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Abstrakt

Tato prace se zabyva moznosti vytvoreni nanovlakenného substratu obsahujiciho
pfirodni extrakt vykazujici antimikrobialni aktivitu. Déle jsou zde uvedeny moznosti
aktualniho stavu vyuziti nanovldkennych kryti s antiseptickym tc¢inkem v oblasti hojeni
ran. Je zde také vysvétlen proces elektrostatického zvlaknovani a uveden vliv parametra
na tento proces. Experimentalni ¢ast je zaméfena na pfipravu pfirodnich extraktl, in-
korporaci téchto extraktii do polymerniho roztoku, jejich nasledné zvldknéni a charakte-

rizace.
Kli¢ova slova

Hojeni ran, antimikrobidlni aktivita, elektrostatické zvidknovani, poly-e-kaprolakton,

tymian, prirodni extrakt.

Abstract

This thesis deals with the possibility of creating a nanofibrous substrate contain-
ing a natural extract with antimicrobial activity. Further there are presented the possibil-
ities of the current state of use of nanofibers with antiseptic effect in wound healing.
There is also explained the process of electrospinning and the influence of parameters
on this process. The experimental part is focused on preparation of natural extracts, in-
corporation of these extracts into the polymer solution, their electrospinning and charac-

terization.
Key words

Wound healing, antimicrobial activity, electrospinning, poly-¢-caprolactone, thyme,

natural extract.



Pouzité zkratky

CF — chloroform (chloroform)

DCM - dichlormethane (dichlormethane)

DSC — diferencialni skenovaci kalorimetrie (differental scanning calorimetry)
E. coli - Escherichia coli

EtOH — ethanol

MeOH — methanol

PCL — polykaprolakton (polycaprolactone)

PLA — polymlé¢na kyselina (polylactic acid)

PVA — polyvinylalkohol (polyvinyl alcohol)

RH — relativni vlhkost (relative humidity)

S. gallinarum — Staphylococcus gallinarum

SEM - rastrovaci elektronovy mikroskop (scanning electron microscope)

THF — tetrahydrofuran (tetrahydrofuran)
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1 Uvod

Moderni medicina si prosla za posledni stoleti revolu¢nim pokrokem, coz je ¢as-
te¢né nasledek dostupnosti ucinnych antibiotik zalozenych na objevu penicilinu
Dr. Alexandrem Flemingem, ktery byl za objev ocenén Nobelovou cenou. Existence
antibiotik umoznuje provadét komplikované chirurgické techniky, béhem nichz jsou
vnitini organy vystaveny mikrobiim, se kterymi normalné do styku neptichazeji. Diky
Sirokému vyuziti 1ékafskych implantatt napiiklad umélych kloubii a zdravotnickych
prostiedkil, jako jsou kardiostimuldtory, se do téla dostavaji jemu nezndmé povrchy,
na kterych mohou byt mikroby, zvySuje se tedy riziko infekce a potieba 1é¢by antibioti-
ky. Siroké vyuzivani antibiotik a hlavng jejich zneuzivani v piipadech, kdy nejsou uéin-
né napiiklad pti 1écbé chiipky nebo bézného nachlazeni, vedlo k tomu, Ze vznikaji
bakterie rezistentni vi¢i nim. Jsou tedy potiebné nové strategie, které zajisti budoucim
generacim pokrok v moderni medicing. Vyvoj védy v oblasti nanotechnologii vyustil

ke vzniku novych materiali, které se mohou pouzivat v biomedicinskych aplikacich.

Pouze ve Spojenych statech postihuji chronické rany 6,5 milionu pacientt. [1]
Predpoklada se, ze pocet chronickych ran se bude celosvétové navysovat v disledku
starnuti a vyskytu cukrovky, obezity a kardiovaskularnich onemocnéni. Zatimco sou-
Casna terapeuticka ¢inidla maji obecné nedostate€nou Gcinnost a pocet zdvaznych neza-
doucich ucinkt, 1é¢ivé rostliny se pouzivaji v medicing jiz od starovéku a jsou dobie
znamy svou schopnosti podporovat hojeni ran a zabranovat infekci bez vaznych vedlej-

Sich uc¢inku. Bylinna terapie miiZe byt alternativni strategii pro 1é¢bu ran. [2]

Resenim otazek a problémi nastinénych vyse se bude zabyvat i tato bakalafska
prace, ktera si klade za cil prozkoumani aktudlniho stavu vyuZiti nanovlakennych kryti
ananovldken s antiseptickym uc¢inkem V oblasti hojeni ran, vytvoreni téchto kryti ve
form¢ polymernich nanovlakennych struktur na bazi poly-e-kaprolaktonu s inkorporaci

ptirodniho extraktu metodou elektrostatického zvlakiiovani.
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2 Teoreticka cast

V teoretické Casti této bakalarské prace je celkovy prifez danou problematikou.
Razeni textu v teoretické ¢asti této prace odpovida chronologickému postupu ziskavani

znalosti o feSené problematice.
2.1 Hojeniran

2.1.1 Bunécny a molekularni mechanismus hojeni ran

Hojeni ran je komplexni biologicky proces sestavajici se ze synchronizovaného
fetézce molekularnich udalosti zamétenych na obnoveni jeji ochranné bariérové funk-
ce. [1] Nastava témer ve vSech tkanich po vystaveni jakémukoliv destruktivnimu stimu-
lu, to je dulezité zvlasté pro kiizi — organ s ochrannou funkci, ktery je napadan a celi
riznym zranénim po cely zivot. K poruSeni celistvosti klize miize dojit n€kolika zptliso-

by a to fyzicky, chemicky nebo tepelné.

Ve vSech organech savcil se akutni rany 1€¢i velmi uspofadanym a G€innym zpi-
sobem charakterizovanym ¢tyfmi odliSnymi, avSak prekryvajicimi se fazemi: homeosta-
zi, zénétem, tvorbou novych tkani a remodelovanim. [3] Poskozeni tkané¢ vede
k okamzité aktivaci koagula¢ni kaskddy a imunitniho systému, aby doslo k zabranéni
ztraty krve, odstranéni mrtvych tkani a neutralizaci napadenych patogenti. Béhem a po
vytvoreni trombocytové zatky a naneseni fibrinu se infiltruji neutrofily na misto rany.
Po 2-3 dnech se v ran¢ objevi monocyty a pfeménuji se na makrofagy, které koordinuji
dalsi fazi opravy. Druhy stupen hojeni ran nastava 2-10 dni po poranéni a je charakteri-
zovan bunécnou proliferaci a migraci riiznych bunéénych typi, soucasné s touto migraci
zacina angiogeneze, kdyz nové vznikajici kapilary nahrazuji fibrinovou matrici a granu-
la¢ni tkan. Spolec¢né s keratinocyty migruji fibroblasty do zony opravy tkané a zahajuji
stimulaci makrofagi, které se zméni na myofibroblasty, ty stahuji hrany rany k sob¢
a spolecné s fibroblasty vytvareji extracelularni matrici, kterd tvofi tkan jizvy. Kone¢na
faze hojeni (remodelovani) zac¢ind 2-3 tydny po zranéni a muize trvat rok nebo vice.
V ramci remodelovani je zanétlivad odezva regulovana, protoze vétSina buné¢k, které se
podilely na pfedchozim stadiu hojeni, podstupuje apoptézu a mrtvé buiky jsou nahra-

zeny kolagenem a jinymi extracelularnimi matricovymi proteiny. [1]
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Obrazek 1: Faze hojeni. Homeostaze, zanét, proliferace, remodelovani. [4]

2.1.2 Historie

Historie hojeni ran je v jistém smyslu historie lidstva, jeden z nejstarSich rukopi-
st znamy ¢loveku je hlinéna deska, ktera pochazi z roku 2200 pft. n. 1. Tato deska popi-
suje faze postupu pii léceni a to umyti rany, vytvareni néplasti a obvazovani rany. Tyto
naplasti byly smési latek zahrnujici bahno nebo jil, rostliny a byliny, casto také byly
piidavany oleje, které zamezovaly ristu bakterii a pfilnuti k ran¢. Naplasti byly také
vyuzivané kviili ochrané a absorpci exsudatu. Od dob starovéku clovek v oblasti 1é¢eni
znacné pokroCil a v souCasné dobé existuje vice nez 5000 produktl pouzivanych
Kk hojeni ran. [5] Moderni prostiedky k lokalni 1é¢bé chronickych ran maji riznou kon-
zistenci, materialové slozeni a z toho rezultujici uc¢inek, volba krycich prostiedki musi
respektovat charakter spodiny rany a intenzitu sekrece a musi sméfovat k vytvoreni fy-

ziologického prostiedi, ve kterém se rozvijeji reparacni procesy. [6]
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2.1.3 Aktualni stav vyuziti nanovlakennych kryti s antiseptickym

ucinkem v oblasti hojeni ran

Vléken a polymert, které se v soucasné dob¢ pouzivaji k vyrob¢ produktd vyu-
zivané ve zdravotni péci pro hojeni ran, je mnoho a to pfirodni a modifikovana celuldza,
alginaty, chitin/chitosan, kolagen, hydrokoloidy a synteticka vlakna nebo hydrogely.
V zavislosti na pouzitych materidlech mohou byt rozdéleny do tii kategorii tj. piirod-
nich nebo modifikovanych polysacharidi, proteind a syntetickych polymera. [7] Kromé

toho se také omezen¢ pouzivaji anorganické prvky.

2.1.3.1 Celulézova nanovlakna

Celuléza je nejhojnéjSim ptirodnim polymerem na Zemi s dlouhou historii pii
vyrob¢ vlaken. Nanovlakna vyrobena z celuldzy a jejich derivatd se dnes v Sirokém roz-
sahu pouzivaji v antimikrobialnich aplikacich. Celuloza a jeji derivaty, ale mikrobialni
vlastnosti nemaji, do celuléozovych nanovlaken byly aspé$né zabudovany antimikrobial-
ni latky jako kyselina sorbova, benzalkoniumchlorid, nano¢astice médi nebo nanocasti-
ce chloridu stfibrného. Kromé toho mohou byt antimikrobialni celul6zové membrany
ziskany chemicky a to Stépenim funk¢nich skupin na povrchu sité celulézovych nano-
vlaken. JiZ byla uspéSné pfipravena celul6zova nanovldkna funkcionalizovand amino-
skupinami a aminosilanovymi skupinami, které U¢inn€ inhibovaly rhst S. aureus

a E. coli. [8]

2.1.3.2 Chitosanova nanovlakna

Chitosan je deacetylovany derivat chitinu, ktery je pfirozenym polysacharidem
pfitomnym v exoskeletu koryst, hmyzu a né€kterych hub. Acetylové zbytky mohu byt
odstranény enzymy nebo alkalickymi roztoky. Vzhledem k pfitomnosti aminovych ¢asti
se chitosan stava polykationickym, protoze pH prostredi klesa pod pK; ~ 6,5 polymeru.
Antimikrobialni funkce vyplyva z elektrostatické interakce mezi polykationickou struk-
turou chitosanu a aniontovym vné&j$im povrchem mikroorganismii. Pfilnavost bakterii
na chitosan vede k naruSeni bunéné membrany a k uniku intracelularnich slozek. Chi-
tosan milze také proniknout bakteridlni bunéénou membranou a interagovat s DNA,

inhibovat DNA transkripci a syntézu proteintl. Antimikrobialni G¢innost chitosanu zavi-
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si na né€kolika faktorech, vcetné¢ pH prostiedi, stupni deacetylace a molekulové hmot-

nosti. [8]

