elektronové rastrovaci mikroskopie je poté mozné
analyzovat s pomoci softwartl napt.: Fiji (ImageJ). Tento software umoznuje provadét
obrazovou analyzu, s jejiZ pomoci je mozné zjistit napt.: priméry vlaken, Orientaci vlaken
atd. [32] Pramér vlaken je dilezitou charakteristikou zejména u smésovani materiali,
které vykazuji pfi elektrostatickém zvlaknovani a pfi urcitém nastaveni procesnich
a materidlovych parametrii, vyrazné rozdilné priméry vléken viz Obrdzek 18. Z obrazku
je zfejmé, ze vysledné vldkenné materidly maji vyrazné€ rozdilné primeéry vlaken, coz

napomaha charakterizaci smésového materialu.

36



Obrazek 18 Priklad smésové viakenné vrstvy vyrobené elektrickym zvldkiovanim
Polykaprolactonu (PCL)-vétsi vidkna a kyseliny polymlécné (PLA)-mensi vidakna

Zdroj: https://media.springernature.com/original/springer-
static/image/art%3A10.1007%2Fs10965-018-1475-
9/MediaObjects/10965 2018 1475 Fig9 HTML.gif

SEM se vyuziva zejména tam, kde nedostacuje zvétSeni nebo hloubka ostrosti

optickych mikroskopti.
2.6.2.2 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie slouzi k separaci smési polymernich molekul
v roztoku, které se 1i8i svymi rozméry. K méteni slouZzi svisla kolona, ve které je umistény
gel. Stacionarni fazi (gel), kterd obsahuje pory o dané velikosti, proudi faze mobilni
(roztok polymeru). Mobilni faze muize proudit mezi pory gelu a také do pori gelu, jak je

znazornéno na Obrazku 19. [33]
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Obrazek 19 Prirez svislou kolonou naplnénou gelem. a) Pocatek mérent,
mobilni faze je privedena do gelové kolony b) Pribeh méreni, probihd oddélovani
vetsich molekul od mensich c) Zaznamenani hodnot, nejvetsi molekuly mobilni faze
opoustéji gelovou kolonu, malé molekuly jsou stdle uvniti gelové kolony.

Zdroj: http://ciselniky.dasta.mzcr.cz/cd/hypertext/AJAZG_soubory/image002.gif

Polymerni molekuly, které maji primér mensi, nez je primér port gelu, pronikaji
dovniti gelu. Polymerni molekuly, které maji primér vétsi, nez je pramér poéra gelu,
nemohou pronikat dovnitt gelu. Mensi polymerni molekuly proudi tedy v koloné delsi
Cas (musi urazit vétsi vzdalenost) a tim dochazi k oddé€lovani vétSich polymernich
molekul od menSich. Tento jev se nazyva exkluze molekul. Méfici zafizeni poté data
vyhodnoti do grafu, ktery vyjadiuje pocet molekul proteCenych kolonou v zavislosti na
Case. [34]

Tato technologie je velice vhodna i pro pouZiti u smésovanych vlakennych vrstev.
S jeji pomoci lze napiiklad zjistit rozloZzeni molekulovych hmotnosti jednotlivych
materiald v kompozitu. [35] Dale je mozné touto metodou zjistit naptiklad rychlost
degradace kompozitnich scaffoldl, ktera je dana zménou molekulové hmotnosti danych

polymernich materialt. [36]
2.6.2.3  In-vitro testovani

Pii zamySlené aplikaci smésovych materidll v mediciné je nutné testovat

vyrobené materidly nejprve in-vitro. In-vitro testovani je testovani provadéné
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Vv laboratofich s pouzitim mikroorganismti, bunék anebo biologickych molekul, které jsou
izolovany z jejich obvyklého biologického prostfedi. Pokud samostatné jednodruhové
elektrostaticky zvlaknéné materialy vykazuji né&jaké specifické chovani pii in-vitro
testovani a smésovani by toto specifické chovani mé€lo zménit, je velmi vhodné se na in-
vitro testovani s bunkami zaméfit. Soucasti in-vitro testovani biokompatibility bun¢k na
vybrany materidl je analyza bunécéné proliferace, adheze a viability. Jednim
Z nejobvyklejsich zakladnich in-vitro testi je tzv. MTT test. S pomoci tohoto testu je
mozné analyzovat proliferaci bunék, jejich viabilitu a také cytotoxicitu materialu.
Testovani probihd v jamkové desti¢ce pro bunééné kultury. Princip testu je zaloZzen na
redukci  tetrazoliového  barviva MTT  (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazolium bromid) na nerozpustny formazan, ktery ma tvar krystalki s fialovou
barvou. Reakce tetrazoliového barviva MTT probihd na mitochondrialni membrané
vlivem mitochondridlnich dehydrogenaz zivych bun¢k. Mnozstvi redukovaného MTT
barviva indikuje pocet zivych buné¢k. Fialové formazanové krystalky se ndsledné rozpusti
pfiddnim okyseleného izopropanolu. Po rozpusténi krystalku je s pomoci

spektrofotometru stanovena hodnota absorbance roztoku. [37] [38]

MTT test napifiklad u kombinace elektricky zvldknénych materidli
z polykaprolaktonu (PCL) a polyvinylalkoholu (PVA) v literatuie ukazuje lepsi adhezi
a proliferaci bunék u smésového materialu, nez u jednotlivych jednodruhovych
vldkennych materiald. Soucasti MTT testu je také fluorescencni mikroskopie
a elektronova rastrovaci mikroskopie. Tyto testy pak umoZznuji odliSovat testované
vzorky po urcitém poctu dnl. Specifikovat pocatecni adhezi 1 vyvoj biokompatibility

zalozené na proliferaci bunék v Case. [39]
2.6.2.4 Fluorescen¢ni mikroskopie (FM)

Fluorescen¢ni mikroskopie je technika, s jejiz pomoci lze sledovat fyziologii
bunék. Princip je zaloZen na zviditelnéni urcité latky, ¢i struktury, kterd je oznacena
fluorescenénim barvivem (fluofor, fluorochrom atd.). Zakladnim procesem fluorescence
je absorpce svételné energie (fotonu) o urcité vinové délce indikatorem a naslednou emisi
svetelné energie do vyssi energetické hladiny. Pii navratu elektront do své pavodni

valen¢ni vrstvy emituje zafeni o jiné vinové délce, které je pozorovano. [37] [40]

39



Touto metodou lze analyzovat i smésové vldkenné vrstvy, které¢ jsou slozené
z vice druhl polymernich materiald. Na Obrazku 20 je zachycena smésova vlakenna

vrstva, slozena z PCL vlaken a PEO (polyetylen oxid) vlaken. [41]

Obrazek 20 Snimek z fluorescencniho mikroskopu zachycujici obarvena PCL
vidkna (cervena) a PEO vidkna (zelena)

Zdroj: https://www.pnas.org/content/pnas/109/35/14176/F1.medium.qgif

2.6.2.5 Meéreni kontaktniho uhlu

Povrchova charakteristika nanovlakennych materialt pro medicinské aplikace je
¢asto hodnocena méfenim kontaktniho tthlu metodou prisedlé kapky. Méfeni kontaktniho
uhlu umoziuje ziskani pfedstavy o mife hydrofilnosti ¢i hydrofobnosti testovaného
materidlu (viz Obrdzek 21). Je ale potieba brat v Givahu, Ze se u elektricky zvlaknénych
vrstev jedna o material porézni a samoziejmé nedokonale rovny. Pro spravné meéteni
kontaktniho uhlu je vyzadovan rovny chemicky ani morfologicky nestrukturovany
material, coz samoziejmé nanovlakenné elektrostaticky zvlaknéné vrstvy nejsou [42].
Kapka umisténd na poréznim médiu se nejen roztahuje na smafeném povrchu pevné
latky, ale také pronika do hloubky tohoto porézniho materialu, ¢imz je vysledny kontaktni

uhel ovliviiovan [43].
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Obrazek 21 Priklad méreni kontaktniho vihlu metodou prisedlé kapky pro
elektricky zvidknené materidaly PVA (a, b); PVA s nanocasticemi stiibra (c, d); PCL (e,
f); Pricemz snimky (b, d, f) jsou kontaktni vihly zmérené po 5 sekunddch od zacdtku
smdaceni.

Zdroj: https://encrypted-
tbn0.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcRxMOBXu8oD0O4zomY Sw49N8u0sPsOxfSUfE_
ChzZynOTh9BDg36e

Dale je moZné u smésovych vldkennych materiali méfit napiiklad stupen
bobtnani. Vybér metod pro charakterizaci smésovych materialti vyrobenych elektrickym
zvlaknovanim je vzdy zalozeno na druzich a vlastnostech smésovanych polymerti, na
jejich typickych vlastnostech a projevech. Pro smésovani polymernich vldken z PVA
a PCL se v literatufe popisuje nékolik riznych moZznosti popisu takovych materiald.
Vyuzivany jsou charakterizace chemického slozeni a vnitini struktury jako rentgenova
difrakce (X-ray diffraction) a infracervena spektroskopie (FTIR), popis chovani polymera
za zvySujici se teploty pomoci diferencidlni skenovaci kalorimetrie (DSC) a samoziejmé
morfologické popisy na zdkladé¢ vytvareni snimkG z rastrovacich elektronovych
mikroskopl. V neposledni fad¢ autoti publikaci o smésovani vldken PVA a PCL piimo
v procesu elektrického zvlaknovani [44][45] neopominaji, jak bylo uvedeno vyse,
testovani pomoci méfeni kontaktnich uhla a stupné bobtnani. Méteni stupné bobtnani je
zalozeno na rozdilu hmotnosti nabobtnalé vrstvy vldken (smocené do destilované vody

0 teploté¢ 37 °C na dobu 1, 6, 12, 24, 48 hodin a odstranénim zbytku volné vody na
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povrchu filtracnim papirem) a nabobtnalé mrazem vysuSené (lyofilizované) vrstvy,
déleno hmotnosti nabobtnalé mrazem vysusené vrstvy. Po vynasobeni hodnotou 100, je
pak ziskan stupen bobtnani v procentech. [46] U smési PCL/PVA a porovnani stupné
bobtnani pro samotné PCL a PVA vrstvy, je pak mozné pozorovat o¢ekavany velky
stupen bobtnani pro PVA, maly pro PCL a mezi témito hodnotami, by se m¢l nachazet

stupenl bobtnani pro smésovy material PCL/PVA, dle zastoupeni jednotlivych slozek.

