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ABSTRAKT

Boli skimané moznosti Gpravy povrchu fibroinovych filmov v stave Silk I metédou
fazovej separacie za rotacie alebo staticky apomocou metddy ,,Breath figures®.
Modifikatna zmes obsahovala hexafluoroizopropanol ako dobré rozpustadlo a
dimetylsulfoxid ako zl¢ rozpustadlo. Bol posudzovany vplyv procesnych parametrov a
pomeru tychto dvoch zloziek zmesi na vysledny charakter povrchovej textary filmu.
Pomocou statickej fazovej separacie je mozné generovat’ vzajomne prepojené pory, naopak
vysledkom modifikdcie metodou ,,Breath figures* st separované pory symetrického tvaru.
Rotécia vzorku pocas modifikdcie ma nepriaznivy vplyv na jeho zmyvanie a vlnitost.
Povrchy boli charakterizované pomocou mikroskopickych metéd a obrazovej analyzy.
Transformacia sekundarnej Struktury fibroinu po modifikacii bola overend pomocou

infracervenej spektroskopie.

KTlacové slova: hodvab, fibroin, filmy, povrchova Uprava, povrchové liatie, spin-coating,

Breath figures, fazova separacia, nano a mikro-textira

ABSTRACT

The possibilities of surface treatment of fibroin films in the Silk I state by the method of
phase separation under rotation or statically and by the method of Breath Figures were
investigated. The modification mixture contained hexafluoroisopropanol as a good solvent
and dimethyl sulfoxide as a bad solvent. The influence of process parameters and the ratio
of these two components of the mixture on the final character of the surface texture was
assessed. With the help of static phase separation it is possible to generate interconnected
pores, on the contrary, the result of the modification by the ,.Breath figures* method are
separated pores of symmetrical shape. Rotation of the sample during modification
adversely affects its washout and waviness. The surfaces were characterized by
microscopic methods and image analysis. The transformation of the secondary structure of

fibroin after modification was verified on the basis of infrared spectroscopy.

Keywords: silk, fibroin, films, surface treatment, surface casting, spin-coating, Breath

Figures, phase separation, nano and micro-texture,
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UvVOD

Hodvab, ziskavany z kokonov priadky morusovej vo forme kontinudlnych vlakien, patri
medzi prirodné materidly s vybornymi mechanickymi vlastnostami. Po tisicro¢ia bol
povazovany za symbol luxusu najmi v textilnom priemysle, kde medzi ostatnymi
prirodnymi tkaninami vynikal svojim leskom a pevnostou. Napriek tomu, ze globédlna
produkcia textilnych vlakien z hodvabu klesd na tukor syntetickych textilii, tento material

ziskava Coraz viac uplatneni v oblasti medinskych aplikacii.

Vdaka svojej biokompatibilite a schopnosti biodegradacie v organizme bez vyznamnej
imunologickej odozvy je hodvabny protein vhodny na pokrocilejSie biomedicinske
aplikécie, medzi ktoré patria obvédzy na hojenie ran, obalové vrstvy implantitov alebo
hydrogély urychl'ujice obnovu chrupavkovych tkaniv. St€astou vyvoja novych moZnosti
pouzitia hodvabu su taktiez nové sposoby texturizacie jeho povrchu. Cielom povrchovej

modifikacie je vytvorenie Specifického reliéfu, ktory zlepsi adhéziu a proliferaciu buniek.

Teoretickd Cast’” prace sa zaobera fyzikdlnymi a chemickymi vlastnostami hodvabneho
vldkna, ktoré plynu zo Struktury a zloZenia jeho makromolekuldrnych retazcov. Pozornost’
je venovana Sirokej Skale aplikacii auprav hodvabneho fibroinu v nadvéznosti na
biokompatibilitu in vivo ainterakciu sbunkami. Dalej si popisané metédy uprav
syntetickych polymérnych povrchov a aplikécie tychto postupov pri modifikacii povrchu
fibroinového filmu. Diskutovana je najméd metdda fazovej separacie za rotacie vzorky a
metoda ,,Breath figures®, ktora je zalozend na tvorbe poréznych Struktar vtlaCovanim

kondenzovanej kvapky zlého rozpustadla do nabobtnaného povrchu.