Jako nenakladny pfirodni polysacharid ma chitosan Siroké spektrum antimi-
krobidlnich aktivit proti grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim. Kromé toho je
chitosan netoxicky vii¢i savéim bunkdm a je biologicky odbouratelny. Tyto vlastnosti
zpuisobuji, Ze chitosan je zadouci polymer pro antimikrobidlni aplikace a chitosanova

nanovlakna byla pfedmétem mnoha studii v poslednich letech. [8]

— CH3_ _ —
OH © <NH OH
NH,
O/% HO O,-é&/ HO )
HO 0 HO 0
NH NH,
0 < OH OH

CH,
L —In L —In

Chitin Chitosan

Obrazek 2: Chemicka struktura chitinu a chitosanu [9]

2.1.3.3 Nanovlakna obsahujici antimikrobialni peptidy

Antimikrobidlni peptidy jsou funkéné definované, jak vyplyva z nazvu. Byly
izolovany z nejriznéjSich zdrojii véetné rostlin, zivocichti, bakterii i vird. Navzdory
rozmanitosti jejich zdroju sdili antimikrobidlni peptidy nékteré spolecné rysy ve svych
strukturach a funkcich. Obvykle maji délku 12 az 50 aminokyselin se dvéma nebo vice
kationtovymi aminokyselinovymi zbytky a podstatnou ¢ast hydrofobnich skupin. Anti-
mikrobidlni peptidy jsou klicovou soucasti vrozen¢ho imunitniho systému zvitat a hraji
dilezZitou roli v ¢asné obrané proti napadeni mikroorganismil. Ve srovnani s béznymi
antibiotiky vykazuji jedine¢né vlastnosti jako je maly sklon k indukci tvorby rezistent-
nich patogenti, schopnost rozliSovat hostitelské a invazivni buiiky a vysokou aktivitu
proti Sirokému spektru mikroorganismi. Pozitivni naboj usnadiiuje pocatecni asociaci
se zaporn¢ nabitymi bunénymi membranami, zatimco jejich hydrofobicita umoziiuje
nasledné zavedeni antimikrobiélnich peptidli do hydrofobnich jader bun&éné membrany,

coz vede k prasknuti membrany a 1yze buné¢k. [8]
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2.1.3.4 Synteticka nanovlakna obsahuijici rostlinné derivaty
s antimikrobialnimi acinky
Lécivé rostliny byly v medicing Siroce uznavané jiz od starovéku, mnoho staro-
vekych civilizaci pouzivalo rostliny pro stimulaci hojeni ran. Nedavné studie prokazaly,

ze antimikrobialni latky pochazejici z rostlin, jako jsou esencialni oleje, mohou byt také

zaClenény do nanovlaken. [8], [10], [12], [13]
Esencialni oleje

Esencialni oleje jsou koncentrované hydrofobni kapaliny obsahujici tékavé slou-
Ceniny extrahované zrostlin, Casto se specifickou vini. Hydrofobni, terpenoidni
a fenolické slouceniny ptitomné v esencialnich olejich mohou proniknout do bunéénych
membran a vést k vy€erpani protont, naruseni syntézy adenosintrifosfatu a v n¢kterych
ptipadech k lyze bungk. Po staleti byly esencialni oleje pouzivany k boji proti bakterial-
nim infekcim a vzhledem k jejich zpiisobu ptisobeni je pro bakterie obtizné vyvinout
odolnost proti témto t€kavym antimikrobidlnim latkam. Inkorporace esencialnich oleju

do nanovldken vyZzaduje elektrostatické zvlaknéni roztoku, do kterého jsou zaclenény.

[8], [10]

Obrazek 3: Testovani antimikrobialni aktivity esencidalnich olejii na mikroorganismu
Aspergillus nigeras [11]

Esencialni oleje jsou typicky extrahovany z aromatickych rostlin a jsou to smési
riznych chemickych sloucenin, jako je linalool, pinen, eugenol a cymen. [12] Bioaktivi-
ta esencialnich oleju se vyuziva v kombinaci s elektrostatickym zvlaknovanim k vytvo-

feni nanovlaken s antimikrobialnimi vlastnostmi. Tato nanovldkna mohou obsahovat
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esencialni oleje napt. ze skoftice, eukalyptu, citronové travy, peprmintu ¢ajovniku, tymi-

anu nebo tfeba levandule. [13], [14], [15]
Lignin

Lignin je fenolicky polymer z rostlinnych bunéénych stén, ktery poskytuje podporu,
mechanickou bariéru proti rostlinnym patogentim a usnadiiuje prepravu vody kvili své
hydrofobni povaze. Piesna chemicka struktura pfirozené¢ho ligninu se méni u rznych
druhti rostlin. Nativni lignin je zndm pro své inhibi¢ni u€inky vic¢i riznym mikrobim.
Testy ze sedmdesatych let ukazaly, ze ligniny byly G¢inné proti gram-pozitivnim bakte-

riim, ale proti gram-negativnim se zadné ucinky neprojevily. [8], [16]
Zein

Zein je prolamin (rostlinny protein S vysokym obsahem aminokyselin) vyskytu-
jici se v kukufici. Zein ma vynikajici rozpustnost v alkoholech a dobrou elasticitu
a schopnost vytvaret film. Pfipravena kompozitni nanovlakna z polyurethanu, celulozy,

acetatu a zeinu se vyuZzivaji pro obvazy na rany. [8], [17]
Propolis

Propolis je pryskyfi¢na latka vyrabéna véelami a miZe byt povazovana za kom-
plexni smés obsahujici flavonoidni aglykony, fenolové kyseliny, aldehydy, steroidy,
aminokyseliny a pfirodni pigmenty, jako je chlorofyl a karotenoidy. Antibakterialni ak-
tivita propolisu je pfipisovana fenolickym slouc¢enindm. Polyurethanovd nanovlakna
obsahujici 30 % propolisu vykazuji inhibi¢ni ucinky proti E. coli. [18] Z brazilského
zdroje propolisu byla vytvofena nanovlakna PLA, u kterych byly prokazany antibakteri-

alni u¢inky v zavislosti na koncentraci propolisového extraktu. [8], [19]

2.2 Elektrostatické zvlaknovani

Elektrostatické zvlaknovani je Siroce vyuzivana technologie, ktera vyuziva elek-
trické sily pro tvorbu polymernich vldken o priiméru od jednotek nanometrt az do néko-
lika mikrometri. Tato metoda nabizi jedine¢né schopnosti pro tvorbu nanovldken
a tkanin z piirodnich i syntetickych polymert. [20] V soucasnosti je tato technika nejvi-
ce vyuzivana, protoZe umoziuje zpracovani Siroké skaly roztoktll, vyroba je ptenositelna
do primyslového méfitka.
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2.2.1 Historie elektrostatického zvlaknovani

Termin ,,electrospinning® (zkracené ,,electrostatic spinning®) byl poprvé pouzit
teprve kolem roku 1994, ale ptivod této metody saha az do 19. stoleti. Podstata jevu by-
la poprvé pozorovana uz roku 1897 a v roce 1934 si ji nechal Formhals patentovat.
Za poslednich 60 let bylo podano piiblizné¢ 50 patentti na polymerni taveniny a roztoky,
které¢ jsou zvlaknitelné pomoci této metody. Od osmdesatych let, a zejména
Vv poslednich letech, postup elektrostatického zvlaknéni ziskal vice pozornosti pravdé-

podobné kviili rostoucimu zajmu o nanotechnologie. [20]

2.2.2 Proces elektrostatického zvlaknovani

Elektrostatické zvlaknovani je technikou, kterd vyuziva elektrostatické sily
K vyrobé jemnych vlaken z polymernich roztoki nebo tavenin. Pro zvlaknéni polymer-
nich roztokl nebo tavenin je zapottebi napéti velikosti né€kolika desitek kV. Pti elektro-
statickém zvlaknovani je roztok polymeru podroben elektrickému poli a elektricky
naboj je indukovan na povrchu kapaliny v dasledku tohoto elektrického pole. Kdyz
elektrické pole dosdhne kritické hodnoty, odpuzujici elektrické sily pfekonavaji sily
povrchového napéti, dojde k formovani ¢asti povrchu kapaliny do ttvaru, ktery se na-
zyva Tayloriv kuzel. Nakonec se z hrotu Taylorova kuZele vytahne nabita tryska rozto-
ku a dochézi k nestabilnimu a chaotickému pohybu (biovani). Pti prichodu atmosférou
dochazi k odpafovani rozpoustédla a tuhnuti polymeru, nanovlakna jsou nasledné za-

chycena na opa¢né nabitém nebo uzemnéném kolektoru. [20]

Bézn¢ vyuzivand aparatura se skladd ze zdroje vysokého napéti, ktery je ptipo-
jen ke kapilafe, ve které je zvlaknovany polymer a kolektoru. Toto mize byt usporada-
no horizontaln¢ nebo vertikaln€. Kromé jehlové aparatury existuje jest¢ mnoho dalSich
naptiklad aparatura tyckova, kterd vyuziva principu zvlakiiovani z volné hladiny. Tento
princip vyuziva také technologie Nanospider, diky které je mozna kontinudlni tvorba

nanovlakenné textilie ve vétSim meéritku.
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Obrdazek 4: Aparatura elektrostatického zvlaknovani [20]

Existuje Sirokéa Skala polymeri, které se vyuzivaji pfi procesu elektrostatického
zvlaknovani a jsou schopny vytvafet jemna nanovldkna v ramci submikronového rozsa-
hu a pouzivaji se pro rizné aplikace. V dosavadni dobé bylo jiz popsano vice nez
200 polymert, které se podatilo tispé$né elektrostaticky zvlaknit, jednd se o polymery
pfirodni i syntetické. Pozoruhodnou vyhodou elektrostatického zvldknovani je, ze miize
byt provedena s riznymi polymery jak v roztoku, tak v taveniné. Elektrostatické zvlak-
néni taveniny umoziuje nové pristupy k riznym aplikacim, prekonéavat technické ome-
zeni, které je dano akumulaci rozpoustédel a jejich toxicitou. Nevyhodou ovSem je,
ze pii elektrostatickém zvlaknéni z taveniny misto roztoku se tavenina zavadi do kapi-
larni trubky a je zde nutnost zavedeni vakua, vyssi viskozita taveniny ma také vliv na
morfologii vytvofenych vlaken a to na velikost primérd nanovlaken, ktera jsou pii elek-

trostatickém zvlaknéni z taveniny $irsi oproti t€ém z polymerniho roztoku. [21]
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2.2.3 Teorie polymernich roztoku