2.7 Popis vybranych polymernich materiali pro

elektrické zvlaknovani

V nasledujicim textu budou stru¢né popsany vybrané polymerni materidly, které
byly pouZivany v pribehu uvodnich ¢i hlavnich experimentt popsanych v experimentalni

Casti této prace
2.7.1 Polyvinylbutyral (PVB)

Polyvinylbutyral (PVB) (Obrdzek 22) je bezbarvy, Ciry a amorfni termoplast,
ktery je vyroben kondenzaci polyvinylalkoholu a butyraldehydu. PVB se vyznacuje
dobrou flexibilitou a také dobrou piilnavosti a vynikajici odolnosti vii¢i UV zafeni. PVB
je taky velice dobry filmotvorny materidl. Vlastnosti PVB jako jsou napf.: rozpustnost
v rozpoustédlech, kompatibilita s pojivy a zmékCovadly, zavisi na stupni acetalizace
a polymerace. Zvysenim poc¢tu hydroxylovych skupin v polymernim fetézci dochazi
Kk zvySovani odolnosti proti vodé€. S piibyvajicimi acetalovymi skupinami v polymernim
fetézci klesa teplota skelného piechodu (Tg) a viskozita. PVB muze byt také zesitovano.
Jeho schopnost zesiténi zavisi na poétu zbytkovych OH skupin v polymernim fetézci.
Vlastnosti ovliviiuje také molekulovd hmotnost, s rostouci molekulovou hmotnosti roste
houZevnatost a viskozita materidlu a zaroven klesa adheze k ostatnim materialim. Teplota
tani PVB je v rozmezi 105 — 135 °C. PVB je rozpustné v alkoholech a glykolech a ve
smésich s alkoholy napft.: ketony, estery atd. Jedno z hlavnich pouziti PVB je vyroba PVB
folii na bezpecnostni skla. Dale je mozné PVB pouzit napt. jako: zakladni natér na kovy,

ochrannou vrstvu fotovoltaickych modult atd. [47] [48]
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Obrazek 22 Chemicky vzorec polyvinylbutyralu

Zdroj:
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/8/87/Polyvinylbutyral.svg/220
px-Polyvinylbutyral.svg.png

2.7.2 Polyvinylalkohol (PVA)

Polyvinylalkohol (PVA) je relativné jednoduchy synteticky polymer, ktery je
vyrabén alkalickou hydrolyzou polyvinylacetatu (PVAc), napt. v metanolu. Hydrolyza
polyvinylacetatu nebyva ve vétsiné ptipadi uplna, proto polyvinylalkohol obsahuje vzdy
urc¢ité mnozstvi PVAC skupin, diky kterym ma polyvinylalkohol rizné vlastnosti.
Obchodné je polyvinylalkohol dostupny s vysokym stupném hydrolyzy (98,5 %). Stupen

hydrolyzy ovliviiuje chemické vlastnosti, krystalinitu a také rozpustnost polymeru [49].

Rostouci molekulovd hmotnost ma za nasledek klesajici rozpustnost
polyvinylalkoholu. Pti obsahu 70 — 80 % zbytkovych -OH skupin je polyvinylalkohol
odolny proti rozpusténi ve vodé. PVA je také odolny vici n€kterym rozpoustédlim
a olejiim. Odolnost vii¢i rozpoustédlim je zavisla na teploté, molekulové hmotnosti a na
velikosti polyvinylacetatovych skupin. Teplota tdni PVA je kolem 200 °C.
Polyvinylalkohol je moZné pouZivat v rozmezi teplot -50 °C az 130 °C. PVA ma tvar
bilého krystalického prasSku. Diky svym vlastnostem pfipominajicim Zelatinu se PVA
pouziva v potravinafstvi pro vyrobu zelé. Pouziva se také na vyrobu obalovych folii,
textilnich vlaken a chirurgickych niti. [50] Jedna se o silné hydrofilni polymer. Je vSak
nutné poznamenat, Ze polyvinylalkohol je sice ve vodé rozpustnym polymerem, ale neni
biodegradabilnim. Pfi vétSich molekulovych hmotnostech pii pouziti napiiklad
v tkdnovém inZenyrstvi jako scaffold uvnitf téla, miZe pti rozpadu tohoto scaffoldu

dochazet k naslednému hromadéni jeho fetézci uvniti téla a nemize dojit k odchodu
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spolu s vodou z téla ven. Na Obrdazku 23 je znazornén chemicky vzorec

polyvinylalkoholu.

HO |,

Obrazek 23 Chemicky vzorec polyvinylalkoholu

Zdroj:
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/f/fc/Polyvinyl_Alcohol_Structu
ral_Formula_V1.svg/150px-Polyvinyl_Alcohol_Structural_Formula_V1.svg.png

2.7.3 Polykaprolakton (PCL)

Polykaprolakton (PCL) (Obrdzek 24) je biodegradabilni semikrystalicky
polyester, ktery je vyrabén polymerizaci za otevieni kruhu z g-kaprolaktonu s pouzitim
katalyzatoru. Jako katalyzator mize byt pouzit naptiklad oktoat cinaty. [51] PCL ma
pomérné nizkou teplotu tani (Tm = 60 °C). Teplota skelného piechodu (Tg = -60 °C) je
oproti jinym biodegradabilnim polymertim (napf. PLA) niz$i, coz napoméha jeho
biodegradabilité 1 pies vysoky stupen krystalinity, typicky 50 %. PCL se vyznacuje
vybornou odolnosti proti vodé a velmi dlouhou dobou degradace (2 — 5 let). [52] Rozklad
polykaprolaktonu probiha hydrolyzou esterové vazby za fyziologickych podminek
(naptiklad v lidskéem  téle). PCL  vyvolavd  minimalni zanétlivé
a imunologické odezvy v lidském organismu a je proto vhodny pro vyrobu
biokompatibilnich scaffoldi v tkanovém inzenyrstvi. [51] Dal§im oblasti kde nachazi
PCL vyuziti je napiiklad fizena dodavka lé¢iv ve zdravotnictvi. V kombinaci PCL
S ruznymi biomaterialy Ize fidit dobu rozpadu, zlepSovat mechanické vlastnosti a tyto
materialy lze pouzit i pro kostni tkanové inzenyrstvi. [53] PCL je pro pouziti ve
zdravotnictvi vhodny zejména diky tomu, Ze nevyvoldva Zadné nebo minimalni
imunologické a zanétlivé odezvy v lidském organismu. PCL ma také pomérné dobré
mechanické vlastnosti. Nevyhodou tohoto polymerniho materidlu je vysoka

hydrofobicita, ktera v nékterych ptipadech pouziti (napf. kozni implantaty) neni zadouci.
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K degradaci PCL dochazi hydrolyzou, ktera je uvnitt (scaffoldy) i vné (kryty ran) téla
fizena enzymaticky, tedy rozklad probéhne az na produkty, které z téla odchézeji bud’

dychacim systémem nebo mo¢i. [54]

Obrdazek 24 Chemicky vzorec polykaprolaktonu

Zdroj:
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/a/ab/Polycaprolactone_structu
re.png/200px-Polycaprolactone_structure.png
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3. Experimentalni ¢ast

Tato ¢ast diplomové prace se zabyva vyrobou smeésované vldkenné vrstvy
s pomoci elektrického zvlaknovani. Nejdiive je popsan experiment zahrnujici vyrobu
smésované vlakenné vrstvy s pomoci jehlového elektrického zvlaknovani. V dalsi ¢asti
je popsana vyroba smésované vlakenné vrstvy na strunovém elektrickém zvlaknovacim
zatizeni. V zavéru experimentalni ¢asti budou popsany pribéhy a postupy pii analyze

a hodnoceni vyrobenych vlakennych vrstev.

3.1 Materialy

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.1.3, k vyrobé nanovlakenné vrstvy je zapotiebi
najit spravnou kombinaci procesnich a materidlovych parametrii. Jednim z parametra,
ktery je mozné ovlivnit jesté pred samotnym procesem zvlaknovani, je volba spravného
druhu polymerniho roztoku a jeho koncentrace. Druh polymerniho roztoku zavisi na
ucelu pouziti vysledného vlakenného vyrobku. Smésované vlakenné vrstvy mohou
Vv budoucnu nabizet dobré uplatnéni hlavné v oboru zdravotnictvi. Pro tento experiment
byly proto vybrany takové polymery, které jsou ve zdravotnictvi jiz pouzivany. Na
zaklad¢ konzultaci byly také vybrany konkrétni koncentrace a rozpoustédla, které se jiz
dnes pti zvlaknovani samotnych vrstev z PCL a PVA pro aplikace v mediciné (zejména

na kryty ran) pouzivaji.

Jako prvni polymerni roztok byl zvolen PCL o koncentraci 16 hm. %. (Kuraray,
Mn = 45 000, zakoupeno od Sigma-Aldrich). K vytvofeni polymerniho roztoku bylo
pouzito rozpoustédlo tvotfené chloroformem a nerozpoustédlem pro PCL v podobé

etanolu. Hmotnostni pomér chloroformu k etanolu byl 8:2 (chloroform:etanol).

Druhy polymerni roztok byl zvolen PVA o koncentraci 10 hm. % (Kuraray,
Mw = 125 000, stupeni hydrolyzy 98 mol%, s ozna¢enim Mowiol 20-98). K vytvofeni
polymerniho roztoku bylo pouzito rozpoustédlo tvofené destilovanou vodou a etanolem.

Hmotnostni pomér vody a etanolu byl 8:2 (voda:etanol).

Pro experiment byl také pouzit polymerni roztok PVB o koncentraci 10 hm. %
(Kuraray, Mowital B60H). Polymerni roztok PVB byl pouzit pouze pfi nastavovani
procesnich parametra pro elektrické zvlaknovani z jehel. Vyrobena vlakenna vrstva PVB

nebyla hodnocena ani porovnavana s ostatnimi vrstvami. Pouziti tohoto materialu je zde
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uvedeno, protoze je ziejmé, Ze pro uvodni testy s riznymi sestavami jehlovych
zvlaknovacich elektrod pro vyrobu smésovych vlakennych vrstev nebylo vhodné
Na zéklad¢ prace s PVB byly tedy nastaveny sklony jehel, odhadnuty vzdalenosti, vysky
umisténi jehel a kolektoru a tak dale. K mirnym tpravam pak samoziejmé muselo dojit
jesté pii konkrétnim Gvodnim zvldknovani PCL a PVA, ale nebyly to zZadné zasadni

zmény nastaveni tohoto procesu.

3.2 Metody vyroby nanovlakennych smésovych

vrstev

Pro vyrobu vldkennych materidld byly pouzity technologie elektrického
zvlakiovani pomoci stejnosmérnych zdrojii vysokého napéti. Materialy byly vyrabény
jak na zafizeni vyuzivajicim jehlovych zvlaknovacich elektrod tak na zafizeni

vyuZzivajicim strunové zvlaknovaci elektrody.

Piipraveny polymerni roztok PVB o koncentraci 10 hm. %, byl pouzit pro
seznameni se s procesnimi parametry u elektrického zvlaknovani z jehel. Poznatky byly
nadale vyuzity pro spravné nastaveni procesnich parametrti jehlového zvlaknovani pro
polymerni roztoky PCL o koncentraci 16 hm. % a PVA o koncentraci 10 hm. %.
Experimenty probihaly v laboratofi pfi teplotaich v rozmezi 23 — 24 °C a relativnich
vlhkosti vzduchu 30 — 33 %.

3.2.1 Elektrické zvlaknovani z jehel

Prvnim ukolem této experimentalni prace bylo sestaveni zvlaknovaciho zatizeni.
Podle literarniho prazkumu, ktery je stru¢né popsan v kapitole 2.2 je zfejmé, Ze sestaveni
jehel mohlo byt vedle sebe, proti sobé nebo pod thlem. Aplikace jehel vedle sebe nebyla
shleddna vhodnou, protoze muselo dochizet k vyraznému posunu kolektoru
zachytavajiciho vldkna podél jeho osy. Uspofadani jehel proti sobé mozné bylo, ale
neumoziovalo pfimé miseni vldken pfed dopadem na kolektor, ale spiSe vytvareni vrstev
jednotlivych materiald. Z téchto davodi byl vybran postup vyroby smésovych
vlakennych vrstev pomoci dvou jehel pod urcitym uthlem. Faktory ovliviujici proces
elektrického zvlaknovani z jehly mohou byt napiiklad: primeéry jehel, davkovani

polymerniho roztoku, velikost pfivadéného napéti atd. (viz Obrdzek 25). Nastaveni
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spravnych procesnich parametrl je pfi vyrobé smésovanych vlaken narocnéjsi, jelikoz
jsou zvlaknovany rtizné polymerni materidly o riznych koncentracich, molekulovych
hmotnosti atd. Pro seznameni se s témito faktory byl pouzit polymerni roztok PVB
s koncentraci 10 hm. %. Tento roztok byl pouzit pfedev§im z ekonomického hlediska,
jelikoz tento polymer je vyrazn¢ levnéjsi nez napiiklad PCL. Dalsi divodem pro zvoleni
tohoto polymerniho materidlu, je jeho dobra zvldknitelnost pii pouziti elektrického

zvlaknovani.