V praktickej casti boli vyhodnocované moznosti mikro a nano-texturizacie povrchu
fibroinového filmu v prevazne amorfnom stave Silk I, bez predoslej stabilizacie
a transformacie jeho sekundarnej Struktary. Pomocou porovnania infracervenych spektier
(FTIR) pred a po uprave povrchu filmu bola overovana aktualna konformacia fibroinu. Na
vyhodnotenie charakteru pripravenych Struktur a drsnosti modifikovanych filmov boli

pouzité profilometrické merania a mikroskopia atomarnych sil (AFM).
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I. TEORETICKA CAST
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1 HODVABNY PROTEIN

Hodvéb, rovnako ako bavlna, kaSmir, vlna alan, patri medzi prirodné vldkna a je
produkovany radou clankonozcov stovky milionov rokov. Moze byt extrahovany
z kokoénov priadky moruSovej, Co predstavuje najcastej$i zdroj, nakolko jej chov je
ekonomicky nenaro¢ny. Viac ako 4000 rokov sa hodvab pouziva na vyrobu textilnych
vlakien, uplatnenie ziskal aj v medicine. Pozostava z dvoch hlavnych zloziek a to fibroinu

a sericinu, ktory tvori vonkajsi obal. [1]

1.1 Struktira vlikna

Hodvabne vldkna priadky moruSovej sa skladaju z fibroinovych vldkien s priemerom 10 az
25 pm, tvorenych 'ahkymi retazcami fib-L (26 kDa) a tazkymi ret'azcami fib-H (390 kDa)
v molarnom pomere 1:1. Tieto retazce su spojené disulfidovou vézbou, ktora vznika
vd’aka pritomnosti cysteinu na konci retazcov. Kokony hodvabu obsahuji okrem fibroinu
25-30 hmotnostnych percent sericinu, ktorym su fibroinové vldkna obalené. Sericin, ktory
spifta obalova funkciu fibroinovych vlékien, sa pred spracovanim odstrafiuje v procese
zvanom ,,degumming®. [2] Struktira hodvabneho vlakna je znazornena na obr. 1.

Primarna Struktura fib-H retazcov je tvorend najmd troma najjednoduch$imi
aminokyselinami a to glycinom (43-46%), alaninom (25-30%) a serinom (12%). Dal3imi
zastipenymi aminokyselinami st tyrozin, kyselina asparagova, valin, fenylalanin,
1zoleucin, kyselina gluténova, treonin, leucin, polin, arginin, lyzin a histidin. Fib-H retazce
su tvorené 12 hydrofébnymi repetitivnymi doménami, ktoré sa striedaja s 11 hydrofilnymi
nerepetitivnymi doménami. Hydrofébne domény st tvorené najméd opakujicou sa
sekvenciou aminokyselin Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-Ser. Su schopné sa organizovat' do
antiparalelnych B-skladanych listov pomocou vodikovych mostikov, van der Waalsovych
sil a hydrofobnych interakcii, ktoré¢ vedd k tvorbe krystalickych regionov orientovanych
v smere vldkna. Hydrofilné domény, obsahujice kyselinu glutimov, kyselinu asparagovu,
arginin a lyzin, vytvéaraji semi-amorfné regiony, ktoré umoznuju stacanie retazca. Fib-H
retazce tvoria hlavny Struktirny komponent zodpovedny za vynikajuce mechanické
vlastnosti. Sekvencia fib-L ret'azcov nie je sucastou Struktary B-skladanaho listu a teda nie
je spojend s tvorbou krystalickych regionov. Na fib-L a fib-H retazce je viazany protein
fibrohexamerin/p25 aspolu vytvaraji elementarnu Struktirnu jednotku fibroinovych

vlakien. [3,4]
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Sericin je zlozeny =z polypeptidovych retazcov bohatych na serin (28%), kyselinu
asparagovu (18%) a glycin (16%). Jeho molekulova hmotnost'ou sa pohybuje medzi 24 az