2.2.3.1 Roztoky vysokomolekularnich latek

Molekula linearniho polymeru v roztoku mize vlivem tepelného pohybu jednotli-
vych segmentli nebo plisobenim vnéjSich sil ménit sviij tvar. Neuspotadany utvar, ktery
takto vznika, se nazyva makromolekularni klubko. [22] Ve ziedénych roztocich jsou
jednotlivé makromolekuly od sebe odd€leny spojitou fazi rozpoustédla. [23] Svinuti
makromolekuladrniho klubka Vv roztoku zavisi na afinité segmentu polymeru k rozpous-
tédlu a také na vzajemnych interakcich fetézci a vzajemnych interakcich molekul roz-
poustédla, pak rozdélujeme rozpoustédla na dobra, Spatna a theta-rozpoustédla. [22] Na
konformaci makromolekul a interakci s rozpoustédlem maji vliv dalsi parametry, napti-

klad povaha polymeru nebo rozpoustéci teplota.
Povaha polymeru

Amorfni polymery se misi se Spatnymi rozpoustédly pouze omezené, na druhou
stranu s dobrymi rozpoustédly jsou misitelné témét neomezené. Rozpousténi krystalic-
kého polymeru lze rozdélit na dva pochody: 1) tani polymeru pii dané teploté, 2) miseni
taveniny s rozpoustédlem pfi téze teploté. [23] Vysokomolekularni elektrolyty jsou pod-
le povahy skupin schopnych disociace rozdélovany na polyelektrolyty obsahujici:
1) kyselé skupiny; 2) zasadité skupiny; 3) kyselé i zasadité skupiny, tyto polyelektrolyty
se nazyvaji amfoterni. [22] Rozpustnost vysokomolekularnich elektrolyti je tedy ovliv-

néna pH rozpoustédla.
Kosolvence

Kosolvence je jev, ktery nastava, kdyz se smes dvou Spatnych rozpoustédel cho-
va k polymeru jako dobré rozpoustédlo, tento jev je zavisly na rozpustnostnim parame-
tru. Kosolvence je uzite¢na, neni-li k dispozici vhodné jednoslozkové rozpoustédlo. [23]
Ptidavek Spatného rozpoustédla do roztoku polymeru mlize snizit rozpustnost polymeru
a zpusobit jeho vyluovani, koncentrace potiebnd k vylu¢ovani polymeru klesa s ros-

toucim stupném polymerace. [22]
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2.2.3.2 Hansenovy parametry rozpustnosti

Siroce vyuzivany piistup k piedvidani rozpustnosti polymeru je ten, ktery navr-
huje Hansen s navaznosti na Hildebranda. Zakladem téchto tzv. Hansenovych parame-
trii rozpustnosti je to, ze celkova energie odparovani kapaliny se skldda z jednotlivych
¢asti, a to z atomovych disperznich sil, molekularnich permanentnich dip6lovych sil

a vodikovych vazeb.

Disperzni interakce, které pochdzeji z atomovych sil, jsou nejbéznéjsi ,,nepolar-
ni* interakce. Tento typ pfitazlivé sily je soucasti vSech molekul, protoze ty jsou tvofené
z atomu. Naptiklad pro nasycené alifatické uhlovodiky jsou tyto sily v podstaté jedina
soudrzné interakce a pfedpoklada se, ze energie odpafovani je stejna jako disperzni
soudrzna energie Ep. Hledani soudrzné disperzni energie je vychozim bodem pro vypo-

et tff Hansenovych parametrti pro danou kapalinu.

Permanentni dip6lové interakce s trvalym dipdlem tvoii druhou ¢ast soudrzné
energie, a to polarni soudrznou energii Ep. Jednd se inherentn€ o molekularni interakce
a nachazeji se ve vétsiné molekul. Pro vypocet téchto interakci je primérné pouzivany

moment dipdlu.

Ttetim hlavnim zdrojem soudrznosti jsou vodikové vazby En. Vodikova vazba
je molekularni interakce a v tomto ohledu se podoba poldrnim interakcim. Zakladem
tohoto typu soudrzné energie je pfitazlivost mezi molekulami pravé vodikovymi vaz-

bami.

Zakladni rovnice, kterd fidi pfifazeni Hansenovym parametrim, je, Ze celkova

energie soudrznosti E, se musi rovnat souctu jednotlivych energii.
E=Ep+Ep+Eyq

Vydélenim této hodnoty molarnim objemem lze ziskat kvadrat celkového para-

metru rozpustnosti. [24]
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2.2.4 Parametry ovlivnujici proces elektrostatického zvlaknovani

Vliv na elektrostatické zvlaknovani ma spoustu parametru, které se daji rozdélit
do dvou zakladnich skupin a to na parametry procesni a systémové. Vlastnosti nanovla-
ken jsou vyznamné ovlivnény témito procesy. Maji vliv pfedev§im na praméry vlaken,
jejich morfologii a rizné defekty.
2.2.4.1 Procesni parametry

Mezi procesni parametry patii:

e aplikované napéti,
e vzdalenost kolektoru a trysky;
e rychlost toku polymeru;
e Vliv prostiedi.
Aplikované napéti
Z experimentii provedenych ve 20. stoleti vyplynulo, Ze zména aplikovaného

napéti ma vliv na délku a praméry vlaken, ale také na Cetnosti defekti v podobé koral-

kového efektu. [21]
Vzdalenost kolektoru a trysky

Struktura a morfologie elektrostaticky zvlaknénych vlaken je snadno ovlivnitel-
na vzdalenosti trysky a kolektoru. Z riiznych experimentti vyplynulo, zZe bez ohledu na

koncentraci roztoku se pii mensi vzdalenosti vytvaii mokra vlakna a koralkové defekty.
[21]

Rychlost toku polymeru

Pritok polymeru ze sttikacky je dilezitym parametrem procesu, nebot’” ovliviiuje
rychlost proudéni a rychlost pfenosu materidlu. Priméry vlaken a priméry porti se zvy-

Suji se zvySenim pratoku polymeru. [21]
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Vliv prostiedi

Podminky prostfedi okolo zvldknovaci trysky jako je okolni vzduch, relativni
vlhkost, obklopujici plyn atd. ovliviiuji strukturu a morfologii elektrostaticky zvldkné-
nych vlaken. [21] Relativni vlhkost (RH) ma vliv na rychlost odpafovani rozpoustédla,

coz ovlivituje morfologii vlaken a jejich porozitu. [25]

< 3 —— Lagin e, .

Obrazek 5: Vliv relativni vihkosti (RH) na elektrostatiké zviakneni PCL. [25]

2.2.4.2 Systémové parametry

Systémové parametry mohou byt rozdéleny na parametry tykajici se samotného
polymeru a na parametry, které se tykaji roztoku, ve kterém je polymer rozpustén. Pre-

hled téchto parametrt je uveden niZe.

Tabulka 1: Systémové parametry [26]

Vlastnosti polymeru Vlastnosti polymerniho roztoku
molekulova hmotnost volba rozpoustédla
distribuce molekulové hmotnosti koncentrace
tvar molekuly viskozita

elektricka vodivost

povrchové napéti

viskoelasticita

teplota roztoku
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Systémové parametry polymeru

Molekulova hmotnost polymeru ma vyznamny vliv na reologické a elektrické
vlastnosti jako jsou viskozita, povrchové napéti, vodivost a dielektricka sila. Molekulo-
va hmotnost je dilezity parametr, ktery ovliviiuje morfologii elektrostaticky zvlakneé-
nych vldken a obecné plati, Ze roztoky o vysoké molekulové hmotnosti jsou pouzivany
pti elektrostatickém zvlaknovani, protoze poskytuji pozadovanou viskozitu pro tvorbu
vlaken. Bylo zjisténo, ze roztok s pfili§ malou molekulovou hmotnosti ma sklon
k vytvafeni koralkového defektu spiSe nez roztok s vysokou molekulovou hmotnosti,

pii kterém se ale naopak tvofi vlakna s vét§im pramérem. [20]
Systémové parametry polymerniho roztoku

Volba rozpoustédla

Rozpoustédlo pouzité pti pripravé polymernich roztokli ma vyznamny vliv na
jeho zvlaknitelnost, protoze prvnim a zaroven nejdulezitéjsim krokem pii procesu elek-
trostatického zvlakinovani je rozpusténi polymeru ve vhodném rozpoustédle. Rozpous-
tédla by méla mit napiiklad dobrou tékavost nebo teplotu varu a mély by udrzovat
integritu polymerniho roztoku. Pro Gspé$né elektrostatické zvlaknéni je tedy nezbytny

vybér vhodného rozpoustédlového systému, na kterém zavisi intermolekularni interakce

Vv systému polymer-rozpoustédlo. [20]

Zasadni roli pfi tvorbé nanovldken béhem separace polymerni trysky na cesté ke
kolektoru hraje tékavost rozpoustédla, pro dostatecné rychlé¢ vypafovani je nutné volit
rozpoustédla s vysokou té€kavosti, aby byl zarucen kratky ¢as k tuhnuti vlaken. Vliv na
elektrostatické zvlaknovani mé také koncentrace rozpoustédla, kdy se zvySujici se kon-

centraci klesa povrchové napéti roztoku. [21]

Koncentrace polymeru v roztoku

Pii elektrostatickém zvlaknovani, aby doslo k tvorbé vldken, je nutnd minimalni
koncentrace roztoku, ktera zajisti dostatecné zapleteni fetézcti polymeru. Pokud je kon-
centrace polymeru v roztoku mensi dochazi pouze k ,,elektrosprayingu®, tedy Kk tvorbé
kapek a ne vlaken. Pokud je zajiSténa podminka minimalni koncentrace, tak bylo zjisté-

no, ze pii nizké koncentraci polymerniho roztoku na vlaknech dochazi k tvorbé koral-
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kového defektu. S postupné se zvysujici koncentraci se tvar koralkli méni ze sférickych

na vietenovité az k rovnomérnym vlakniim se zvysenym prumérem. [20]
Viskozita

Viskozita roztoku hraje dulezitou roli pfi stanovovani velikosti a morfologie
vlaken béhem zvlaknovani polymeri. Bylo zjisténo, Ze pfi velmi nizké viskozit¢ nedo-
chazi k souvislé tvorbé vlaken a naopak pti velmi vysoké viskozité je obtizné vystieleni

trysek z polymerniho roztoku, takze je nutné brat pii zvlaknovani na viskozitu zietel.

[20]

Elektrickd vodivost roztoku

Polymery jsou vétSinou vodivé a nabité ionty v roztoku polymeru maji velky
vliv na tvorbu trysek. Vodivost roztoku je ur€ena hlavné typem polymeru, pouzitym
rozpoustédlem a dostupnosti ionizovatelnych soli. Bylo zji§téno, Ze s nariistem elektric-
ké vodivosti roztoku dochazi k vyznamnému poklesu primérii elektrostaticky zvldkng-
nych nanovldken. Obecné plati, Ze vldkna vznikla elektrostatickym zvldknénim

s nejmen$imi praméry lze ziskat z roztoki s nejvyssi elektrickou vodivosti. [20]

Povrchové napéti

Povrchové napéti, které je funkci rozpoustédlovych slozek roztoku, hraje rozho-
dujici ulohu v procesu elektrostatického zvlakinovani. Rzna rozpoustédla mohou pfi-
spét k riznému povrchovému napéti. Obecné plati, Ze vysoké povrchové napéti roztoku
inhibuje proces elektrostatického zvlaknovani kvuli nestabilité trysek a tvorbé rozstii-
kovanych kapicek. Nizsi povrchové napéti zvlaknovaciho roztoku pomaha k tomu, aby

dochazelo ke zvlaknéni jiz pii niz§im elektrickém napéti. [20]

2.3 Vyuziti nanovlaken pri hojeni ran

Obvazy na rany byly piivodné vyrabény pouze z pfirodnich materiali, jako jsou
rostlinna vladkna a ZivocisSné tuky, aby doslo jen k pokryti rany. Do dnesniho dne se vy-
vinulo spoustu pokro¢ilych technologii, které poskytuji rizné postupy k vytvoieni mul-
tifunkénich obvazli. Na moderni obvazy k hojeni ran jsou kladeny dva zdkladni
pozadavky a to rychlou homeostazu a dobré antibakteridlni vlastnosti, aby se zabranilo
bakterialni infekci z okoli. [2]
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Elektrostatické zvlaknovani ptitahuje velky zdjem o svou vSestrannost pii vyro-
bé nanovlakennych membran na obvazy pro kryti ran, protoze mohou vytvofit vlhké

prostiedi kolem oblasti rany a podpofit tim hojeni. [2]

2.3.1 Vyroba nanovlaken s antimikrobialni aktivitou

Nanovldkna s antimikrobidlnimi G¢inky se obvykle vyrabéji zabudovanim aktiv-
nich slozek do polymerti né€kolika zpiisoby a to zabudovanim aktivnich ¢inidel do po-
lymerniho roztoku jest¢ pfed zvlaknénim, vyrobou koaxidlnich vldken nebo
funkcionalizaci jiz vyrobenych vlaken. Polymery pouzivané pii vyrobé nanovlaken
s antimikrobialnimi U¢inky maji obvykle vlastni schopnosti, jako jsou netoxicita, dobré
mechanické vlastnosti, biologicka kompatibilita a biologickd odbouratelnost. BéZn¢ se
pouzivaji polymery jako polykaprolakton (PCL), polymlécna kyselina (PLA), polyviny-
lalkohol (PVA) a chitosan. [2]

Obrazek 6: SEM snimky riiznych struktur vidken (a) porézni (b) duta (c) nanovlikna
V dutych mikrovidknech (d) 3D vidkenné nosice [2]
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3 Experimentilni cast
Experimentalni ¢ast bakalarské prace navazuje na teoretickou Cast a fazeni textu

odpovida chronologickému postupu prace.