Obrazek 25 Fotografie laboratorniho jehlového zvilaknovaciho zarizeni
slozeného z davkovaciho zarizeni (1), na kterém je umistén zdasobnik polymerniho
roztoku s jehlovou zvlakiovaci elektrodou (2). Na zvldknovaci elektrodu je priveden
zdroj stejnosmeérného elektrického napéti (3). Uzemnény kolektor (4) tvori rotacni
valcovy buben s podkladovou netkanou textilii.

Pro sezndmeni se s témito faktory byl pouZit polymerni roztok PVB s koncentraci
10 hm. %. Tento roztok byl pouzit ptedevs§im z ekonomického hlediska, jelikoz tento
polymer je vyrazné levnéjsi nez naptiklad PCL. Dalsi divodem pro zvoleni tohoto
polymerniho materidlu je jeho obecné zndmé velmi dobrd zvlaknitelnost pfi pouziti

elektrického zvlaknovani.

Pro tento proces zvlakiovani byly vybrany rtzné primeéry zvlaknovacich
elektrod. Zvlaknovaci elektrody tvotily kovové jehly o primérech 0,4; 0,6; 0,9; 1,2 mm,
které byly kombinovany s ruznou rychlosti davkovani polymerniho roztoku PVB a také
s riznou velikosti piivadéného elektrického napéti. Davkovaci rychlosti byly 0,5; 0,7; 1;
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1,5 ml/hod. Ptivadéné kladné elektrické napéti mélo hodnoty 13; 15; 17 a 20 kV DC.
Vzdalenost zvlaknovacich elektrod od rota¢niho valcového kolektoru byla 15 cm.
Zvlaknovaci elektrody mezi sebou sviraly uhel 90°. Pro lepsi pfedstavu je mozné vidét
uspoiadani jehel na Obrdzku 26. Rotaéni valcovy kolektor tvofil plechovy perforovany
buben o priméru 15 cm a délkou 35 cm, na kterém byla pfipevnéna netkana textilie typu
spunbond. K valcovému kolektoru byl také pfipevnén zemnici drat. Rychlost otaceni
valcového kolektoru o pruméru 15 ¢cm byla 50 ot./min.. Kombinaci vy$e zminénych
procesnich parametri byl zjistovan vliv na prubéh elektrického zvlakiovani a tyto

poznatky nadale poslouzily pti vyrobé smésovanych vlakennych vrstev PCL/PVA.

Z experimentd provedenych s polymernim roztokem PVB o koncentraci 10 hm. %
bylo nésledné vytazeno pouziti jehel o priméru 0,4 a 0,6 mm. Malé¢ praméry jehel
nedokazaly v kombinaci s riznou rychlosti davkovani a riznou velikosti elektrického
napéti vytvofit souvisly proud polymerniho roztoku. Lze ptedpokladat, Ze tyto dva
priaméry jehel by pii pouziti 16 % PCL nebyly schopné diky vyssi koncentraci roztoku
PCL protlacit dostatecné mnozstvi polymerniho roztoku na vyrobu vlaken. Stejny
problém lze predpokladat i pii pouziti polymerni roztoku PVA o koncentraci 10 hm. %,
zde by mohlo dojit i k pfetrzeni polymernich fetézct, diky vysoké molekulové hmotnosti

PVA (Mw = 125 000).

Experiment provedeny s polymernim roztokem PVB o koncentraci 10 hm. % také
ukazal jako nevhodné pouzit davkovaci rychlosti 0,5 a 0,7 ml/hod. Tyto davkovaci
rychlosti v kombinaci s vétsim pramérem jehel (1 a 1,2 mm) nejsou dostate¢né, a dochazi
k pteruSované tvorbé vlaken. Vzhledem k velmi dobré zvlaknitelnosti polymernich
roztokli PCL a PVA, lze pfedpokladat, Ze tyto davkovaci rychlosti v kombinaci s vétsimi
praméry jehel, nejsou vhodné ani pti zvlaknovani téchto polymernich roztokd. Dalsi
poznatek ziskany zvlaknovanim polymerniho roztoku PVB o koncentraci 10 hm. %, je
pomérné Siroké rozpéti velikosti privadéného elektrického napéti, pfi kterém jsou
vytvafena vldkna. Polymerni roztok PVB zvldknoval pti velikostech kladného
elektrického napéti 13, 15, 17120 kV DC. Lze ptedpokladat, ze polymerni roztoky PCL
a PVA budou v tomto rozpéti hodnot zvlakniovat také. Nejvhodnéjsi hodnota elektrického
napéti, je zavisla na konkrétnich procesnich i materialovych parametrech konkrétniho

polymerniho roztoku.

49



K spravnému nastaveni procesnich parametrGi pro zvldknovani polymernich
roztoki PCL a PVA byly vyuzity poznatky ziskané pii zvlaknovani polymerniho roztoku
PVB. Polymerni roztoky PCL a PVA byly postupné¢ zvlaknovany s pomoci kovovych
jehlovych elektrod s pruméry 0,9 a 1,2 mm. Daéle byly tyto roztoky zvlakinovany
s davkovacimi rychlostmi 1 a 1,5 ml/hod. Velikosti pfivadéného elektrického napéti byly
v rozmezi +13 az +20 kV DC. Vzdalenost zvlaknovacich elektrod od kolektoru byla
15 cm. Rychlost otaceni kolektoru o priiméru 15 ¢cm s pfipevnénou netkanou textilii typu

spunbond byla 50 ot. /min..

Polymerni roztok PCL o koncentraci 16 hm. % byl dobie zvlaknitelny jak
s pouzitim jehly o pruméru 0,9 mm, tak i 1,2 mm. Jako vhodné se ukazaly také ob¢ dveé
davkovaci rychlosti. Zvlaknovani probihalo vzdy nejlépe pii velikosti elektrického napéti
+15 kV DC. Pii zvlaknovani nedochazelo k prerusovani polymerniho proudu a na
kolektoru se nevytvaiely zadné viditelné kapicky polymeru. Vzhledem
k bezproblémovému prubéhu zvlakinovani byly vyzkouSeny vyssi davkovaci rychlosti.
Polymerni roztok PCL bylo mozné zvlaknovat i pii davkovaci rychlosti 4 ml/hod. Toto
zjisténi nabizi dal$i moznosti individualizace pro vyrobu smésovych vldken PCL/PVA.
Diky Sirokému rozpéti davkovacich rychlosti polymerniho roztoku PCL bude moZné

vyrabét smésovou vlakennou vrstvu PCL/PVA s riiznym pomérem PCL:PVA.

Nastaveni procesnich parametrit u polymerniho roztoku PVA o koncentraci
dobte zvlaknitelny s pouzitim jehel o priméru 0,9 mm i 1,2 mm, pii davkovaci rychlosti
do 1 ml/hod. S vyssi davkovaci rychlosti nez 1 ml/hod., dochazelo k odkapavani
nezvlaknéného polymerni roztoku ze Spic¢ky zvladknovaci elektrody. Pfi zvlaknovani
polymerniho roztoku PVA bylo také nutné pouzit vyssi hodnotu elektrického napéti
(+17 kv DC), nez u polymerniho roztoku PCL (+15 kV DC), z toho duvodu, aby
dochézelo ke kontinualni vyrobé polymerni vldken a nedochédzelo k odkapavani
polymerniho roztoku z konce zvlakinovaci elektrody. V tabulce 1 jsou shrnuty parametry

pro vyrobu vlakennych vrstev s pouzitim zvlaknovacich jehel.
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Tabulka 1 Shrnuti nastavenych parametrii pro vyrobu viakennych vrstev s pouzitim

zvildknovacich jehel.

Shrnuti parametri pro zvlakinovani z jehel

Vzdalenost Uhel El. El. Napéti
Viakenny vzorek (1) jehly od mezi napéti na Davkovani
jehly[mm] kolektoru jehlami | najehle | kolektoru | [mi/hod.]
[em] [°] [kv] [kv]
PCL / +15 4
PVA / +17 1
PCL/PVA | PCL +15 1
1:1 PVA 12 15 90 +17 0 1
PCL/PVA | PCL +15 2
2:1 PVA +17 1

Po spravném nastaveni procesnich parametrti u polymernich roztoktit PCL a PVA

bylo mozné ptikrocit k tvorbé smésové vlakenné vrstvy. Strojni zafizeni tzv. dual-jet

electrospinning (Obrazek 26) je slozeny z rotaéniho valcového kolektoru a dvou

zvlaknovacich elektrod (jehel), které jsou umistény vedle sebe pod tthlem (kapitola 2.2.1).

Zde byla oproti zafizeni popsanému v Kkapitole 2.2.1 provedena tuprava. Kazda

zvlaknovaci elektroda byla ptipevnéna k vlastnimu zdroji vysokého napéti, nikoliv ke

spolenému. Tento zplUsob zapojeni umozinuje v piipadé pouziti dvou riznych

polymernich roztoki nastavit nejvhodngj$i hodnotu elektrického napéti pro dany

polymer.
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Obrazek 26 Fotografie dvou jehlového laboratorniho zarizeni tzv. dual-jet
electrospinning. Davkovaci zarizeni s pripevnénym polymernim zasobnikem,
zakoncenym jehlovou zvildkinovaci elektrodou, na kterou je priveden zdroj
stejnosmérného elektrického napéti pro polymerni roztok PCL (1). Druhé zarizeni, které
Jje totozné, je umisteno pod whlem 90°0d prvniho a slouzi pro polymerni roztok PVA (2).
Zvldknovani probiha na spolecny uzemnény valcovy kolektor s netkanou podkladovou
textilii (3)

K zéasobniku polymerniho roztoku PCL o koncentraci 16 hm. % byla ptipevnéna
jehlova zvlaknovaci elektroda o praméru 1,2 mm. S jehlovou elektrodou byl spojen zdroj
elektrického napéti. Pfivadéné elektrické napéti pro polymerni roztok PCL mélo velikost
+15 kV DC. Druhy zasobnik polymeru obsahoval polymerni roztok PVA o koncentraci
10 hm. % a ptipevnénou jehlovou elektrodou o priméru 1,2 mm. K jehlové elektrodé byl
pfipevnén druhy zdroj elektrického napéti, aby bylo mozné pro zvladkilovani pouzit
odlisnou hodnotu elektrického napéti. Velikost elektrického napéti pro polymerni roztok
PVAbyla +17 kV DC. Rychlost davkovani byla u obou polymernich zasobnikii nastavena
na hodnoté 1 ml/hod.(PCL/PVA =1:1). Ob¢ zvlakniovaci elektrody sviraly vzajemny uhel
90° a byly umistény ve vzdalenosti 15 cm od rotacniho valcového kolektoru. Valcovy
kolektor s ptipevnénou netkanou textilii typu spunbond mél rychlost otaceni 50 ot. /min..
Zvlaknovani probihalo po dobu 45 minut, aby doslo k vytvoreni dostate¢né silné vladkenné
vrstvy. Relativni vlhkost vzduchu v laboratofi byla 35 % pfi teploté 23 °C. Vytvofena
vlakenna vrstva neobsahovala zadné okem viditelné kapic¢ky nezvlaknéného polymerniho

roztoku. Béhem procesu zvlakinovani dochazelo k miseni vlaken pied dopadenim vlaken
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na kolektor. Takto zvlaknény material bude dale v této praci oznacovan jako PCL/PVA
1:1.