400 kDa a zavisi od konkrétneho genotypu a post-translacnych modifikacii. [5]

Krystalicka 3truktara
B-skladaného listu s vodikovymi
vézbami (Silk Il

Hodvébne
vlidkno

Zmes kon%rmé&i a-helix,
B-skladany list a ndhodného
Sericin kibka (Silk 1)

Obr. 1: Znazornenie Struktury hodvabneho viakna [6]
1.1.1 Konformacny prechod

Fibroin sa vyskytuje v dvoch hlavnych konformaciach ato Silk TaSilk II. Silk Ije
nestabilnad forma rozpustna vo vode, v ktorej prevladaji amorfné regiony s usporiadanim
retazcov do ndhodného klbka. Prechod do stavu Silk II je moZné indukovat oSetrenim
vodou, parami metanolu alebo mechanickym namahanim. Po oSetreni za¢ne prevladat
Struktira B-skladanaho listu v dosledku vzniku vodikovych mostikov medzi peptidovymi
retazcami. Konformacia Silk II je stabilna a nerozpustna vo vode. [7] Takto indukovany
stav Silk II je porovnatel'ny so stavom prirodného hodvabneho vlékna, ktorého Struktara po
zvldkneni pozostava z priblizne 55% krysStalitov B-skladandho listu dispergovanych
v amorfnej alebo menej krystalickej matrici. [8]

Zmena konformadcie je indikovatel'na pomocou FTIR spektroskopie, kde sa prejavi zmenou
absorpcie pre skupiny Amid [ a Amid II v rozmedzi 1700 az 1500 cm™ (obr. 2). Maxima
pre neoSetreny film v konformécii Silk I sa v pdse Amid I pohybuju v rozsahu 1648 az
1654 cm™ a v pase Amid IT od 1535 az 1542 cm™. Po indukeii krystalickej §truktury

a zmeny konformacie filmu na Silk IT dochédza k posunu maxima v pase Amid I na 1610

a7 1630 cm™ a v pase Amid II na 1510 az 1520 cm™. [9]
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Obr. 2: FTIR spektra hodvabneho filmu A) v stave Silk [
a B) v stave Silk 11 [9]

1.2 Fyzikalne a mechanické vlastnosti

Mechanické vlastnosti su podmienené Struktirou makromolekuly. Aminokyseliny s nizkou
molekulovou hmotnostou tvoria krystalické regiony a zabezpecuju vysoku huzevnatost'.
Zvysok aminokyselin s vy§Sou molekulovou hmotnostou je sicastou amorfného regionu.
Vd'aka pritomnosti oboch regionov sa vlakno vyznacuje vysokou pevnost'ou, elasticitou a
flexibilitou.

Tab. 1: Porovnanie mechanickych vlastnosti hodvabneho proteinu Bombyx mori
a dalsich prirodnych materidlov. [5,10]

Material Pevnost’ v ahu (MPa) | Modul pruZnosti (GPa) | PrediZenie (%)
Bombyx mori 500 5-12 19
S0 sericinom
Bombyx mori 610-690 15-17 4-16
bez sericinu
Pavuci hodvab 1100 10 27
Vlna 200 0,5 50
Kolagén 0,9-7,4 0,0018-0,046 24-68

Hodvéb je jediny prirodny materidl, ktory sa prirodzene vyskytuje vo forme kontinualnych

vlakien, priCom jeden kokon priadky morusovej moZe obsahovat’ az 1600 metrov vldkien.

Trojuholnikovy prierez a hladky povrch hodvabneho vlakna poskytuje vynikajicu
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schopnost’ odrazu svetla, ¢o je dovodom jeho vysokého lesku. Hodvab dokaze absorbovat
az 30 hmotnostnych percent vody, pricom sa uvoltfiuje zmdacacie teplo. [2] Hustota bez
sericinu bolo stanovenda na 1,30-1,3 8g.cm'3 . [1] Odstranenim sericinu dochadza k zlepSeniu

pevnosti a pruznosti proteinu. [5,10]

1.3 Spracovanie hodvabneho vlakna

Pred spracovanim fibroinu do poZadovaného vyrobku alebo pred jeho lyofilizdciu a
uskladnenim je nutné odstranit’ sericinovy obal. Nasledne sa ziskava Ccisty roztok

regenerovaného fibroinu rozpusteného v organickom rozpuastadle. [11]

1.3.1 Degumming

Proces degummingu je odstranenie sericinu z hodvabu v surovom stave, ¢im sa zlepsi jeho
spracovatel'nost’ a biokompatibilita. Na obr. 3 je porovnanie Struktiry vldkna fibroinu pred

a po extrakecii sericinu.