3.1 (il experimentu

Cilem experimentu této bakalatské prace je ovéfeni moznosti vytvofeni nano-
vlakenného substratu obsahujiciho pfirodni extrakt ze zvolené byliny a vykazujiciho

antimikrobialni G¢inky, aby mohl byt pouzit jako kryci material pro hojeni ran.
Diléi tkoly, které jsou probirany v experimentalni ¢asti této prace, jsou:

e Vybér byliny a extrakéniho ¢inidla, které by zaroveinn umoznilo inkorporaci ex-

traktu do zvlaknovaciho roztoku;

e ovéteni moznych rozpoustédlovych systémil pro PCL a volba systému umoznu-

jiciho inkorporaci extraktu v co nejvys$sim mnozstvi;
e pfiprava nanovlaken s obsahem extraktu;

e charakterizace nanovldkenného substratu obsahujiciho extrakt a nasledné vy-

hodnoceni morfologie nanovlaken,;
e analyza piipravenych nanovlaken, vySetfeni pfitomnosti G¢innych latek;

e vySetieni antimikrobialnich ¢inkti nanovlaken.

3.2 PouZzity materidl
Poly-ge-kaprolakton (PCL)

Polykaprolakton je biokompatibilni synteticky polyester vyrdbény radikélovou
polymeraci za otevieni kruhu. Tento polymer byl vyuzivan v této bakaldiské praci
k pfipravé nanovlaken z divodu jeho biokompatibility a snadného zpracovani metodou
elektrostatického zvlaknovani. Polykaprolakton pouzity v tomto experimentu byl od
firmy Sigma — Aldrich. Molekulova hmotnost byla M;, 45 000.
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Rozpoustédla

Chloroform nebo také trichlormethan je tékava kapalina s charakteristickym na-

sladlym zapachem. V tomto experimentu byl pouzivan pro rozpusténi polymeru chloro-

form od firmy PENTA.

Methanol nebo také methylalkohol je nejjednodussi alkohol. Jedna se o tékavou
bezbarvou a silné jedovatou kapalinu. V tomto experimentu byl pouzivan pro extrakci

methanol od firmy PENTA.

Ethanol nebo také ethylalkohol je druhy nejjednodussi alkohol. Jedna se o bez-
barvou hotlavou kapalinu. V tomto experimentu byl pouzivan pro extrakci ethanol od

firmy PENTA.

Rostliny

Tymian obecny je rostlina z ¢eledi hluchavkovitych, jde o nizky poloket, ktery
dortsta vysky asi 20 — 30 cm. Jedna se o rostlinu se silnymi antiseptickymi ucinky proti
bakteriim, plisnim, stfevnim prvokiim a parazitim. V tomto experimentu byl pouzit ty-

mian obecny (thymus vulgaris) od firmy Ex Herbis.

Eukalyptus (eucalyptus), ¢esky také blahovicnik, je rod rostlin z ¢eledi myrtovi-
té. Jedna se 0 aromatické stromy nebo kefe antibakterialnimi u¢inky. V tomto experi-

mentu byl pouzit eukalyptus od firmy Ex Herbis.

3.3 PouZita zarizeni a metody

3.3.1 Metodika pripravy extrakti

Extrakty byly pfipravovany z vysuSenych bylin, které byly jesté rozemlety na
prasek. Extrakce probihala v rozpousStédle v uzaviené nadobé za neustalé rotace.
Po uplynuti urcité doby (24 h, 48 h, 72 h) byly extrakty piefiltrovany pies filtracni papir

pro kvalitativni analyzu (KA 1, Fisher Scientific) a nasledné uskladnény v lednici.

3.3.2 Laboratorni zarizeni pro elektrostatické zvlaknovani

K elektrostatickému zvlaknovani polymernich roztokd byla vyuzita tzv. tyckova
aparatura, tedy laboratorni zafizeni umoznujici bezjehlové zvlaknovani (tzv. volné hla-

diny). Pfi této technice neni polymerni roztok vytlatovan z jehly, ale je pouze umistény
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na povrchu elektrody. K tvorbé Taylorova kuzelu a nasledné polymerni trysky dochazi
pfi prekroceni kritického napéti. Polymerni roztok byl zvlaknovan z kruhové plochy
0 pruméru 2,5 cm. Pii experimentech byla udrzovana konstantni vzdalenost mezi elek-
trodou a kolektorem 11 ¢m, ménéno bylo pouze aplikované napéti a pouzit byl stejno-

smérny proud.

-> 2
1
- 3
4
prem——
— 5
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Obrazek 7: Schéma tzv. tyckové aparatury. 1 — podklad pro nanovldkna; 2 — uzemnény
kolektor; 3 — polymerni trysky smérujici ke kolektoru, 4 — polymerni roztok;
5 —elektroda (tycka); 6 — zdroj vysokého napéti. [28]

3.3.3 Rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Morfologie pfipravenych nanovldken byla zkoumana prostrednictvim rastrovaci
elektronové mikroskopie (SEM). K ziskavani snimkd nanovldken byl vyuZivan rastro-
vaci elektronovy mikroskop VEGA 3 SBU. TESCAN Vega-3 SBU je elektronovy mi-
kroskop s proménlivym tlakem, ktery je vhodny jak pro biologické, tak i materialové

aplikace. [29] K potizeni a vyhodnoceni snimkti nanovlaken byl pouzit software Vega.

Pted SEM analyzou byla nanovlakenna vrstva pokryta vodivou vrstvou zlatého

prasku o tloustce 6 — 8 nm. Byl k tomu vyuzit piistroj SC7620 Mini Sputter Coater.
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3.3.4 Diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC)

Diferencialni skenovaci kalorimetrie byla pouzita k analyze vlivu piimési ex-
traktu na tepelné charakteristiky nanovlaken, naptiklad k ovéfeni vlivu teploty tani a
krystalinitu vlaken. Diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC) je nejpopularnéjsi tech-
nikou tepelné analyzy. Jedna se relativné o novou techniku, jeji jméno existuje od roku
1963, kdy Perkin — Elmer prodaval své prvni DSC. Pfi této metodé je méfen elektricky
ptikon potfebny k udrzeni izotermickych podminek mezi testovanym vzorkem a refe-
ren¢nim standardem. Mnozstvi elektrické energie spotiebované k zahtati vzorku je pfi-
mo umeérné mnozstvi uvolnéného tepla. Pro zabranéni oxidaci nebo vzplanuti vzorku je
pii méfeni vyuzivana inertni atmosféra. [30] Touto metodou mohu byt sledovany endo-
termické nebo exotermické reakce, fazové premény, jako je tani nebo tuhnuti, piipadné

dalsi energetické zmény sledovaného materidlu.

Pro méteni byl pouzit DSC 6 od firmy Perkin Elmer a pro analyzu software Py-
ris. Vzorky vazici (10 £ 2) mg byly testovany v hlinikovych kapslich typu 0219-0041.
Jako referen¢ni standard byla pouzita prazdna hlinikova kapsle, coz pro méfené rozsahy
teplot bylo dostacujici. Méfeni probihalo v inertni atmosféte dusiku pii pratoku plynu

20 ml/min a rychlosti ohievu i chlazeni 10 °C/min.

3.3.5 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie byla pouzita k analyze ¢istych bylin, extraktd 1 vy-
slednych nanovlaken, aby doslo ke zjiSténi, zda se néjaké latky v pribéhu extrakce nebo
zvlaknovani nevytraci. Pro méfeni byl vyuZit plynovy chromatograf Thermo Trace 1310
s hmotnostnim spektrometrem Thermo TSQ 8000 Triple quandrupole MS. Vzorky
k analyzam byly nadavkovany do 20 ml vialek opatfenych magnetickym vickem
s PTFE septem. Pro separaci byla pouzita chromatograficka kolona DB-5MS s parame-
try: délka: 30 m, primér 0,25 mm a tlouStkou filmu 0,25 pm. Pro nastiik bylo zvoleno
100 um PDMS vldkno (od firmy Supelco) v nastfikovém rezimu headspace-
SPME. Automatické davkovani vzorku zajistil autosampler PAL LHX-xt. Teplotni re-
zim pece plynového chromatografu byl nasledujici: pocatecni teplota 60 °C, poté tep-
lotni gradient 7 °C/min na teplotu 300 °C, kterd byla ustdlena po dobu 5 minut.
Hmotnostni detektor byl pouzit v rezimu fullscan, kdy byly sledovany hmoty v rozmezi

od 40 do 500.
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Parametry méfici metody:
Teplota iontového zdroje: 200 °C
Teplota transfer liny: 250 °C
Teplota v nastiiku: 250 °C

Prttok nosného plynu (helium): 1 ml/min

Vzhledem k tomu, ze byliny, nanovldkna s ¢istym methanolem a nanovlakna
s extrakty byly méfeny v jinou dobu a hmotnostni spektrometr byl mezi témito méfeni-

mi ¢i$tén a doslo ke zkraceni kolony, pfi porovnani téchto vzorku se reten¢ni Casy lisi.

3.3.6 Méreni povrchového napéti

Vzhledem Kk tomu, ze pti hojeni je potieba v okoli rany vytvofit vlhké prostiedi,
ale zaroven zajistit ptistup vzduchu k ran¢, jsou nanovlédkna vhodné jako membrany na
obvazy pro kryti ran. Z tohoto diivodu bylo na pfipravenych nanovlaknech méteno je-
jich povrchové napéti. Méteni povrchového napéti pripravenych nanovlaken probihalo,
tak ze se na pas Siroky cca 1 cm vystfizenych nanovlaken umistila kapka vody a 1 s po
ustaleni byly zmeétfeny uhly smaceni. Na vSechna nanovldkna byly umistény vzdy
3 kapky kvili uréeni stfedni hodnoty hlti smac¢eni. Méteni povrchového napéti bylo

provadéno na pfistroji od firmy Kriiss model DSA30E.