Dale byla vyrobena smésova vldkennd vrstva, kterd obsahovala vEétSi mnozstvi
polymerniho roztoku PCL. Pfi vyrobé této smésové vrstvy byla rychlost davkovani
polymerniho roztoku PCL nastavena na 2 ml/hod. a u polymerniho roztoku PVA na
1 ml/hod. Tento material bude dale oznacovan jako PCL/PVA 2:1. Ostatni procesni
parametry (pramér jehel, vzdalenost od kolektoru atd.) zlstaly stejné jako pii vyrobé

smésové vldkenné vrstvy obsahujici pomér PCL/PVA 1:1.

Pro potteby fluorescencni mikroskopie byly také vyrobeny smésové vldkenné
vrstvy PCL/PVA 1:1 a 2:1 s ptidavkem fluoresceinu. Pfed procesem zvlakniovani byla do
polymerniho roztoku PVA o koncentraci 10 hm. % pfi dana fluorescenéni latka (FITC-
Dextran, zakoupeno od Sigma-Aldrich)v mnozstvi 0,003 g/100 ml. Procesni parametry
zvlakiovani zustaly stejné, jako pii vyrobé smésovych vldkennych vrstev bez pouziti
fluoresceinu. Pro lepsi porovnani a hodnoceni vlakenné vrstvy, byly vyrobeny dalsi dvé
vlakenné vrstvy, pfi¢emz prvni vlakenna vrstva byla vyrobena pouze z polymerniho
roztoku PCL o koncentraci 16 hm. % a druha vlakenna vrstva pouze z polymerniho
roztoku PVA o koncentraci 10 hm. % (bez fluoresceinu). Vytvoiené vlakenné vrstvy jsou

znazornény na Obrdzku 27.

Obrazek 27 Fotografie smesove viakenné Vrstvy PCL/PVA bez pridavku
fluoresceinu (A) a s pridavkem fluoresceinu (B)
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Vytvorené smesové vlakenné vrstvy s pridavkem fluorescencni latky byly poté
zkoumany s pomoci fluorescenéni mikroskopie. Vldkenné vzorky bez obsahu
fluorescenéni latky byly zkoumdny s pomoci elektronové rastrovaci mikroskopie

a nésledné porovnavany se vzorky vyrobenymi na strunovém zvlakilovacim zatizeni.
3.2.2 Elektrické zvlaknovani ze strun

Zvlaknovani polymernich roztoki PCL o koncentraci 16 hm. % a PVA
o0 koncentraci 10 hm. % probihalo na strunovém zvlaknovacim zatizeni Nanospider-NS
line IWS500U. Toto strojni zafizeni bylo pro ucel vyroby smésové vldkenné vrstvy
upraveno Be. Filipem Sanetrnikem KNT, FT, TUL. Zvlaknovaci elektroda byla upravena
z puvodni jednostrunné s jednim pojizdnym davkovacim zatizenim, na dvou strunnou

s vyuzitim dvou pojizdnych davkovacich zatizeni na pruvlaky viz Obrazek 28.

Obrazek 28 Fotografie zachycujici upravené strunové zvlaknovaci zarizeni, které
je slozeno ze dvou zvlakinovacich strun (1) a dvou pojizdnych zasobnikii polymeru

s pruvlaky (2)
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Obé tato davkovaci zatizeni se pohybuji spolecné a se stejnou rychlosti. Mnozstvi
nanaSené¢ho polymerniho roztoku je mozné fidit velikosti priivlaku, skrze ktery je
polymerni roztok davkovan pii pohybu davkovaciho zafizeni na danou strunu.
Vzdalenost mezi strunami byla experimentalné odhadnuta tak, aby se jejich rozmisténi
veslo do zvlakinovaciho prostoru a zaroven aby se struny vzajemné co nejméné elektricky
ovlivitovaly. Tato vzdalenost je neménna. Nabijeni obou strun je provadéno jednim
stejnosmérnym zdrojem elektrického napéti, neni tedy mozné meénit elektrické napéti pro
jednotlivé struny. Parametry zvlaknovaciho zatizeni jsou nasledujici: délka zvlaknovaci
elektrody 50 cm, maximalni napéti pro zvlaknovaci elektrodu + 60 kV DC, maximalni
napéti pro sbérnou elektrodu negativni tedy kolektor - 40 kV DC, maximalni rozdil
potencialta 100 KV DC.

Vyroba smésového vladkenné vrstvy PCL/PVA probihala s nasledujicimi
procesnimi parametry. Zvlaknovaci elektrody (struny) s praimérem 0,4 mm. Vzdalenost
mezi strunami 20 cm. Vzdalenost strun od podkladové netkané textilie a tedy od kolektoru
18 cm. Relativni vlhkost vzduchu uvniti zvlaknovaciho zafizeni byla nastavena na 50 %,
pfi teploté 22 °C, coz bylo nutné pro zvlaknovani PVA. Pro PCL takto vysoka vzdusna
vlhkost neni vhodna, ale ve zvlakiiovacim prostoru neni mozné individualné upravovat
teplotu a vilhkost vzduchu pro jednotlivé zvlaknovaci roztoky pii smésovém elektrickém
zvlaknovani. Je tedy nutné pristoupit ke kompromisu. Kolektor byl nabijen elektrickym
napétim o velikosti -40 kV DC a struny byly nabijeny elektrickym napétim +32 kV DC.
Odtah podkladové netkané textilie na kolektoru probihal rychlosti 10 m/min. Primér
pravlaku na davkovacim zafizeni pro PCL o koncentraci 16 hm. % byl 0,6 mm
ana davkovacim zatizeni pro PVA o koncentraci 10 hm. % byl primér pravlaku 0,9 mm.
Vzorek smésoveé vldkenné vrstvy PCL/PVA byl vyrabén ve dvou vrstvach na sebe. Pro
porovnani byla také vyrobena vldkennd vrstva tvofena pouze polymernim roztokem PCL
0 koncentraci 16 hm. % a vlakenna vrstva tvofena pouze polymernim roztokem PVA
0 koncentraci 10 hm. % a to vSe pfi stejnych nastavenich procesnich parametri. Dale byla
také vyrobena vladkenna vrstva PCL/PVA s ptidavkem fluoresceinu (0,003 g/100 ml),
ktery byl obsaZen v polymernim roztoku PVA. Vyrobené vldkenné vzorky byly nasledné
zkoumany rastrovacim elektronovym mikroskopem a fluorescenénim mikroskopem
a vysledky byly porovnavany se vzorky vyrobenymi na jehlovém zvldknovacim zatizeni.

Vzorky vyrobené strunovym zvldknovacim zatizenim byly pouzity pro testovani bunééné
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viability tzv. MTT test. V tabulce 2 jsou shrnuty parametry pro vyrobu vlakennych vrstev

s pouzitim zvlakinovacich strun.

Tabulka 2 Shrnuti nastavenych parametrii pro vyrobu vilakennych vrstev s pouzitim

zvlaknovacich strun.

Shrnuti parametrti pro zvlaknovani ze strun
Vzdalenost | Vzdalenost El'v .| ELl. napéti Prlimér
. napéti o
. . @ struny strun od mezi na prtvlaku na
Vlakenny vzorek . na . .
[mm] kolektoru | strunami . | kolektoru | davkovacim
[cm] em] S (kv] | zafizeni [mm]
[kv]
PCL 0,6
PVA 0,9
0,4 18 20 +32 -40
PCL 0,6
PCL/PVA
PVA 0,9

3.3 Metody charakterizace vyrobenych

vlakennych vrstev

Pro charakterizaci vyrobenych vlakennych vrstev byly vyuZzity nejen zobrazovaci
techniky jako rastrovaci elektronova a fluorescenéni mikroskopie, ale byly provedeny
testy smacitelnosti, tedy pokus o hodnoceni kontaktnich tthli a zejména zakladni in-vitro

testovani.
3.3.1 Zakladni In-vitro testovani

Vzhledem k moznému budoucimu vyuziti smésové vlakenné vrstvy PCL/PVA ve
zdravotnictvi, bylo na této smésové vlakenné vrstvé provedeno in-vitro testovani s 3T3
fibroblasty. Testovani in-vitro bylo provadéno na vzorcich vlakenné smési tvoiené
kombinaci polymernich roztokii PCL/PVA, vyrobenych technologii strunového
elektrického zvlaknovani. Jako kontrolni materialy pro in-vitro testovani byly pouzity
vlakenné vzorky tvofené pouze polymernim roztokem PCL anebo PVA. In-vitro test
probihal v biologické laboratofi KNT, FT, TUL po dobu 14 dni. Testy byly provadény
1, 3, 7 a 14 den od nasazeni bunétné linie na testovany material. Kazdy testovaci den
zahrnoval pfipravu a vyhodnoceni MTT testu, ale také ptipravu vzorkl na fluorescencéni

mikroskopii a rastrovaci elektronovou mikroskopii, které jsou s MTT testovanim spojeny.
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V nasledujicich kapitolach budou popséany piipravy vzorkl a vyroba bunééné suspenze,

ptipravy MTT testu a snim spojeny fluorescencni a rastrovaci elektronové mikroskopie.

V nasledujicich odstavcich bude popsana pifiprava vzorkd pro in-vitro testovani
a priprava bunécné suspenze. K testovani byla pouzita bunétna linie 3T3 (mysi
fibroblasty) ve 4. pasazi. Pfed samotnym testovanim bylo potieba nastfihat vzorky
a pripravit je do jamek kultiva¢ni desticky k nasazeni bunétné suspenze. K testu byly
pouzity 24 jamkové kultivacni desticky. Od kazdého druhu materialu bylo vystiizeno 40
kruhovych vzorkt o priméru 1,5 cm. Pro kazdy testovaci den byly pro MTT test pouzity
od kazdého testovaného materialu 4 vzorky pro osazeni bun¢k a 1 vzorek bez nasazenych
bunék (negativni kontrola), dale byly pouzity 2 vzorky pro fluorescen¢ni mikroskopii
a jeden vzorek pro elektronovou rastrovaci mikroskopii. VSechny vzorky byly pted
nasazenim do kultivacni desticky sterilizovany etylenoxidem pii teploté¢ 37 °C ve
steriliza¢nim zafizeni Anprolene AN 74i (Andersen) po dobu 12 hodin. Poté byly za
sterilnich podminek v laminarnim boxu vzorky vyndany a roztfidény pro jednotlivé
testovaci dny a nasledn¢ byly vzorky umistény do jamek kultiva¢nich desti¢ek. Na vzorky

byla poloZena kulata sklenéna zavazi, aby vzorky po pfidani buné¢né suspenze neplavaly.

Poté byla pfipravena bunécnéd suspenze slozena z bunécné linie 3T3 a média
DMEM. Nejdiive bylo z kultiva¢ni lahvi¢ky obsahujici 3T3 fibroblasty odsato médium.
Nasledn¢ byl pfidan PBS (Phosphate Buffered Saline) pufr, kterym byly bunky
oplachnuty. Po oplachnuti byl pufr z lahvicky zpétné odsat a byl ptidan 0,25 % roztok
trypsinu v objemu 1 ml. Trypsin byl co nejrychleji odsat a znovu byl pfidan trypsin
0 stejném objemu. Kultivaéni lahvicka byla nasledné umisténa na 5 minut do termostatu
s nastavenou teplotou na 37 °C. Trypsin rozstépi proteiny, pomoci kterych jsou buiky
adherovany na dn¢ kultiva¢ni lahvi¢ky a tim dojde k uvolnéni bun¢k ode dna kultivacni
lahvicky do média. Po 5 minutach byla lahvicka vyndéna z termostatu a umisténa pod
mikroskop, kde bylo zkoumano, zda se buiiky uvolnily ze dna lahvi¢ky. Z lahvicky byl
po dikladném resuspendovani uvolnénych bunék odebran vzorek bunééné linie, ktery byl
umistén na specialni podlozni skli¢ko a byl vloZen do pocitaciho zatfizeni Luna automatic
cell counter. Na tomto zafizeni byl spocitan pocet bun¢k na mililitr. Bunky byly nasledné

nafedény médiem DMEM na vyslednou koncentraci 10* bungk/ml.