Obr. 3: Fibroinové vildkno A) pred a B) po procese degummingu [11]

V priemysle sa sericin odstraituje vo vodnom roztoku varom s pouzitim zasaditych mydiel
s pH 10 a uhli¢itanu sodného. Vyhodou procediry st nizke naklady, avSak vel'ké mnozstvo
zasaditého odpadu sposobuje znecistenie zivotného prostredia. NajpouzivanejSou metddou
degummingu v laboratérnych podmienkach je rozpustenie sericinu v pritomnosti
0,02 M roztoku uhli¢itanu sodného za varu po dobu 30 az 60 minut. Namiesto uhli¢itanu
sodného moze byt pouzity bromid litny alebo organické kyseliny ako kyselina jantarova, ¢i
kyselina citronova. [5] Tymto procesom sa vyselektuje roztok sericinu, ktory sa pri izbove;j
teplote sprava ako gélovita kvapalina s vysokou viskozitou. [12] Podla niektorych stadii
sericin nevyvolava vyznamnl aktivaciu makrofagov ani silni imunologicku reakciu,

napriek tomu sa z hodvabu urc¢eného na biomedicinske aplikacie Gplne odstranuje. [13]
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1.3.2 Rozpustnost’ fibroinu

Fibroin v stave Silk II je nerozpustny vo vode a beznych organickych rozpustadlach, kvoli
vodikovym mostikom a hydrofébnej povahe krystalickych regionov. [5,14] Na
jeho rozpustenie pred spracovanim do pozadovanej formy moézu byt pouzité rozne

chemické latky.
e Kyseliny

Medzi dobré rozpustadla patria koncentrované kyseliny ako kyselina mravcia,
kyselina fosfore¢na alebo kyselina trifluoroctova. Ich nevyhodou je degradacia

peptidovych vézieb medzi aminokyselinami fibroinu.
e Chaotropné soli

Dalsim typom rozpustadiel st koncentrované roztoky chaotropnych soli. Patria
medzi ne roztoky LiBr-etanol-voda, Ca(NOsj),-metanol a CaCl,-etanol-voda.
Litiové soli musia byt kvoli toxicite odstranené  dialyzou pred pouzitim
na biomedicinske aplikacie. Rozpustanie v roztoku LiBr je navyse ¢asovo naro¢né
a zaberie priblizne 4 dni. Skladovanie fibroinu bez odstranenia LiBr a lyofilizacie

vedie k jeho degradécii po 3 mesiacoch.
e Fludrované organické rozpustadla

Vyhodou rozpustadiel ako 1,1,1,3,3,3-hexaflouroizopropanol (HFIP)
a hexafluoroaceton je nenaruSenie proteinovej Struktury fibroinu. Obe latky su

prchavé a mozu sposobit’ respiracné problémy.
e N-metylmorfolin N-oxid (NMMO)

Tato latka sa priemyselne pouziva najmi pri spracovani celulézy do vlakien. Jej
miera obnovitelnosti je az 99%, preto je vo velkom vyuzivand pri komerénom
spracovani. Rozpustanie fibroinu pomocou NMMO sa vykonava pri vysokych
teplotach (90-110 °C) a vysledny roztok méze byt priamo pouZity na spriadanie

vlakien. Vyhodou pouzitia NMMO je nizka miera degradacie fibroinového retazca.
e [b6nove rozpustadla