3.3.7 Testy antimikrobialni aktivity

Testy antimikrobialni aktivity byly zkoumany na kmenu S. gallinarum a E. coli.
Antimikrobidlni aktivita byla hodnocena tzv. difuznim testem, ktery spociva v tom,
ze ucinné latky difunduji z disku poloZeného na povrch naockované agarové pudy. Pii-
tomné bakterie se mnoZzi, pobliZ disku se casem v diisledku pfilivu G€inné latky mnozit
prestavaji. V urCitém okamziku a vzdalenosti od disku vSak G¢inné latky nedokézi mno-

Zeni bakterii zastavit, tim se zaklada okraj inhibiéni zony.

Krastu S. gallinarum byl vyuzit chromogenni substrat Bird Parker medium,
na kterém jsou formovany kolonie ¢erné barvy. K rustu E. coli byl vyuzit chromogenni
substrat McConkey medium, na kterém jsou formovany kolonie cervené barvy. Na kaz-
dy substrat byl vyockovan v Case to 1 ml suspenze, kterd obsahovala ptiblizné 10* bakte-
rii, po vsaknuti byly ptiloZzeny vzorky. Po 48h inkubaci (37 °C) byly substraty vyjmuty

a byla vyhodnocena antimikrobialni G¢innost danych vzorkd.
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Tyto testy byly provedeny ve dvou fazich. V prvni fazi byla ovéfena antimikro-
bialni aktivita samotnych extraktd. Pro tento test byly pouzity vyseky filtraéniho papiru
o pruméru 1 cm, na které bylo sorbovano definované mnozstvi extraktu. Po odstranéni
rozpoustédla susenim byly tyto vyseky pfilozeny na agar s vyockovanou bakterialni
suspenzi a byl proveden difuzni test. Jako standardy byly pouzity vyseky filtracniho

papiru s ndnosem ¢istého rozpoustédla.

V druhé fazi byla testovdna jiz nanovldkna s obsahem bylinného extraktu.
| v tomto piipadé byl proveden difuzni test. Primér vysekii nanovldken byl 1 cm, jako
standard byla pouzita nanovldkna pfipravend ze stejného rozpoustédlového systému

ov$em bez obsahu extraktu.

3.4 Vysledky a jejich diskuze
3.4.1 Priprava a hodnoceni piirodnich extrakti

Dle teoretické casti byly vybrany rostliny, obsahujici esencidlni oleje
s vhodnymi latkami, které maji antimikrobialni u¢innost. Dle [31] byly k extrakci esen-
cialnich oleju z rostlin vybrany alkoholy, konkrétné methanol a ethanol. K extrakci byly

vybrany rizné poméry rostlin a rozpoustédel a také ¢asy uvoliovani. Extrakce probihala

za laboratornich podminek. Piehled pfipravenych extraktd je uveden v tabulce €. 2.

Tabulka 2: Prehled pripravenych extrakti

Extrakéni Koncentrace Doba extrakce
Rostlina Sinidlo

[9/100 mi] 24 h 48 h 72 h
Tymién MeOH 4 ANO ANO ANO
EtOH 4 ANO ANO ANO
Eukalyptus MeOH 4 ANO ANO ANO
EtOH 4 ANO ANO ANO
Tymi4n MeOH 12 ANO ANO ANO
EtOH 12 ANO ANO ANO
Eukalyptus MeOH 12 ANO ANO ANO
EtOH 12 ANO ANO ANO

EtOH 16 NE NE NE
Eukalyptus MeOH 16 ANO ANO ANO
EtOH 16 ANO ANO ANO
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Obrazek 8: Vzorky extrakti. (A) tymian v MeOH (12 g/100 ml) doba extrakce 72 h
(B) eukalyptus v MeOH (12 g/100 ml) doba extrakce 72 h (C) tymian v EtOH

(12 g/100 ml) doba extrakce 72 h (D) eukalyptus v EtOH (12 g/100 ml) doba extrakce
72 h.

U extrakti s koncentraci 16 g/100 ml bylo pfi filtrovani pozorovano nedokonalé
promichani rozpoustédla, tudiz s t€émito extrakty se jiz dale nepracovalo. U zbylych ex-
trakti se dale vySetfovala antimikrobidlni G¢innost a byly pfidany do polymernich roz-

toku k elektrostatickému zvlaknéni.

3.4.2 VySetreni antimikrobialni G¢innosti piripravenych extrakti

Z ptipravenych extraktii byly vybrany ty nejkoncentrovanéjsi vzorky pro zkou-
mani jejich antimikrobidlni G¢innosti. Extrakty byly kapnuty na kolecka o priméru 1 cm
vytvofena z filtratniho papiru, pro vysSetfeni byly pouzity rizné objemy a to 20, 40
a 80 ul, filtraéni papiry byly nasledné ponechany volné na vzduchu, aby doslo

K vysuseni. Nasledn¢ se vysetfila jejich antimikrobialni aktivita.

MeOH

EtOH

Obrazek 9: Terciky z ﬁltraéih p_a})iruﬁ:s r‘unyml oje extrakti tymianu
(12 g/100 ml) 72 h. (A) 20 ul (B) 40 ul (C) 80 ul
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Tabulka 3: Antimikrobialni aktivita extraktii

Redukce bakterii
Vzorek Objem [ul]
S. gallinarum E. coli
Eukalyptus 20 ANO ANO
v MeOH
(12 g/100 m) 40 ANO ANO
72 h 80 ANO ANO
Eukalyptus 20 NE NE
v EtOH <X
(12 g/100 mi) 40 ANO ¢aste¢né ANO (8)
72 h 80 ANO asteéné ANO (8)
L 20 ANO (inhibi¢ni ANO
Tymian z6na 0,3 cm)
v MeOH 40 ANO (inhibiéni ANO
(12 g/100 ml) z6na 0,6 cm)
2h 80 ANO (inhibi¢ni ANO
zona 0,6 cm)
B 20 ANO (inhibi¢ni ANO
Tymian z6na 0,2 cm)
v EtOH 40 ANO (inhibiéni ANO
(12 g/lOO ml) z6na 0,4 cm)
2h 80 ANO (inhibi¢ni ANO
zona 0,4 cm)
dard 20 NE NE
Standard MeOH 0 NE NE
80 NE NE
dard 20 NE NE
Standard EtOH 20 NE NE
80 NE NE

ANO - redukce bakterii v pfimém kontaktu; inhibi¢ni zéna uvedena v zavorce je méfena od hrany vzorku
Casteénd ANO — redukce bakterii v piimém kontaktu, ¢islo v zavorce je pocet kolonii, které rostly pod
vzorkem

NE — zadna redukce bakterii

Diskuze vysledki

Z vysledkii uvedenych v tabulce €. 3 je ziejmé, ze U¢innéjsi rozpoustédlo pro
uvolnéni latek s antimikrobidlnimi G¢inky z danych rostlin je methanol, u extrakt
z tymianu 1 eukalyptu vykazuje lepsi vysledky. U extrakti z eukalyptu je patrné,
ze mensi objem extraktu nestaci k redukei bakterii, naopak u tymidnu dochédzi u metha-

nolovych extrakti k tvorbé vétsi inhibi¢ni zony nez u ethanolovych. Na druhou stranu
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pfi porovnani eukalyptovych a tymidnovych extraktti vychazi lépe tymian. U eukalyp-
tovych extraktl sice dochazi k redukci bakterii pod teréiky z filtracnich papirt, ale ne-
dochazi k tvorbé inhibi¢ni zony v okoli ter¢iku, zatimco u tymidnového extraktu ano,
i kdyz jen na kmenu S. gallinarum. Tymianovy extrakt z methanolu se tedy jevi jako

nejucinnéjsi, bude s nim tedy pracovano i nadale.

3.4.3 Analyza suchého tymianu hmotnostni spektrometrii

Hmotnostni spektrum, které vzejde z analyzy hmotnostnim spektrometrem,
je ukazano v grafu ¢. 1. Kazdé maximum je zdznamem jednotlivych latek, které byly
zaznamenany v uritém reten¢nim case. Plocha kazdého vrcholu odpovida mnozstvi

dané slozky ve vzorku. Dle [32] by tymian mé&l obsahovat latky uvedené v tabulce ¢. 4.
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Graf 1: Hmotnostni spektrum tymidanu.
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Tabulka 4: Podil vybranych latek v tymianu. [32]

R.T. %o

Tricyclene 8.16 0.64
Alpha-thyjene 8.34 0.46
Alpha pinene 8.48 935
Camphene 8.844 17.19
Beta pinene 0.46 423
Myrcene 9.83 321
Alpha terpinen 10.32 0.27
Para cymene 10.49 1.19
1 8-cineole 10.60 545
Trans Beta ocimene 10.96 0.09
Gama terpinene 11.14 0.55
Cis-sabinene hydrate 11.31 0.46
Camphenilone 11.60 031
Alpha-terpinolene 11.68 0.11
Linalol 11.93 0.14
Alpha-thyjone 12.19 0.29
Unknown 12.36 1.07
Neoalloocimene 12.42 0.53
Camphor 12.75 3854
Borneol 13.05 4.92
Terpinene-4-ol 13.22 22]
Para-cymen-8-ol 13.33 028
Alpha terpineol 13.41 0.57
Verbenone 13.71 0.13
Carveol 1 13.86 022
Unknown 13.98 0.11
Carvarcrol metyl ethyl 14.20 0.53
Unknown 14.66 0.11
Bornyl acetate 14 82 0.40
Thymol 15.08 024
Alpha-copaene 16.10 0.30
Beta-bourbonene 16.24 0.12
Alpha-Gurjunene 16.57 0.66
Beta-caryophyllene 16.71 0.09
Aromadendrene 17.25 0.11
Alpha-elemene 17.44 022
Germacrene-d 17.49 023
Bicyclogermacrene 17.68 0.13
Delta-cadinene 17.98 -
Spathulenol 18.69 0.73
Caryophellene oxide 18.77 0.56
Viridiflorol 18.87 -
Beta-oplepenone 19.05 0.07
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Z tabulky €. 4 je patrné, Ze tymian obsahuje velké mnozstvi riznych latek, jejich
ptitomnost byla vysetfena i ve vzorku pouzitém pii experimentu. V tabulce ¢. 5 je uve-
deno jedenact latek, které byly v nejvetsi mife zastoupeny v tymianu, ktery se pouzival

K pfipravé extraktu.

Tabulka 5: Prehled nejvyznamnéjsich latek ve vzorku tymidanu.

Latka Reten¢ni ¢as [min]
Para cymene 7,71
Linalool 9,49
Borneol 11,32
Terpinene-4-ol 11,51
Thymol methyl ether 12,63
Isothymol methyl ether 12,86
Thymoquinone 13,12
Thymol 14,08
Carvacrol 14,23
B-Caryophyllene 17,02
Caryophyllene oxid 20,35

Diskuze vysledki

Duvodem toho, Ze pocet latek v tabulce ¢. 4 neodpovida poctu latek z tabulky ¢. 5, je,
ze pti analyze byly vybrany pouze ty latky, které se vyskytovaly ve vzorku tymianu
které se vyskytuji ve zkoumaném vzorku (thymol methyl ether, isothymol methyl ether
a thymoquinone), neobsahoval vzorek zkoumany v experimentu [32]. Slozeni esencial-
nich olejii Z urcitého druhu rostliny se mtze liSit mezi obdobimi sklizné a mezi geogra-
fickym ptivodem téchto rostlin. [12] Rozdil tedy mezi t¢mito dvéma analyzami mize
byt zpusoben tim, Ze tymian zkoumany v [32] pochazel z vychodu Maroka, zatimco
tymian zkoumany v tomto experimentu pravdépodobné pochazi z jiné oblasti. Distribu-
tor pouzitého tymianu neuvadi puvod této rostliny, ale je malo pravdépodobné, Ze by
pochazel také z vychodu Maroka. Dalsi rozdil je v reten¢nich asech, ve kterych byly
dané latky zaznamenany, tyto rozdily jsou pouze dusledkem zvolené metody méfeni. Na
latky z tabulky ¢. 5 bude dan daraz v nasledujicich kapitolach pii zkoumani extraktt

a nanovlaken obsahujicich extrakty pravé z tohoto tymianu.
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3.4.4 Analyza extraktu hmotnostni spektrometrii

Je mozné, Ze v procesu piipravy extraktd nebo pii zvlakinovani dojde ke ztraté
ucinnych latek. Proto byly zkoumany vSechny faze ptipravy, aby doslo k odhaleni oka-
mziku, kdy se dané latky vytraci. Piehled latek, které obsahoval extrakt, je uveden

Vv tabulce ¢&. 6.