Buné¢na suspenze byla nasledné piidana v mnozstvi 1 ml do jamek kultiva¢ni

desticky, s pfipravenymi vzorky vldkennych materiali. Jedna jamka obsahujici testovany
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vzorek od kazdého materidlu, byla ponechéna bez bunécné suspenze. Do téchto jamek
bylo pfiddno pouze médium DMEM a tyto jamky slouzily jako negativni kontrola.
Zaroven byla bunécna suspenze umisténa i do 4 jamek, které neobsahovaly vzorky. Tyto
jamky obsahujici pouze bunécnou suspenzi bez vzorku materialu slouzi jako pozitivni
kontrola. Takto pfipravené desticky byly umistény do inkubétoru nastaveného na teplotu
37 °C a obsah CO2 na 5 %. Desticky zde byly ponechany do jednotlivych testovacich

dna.

Pro vlastni MTT test bylo potfeba namichat testovaci roztok v poméru 1:3 (roztok
MTT:médium) o celkovém mnozstvi 40 ml. Do prazdnych jamek kultiva¢ni desticky bylo
pfidano vzdy po jednom mililitru namichaného testovaciho roztoku. Do takto
pfipravenych jamek byly pfeneseny vzorky pro MTT testovani. Nejdiive byly pieneseny
kontrolni vzorky bez bun¢k a poté vzorky s bunkami. Testovaci roztok MTT byl také
pfidan do jamek, ze kterych byl vyjmut vzorek PVA. Toto testovani v jamkach PVA bylo
provedeno z toho diivodu, Zze PVA je silné hydrofilni a testovany vzorek PV A po naneseni
bunééné suspenze ztratil sviij tvar a buniky rostly pfevazné na dn¢ kultivacni jamky. Dale
bylo u jamek pozitivni kontroly (bez testovaného materialu) odsato médium a byl ptidan
testovaci roztok. Takto ptipravené vzorky byly vlozeny do inkubatoru s obsahem CO>
5 % a teplotou 37 °C, na 3 hodiny. Desti¢ky byly poté vyjmuty z inkubatoru a z jamek
byl odsat testovaci roztok. Do jamek bylo ndsledné ptidano 500 pl okyselen¢ho
izopropanolu (IPA), ktery rozpustil vytvoiené krystalky formazanu. Rozpusténé
krystalky ~ formazanu byly pifepipetovany do 1,5 ml  mikrozkumavky
a mikrozkumavky byly umistény do laboratorniho odstfedivého zafizeni. Odstfedéni
probihalo pti 6 000 ot. /min. po dobu pfiblizné¢ 2 minut. Odstfedénim se na dné
mikrozkumavky zachytily necistoty a popf. i rozpusténé kousky testovaného vzorku. Poté
bylo z mikrozkumavek od kazdého vzorku pieneseno 200 pl na 96 jamkovou desti¢ku
(Obrazek 29). Desticka byla vlozena do spektrofotometru Spark® Tecan, ktery zméfil
absorbanci roztoku pii vinové délce 570 nm a 650 nm. Absorbance odpovida koncentraci
vznikajiciho produktu a tim tedy metabolické aktivité (viabilit€) testovanych bunék.

Ziskana data byla statisticky vyhodnocena a zpracovana do grafu.
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Obrdzek 29 Fotografie 96 jamkové desticky s rozpusténymi krystalky formazanu

DalSim krokem byla ptiprava vzorkd a barviv pro fluorescencni mikroskopii.
K fluorescen¢ni mikroskopii byla pouzita barviva DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol), PI
(propidium jodid) a také Phalloidine-FITC. Do ¢istych jamek byl napipetovan 2,5 %
roztok glutaraldehydu v PBS pufru v mnozstvi pfiblizné 1 ml. Tento roztok slouzi k fixaci
bunck. Testované vzorky byly 2x oplachnuty pomoci PBS a poté byly pfeneseny do
jamek s roztokem glutaraldehydu. Takto pfipravené vzorky byly inkubovany pfi teploté
4 °C po dobu 10 minut.

Poté byl roztok glutaraldehydu odsat a vzorky uréené pro testovani na
fluorescenéni mikroskopii barvivem DAPI/Phalloidine-FITC byly 2x proplachnuty
v PBS. Poté bylo PBS odsato a ke vzorkiim bylo pfidano 500 pl roztoku BSA/Triton, aby
doslo k permeabilizaci bunék pti pokojové teploté. Roztok BSA/Triton byl slozen z 10 ml
PBS + 0,01 g BSA (bovine serum albumine) + 10 pul Tritonu X-100. Po 5 minutach byl
roztok BSA/Triton odsat a vzorky byly znovu 2x proplachnuty v PBS. PBS bylo odsato
a bylo ptidano 500 pul roztoku BSA/Phalloidin-FITC. Roztok BSA/Phalloidin-FITC byl
pfipraven z namichaného roztoku BSA/Triton tak, Ze tento roztok byl nafedén v poméru
1:1000 s pouzitim phalloidinu-FITC. Vzorky v kultivaéni destiCce s roztokem
BSA/Phalloidin-FITC byly zabaleny do alobalu a ponechany pii pokojové teploté po
dobu 30 minut. Po uplynuti 30 minut byl roztok BSA/Phalloidin-FITC odsat a vzorky
byly znovu 2x proplachnuty v PBS. PBS bylo odsato a nasledné bylo piidano 500 pl
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fluorescenéniho barviva DAPI. Vzorky v kultivac¢ni desticce byly znovu zabaleny do
alobalu a ponechdny po dobu 5 minut pfi pokojové teploté. Poté bylo fluorescencni
barvivo odsato a vzorky byly znovu oplachnuty 2x v PBS. Po oplachnuti bylo PBS
ponechano v jamkach a kultivaéni desticka se vzorky byla zabalena do alobalu a byla
umisténa do lednice az do zacatku analyzy na fluorescenénim mikroskopu s UV filtrem
(DAPI) a modrym filtrem (Phallodine-FITC). Snimky byly nasledné zpracovany
v programu NIS Elements AR.

U vzorki ur¢enych pro testovani na fluorescenénim mikroskopu s barvivem Pl
byl nejdiive odsat fixa¢ni roztok. Vzorky byly nasledné 2x proplachnuty v PBS. Po
proplachnuti a odsati PBS byla pfidana fluorescencni latka Pl v mnozstvi 500 pl.
Kultiva¢ni desticka se vzorky byla zabalena do alobalu a ponechdna po dobu 10 minut
pii pokojové teploté. Poté byly vzorky opét 2x proplachnuty v PBS. Po oplachnuti bylo
PBS ponechano v jamkach a kultivaéni desticka se vzorky byla zabalen do alobalu
a umisténa do lednice az do zacatku analyzy na fluorescenénim mikroskopu se zelenym

filtrem. Snimky byly opét zpracovany v programu NIS Elements AR.

Vzorky ur¢ené pro elektronovou rastrovaci mikroskopii bylo potieba také nejdiive
zafixovat. Do Cistych jamek byl napipetovan 1 ml 2,5 % roztoku glutaraldehydu v PBS
pufru. Vzorky byly 2x proplachnuty v PBS a poté byly umistény do jamek obsahujici
roztok glutaraldehydu. Desticka se vzorky byla inkubovana pfi teploté 4 °C po dobu
10 minut. Poté byl roztok glutaraldehydu odsat a vzorky byly znovu 2x proplachnuty
v PBS. Vzorky pro elektronovou rastrovaci mikroskopii bylo potieba dikladné vysusit.
K vysuseni byla pouzita vzestupna koncentra¢ni fada etanolu (60 %, 70 %, 80 %, 90 %,
96 % a 100 % etanol). Vzorky byly postupné promyvany od 60 % etanolu, az po 100 %.
Kazdy vzorek byl v urcité koncentraci etanolu ponechan po dobu alesponi 5 minut a poté
byl etanol odsat a ptfidan novy s vétsi koncentraci. Po vymyti v 100 % etanolu, byly
vzorky vyjmuty z desticky a byly umistény na parafilm, aby nedoslo k pfilepeni vzorkl
na desticku. UsuSené vzorky byly rozstiithany a nalepeny na terc¢ik. Vzorky na terciku
byly nasledné¢ pozlaceny 10 nm vrstvou zlata a poté vlozeny do elektronového
rastrovaciho mikroskopu VEGA 3SB Easy Probe od firmy TESCAN, kde bylo sledovano

rozprostieni bunék.
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3.3.2 Dynamika priniku kapaliny do vzorkii

K sledovani dynamiky priniku kapaliny do vyrobenych vldkennych vrstev byl
pouzit pristroj Avex Instruments See System. K méteni byly pouzity vzorky vldkenné
vrstvy vyrobené z polymerniho roztoku PCL a PVA strunovym elektrickym
zvldknovanim. Dale bylo méfeni provadéno také na vlakenné smési PCL/PVA vyrobené
strunovym elektrickym zvlakiiovanim a jehlovym elektrickym zvldkinovanim. K méfeni
byla pouzita destilovana voda, ktera byla na testované vzorky nanaSena v kapkach
0 objemu 10 pul. Po naneseni kapky na testovany material byl méfen ¢as, béhem kterého
byla kapka vsaknuta do testované¢ho vzorku. Méfeni bylo provedeno 3x u kazdého
vzorku. Pokud do materialu kapka nepronika, je mozné ze ziskanych snimkt odhadnout

hodnotu kontaktniho thlu.
3.3.3 Obrazova analyza

Pro vSechny vzorky jak ze zvldknovani z jehel, tak pro vzorky zvldknéné ze strun
byly ziskény snimky z rastrovaciho elektronového mikroskopu. Snimky byly vzdy ze ¢tyt
riznych mist a byly snimény pti n€kolika riznych zvétSenich. Zakladni ptiprava vzorkl
spocivala ve vytipovani vhodného mista z celkové plochy vzorku, nésledné vystiizeni
vzorku o rozmérech pfiblizné 5x5 mm, nasledné doslo k nalepeni vzorku na drzak pomoci
oboustranné lepici pasky. Pro rastrovaci elektronovy mikroskop je nutné na povrchu
vzorku zvysit elektrickou vodivost, proto doslo k povrstveni vzorku tenkou vrstvou zlata.
K ziskani téchto snimk byl pouzit mikroskop VEGA 3SB Easy Probe od firmy
TESCAN. Pro pozorovani a ziskdvani snimki vzorkli obsahujicich fluorescen¢ni latky
pod fluorescenénim mikroskopem byl pouzit mikroskop Nikon Eclipse Ti. Pro nasledné
proméfeni pramért vlaken bylo pomoci softwaru FIJI zméfeno vzdy 100 nédhodné
vybranych primérti vlaken na jednotlivych snimcich od kazdého testovaného vzorku.
Nasledné zpracovani vysledkli probihalo standartnimi zakladnimi statistickymi

hodnocenimi.
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4. Vysledky

V této ¢asti diplomové prace budou zpracovany obrazky a data, ktera byla ziskana

pii vyrobé¢ a nasledném testovani vlakennych vrstev.