Rozpustnost’ fibroinu je umerna schopnosti iénov narusit vodikové mostiky
v konformacii B-skladaného listu. Vplyv na rozpustnost mad povaha kationu aj

anionu, pricom anién ma vyrazne vacsi efekt. Medzi i6nové rozpustadla patri
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1-butyl-3-metylimidazolium chlorid, pomocou ktorého je mozné ziskat' 13,2%
roztok fibroinu, a 1-ethyl-3-metylimidazolium chlorid, v ktorom je rozpustnost
fibroinu az 23,3 %. lonové rozpustadla sa z roztoku nasledne vypierajii pomocou
organickych rozpustadiel ako metanol, ¢i acetonitril alebo sa odstrafiuji pomocou

dialyzy. [14]

1.4 Degradacia

Miera degradacie zavisi najma na kryStalinite, ale aj od inych faktorov, ako je molekulova
hmotnost, pH, porozita, spracovanie aumiestnenie implantdtu. Degradacia
regenerovaného fibroinu je ovela rychlejsia ako degradacia surového hodvabneho fibroinu.
Dovodom je proces extrakcie, ktory naruSa Struktiru p-skladaného listu, ¢o vedie
ku zniZeniu krystalinity. [5] Na rozdiel od syntetickych materidlov, degradacia fibroinu
v organizme nesposobuje vyznamni imunologicki odozvu. Fibroin patri medzi latky
citlivé na degradaciu proteolytickymi enzymami, ako je chymotrypsin, aktinaza,
kolagendza a karboxyldza. Enzymatickd degradacia fibroinového implantatu je
dvojkrokovy proces. V prvom kroku sa enzym adsorbuje na povrch materidlu. Druhym
krokom je Stiepenie vézieb za vzniku aminokyselin, ktoré sa I'ahko absorbuju v prostredi in
vivo. To je jedna zhlavnych vyhod hodvabnych biomateridlov pouZzivanych na

biomedicinske aplikacie. [7]

Zaujimavé je, Ze priadka moruSovd produkuje inhibitor proteolytickych enzymov
v hodvébnej Zl'aze, ktory chrani I'ahké ret'azce fibroinu pred predcasnou degradaciou a je
sucastou vysledného kokénu. Inhibitor je mozné izolovat’ z vodného extraktu hodvabnych

kokoénov pri spracovani. [15]

Dalsim faktorom, ktorého vplyv na degradaciu hodvabneho fibroinu bol skimany, je
poOsobenie gama ziarenia. Narast gama Ziarenia sposobuje ubytok kryStalického podielu vo
fibroine, pokles pevnosti vlakien v tahu a degradaciu proteinov najmid s nizkou

molekulovou hmotnost'ou. [16]

1.5 Biokompatibilita

Biokompatibilita in vitro je prvym predpokladom, ktory musi byt splneni, aby sa dal
materidl pouzit' na medicinske aplikécie. Cytokompatibilita fibroinu bola skiimana in vitro
pre rézne typy buniek, vratane l'udskych mezenchymalnych kmenovych buniek,

endotelidlnych buniek hladkého svalstva a astrocytov. Biokompatibilita bola testovana aj
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v prostredi in vivo na tkanivach vratane koze, svalov a kosti. [S] Vo vSeobecnosti plati, ze
implantaty s dlhSou dobou degradéacie zasadené do mékkych tkaniv vyvolavaji viacsiu
imunologicku odozvu. Doélezité je, Ze imunitnd reakcia nezahfiia aktivaciu adaptivneho
imunitného systému a tvorbu protilatok. Zapalova reakcie vrcholi 1 az 3 tyzdne po
zavedeni implantitu, ¢o sa prejavi zvySenim telesnej teploty. Pozorovana reakcia
organizmu na hodvébny fibroin je podobna ako reakcia na kolagénové implantaty.
Vyhodou fibroinu oproti kolagénovym implantitom je jeho vécSia pevnost’ v tahu
apomalSia degradacia, Co umoziuje lepSiu interakciu s hostitel'skym tkanivom.
Mineralizacia tkaniv spdsobena hodvabnom nebola zaznamenand, s vynimkou umiestnenia
v kalcifikovanych tkanivach. Niektoré aplikacie vyzaduju lepsiu bunkovu interakciu ako
poskytuje samotny hodvab. V takychto pripadoch sa kombinuje s rastovymi alebo inymi
signalizaénymi faktormi, aby sa zlepSila alebo S$pecificky modulovala bunkova reakcia.