Tabulka 6: Prehled latek ve vzorku extraktu.

Latka Retenéni ¢as [min]
Para cymen 7,70
Linalool 9,50
Borneol 11,32
Terpinen-4-ol 11,51
Thymol methyl ether 12,63
Isothymol methyl ether 12,85

Thymoquinone
Thymol 14,01
Carvacrol 14,20
B-Caryophyllene 17,01
Caryophyllene oxid 20,39
Diskuze vysledki

Z tabulky €. 6 1ze vidét, ze latky obsazené v extraktu methanolu obsahuji témet
stejné latky jako tymian samostatné. Jedina latka, ktera se s ¢istym tymianem neshoduje
je thymoquinone. Toto mize byt zpisobeno chybou pfi méfeni nebo tim, ze vrchol

thymoquinonu nebyl tak vyrazny a skryl se za nékterou z blizkych latek.

3.4.5 Volba rozpoustédlového systému
Vzhledem k tomu, Ze nejlepsi antimikrobialni G¢inky z ptipravenych extraktti mél
extrakt tymianu V methanolu, bylo potfeba tomuto pfizpusobit i rozpoustédlovy systém,

do kterého je potfeba zakomponovat pravé zmiflovany methanol.

Na zacatku bylo ovSem potifeba vybrat vhodné rozpoustédlo, se kterym by byl
methanol misitelny. Z dostupné literatury vyplyva, Ze nejlepSimi rozpoustédly pro PCL
jsou dichlormethan (DCM), chloroform (CF) a tetrahydrofuran (THF). [27] Vzhledem
k dobré misitelnosti s methanolem a vzhledem k lepsi biokompatibilité byl pro experi-

ment vybran chloroform.
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Po zvoleni vhodného rozpoustédla bylo nutné urcit vyhovujici koncentraci poly-
meru v roztoku, pii které bude roztok zvlaknitelny. Z prostudované literatury vyplynu-
lo, Ze nejCastéji se pro elektrostatické zvlaknovani polykprolaktonu pouziva
koncentrace hm. 14 — 20 %. Na zakladé primarnich ovéfovacich experimentt byla pro

dalsi préaci zvolena koncentrace 17 %.

Pro elektrostatické zvlakinovani bylo jest¢ potieba zvolit vhodny pomér chloro-
formu a methanolu. Ze zacatku bylo tedy PCL rozpousténo v CF a ¢istém MeOH, pravé
z divodu urceni vyhovujiciho poméru téchto rozpoustédel, aby nedochézelo ke zbytec-

nym ztratam piipravenych extraktd. Zvlaknéné roztoky jsou uvedeny v tabulce ¢. 7.

Podminky pii elektrostatickém zvlaknovani:
. Teplota: 23,2 °C

° Vzdu$na vlhkost: 32,3 %

o Vzdalenost tycka — kolektor: 11 cm

Tabulka 7: Zvidknitelnost roztokii s riiznymi pomeéry rozpoustédel

Pomér rozpoustédel (hm.) Zvliknitelnost Aplikované
CF MeOH napéti [kV]
4 1 ANO 38,1
3 1 ANO 39,0
2 1 ANO 40,5
1 1 NE
Diskuze vysledku

Aby elektrostaticky zvlaknéna nanovlakna obsahovala co nejvice uéinnych anti-
mikrobidlnich latek, je potfeba pracovat s roztoky, ve kterych je obsazeno maximalni
mnozstvi extraktu. Z tabulky ¢. 7 je patrné, Ze nejkoncentrovanéj$i roztok, ktery lze
zvlaknit, obsahuje rozpoustédla v poméru 2:1 (CF:MeOH). Na druhou stranu nebylo
ziejmé, jaky dopad bude mit na elektrostatické zvlakinovani ptidani extraktu do poly-
merniho roztoku, takze dale bylo pracovano se vSemi testovanymi rozpoustédlovymi

systémy, které se podatilo zvlaknit.

3.4.6 Elektrostatické zvlaknéni roztokii s obsahem extraktu
Jak jiz bylo fe€eno, dopfedu nebylo jasné, jak polymerni roztoky pfii elektrostatic-
kém zvlaknovani zareaguji na piidani extraktu. Od kazdého poméru byly tedy ptiprave-
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ny Ctyfi roztoky, do kterych byly pfidany extrakty, z nichz n¢které byly ziedéné ¢istym
methanolem. Smési extraktu a methanolu byly nakonec pfipraveny tak, ze koncentrace

extraktu v téchto smésich odpovidala 25, 50, 75 a 100 %.

Pro elektrostatické zvlaknovani byly tedy pfipraveny roztoky PCL o hmotnostni

koncentraci 17 %. Rozpusténi polymeru probihalo za stdlého michani po dobu 24 hodin.

Pti elektrostatickém zvlaknovani byla vyuzita tyCkova aparatura, polymerni roz-
toky byly vystaveny elektrostatickému poli a vzdalenost mezi tyckou a kolektorem byla
vzdy 11 cm. Hodnota aplikovaného napéti, kterému byly vystaveny polymerni roztoky,
se ménila. S rostouci koncentraci extraktu v roztoku bylo potieba zvysit i aplikované

napéti, prehled je uveden v tabulce €. 8.

Podminky pfi elektrostatickém zvlaknovani:
. Teplota: 23,2 °C

° Vzdusna vlhkost: 32,3 %

o Vzdalenost tycka — kolektor: 11 cm

Tabulka 8: Prehled aplikovaného napéti na jednotlivé polymerni roztoky

Pomér rozpoustédel Koncentrace Zvlaknovaci
Chloroform MeOH/extrakt extraktu [hm. %] napéti [kV]

4 1 25 40,1

1 50 41,1
4 1 75 43,1
4 1 100 45,0
3 1 25 41,1
3 1 50 42,3
3 1 75 448
3 1 100 47,0
2 1 25 42,5
2 1 50 44,0
2 1 75 45,0
2 1 100 47,5
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Zavislost aplikovaného napéti na koncentraci
extraktu
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Graf 2: Zavislost aplikovaného napéti na koncentraci extraktu
Diskuze vysledki

Z tabulky ¢. 8 je patrné, Ze pfitomnost extraktu v polymernim roztoku nema vliv
na zvldknitelnost tohoto roztoku, vSechny pfipravené roztoky se podafilo zvlaknit.
Na druhou stranu z piehledu zavislosti aplikovaného napéti na koncentraci extraktu vy-
plyva, Ze vyssi koncentrace extraktu vede k vys$§imu napéti nutnému pro zvlaknéni po-
lymerniho roztoku. Pti zvySujici se koncentraci extraktu bylo také pozorovano, Ze se pti
zvlaknovani kromé nanovlédken pienésely ke kolektoru i drobné kapi¢ky polymerniho

roztoku.

3.4.7 Vliv pritomnosti extraktu na morfologii vlaken

Pokud ma piitomnost extraktu v polymernim roztoku vliv na velikost aplikova-
ného zvlaknovaciho napéti, 1ze pfedpokladat, Ze bude mit vliv i na morfologii vzniklych
vlaken, proto byla nanovldkna zkouména na rastrovacim elektronovém mikroskopu.
Srovnani jejich praméru je v tabulce ¢. 9 a na obrazku €. 10 je porovnani nanovlaken,
ktera obsahuji 100% extrakty, o raznych pomérech rozpoustédel, zbylé obrazky téchto

nanovlaken se z divodu velkého mnoZstvi a vétsi piehlednosti nachazeji v ptiloze.
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Tabulka 9: Srovnani priuméri elektrostaticky zvidknénych nanovlaken

Pomér rozpoustédel Koncentrace | Stfednihod- | Smérodatns
extraktu nota pruméru odchylka
Chloroform | MeOH/extrakt [hm. %] vldken [nm] [nm]
4 1 25 982 623
4 1 50 691 505
4 1 75 919 786
4 1 100 859 560
3 1 25 598 352
3 1 50 670 367
3 1 75 627 310
3 1 100 707 492
2 1 25 847 340
2 1 50 714 374
2 1 75 907 389
2 1 100 1064 390

P
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Obrazek 10: SEM snimky nanovlaken obsahujicich 100% extrakty, zv

— b
etseno 10 000X
(A) pomeér CF:Extrakt 4:1 (B) pomer CF:Extrakt 3:1 (C) pomér CF:Extrakt 2:1.




Histogram cetnosti primeéravlaken
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Graf 3: Histogram cetnosti prumérii viaken. Vzorek s pomérem 4:1 (CF:Extrakt)
se 100% extraktem. (Obrazek 104)
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Graf 4: Histogram cetnosti priméru viaken. Vzorek s pomérem 3:1 (CF:Extrakt)
se 100% extraktem. (Obrazek 10B)
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Graf 5: Histogram cetnosti prumérii viaken. Vzorek s pomérem 2:1 (CF:Extrakt)
se 100% extraktem. (Obrazek 10C)

Diskuze vysledkii

Mezi stfedni hodnotou primérit vSech nanovlaken nejsou po zapoditani chyby
témeér rozdily, neni viditelny ani zadny trend zavislosti priméru nanovlaken na koncen-
traci extrakti. Na obrazku ¢. 10 také nejsou viditelné vyznamné rozdily v morfologii
mezi jednotlivymi nanovlakny. Naopak pii porovnani grafu ¢. 3, 4 a 5 je viditelné, ze
S rostouci koncentraci extraktu v polymernim roztoku roste i ¢etnost vlaken s primeéry
vétsimi nez jeden mikrometr. Lze tedy konstatovat, Ze koncentrace extraktu
Vv polymernim roztoku ma vliv na proces elektrostatického zvlaknovani a na morfologii

vyslednych vldken a vede ke zvySovani priméru nanovlaken.

3.4.8 Vysetreni antimikrobialniho uc¢inku nanovlaken

Vsechna pfipravena nanovlakna byla vySetfovana pro jejich antimikrobialni
ucinnost. Z kazdého ptipraveného vzorku byly udélany dva vyseky o priméru 1 cm,
kvuli porovnani. Antimikrobialni aktivita byla zkoumana na kmenu S. gallinarum
aE. coli. U Zadného vzorku nebyly prokazany antimikrobidlni uéinky proti zadnému
Z kment.
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3.4.9 Zvyseni koncentrace extrakti

Vzhledem k tomu, Ze vSechny vzorky nanovlaken neprojevily zadnou antimi-
krobialni u¢innost, bylo potfeba zvysit koncentraci piipravenych extrakti. Zvyseni kon-
centrace extrakti probihalo tak, ze zkumavky obsahujici extrakt byly vlozeny do
inkubatoru o teploté 40 °C, pti které se odpafoval methanol a pii které uéinné latky ne-

mohly degradovat.