4.1 Rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Vsechny vlakenné vrstvy vyrobené jak elektrickym zvlaknovanim z jehel, tak
strunovym elektrickym zvladknovanim, byly zkoumany pomoci elektronové rastrovaci
mikroskopie. U kazdého vzorku bylo vytvofeno vice snimkil s rdznym zvétSenim.
Vytvofené snimky poslouzily také pro méteni primér vldken, které bylo realizovano

S pouzitim softwarového programu Fiji.
e SEM snimKky vzorku vytvoienych elektrickym zvlakiiovanim z jehel

Vlakenna vrstva PCL vyrobena elektrickym zvlaknovanim z jehel (Obrdzek 30)
je tvotfena prevazné vlakny o vétsim primeéru. Ve vrstvé jsou ale také obsazena vlakna
S primérem vyrazné¢ mens$im. Tato rozdilnost priméri vldken je ziejmé zplisobena
pouzitim rozpoustédla (chloroformem) a nerozpoustédla (etanol) pii piiprave
polymerniho roztoku PCL. Pfi zvlaknovani zfeyjm¢e dochazi k mirné fazoveé separaci diky
rozdilnosti rozpoustédel a tim Ize vysvétlit, Ze z Casti ve kterych byl obsazen pievazné
chloroform, vznikaji vlakna vétSich priméri. Chloroform se rychle odpaii a diky tomu
se vlakna nestihnou dostatec¢né dlouZzit. Vlakna menSich priméra jsou pak zvldkinovana
Z oblasti s vétSim obsahem etanolu. Etanol se odpatuje pomaleji a vldkna maji vice ¢asu
na dlouzeni. Rychlost odpafovani souvisi s tenzi par a z hodnot pro chloroform a etanol
jejasné, Ze chloroform ma tendenci se odpatfovat rychleji (tenze par pii 20 °C: chloroform
— 231 kPa [55]; etanol — 5,95 kPa [56]).
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SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 1.00 kx 1 | VEGA3 TESCAN] SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx || VEGA3 TESCAN|
WD: 15.49 mm Det: SE 50 pm WD: 15.51 mm Det: SE 10 pm
View field: 277 um | Date(m/dly): 03/22/19 FT TUL Liberec View field: 55.4 ym | Date{m/dly): 03/22/19 FT TUL Liberec

Obrazek 30 Snimky SEM viakennée vrstvy PCL vyrobené elektrickym
zvildknovanim z jehel. A) Meéritko 50um B) Meritko 10um

o a 0 e

SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 1.00 kx VEGAS TESCAN] SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN|
WD: 11.50 mm Det: SE 50 pm WD: 11.50 mm Det: SE 10 ym

View field: 277 ym | Date(m/d/y): 11/19/18 FT TUL Liberec View field: 55.4 ym  Date(m/dly): 11/19/18 FT TUL Liberec

Obrazek 31 Snimky SEM viakenné vrstvy PVA vyrobené elektrickym
zvldaknovanim z jehel. A) Méritko 50um B) Méritko 10um

Na SEM snimcich vldkenné vrstvy PVA vyrobené elektrickym zvlakiovanim
z jehel (Obrdzek 31) je mozné sledovat strukturu vlakenné vrstvy. Vlakenna vrstva je
tvofena z vldken s ndhodnou orientaci a vyrazné menS$imi priméry vldken, nez

u samotného PCL z jehel. Na nékterych vlaknech je patrny defekt v podobé nahlé zmény

63



tvaru vldkna do tvaru kapky. Tento defekt je pro zvlakiiovani polymerniho roztoku PVA
z roztoku obsahujiciho vodu typicky. Jedna se o defekty zplisobené tzv. Rayleighovou
nestabilitou a ta je fizena povrchovym napétim, které ma destilovand voda nejvétsi
Z pouzitych rozpoustédel v této diplomové préci (povrchové napéti pii 20 °C: destilovana

voda — 72,75 mN/m; etanol — 22,55 mN/m [57]).

s A
[ Ja¥es ¢ i P > w bk y
SEM MAG: 1.00 kx (NN | | VEGA3 TESCAN| SEM MAG: 5.00 kx i (L VEGA3 TESCAN|
Det: SE WD: 6.85 mm Det: SE 10 ym

View fleld: 277 pm Date(mjdly): 11/01/18 FT TUL Liberec View fleld: 65.4 pm Datn(mltily): 11/01/18 FT TUL Liberec

Obrazek 32 Snimky SEM smésové vidkenné vrstvy PCL/PVA (1:1) vyrobené
elektrickym zvlaknovanim z jehel. A) Meéritko 50um B) Meritko 10um

U SEM snimki smésové vlakenné vrstvy PCL/PVA (1:1) vyrobené elektrickym
zvlaknovanim z jehel (Obrdzek 32) je mozné sledovat ruznorodost vlakenné vrstvy.
Vlakenna vrstva je z Casti tvofena silnymi vlakny, kterd maji nestaly tvar a pramér,
a z Casti je tvorena tenkymi vldkny bez vétSich defektt. Je mozné se domnivat na zaklade
znalosti jednotlivych samostatné zvlaknénych vrstev PCL a PVA, Ze vldkna vétSich
priméra jsou prevazné tvoiena polykaprolaktonem a vldkna menSich priméri jsou
tvofena prevazné polyvinylalkoholem. U vldken vétSich primérti (PCL) je vidét mnoho
defektd, které ovSem nejsou pro pouziti ve zdravotnictvi vyrazné podstatné. PCL vlakna
ve smési slouzi pouze ke zpevnéni vldkenné vrstvy a K zvyseni hydrofobnosti (sniZeni
hydrofilnosti — tedy dosazeni optimalnich charakteristik ve vztahu ke kontaktu s vodou.
Defektiim by bylo moZzné ptedejit S upravenim procesnich podminek, napiiklad zménou
teploty a vlhkosti vzduchu, avSak pak by ziejmé bylo mozné ocekavat zhorSeni

morfologie ¢i samotného procesu zvlaknovani.
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s ‘ ik B L . o WOl BN
SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 1.00 kx VEGA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV VEGA3 TESCAN
WD: 6.63 mm Det: SE 50 ym WD: 6.63 mm Det: SE
View field: 277 ym  Date(m/d/y): 11/01/18 FT TUL Liberec View field: 55.4 ym  Date(m/dly): 11/01/18 FT TUL Liberec

Obrdazek 33 Snimky SEM smésové vidkenné vrstvy PCL/PVA (2:1) vyrobené
elektrickym zvidknovanim z jehel. A) Méritko 50um B) Meritko 10um

Na Obrazku 33 je zndzornéna smésova vlakenna vrstva PCL/PVA 2:1. Z obrazku
je patrné, ze vladkennd smés obsahuje velké mnoZstvi defektl, tvofenych prevazné
kapickami nezvlaknéného polymerniho roztoku. Na zéklad¢ zkusenosti se zvlakiiovanim
samotnych polymernich roztokii PCL a PVA lze predpokladat, ze jsou tyto defekty
tvofeny prevazné diky polykaprolaktonu. Témto defektliim by S§lo stejné jako v ptipadé
vlakenné vrstvy PCL/PVA 1:1 pfedejit zménou procesnich podminek.
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e SEM snimky vzorkiu vytvoienych strunovym elektrickym zvlaknovanim

~
O

N A 4 £ N N <
SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 1.00 kx | VEGA3 TESCAN] SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx | | VEGA3 TESCAN
WD: 15.63 mm Det: SE 50 pm WD: 15.63 mm Det: SE 10 pm
View field: 277 pm  Date(m/dly): 03/15/19 FT TUL Liberec View field: §5.4 ym  Date(m/dly): 03/15/19 FT TUL Liberec

Obrazek 34 Snimky SEM vidkenné vrstvy PCL, vyrobené strunovym elektrickym
zvildknovanim. A) Meritko 50um B) Meévitko 10um

Vlakenna vrstva vyrobena z polymerniho roztoku PCL strunovym elektrickym
zvlakinovanim (Obrdzek 34) je tvofena prevazné vlakny o vétsim priméru. Ve vrstve jsou
ale také obsazena vldkna s primérem vyrazné mensim. Tato rozdilnost priméra vlaken
je zpusobena opét pritomnosti rozpoustédla a nerozpoustédla v roztoku PCL, ze kterého

byla vlakenna vrstva vyrobena.
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SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 1.00 kx | VEGA3 TESCAN| SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx |
WD: 15.58 mm Det: SE 50 ym WD: 15.58 mm Det: SE 10 ym
View fleid: 277 ym  Date(m/dly): 03/15/18 FT TUL Liberec View field: 55.4 ym | Date(m/d/y): 03/15/18 FT TUL Liberec

Obrazek 35 Snimky SEM viakenné vrstvy PVA, vyrobené strunovym elektrickym
zvldknovanim. A) Méritko 50um B) Méritko 10um

Vldkenna vrstva PVA vyrobena strunovym elektrickym zvlaknovanim, ktera je
zachycena na SEM snimku (Obrdzek 35), je slozena z vldken o malém pruméru
s obCasnymi defekty, které jsou pro zvlaknovani polymerniho roztoku PVA typické.
K tvorbé defektli dochazelo i ptesto, ze vyroba vlakenné vrstvy probihala pii zvySené
relativni vlhkosti vzduchu (50 %). Pti zvlaknovani PVA mimo aplikace v mediciné je
mozné pracovat s dal$im sniZenim povrchového napéti roztoku pfidanim rtznych
povrchové aktivnich latek. Dale je mozné v téchto piipadech ovliviiovat elektrickou
vodivost ptridavky napiiklad rtiznych soli atd. Bohuzel pro aplikaci v mediciné, kam
materidly v této diplomové praci sméfuji, nemohou byt ptidavky povrchové aktivnich

latek ani soli obsazeny.
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SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 1.00 kx { | | VEGA3 TESCAN] SEM HV: 15.0 kV
WD: 11.36 mm Det: SE 50 ym WD: 11.25 mm Det: SE
View field: 277 ym | Date{m/d/y): 11/19/18 FT TUL Liberec View fleld: 55.4 ym  Date(m/dly): 11/18/18 FT TUL Liberec

Obrazek 36 Snimky SEM smésové vidkenné vrstvy PCL/PVA, vyrobené
strunovym elektrickym zvlaknovanim. A) Méritko 50um B) Meéritko 10um

Smésova vldkenna vrstva PCL/PVA vyrobena strunovym elektrickym
zvlakinovanim zachycena na SEM snimku (Obrdzek 36) se vyznacuje malym mnozstvim
defektti. Polymerni vldkna PCL maji vétsi primeéry a nepravidelny tvar. Polymerni vlakna

PV A maji mensi priméry a vldkna maji pravidelny tvar.

e Porovnini smésové vlikenné vrstvy PCL/PVA vyrobené elektrickym

zvlakinovanim a strunovym elektrickym zvlakiovanim.

Pii porovnani smésové vlakenné vrstvy PCL/PVA vyrobené jehlovym
elektrickym zvlakiovanim a strunovym elektrickym zvlakniovanim (viz Obrdzek 32 a 36)
je na prvni pohled vidét znatelny rozdil ve struktuie. Smésova vlakenna vrstva vyrobena
jehlovym elektrickym zvlaknovanim obsahuje mnoho defektd ve formée kapek a kratkych
valcovitych useki. Oproti tomu smésova vldkennd vrstva vyrobend strunovym
procesnimi parametry, konkrétné relativni vzdusnou vlhkosti, kterd byla u strunového
elektrického zvlakinovani vétsi (50 % oproti 30 %). Rozdil je patrny také u praméra
vlaken. U elektrického zvlaknovani z jehly je mozné vidét markantni rozdil v praméru
mezi vldkny s menSim a vétSim pramérem. Lze pfedpokladat, Ze vldkna s malym
primérem jsou vyrobena pievazné z polymerniho roztoku PVA a vldkna s velkym

pramérem z polymerniho roztoku PCL. U strunového elektrického zvldknovani neni
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rozdil v priméru vléken tolik markantni a ze snimku Ize té¢Zko odhadnout, kterd vlakna

jsou vyrobena z polymerniho roztoku PCL a ktera z polymerniho roztoku PVA. Tento

Mrve

a také nemoznosti individudlné nastavovat elektrické napéti pro jednotlivé struny.
e Priméry vliken

Primér vldken byl méfen u vzorkli vyrobenych jak jehlovym elektrickym
zvlaknovanim, tak strunovym elektrickym zvldknovanim. Na SEM snimcich bylo vZdy
nahodné vybrano 100 vlaken, u kterych byl s pomoci pocitatového programu Fiji zmé&fen

jejich prumér. Vysledky byly statisticky vyhodnoceny a zpracovany do Grafu 1.