[17]
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2 APLIKACIE

Hodvéab sa uz desatrofia komer¢ne pouziva ako medicinsky Sijaci materidl auz pred
tisicro¢iami ziskal uplatnenie v textilom priemysle.

Dalsie aplikaéné moznosti, ako napriklad hydrogély, biomateridly pre tkanivové
inzinierstvo a nanovlakna, si predmetom $tadii. Potencial hodvabu spociva v jeho vysokej
pevnosti v tahu, priepustnosti vody a kyslika, nizkej imunologickej odpovedi a relativne

pomalej degradécii v porovnani s inymi prirodnymi materialmi. [11]

2.1 3D porézne scaffoldy

Medzi hlavné oblasti vyuzitia scaffoldov patri tkanivové inzinierstvo. Spracovat’ fibroin do
podoby scaffoldov je mozné viacerymi spdsobmi. Konvenénym spdsobom tvorby poréznej
Struktury je lyofilizacia, ktora pozostava zo zmrazovania a nasledného susSenia materialu.
Velkost porov aich vzdjomné prepojenie je regulovatené chladiacou teplotou alebo
koncentraciou fibroinu v roztoku metanolu alebo 2-propanolu. Touto metéodou je mozné
generovat’ anizotropné porézne scaffoldy slamindrnou morfolégiou (Obr. 4: A).
Nevyhodou tejto metddy je obsah zvyskového organického rozpustadla vo vyslednom

produkte. [18]

Dalsou technikou pripravy poréznych scaffoldov, ktora bola skiimana, je ponorenie graniil
sachardzy do roztoku fibroinu v HFIP. Potom, ¢o roztok prestipi ich pormi, sa granule
ponoria do metanolu, kde je indukovand Struktira B-skladandho listu. Zbytkovy podiel
sachardzy sa rozpusti vo vode a vysledny scaffold je ziskany po 36 hodinach lyofilizacie
(Obr. 4: B). HFIP mdze byt vtomto postupe nahradeny vodou a sachardza solnym
roztokom, v tomto pripade nie je nutné indukovat’ Struktiru B-skladandho listu pomocou
metanolu, ked7e voda ma rovnaky uc¢inok (Obr. 4: C). Oblast’ vyuZitia takto pripravenych

scaffoldov moZze zahfiat’ liecbu defektov chrupavky alebo kosti. [19]

Na generaciu porov moze byt okrem uz zmienenych metdd pouzity aj plyn, ako napriklad
hydrogenuhli¢ian aménny (Obr. 4: D) [20] alebo oxid dusny [21]. Vysledné scaffoldy
dosahuju vysokti pevnosti vtlaku avelki mieru prepojenia pdrov, Co prispieva

k jednoduchSej migracii buniek. [22]
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Obr. 4: Priklady scaffoldov pripravenych A) lyofilizaciou [18],
B) luhovanim granul sacharozy v roztoku fibroinu [19],
C) luhovanim granul soli v roztoku fibroinu [19], D) pouzitim
hydrogenuhlicitanu amonneho ako porogénu [20]

2.1.1 Kompozitné scaffoldy

RieSenim nedostatkov hodvabneho fibroinu, ako napriklad krehkost’ alebo pomerne vel'ka

hydrofébnost, predstavuje tvorba kompozitnych scaffoldov pridanim inych prirodnych
polymérov.
e Hodvabny fibroin/chitosan

Chitosan je enzymaticky degradovatelny biomaterial, schopny tvorit' s fibroinom
vodikové mostiky a zvySovat' elasticitu a flexibilitu scaffoldov. [22] Bol
preukdzany jeho pozitivny vplyv na rast chrupavkového tkaniva a adhéziu

chondrogénnych buniek [23]
e Hodvabny fibroin/kolagén

Kolagén je protein, ktory je vtele zastupeny ako jedna z hlavnych zloziek
exracelularnej matrice a vyznacuje sa vysokou biokompatibilitou. Jeho zaClenenie
do fibroinového scaffoldu zvySuje bunkovl afinitu a napomaha rastu buniek.