Pro zjisténi vysledné koncentrace byl zkouman obsah susiny ve 100% extrak-
tech. Do Sesti zkumavek byl pipetovan vzdy 1 ml extraktu, zkumavky byly zvazeny
prazdné a poté po suseni, kdy obsahovaly pouze suSinu z extraktu. Stfedni hodnota

hmotnosti zbylé susiny byla (19,0 +4,6) mg na 1 ml.

K odpatrovani byly pouzity dva 100% extrakty o objemech 27 a 30 ml. Po uply-
nuti 24 hodin Vv inkubatoru byly zkumavky vyjmuty a bylo zji$téno, ze objem se sniZzil
na tfetinu, tedy na 9 a 10 ml, obsah suSiny v téchto extraktech ale odpovidal extraktu
100%. Koncentrace téchto extraktd byla tedy 57 mg na 1 ml, coz odpovida 300 % pii-
vodni koncentrace. Jeden extrakt byl ponechan s touto koncentraci a do druhého byl
ptilit ¢isty methanol na dvojnasobek objemu, tento extrakt tedy obsahoval 38 mg na

1 ml, coz odpovida 200 % piivodni koncentrace.

3.4.10 Elektrostatické zvlaknéni roztokt s koncentrovanymi extrakty

Pii elektrostatickém zvlaknovani byla vyuzita ty¢kova aparatura. S rostouci kon-
centraci extraktu v roztoku bylo potteba zvysit 1 aplikované napéti, piehled je uveden

Vv tabulce ¢. 10.

Podminky pfi elektrostatickém zvlaknovani:
o Teplota: 22,5 °C

° Vzdus$na vlhkost: 36,0 %

o Vzdalenost ty¢ka — kolektor: 11 cm

Tabulka 10: Prehled aplikovanych napéti na roztoky s koncentrovanymi extrakty

Pomér rozpoustédel Koncentrace Zvlaknovaci
Chloroform MeOH/extrakt extraktu [hm. %] napéti [kV]
2 1 200 55
2 1 300 60
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Diskuze vysledki

Z tabulky ¢. 10 je patrné, ze zvySeni koncentrace extrakti nema vliv na zvlakni-
telnost polymerniho roztoku, oba ptipravené roztoky se podafilo zvldknit. Na druhou
stranu z piehledu aplikovaného napéti vyplyva, ze pravé toto napéti bylo nutné jeste
zvysit oproti hodnotam, které byly pouzity u polymernich roztoki se 100% extrakty. Pti
zvySujici se koncentraci se kromé nanovlaken ptrenasSely ke kolektoru i drobné kapicky

polymerniho roztoku, které byly vidét v jesté vétsi mife nez u predchozich roztoka.

3.4.11 Morfologie nanovlaken z roztoku s koncentrovanymi extrakty

Vzhledem k tomu, Ze polymerni roztoky potiebovaly ke zvlaknéni vyssi elektro-
statické napéti a pfi zvldknéni dochazelo méné ke tvorbé vldken nez v ptredchozich pii-
padech, je moZzné, Ze to mad vliv i na morfologii nanovlaken, proto byla vlakna
zkoumana na rastrovacim elektronovém mikroskopu a srovnani jejich velikosti je uve-

deno na obrazku ¢. 11 a v tabulce ¢. 11.

A‘:‘ /
Nanovlakna z 200% extraktu (B) Nanovidkna z 300% ex-
traktu. Zvetseni 5000x.

Obrazek 11: SEM snimky (A)

Tabulka 11: Srovndni primeéri elektrostaticky zvlaknénych nanovidken

Pomér rozpoustédel Koncentrace | Stfedni hod- | Smérodatna
extraktu nota priméru odchylka
Chloroform | MeOH/extrakt [hm. %] vliken [nm] [nm]
2 1 200 906 381
2 1 300 467 352
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Diskuze vysledki

Jak 1ze vidét na obrazku ¢. 11, nanovlakna vytvotrena z 300% extraktu jsou opro-
ti nanovlaknim z 200% extraktu znacné nehomogenni, coZ mé4 za nasledek snizeni

aritmetického priiméru $irky téchto nanovlaken.

3.4.12 Hmotnostni spektrometrie pripravenych nanovlaken

Vzorky byly méfené v duplikatu, vSechny zkoumané vzorky nanovlaken vazily
(10,0 £ 0,5) mg, takZe je mozné porovnavat obsazené latky v jednotlivych vzorcich me-
zi sebou. Z naméfenych hodnot pro dva riizné vzorky ze stejnych nanovlaken byl vzdy
vypocten aritmeticky pramér. Vzhledem k tomu, Ze ¢isla popisujici mnozstvi jednotli-
vych latek jsou v fadech 10" — 10", byla tato ¢isla vydélena vzdy hodnotou odpovidajici
nanovlakniim obsahujicim nejmensi koncentraci extraktu (CF:MeOH 4:1, 25% extr.) a
v tabulkach je uvadén pouze pomér a ne skute¢né mnozstvi téchto latek ve vzorku. Kvi-
li vétsi prehlednosti je zde uvedena pouze tabulka s retencnimi ¢asy a tabulka porovna-
vajici piitomnost thymolu v jednotlivych nanovlaknech, ostatni latky jsou uvedeny

v

v ptiloze. Thymol byl vybran pravé proto, Ze se v nanovlaknech vyskytuje v nejhojné&jsi

mife. V grafu ¢. 6 je porovnani hmotnostnich spekter nanovlaken spomérem 2:1
(CF:Extrakt/MeOH).

Tabulka 12: Prehled nejvyznamnéjsich latek ve vzorcich nanovidken.

Latka Reten¢ni ¢as [min]
Thymoquinone 11,35
Thymol 12,01
Carvacrol 12,10
Caryophyllene oxid 16,89
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Tabulka 13: Porovnani vyskytu thymolu v jednotlivych vzorcich nanovidken.

Pomér rozpoustédel Koncentrace Zastoupeni
Chloroform MeOH/extrakt | extraktu [hm. %] Thymolu®
4 1 25 1,0
4 1 50 13
4 1 75 2,5
4 1 100 2,0
3 1 25 1,4
3 1 50 2,1
3 1 75 3,6
3 1 100 3,0
2 1 25 3,3
2 1 50 54
2 1 75 4,3
2 1 100 8,5
2 1 200 47,7*
2 1 300 344,0*
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Graf 6: Porovnani hmotnostnich spekter nanovlaken s pomérem 2:1 (CF:Extrakt).
(A) MeOH (B) 25% extrakt (C) 50% extrakt (D) 75% extrakt (E) 100% extrakt
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Diskuze vysledki

Z tabulky ¢. 13 je zfetelnd vzrustajici tendence vybranych vrcholi s rostouci
koncentraci extraktu v nanovlaknech. Hodnoty maxim reten¢nich ¢ast vybranych latek
jsou uvedeny v tabulce 12. Az na nékteré vyjimky je u nanovlaken se stejnym pomeé-
rem rozpoustédel vzdy patrny alespon mirny nartst plochy daného vrcholu od 25% ex-
traktd po ty 100%. I kdyz neni takovy, jaky by se ocekéaval - tedy Ctyinasobny.
V grafu ¢. 6 1ze vidét porovnani spekter vSech nanovlaken pfipravenych s poméry roz-
poustédel 2:1. Bohuzel pii méfeni vzorku (A) musela byt upravena rychlost pratoku
plynu a to vedlo k posunu reten¢nich ¢asti. TudiZ je oproti ostatnim étyfem vzorkdm
lehce posunuty a vrchol v retenénim ¢ase 18,11 odpovida vrcholim S reten¢nimi Casy
19,23 nebo 19,24 u zbylych spekter. U spekter nanovlaken obsahujici extrakty je vidét

s rostouci koncentraci extraktt narust v reten¢nich ¢asech 12,00 a 12,19.

U nanovlaken s 200% extraktem se spektrum vyrazné odliSuje od ostatnich
vzorkd, u kterych byly Vv reten¢nich ¢asech 9,97 — 19,29 prukazné a oddélené vrcholy
pro thymol nebo carvacrol. U vzorku s 200% extraktem nebyly jednotlivé vrcholy tak
definované a doslo k jejich spojeni. Byla tedy zmétena plocha v rozmezi téchto retenc-
nich Casti a vypoctena molekulovd hmotnost. U nanovldken s 300% extraktem vyslo
obdobné spektrum, pouze reten¢ni ¢asy byly jiné (9,26 — 20,81). V tabulce 13 je uvede-
no srovnani mnozstvi thymolu zjiSténého v testovanych nanovldknech. Nanovldkna
zkoumana na hmotnostnim spektrometru obsahovala jesté dalsi latky a to thymoquino-
ne, carvacrol, a caryophyllene oxid. ZjiS§téna mnozstvi téchto latek jsou z diivodu pie-
hlednosti shrnuta v tabulkach v pfilohové ¢asti - priloze 2. Hodnoty uvedené
v tabulkach neodpovidaji v ptipadé 200% a 300% extraktu skutecnosti, protoZe nebylo
ziejmé, které retencni Casy odpovidaji thymolu a které carvacrolu, a jsou tedy souctem

obsahu vice latek.

3.4.13 Diferencialni skenovaci kalorimetrie pripravenych nanovlaken

Na DSC byla testovana vSechna pfipravena nanovlakna vcetné nanovlaken pii-
pravenych bez extraktu pouze s Cistym methanolem, praveé kvili zjisténi, zda pfitomnost
extraktu ovlivituje krystalinitu PCL. Méfeni probihalo v rozsahu 20 — 80 °C, vzhledem
k teploté tani PCL 60 °C.
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Graf 7: Diferencialni skenovaci kalorimetrie nanovldiken s pomérem rozpoustédel 4:1.
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Graf 8: Diferencialni skenovaci kalorimetrie nanovldiken s pomérem rozpoustédel 3:1.
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Graf 9: Diferencialni skenovaci kalorimetrie nanovldiken s pomérem rozpoustédel 2: 1.

Diskuze vysledki

Z DSC kiivek je patrné, Ze testované vzorky vykdzaly v méfeném teplotnim roz-
sahu vzdy dva vrcholy, jeden endotermni, ktery se objevuje pii tani, a druhy exotermni,
ktery odpovida rekrystalizaci, toto chovani potvrzuje semikrystalicky charakter PCL.
Nékteré vzorky kromé toho vykazovaly mirny narast (onset) v oblasti 57 °C, coz bylo
odhaleno az po derivaci ktivky, tento narist mohl byt zptisoben pfitomnosti n¢jaké ne-

Cistoty nebo tanim néjaké latky z extraktu.

Z vyse uvedenych grafii je patrné, ze teplota tani se pohybuje u vsech vzorkl
vV rozmezi 60 — 62 °C, coZ odpovida teploté tani polykaprolaktonu. U vétSiny testova-
nych vzorkll byl pozorovan trend, kdy rostouci koncentrace extraktu vedla k posunu
vrcholu k vyssi teploté. V ptipadé poméru 4:1 byla u ¢istych PCL nanovlaken zazname-
nana teplota 60,5 °C, zatimco u 100% extraktu bylo maximum posunuto na 61,2 °C.
Kromé toho vedl piidavek 100% extraktu k narastu plochy vrcholu (dodané energie)
Z 657 mJ na 955,5 mJ. Podobny trend byl pozorovan i u poméru 3:1. U vzorku 2:1 ne-
byl pozorovan jasny trend souvisejici s koncentraci extraktu. Mirny posun maxima

K vy$§im teplotam a narGst energie byl pozorovan také u rekrystalizace vzorki
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s extraktem. Rekrystalizace u vsech vzorkl probéhla v rozsahu 30 — 33°C. Piidavek
extraktu v8ak ve vSech piipadech vedl k vyraznému naristu plochy vrcholu. Napiiklad u
poméru 4:1 vedl piidavek 100% extraktu k posunu teploty rekrystalizace z 30,9 °C na
32,4 °C a nartstu energie z 698,5 mJ na 1033,3 mJ. To Ize pfipisovat pfitomnosti slozek
extraktu i v nizkém mnozstvi. Jeho hlavni slozkami jsou hlavné thymol (51,5 °C) [33],
carvacrol (3,5 °C) [34], thymoquinone (44 — 45 °C) [35] a caryophyllene oxide (63,5 —
64 °C) [36]. Zvyseni teploty tani by mohlo byt zptisobeno také ptitomnosti chlorofylu,
ktery ma vysokou teplotu tani (117 — 120 °C) [37] v extraktu.