Praméry vidken
1400

1200

1000

800
600 I
400
- .
0

HPCL-jehly mPVA-jehly m®PCL/PVA-jehly mPCL-struny ® PVA-struny PCL/PVA-struny

Primér vlaken [nm]

Graf 1 Sloupcovy graf reprezentujici priméry vidken véetné chybovych uisecek,

které reprezentuji 95%IS, vyrobenych vidakennych vrstev.

Nejvétsi priméry vlaken byly naméteny u vlakennych vzorkl vyrobenych pouze
z polymerniho roztoku PCL. Vlakenna vrstva PCL vyrobena strunovym elektrickym
zvlaknovanim obsahovala vlakna s primérem 1060 nm a smérodatnou odchylkou £733.
Vlakenna vrstva PCL vyrobena jehlovym elektrickym zvlaknovanim obsahovala vlakna
S primérem 781 nm a smérodatnou odchylkou +443. Velké smérodatné odchylky
u vldkennych vrstev PCL maji opét spojitost s pfitomnosti chloroformu a etanolu
v roztoku polymeru PCL, jak jiz bylo popsano u SEM snimkut. Nejmensi priméry vlaken
byly naméteny u vzorkd vyrobenych pouze z polymerniho roztoku PVA. Konkrétné

458 nm se smérodatnou odchylkou +152 u vldkenné vrstvy vyrobené strunovym
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elektrickym zvldknovanim a 416 nm se smérodatnou odchylkou +117 u vldkenné vrstvy
vyrobené jehlovym elektrickym zvlaknovanim. Podle ocekavani mély smésové vlakenné
vrstvy PCL/PVA primérmné hodnoty priméru vldken mensi nez vldkenné vrstvy PCL
a zéaroven veétsi nez vlakenné vrstvy PVA. U smésové vldkenné vrstvy PCL/PVA
vyrobené strunovym elektrickym zvlaknovanim byl primérny primér vldken 684 nm se
smérodatnou odchylkou +467. Vldkenna vrstva PCL/PVA vyrobena jehlovym
elektrickym  zvldkiovanim méla pramér vldken v  praméru 621 nm
a smerodatnou odchylku +276. Vyssi smérodatné odchylky u vzorkti PCL a PCL/PVA
vyrobenych strunovym elektrickym zvldknovanim mtizou byt také zpisobeny vysokou

relativni vzdusnou vlhkosti, kterd byla pfi zvlaknovani nastavena na 50 %.

4.2 Fluorescen¢ni mikroskopie

Ze smé&sovych vlakennych vrstev s piidavkem fluoresceinu, které byly vyrobeny
elektrickym zvlakiiovanim z jehel a strunovym elektrickym zvlakfiovanim, byly
vytvofeny snimky na fluorescenénim mikroskopu Nikon Eclipse Ti. Fluorescen¢ni latka
byla pfidana pouze do polymerniho roztoku PVA o koncentraci 10 hm. % s cilem zjistit
pomoci mikroskopu rozlozeni a orientaci PVA vldken ve smésové vlakenné vrstvé

PCL/PVA. Snimky z mikroskopu jsou znazornény na Obrdzku 37.
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Obrazek 37 Snimky smésové viakenné vrstvy PCL/PVA z fluorescencniho
mikroskopu, vyrobené elektrickym zvldkiiovanim z jehly (A) a strunovym elektrickym
zvlaknovanim (B)

Meritko 25 um

Tento druh testu se ovSem ukazal jako nevhodny. I pfes maly piidavek
fluoresceinu do polymerniho roztoku PVA, dochédzelo k ozafovani vSech vlaken ve
struktufe. Z obrazkd neni mozné rozeznat, ktera vlakna jsou vyrobena z polymerniho
roztoku PVA a kterd z polymerniho roztoku PCL. Velké mnoZstvi fluorescencni latky
zatilo pod fluorescenénim mikroskopem hlavné z mist s velkymi kapkovymi defekty,
které se v PVA vrstvé zvldknované bez tipravy povrchového napéti €i elektrické vodivosti

obvykle hojné vyskytuji.
4.3 In-vitro testovani

In-vitro testovani probihalo na materidlech PVA, PCL a PCL/PVA vyrobenych
strunovym elektrickym zvldknovanim. K testovani byly pouzity 3T3 fibroblasty, které
byly analyzovdny pomoci MTT testu, fluorescencni a rastrovaci elektronové
mikroskopie. Testovani probihalo vzdy 1., 3., 7., a 14. den od nasazeni 3T3 fibroblastt

na testovany material.
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MTT test-viabilita 3T3 fibroblastu na
materialech PVA, PCL a PCL/PVA
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Graf 2 Analyza bunécné viability. Absorbance pri vinové délce 570 nm, odpovida
bunécné viabilité 3T3 fibroblastii na materialech (PVA, PCL a PVA/PCL) po 1.,3.,7. a
14. dnech.

Graf 2 znazoriuje primérnou viabilitu 3T3 fibroblasti kultivovanych na
materialech po 1., 3., 7., 14. dni od nasazeni. Buné¢na adheze (odpovida 1. testovaci den)
je u PCL a PCL/PVA srovnatelna, PVA je vyrazné hor$i. Bun&¢na proliferace (ostatni
testovaci dny) je u PCL a PVA/PCL srovnatelna, (7. den je vys$si u PCL, nicmén¢ 3. a 14.
den tento trend nepotvrzuji). U samotného PVA je proliferace vyrazné nizsi. Vysledky
viability koresponduji s vysledky fluorescen¢ni mikroskopie (Obrdzky 38 a 39) a SEM
analyzy (Priloha 1). Z vysledku je patrné, Ze pfitomnost vrstvy PVA ve dvojvrstvé
(PCL/PVA) neovliviiuje negativné bunécnou adhezi a proliferaci. Déale byl proveden
MTT v jamkach, ve kterych probihala kultivace 3T3 fibroblasti na materidlu PVA
(Priloha 2). Z vysledku je patrné, Ze prestoze bunky a material Spatn¢ adheruji a nasledné

Spatné proliferuji, tak material PVA neni cytotoxicky.
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PCL PCL/PVA

Obrazek 38 Snimky 3T3 fibroblastii kultivovanych na materidalech (PVA, PCL,
PCL/PVA) 1., 3., 7., 14. den kultivace. Barveni DAPI (modra, bunécnd jadra) a
phalloidin-FITC (zelend, bunécny cytoskelet)

radky: testovaci dny (1. den, 3. den, 7. den, 14. den), sloupce: testovany material
(PVA, PCL, PCL/PVA)



1d PVA PCL PCL/PVA

Obrazek 39 Snimky 373 fibroblastii kultivovanych na materialech (PVA, PCL,
PCL/PVA) 1., 3., 7., 14. den kultivace. Barveni PI (modra, bunécna jadra)

radky: testovaci dny (1. den, 3. den, 7. den, 14. den), sloupce: testovany material
(PVA, PCL, PCL/PVA)



4.4 Méreni kontaktniho uhlu a porovnani
pronikani kapek

Na Obrdzku 40 je zachycen prib&h vzlinani destilované vody do vzorku
vyrobeného z polymerniho roztoku PCL. Kapicka destilované vody nebyla do materidlu
vsaknuta ani po 10 sekundach od pocatku méteni. Z vysledkli méteni je jasné patrné, ze
vzorek vyrobeny z polymerniho roztoku PCL je hydrofobni. V tomto ptipad¢ je mozné
odhadnout 1 kontaktni thel. Ten byl v tomto ptipad€ zmétfen z deseti kapek umisténych
na riizna mista tohoto materidlu vypnutého na ramecek a primérna hodnota kontaktniho

Ghlu je 128+6°.

Obrazek 40 Snimky zndzornujict priklad kapky destilované vody na vzorku PCL.
(A) tvar kapky pri zacatku meéreni, (B) tvar kapky po 10s méreni

Na Obrazku 40 je zachycen pribéh vzlindni destilované vody do vzorku
vyrobeného z polymerniho roztoku PCL. Kapic¢ka destilované vody nebyla do materialu
vsaknuta ani po 10 sekundach od pocatku méteni. Z vysledkli méteni je jasné patrné, ze

vzorek vyrobeny z polymerniho roztoku PCL je hydrofobni.
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Obrazek 41 Snimky znazornujici dynamiku priiniku destilované vody do vzorku
PVA. (A) tvar kapky pri zacatku mérent, (B) tvar kapky 0, 1s od zacatku mereni

Obrazek 41 zachycuje prubéh pronikani destilované vody do vzorku vyrobeného
z polymerniho roztoku PVA. Destilovana voda byla pfi vSech testech vsaknuta do vzorku
v case kratSim nez 0,1 s. PouZité zafizeni neumoziiuje snimat fotografie kapek
pronikajicich do vlakenného materidlu v rozmezi krat§im nez 0,1 s, z tohoto divodu
nebylo mozné zjistit konkrétni ¢as, za ktery kapka destilované vody pronikla do
materidlu. Vysledky méfeni dokazuji, ze vzorek vyrobeny z polymerniho roztoku PVA
je siln¢€ hydrofilni. Z divodu pronikani kapky do vzorku neni mozné kontaktni thel

zméfit.
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Obrazek 42 Snimky znazornujici dynamiku priniku destilované vody do vzorkii
vidkenné smési PCL/PVA. Radek (A) zachycuje piiklad pronikani kapky u vzorkii
vyrobenych jehlovym elektrickym zvidkiovanim a radek (B) zachycuje priklad pronikani
kapky u vzorkii vyrobenych strunovym elektrickym zvidknovanim

Obrazek 42 zachycuje dynamiku priniku destilované vody do vzorkt vyrobenych
z vlakenné smési PCL/PVA. Oba tyto vzorky dosahly podobné hodnoty €asu, béhem
kterého byla kapka vsdknuta do vzorku. Kapka destilované vody pronikla do vzorku
vyrobené¢ho jehlovym elektrickym zvlakiovanim prumémé v Case 8,8+1,4 s. Vzorek
vyrobeny strunovym elektrickym zvlaknovanim dosahoval primérné casu 8,13+0,9 s.
Odchylka v primérnych ¢asech mezi jehlovym elektrickym zvlaknovanim a strunovym
vlakenné vrstvy anebo také rozdilnou porozitou v mist¢ méteni. Porovnani vldkenné
smési PCL/PVA se vzorky vyrobenymi pouze z polymerniho roztoku PCL a PVA
dokazuje, Ze polymerni roztok PVA ve smési dokazal snizit hydrofobicitu zpusobenou

polymernim roztokem PCL nebo naopak PCL zvysilo hydrofilitu tohoto vzorku.

Pii méfeni dynamiky priniku kapaliny do vldkenné vrstvy bylo také zajimavé
sledovat, jakym zplsobem se kapalina rozprostirala po testovaném materidlu. Obrazek
44 zobrazuje fotografie potizené po vsaknuti destilované vody a nasledném ususeni
u vldkenného vzorku PCL a vlakenné smési PCL/PVA vyrobené strunovym elektrickym

zvlakfiovanim.
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Obrazek 43 Fotografie zndzornujici vidkenné vzorky smesi PCL/IPVA ze strun s
rozprostienou kapkou destilované vody po vsaknuti do materidlii (A), a ndsledném
vysusSeni vzorkii (B)

Na Obrazku 43 fotografie A zachycuje vlakenné vzorky PCL/PVA (horni ¢ast
obrazku) a PCL (spodni ¢ast obrazku) nékolik vtetin po vsaknuti kapek destilované vody.
U vzorku vladkenné smési PCL/PVA bylo moZné sledovat jasné ohrani¢eni kapky, ktera
se po vzorku rozprostirala jen minimaln€. Relativné malé rozprostieni kapky
vsaknuti kapky destilované vody, polymer PVA, zacala vlakna PV A bobtnat a gelovatét,
coz neumoznilo dalsi rozprostfeni kapky. Pravdivost tohoto tvrzeni naznacuje 1 fotografie
B, ktera byla pofizena po vysuSeni vzorkd. U vldkenné smési PCL/PVA je zfetelné, ze

doslo ke zméné struktury a k vnitinimu pnuti zpiisobené zgelovaténim polymeru PVA.