3.4.14 Méreni povrchového napéti na pripravenych nanovlaknech

Na pfipravenych nanovlaknech bylo méteno povrchové napéti, z diivodu ovéfeni
vlivu pfitomnosti extraktu v pfipravenych nanovldknech na vyslednou hydrofobicitu

téchto nanovlaken.

Tabulka 14: Uhly smadceni jednotlivych vzorkii nanovidken

Pomér rozpoustédel Koncentrace | Stfedni hod- | gm&rodatna

Chloroform | MeOH/extrakt ?ﬁgés/ﬁ s‘ggge‘:iﬂ[%] odchylka [°]
4 1 0 87,6 7.1
4 1 25 112,3 1,6
4 1 50 112,2 0,7
4 1 75 108,6 3,7
4 1 100 116,8 43
3 1 0 95,3 42
3 1 25 107,2 2,9
3 1 50 112,4 5.1
3 1 75 116,5 2,4
3 1 100 115,2 0,6
2 1 0 105,3 5,7
2 1 25 112,8 2,5
2 1 50 114,0 2.1
2 1 75 114.6 41
2 1 100 104,5 7.3
2 1 200 109,5 7,0
2 1 300 95,0 2,1
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CA[L 112.7
CA[R] 112.7

Obrizek 12: Uhly smaceni nanovldaken, vzorek s poméry 2:1 se 75% extraktem

Obrazek 13: Kapky na povrchu nanovlaken, vzorek 3:1 s cistym MeOH

Diskuze vysledku

Z tabulky €. 14 je viditelné, ze ptitomnost extraktu v nanovlaknech ma vliv na
jejich povrchové napéti. U nanovlaken bez pfidaného extraktu byl naméfen thel smace-
ni niz8§i nez U nanovlaken s extraktem. Tento jev byl patrny piedev§im u nanovlaken
s pomerem 4:1 a 3:1, kde naptiklad u poméru 4:1 vedl i piidavek nejméné koncentrova-

ného extraktu (25%) k hydrofobizaci povrchu a zméné thlu smaceni z (87,6 + 7,1)° na
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(116,8 + 4,3)°. U nanovlaken s pomérem rozpoustédel 2:1 nebyl tento trend patrny a
vSechny nanovlakenné vrstvy byly hydrofobni (> 90°). Na druhou stranu nanovlakna
obsahujici extrakt s maximalni koncentraci (300%) vykazuji niz§i hydrofobicitu a jsou
srovnatelna s nanovlakny bez extraktu. To mohlo byt zptisobeno nehomogenitou morfo-

logie nanovlaken, ktera je patrna z obrazku 11B.

3.4.15 Antimikrobialni aktivita nanovlaken obsahujicich

koncentrované extrakty

Nanovlakna s koncentrovanymi extrakty, stejné jako v pfipadé nanovlaken
s extrakty niz$i koncentrace, byla vysetifovana na antibakterialni aktivitu difiznim tes-
tem na kmenech S. gallinarum a E. coli. Pro test byla pouzita dvé kolec¢ka o priméru

1 cm pro kazdy kmen. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 15.

Tabulka 15: Antimikrobialni vicinnost nanovldken z koncentrovanych extraktii

Vzorek Redukce bakterii
S. gallinarum E. coli
PCL v CF + 200% extraktu ¢aste¢né ANO (6) NE
PCL v CF +300% extrakty | ~ ANO (inhibicni zona NE
0,1cm)

ANO — redukce bakterii v primém kontaktu, inhibic¢ni zona uvedend v zdvorce je merena od hrany vzorku
Castecné ANO — redukce bakterii v pFimém kontaktu, cislo v zavorce je pocet kolonii, které rostly pod
vzorkem

NE — Zddna redukce bakterii
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Obrazek 14: Redukce bakterii (A) S. gallinarum (B) E. coli. V horni poloviné vzdy du-
plikat vzorku s 300% extraktem, ve spodni poloviné vzdy duplikat vzorku s 200% ex-
traktem.

Diskuze vysledkii

Z tabulky €. 15 je patrné, Ze koncentrovangjsi extrakty maji pozitivni vliv na an-
timikrobialni u¢innost pti inkorporaci do nanovlaken. Zatimco v kapitole 3.4.8 vsechna
nanovldkna méla negativni vysledek na inhibici ristu bakterii a nebyla tedy prokazana
antimikrobidlni G¢innost téchto nanovlaken, tak nanovlakna obsahujici koncentrované
extrakty vykazovala alespon redukci u S. gallinarum, at’ uz ¢aste¢nou (v pfimém kon-
taktu) u 200% nebo Gplnou s tvorbou mirné inhibi¢ni zony (0,1 cm) u 300% extraktu.
Redukce bakterii a vysledek testti na antimikrobialni G¢innost je znazornén také na ob-

razku ¢. 14.

Uz z vysledka v kapitole 3.4.2 a tabulky ¢. 3 je patrné, ze methanolové extrakty
z thymus vulgaris vykazuji vétsi redukci bakterii S. gallinarum nez E. coli. Z vysledkt
vyplyva, Ze maximalni zvlaknéna koncentrace extraktu neni dostacujici k inhibici
E. coli alespon v pfimém kontaktu. Pro dosazeni antibakterialni aktivity vaci E. coli by

bylo vhodné dalsi zvySovani koncentrace extraktu.
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4 Zavér
Teoreticka Cast této bakalarské prace poskytla tvod k medicinskym aplikacim
nanovlaken v oblasti hojeni ran a nanovldken s antibakterialnimi vlastnostmi. Dale se

také zabyvala procesem elektrostatického zvlakiovani, vlastnostmi polymernich rozto-

ka.

Cilem experimentalni Casti této bakalaiské prace bylo ovéfeni moznosti vytvoie-
ni nanovlakenného substratu obsahujiciho pfirodni extrakt ze zvolené byliny a vykazu-
jiciho antimikrobidlni aktivitu, coz se v prubéhu této prace podafilo a tento substrat by

mohl byt pouzit jako kryci material pro hojeni ran.

V pribéhu prace byly piipraveny extrakty rostlin, u kterych Ize predpokladat anti-
mikrobialni aktivitu. Pfipravené extrakty byly testovany na jejich antimikrobialni aktivi-
tu s pozitivnim vysledkem. Diky témto testim bylo moZzné vybrat vhodny extrakt,
se kterym se dale pracovalo. Poté byl zvolen rozpoustédlovy systém umoznujici elek-
trostatické zvlaknéni PCL, do kterého byl pfimichdn pfipraveny extrakt. Tento roztok

byl ispésné zvlaknén a vysledny produkt byl dale charakterizovan.

Z hmotnostni spektrometrie byly urceny latky nejcastéji se vyskytujici v suchém
tymidnu, pfipravenych extraktech i vyslednych nanovldknech. U pfipravenych extrakt
byla potvrzena antibakterialni aktivita — a to zejména proti S. gallinarum. Antibakterial-
ni G¢innost téchto extraktl byla zachovana i po zvlaknéni. U vzorkd ptipravenych elek-
trostatickym zvlaknénim s PCL jako nosnym polymerem byla potvrzena piitomnost
vlaken. Na DSC byl zjistén vliv pfitomnosti extraktu na teplotu tani pfipravenych na-
novlaken. Vyssi koncentrace extraktu vedla k mirnému zvySeni teploty tani a plochy
vrcholll. Méfeni povrchového napéti prokézalo, Ze pritomnost extraktu v nanovlaknech

také vede k jejich vyssi hodrofobicité.

Nanovlakna s nejvyssi koncentraci extraktu vykazala antibakteridlni G¢innost proti
S. gallinarum, ale ne proti E. coli. Pro dosazeni antibakterialni u¢innosti i vaéi E. coli
by bylo vhodné jesté zvysit koncentraci extraktu thymus vulgaris inkorporovaného do
nanovlaken. Pro dosazeni lepsi homogenity nanovlaken by bylo vhodné upravit pod-

minky zvlaknovani (napt. klimatickeé).
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Prilohova cast

Priloha 1: Snimky nanovldken ze SEM

Obrazek pl: SEM snimky nanovlaken s obsahem rozpoustédel v pomeru 4:1
(CF:Extrakt), zvetseno 5 000x. (A) 25% extrakt (B) 50% extrakt (C) 75% extrakt
(D) 100% extrakt.
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v

Obrazek p2: SEM snimky nanovldaken s obsahem rozpous

tedel v pomeru 3:1
(CF:Extrakt), zvetseno 5 000x. (A) 25% extrakt (B) 50% extrakt (C) 75% extrakt
(D) 100% extrakt.
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- V= 4 1 /
Obrazek p3: SEM snimky nanovlaken s obsahem rozpoustédel v pomeru 2: 1
(CF:Extrakt), zvetseno 5 000x. (A) 25% extrakt (B) 50% extrakt (C) 75% extrakt

(D) 100% extrakt.
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Priloha 2: Analyza hmotnostni spektrometrie

Tabulka pl: Porovnani vyskytu thymoquinonu v jednotlivych vzorcich nanovldken.

Pomér rozpoustédel Koncentrace Zastoupeni
Chloroform MeOH/extrakt extraktu [hm. %] | Thymoquinonu*

4 1 25 1,0
4 1 50 1,1
4 1 75 2,6
4 1 100 2,7
3 1 25 4,2
3 1 50 1,8
3 1 75 6,0
3 1 100 4.8
2 1 25 3,2
2 1 50 10,8
2 1 75 11,8
2 1 100 22,2
2 1 200

2 1 300

Tabulka p2: Porovnani vyskytu carvacrolu v jednotlivych vzorcich nanovldken.

Pomér rozpoustédel Koncentrace Zastoupeni
Chloroform MeOH/extrakt extraktu [hm. %] Carvacrolu*
4 1 25 1,0
4 1 50 2,0
4 1 75 2,3
4 1 100 15
3 1 25 3,2
3 1 50 1,7
3 1 75 2,4
3 1 100 8,2
2 1 25 6,0
2 1 50 6,7
2 1 75 9,7
2 1 100 20,4
2 1 200
2 1 300
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Tabulka p3: Porovnani vyskytu caryophyllene oxidu v jednotlivych nanovidknech.

Pomér rozpoustédel

Koncentrace

extraktu [hm. %]

Zastoupeni

Caryophyllene

Chloroform MeOH/extrakt oxidu*
4 1 25 1,0
4 1 50 1,2
4 1 75 1,1
4 1 100 1,2
3 1 25 0,6
3 1 50 1,5
3 1 75 2,4
3 1 100 1,3
2 1 25 4,3
2 1 50 53
2 1 75 3,0
2 1 100 2,8
2 1 200
2 1 300
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