Smésova vldkennd vrstva PCL/PVA vyrobena strunovym elektrickym
zvlakinovanim byla po usuSeni kapky vody analyzovéna i rastrovacim elektronovym

mikroskopem. Snimky jsou zachyceny na Obrdzku 44.
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Obrazek 44 SEM snimky zndazornujici smésové vilakenné vrstvy PCL/IPVA pred

nanesenim kapky destilované vody (A),(B), a po naneseni a ususeni kapky destilované
vody (C),(D). Meritko 10um. 50 um

Na snimcich potizenych pied nanesenim kapky vody (A), (B) maji vS§echna vlakna
priblizné kruhovy tvar po celé své délce, i kdyz jsou po délce, jak jiz bylo zminéno,
nerovnomérna. Na snimcich pofizenych po naneseni a ususeni kapky vody (C), (D) je
mozné sledovat zménu tvaru u nékterych vlaken, tato vldkna jsou zplostéla a vzéjemné
prichycena na sobé. Lze ptedpokladat, ze tato zplostéld vlakna jsou vyrobena
Z polymerniho roztoku PVA. VIdkna PVA jsou hydrofilni a po naneseni a ususeni kapky

vody tedy zménila svij tvar a tim doslo i ke smrsténi, které bylo zobrazeno na Obrdzku
43.
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5. Diskuze

V ptedchozich kapitolach byla popsana vyroba a testovani smésové vlakenné vrstvy
PCL/PVA s vyuzitim elektrického zvlaknovani, ktera by mohla byt v budoucnu
vyuzivana v oboru zdravotnictvi napiiklad pro kozni kryty. Polymer PCL je pro toto
pouziti vhodny zejména diky své biodegradabilité, jejiz rychlost je mozné tidit naptiklad
morfologii ¢i molekulovou hmotnosti [58], ale také protoze v lidském organismu
vyvolava minimalni nebo zadné imunologické odezvy [59]. Jeho nejvétsi nevyhodou je
vysokéd hydrofobicita, ktera je ve vétSiné pripadu pouziti, nezddouci. Z tohoto ditvodu byl
jako druhy polymerni material pro smésovou vlakennou vrstvu vybran PVA. PVA je
V oboru zdravotnictvi také hojné vyuzivany material [60], ktery se vyznacuje piedevsim
svou vysokou hydrofilicitou. Nevyhodou PVA je, ze neni biodegradabilni a od urcité
molekulové hmotnosti dochazi k pomalému rozpousténi a Spatnému odvodu z téla.
Z tohoto diivodu je PVA pouZzivano piedevsim na koZni kryty a diky své dobré chemické
modifikovatelnosti, také pro fizenou dodavku 1é¢iv (drug delivery system). Kombinace
PCL/PVA pro aplikaci jako kryt rany dodava tomuto materialu vhodné mechanické
vlastnosti diky PCL, optimalni sma¢eni vodou a vodnymi roztoky diky vhodné zvolené
smési vlaken PCL a PVA, velmi dobrou biokompatibilitu diky podilu PCL a v neposledni
fad¢ velmi dulezitou moznost modifikovatelnosti v objemu ¢i na povrchu vldken PVA.
Polyvinylalkohol diky zvladkiovani z vody umoznuje vnaSet do materialu celou fadu
antibakterialnich c¢inidel [42], 1é¢iv ¢i na rozpoustédla a podminky citlivych uéinnych
latek, jakou jsou napiiklad proteiny, které by jen do materidlu z PCL nemohly byt

zaneseny.

Ze dvou technologii elektrického zvlakinovani, které byly pro vyrobu smésové
vlakenné vrstvy PCL/PVA vybrany, lze po téchto tvodnich experimentech jako
vhodnéjsi urcit technologii elektrického zvlaknovani ze dvou strun. Tato technologie diky
modifikaci, kterd spociva v umisténi dvou strun relativné blizko u sebe ve zvladknovaci
komote, dokdze vyrab&t smésovou vldkennou vrstvu ve vyrazné krat$im cCase, nez
technologie elektrického zvlaknovani ze dvou jehel. Zaroven je mozné s touto technologii
zvlaknovani vyrabét kvalitnéjSi smésovou vldkennou vrstvu, bez vyraznéjSich
povrchovych defektt. Dalsi vyhodou elektrického zvlaknovani ze dvou strun je moznost
modifikace materidlovych a procesnich parametri vyroby. Dale je nutné zminit, Ze ob¢

pouzité technologie elektrického zvladknovani dokazaly vyrobit smésovou vldkennou
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vrstvu PCL/PVA, kterd byla soudrzna a nedochazelo k oddélovani jednotlivych
polymernich materiald od sebe, coz postupné nanaseni vrstev PCL a PVA na sebe pii

postupném prtichodu strojem nedovoluje, nebot’ se jednotlivé vrstvy od sebe oddéluji.

Uvodni testovani vyrobenych vlakennych smési PCL/PVA prokazalo, Ze je mozné
se spravnym nastavenim procesnich a materialovych parametrti vyrobit S pomoci vhodné
technologie elektrického zvlaknovani takovou vlakennou smés, ktera kombinuje vyhody
polymernich materidli PCL a PVA a zaroven minimalizuje jejich nevyhody. Pomoci
elektronové rastrovaci mikroskopie byla zkoumana struktura vyrobenych vlakennych
smési PCL/PVA a bylo prokdzano, ze modifikovand technologie -elektrického
zvlaknovani ze dvou strun, dokdze vyrobit celistvou vlakennou smes, bez vyraznych
defektli. Zaroven je tfeba poznamenat, ze zvlakiiovani z jehel umoziiuje v soucasném
stavu dostupné techniky vétsi variabilitu procesnich parametri (pro rizné zvlaknovaci
elektrody riizna napéti, rizné vzdalenosti od kolektoru, riizné davkovani a rizny pramér
jehly a dokonce i pocet jehel, pro jeden druh polymeru atd.), které je ale potieba jesté ve
velké sérii experimentl optimalizovat. Méfeni kontaktniho uwhlu/ priniku kapky
destilované vody do vldkenné smési prokazalo, ze Ize kombinaci polymernich materiala
PCL/PVA snizit vysokou hydrofobicitu, kterou se vyznacuji vlakenné vrstvy, vyrobené
pouze z polymeru PCL. In-vitro testovani vlakenné smési PCL/PV A jasné prokazalo, ze
ptitomnost polymeru PVA ve smésové vlakenné vrstvé nema negativni vliv na viabilitu
a proliferaci bun¢k na povrchu této smésové vlakenné vrstvy v porovnani s PCL. Toto je
mozné povazovat za vyznamny vysledek, nebot’ PVA je materidlem, ktery lze relativné

snadno funkcionalizovat a pfinaset tak do materialu zajimava a dulezita aditiva.

Doporucenim pro dalsi vyvoj technologie vyroby smésové vlakenné vrstvy je zameéfit
se na optimalizaci procesnich a materidlovych parametrii, diky kterym by mohlo dojit ke
zlepSeni vlastnosti smésové vlakenné vrstvy. Je samoziejmé také potieba se zaméfit na
dal§i analyzu smésové vldkenné vrstvy, kterd by zahrnovala napiiklad test stupné
bobtnani s dokonalym vysuSenim materidlu pomoci lyofilizace pfed samotnym
testovanim. DalSimi vhodnymi metodami analyzy by pak bylo testovani smésovych
vzorkli v porovnani s jednotlivymi materidly pomoci infraervené spektroskopie,
rentgenové spektroskopie, gelové permeacni chromatografie atd., coz by umoznilo
detailnéjsi porozumeéni finalni struktute vyrobeného smésového materialu. Dale je mozné
doporucit pfistoupit k dal§im in-vitro testim, zamétenym konkrétné€ na uvolfiovani 1é¢iva,

¢1 ucinnosti antibakterialnich latek, jimiz by byla PVA vlakna modifikovéna.
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6. Zaver

Tato diplomova prace je zamétena na vyrobu a zékladni analyzu smésové vlakenné
vrstvy PCL/PVA vyrobené s pouzitim elektrického zvlaknovani. V teoretické Casti této
prace byl cCtendir formou literarni reSerSe seznamen s technologiemi elektrického
zvlaknovani, které jsou v dneSni dob&é pro vyrobu smeésovych vldkennych vrstev
pouzivany. Dale zde byly popsany i vybrané metody, které se pouzivaji pro analyzu
smésovych vldkennych vrstev v odborné literatufe vénujici se podobnému tématu a také
zde byly stru¢né popsany polymerni materialy, které byly pro vyrobu smésové vldkenné

vIstvy pouzity.

Experimentalni ¢ast této prace zahrnuje nejprve seznameni s procesnimi
a materidlovymi parametry pii pouziti elektrického zvldknovani ze dvou jehel S pouzitim
polymerniho roztoku PVB. Tyto poznatky byly nasledné€ pouzity pro nastaveni vyroby
smésove vlakenné vrstvy PCL/PVA elektrickym zvldknovanim ze dvou jehel. Dale je zde
popsana vyroba smésové vlakenné vrstvy PCL/PVA, kter4 byla vyrobena na elektrickém
zvlaknovacim zafizeni slozeném ze dvou strun, které bylo na KNT, FT, TUL pro tento
typ testovani modifikovano. Vyrobené smésové vlakenné vrstvy byly podrobeny zékladni
analyze, kterd zahrnovala elektronovou rastrovaci mikroskopii, fluorescen¢ni
mikroskopii, méfeni chovani materialu pfi kontaktu s kapkou vody a in-vitro testovani

(MTT test).

Béhem analyzy vysledk bylo zjisténo, ze je mozné technologiemi elektrického
zvlaknovani vyrabét smésovou vlakennou vrstvu PCL/PVA bez vyraznéSich
povrchovych defektl. Byl také potvrzen pozitivni vliv polymeru PVA, ktery ve smésové
vlakenné vrstvé PCL /PVA snizuje hydrofobicitu zpisobenou polymerem PCL. In-vitro
testovani prokéazalo, ze polymer PVA ve vlakenné smési PCL/PVA nema negativni vliv
na viabilitu a proliferaci bunék na povrchu vldkenné smési. V diskuzi pak jsou popsany
dalS$i navrhy na pokraCovani studia v oblasti vyroby smésovych vldkennych vrstev
pomoci elektrického zvlaknovani, pro aplikaci v medicin€ a to zejména v oblasti vyvoje

a vyzkumu krytl ran.
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8. P¥ilohy

1. SEM snimky materiali s adherovanymi 3T3 fibroblasty p¥i in-

vitro testovani

PCL/PVA
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Priloha 1 SEM snimky vlakennych vrstev s prichycenymi buitkami na povrchu

radky: testovaci dny (1. den, 3. den, 7. den, 14. den), sloupce: testovany material
(PVA, PCL, PCL/PVA). Méritko 100um
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2. Vysledky MTT testu v jamkach PVA

MTT test-viabilita 3T3 fibroblastu v
jamkach PVA
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Priloha 2 Graf analyzy bunécné viability. Absorbance pri vinové délce 570 nm,
odpovida bunécné viabilité 3T3 fibroblastit v jamkdch PVA po 1., 3., 7. a 14. dnech.
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