Fibroinova zlozka mé pozitivny vplyv na pevnost’ scaffoldu. [22]
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e Hodvabny fibroin/kyselina hyaluronova

Pridanie kyseliny hyaluréonovej zlepSuje elasticitu a podporuje rast chondrogénnych
buniek, nakol'ko je prirodzenou sucastou chrupavkovych tkaniv. Kyselina
hyalurévand taktiez prispieva k tvorbe sulfatovaného glykozaminoglykanu, ktory
sluzi na udrzanie vody a na hydrataciu buniek. Fibroin v tomto pripade zlepSuje

mechanické vlastnosti a stabilitu scaffoldu. [22]

2.2 Fibroinové filmy

Dalsou formou spracovania regenerovaného fibroinu su filmy, ktoré maja Siroka skalu
vyuzitia, ako st napriklad obvizy na urychlenie hojenia ran, obalové vrstvy implantatov,
kontaktné Sosovky alebo systémy pre kontrolované uvoltiovanie lie¢iv. Moznosti pripravy
zahfiaju tla¢, macanie alebo odlievanie z vodného roztoku kyselin, soli alebo organickych
rozpustadiel. Sekundarna Struktara filmu je zavisla od pouzitého rozpustadla. Fluérované
rozpustadld, ako napriklad HFIP indukuju Strukturu a-zdvitnice, zatial' co filmy odliate
z roztoku kyseliny mravéej maji vyssi obsah Struktury B-skladaného listu. [24] OSetrenim
filmu metanolom alebo zihanim vodou dochédza a k jeho stabilizacii v désledku vzniku
krystalickych regionov, ¢o vedie k zniZzeniu rychlosti biodegradéacie. [2] Filmy oSetrené
metanolom maju vacSiu schopnost’ absorpcie vody a priepustnosti kysliku. Naopak, filmy
oSetrené vodnou parou vykazuju usporiadanej$iu sekundarnu $truktaru. Struktdru
B-skladaného listu je mozné indukovat’ aj pomocou zvysenej teploty alebo mechanickym

namahanim. [24]

Vlastnosti filmov, ako mikrostruktura a poréznost, mézu byt ndsledne ovplyvnené
chemickou modifikdciou. Tieto vlastnosti st dolezit¢ pre zabezpecenie interakcii

s bunkami a zva¢Suju rozsah pouzitia fibroinovych filmov v biomedicine. [25,26]

Fibroinové filmy, vyrobené technikou namacania do roztoku, moZzu najst’ uplatnenie vo
vaskularnych aplikacidch ako mikrotrubi¢ky s kontrolovatel'nou porozitou. Vysledky
naznacuji, ze mikrotrubicky spriemerom 0,1 aZz 6 mm st schopné odolavat
fyziologickému tlaku, umoZiiuji migraciu buniek a difiziu proteinov. Preto mozu byt
vyuzité ako aktivny biomaterial pre mikrovaskularne transplantacie. [27]

Dalsou z moznych medicinsky aplikacii je pouzitie filmov ako funkéného obvizového

materialu. V tejto suvislosti bolo skimané samorozpinacie spravanie fibroinovych filmov

oSetrenych roztokom glycerolu. Molekuly glycerolu difunduji do objemu filmu a trvalo
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zlepsuju jeho flexibilitu. Oproti fibroinovym hydrogélom na baze vody nedochadza k ich
krehnutiu z dévodu vysychania. [28]

Modifikéacia filmu pomocou zaclenenia frakcie glukozy ( 5 az 15 % w/w ) zlepSuje
flexibilitu filmu a adhéziu buniek. Takto upraveny film mdze takisto najst’ uplatnenie ako
obvizovy material na oSetrenie ran. Glukoéza spiia ulohu zmikéovadla, zvySuje drsnost

povrchu a zaroven neovplyvituje sekundarnu Struktaru fibroinu. [29]

Dal§im spdsobom pripravy transparentnych filmov je odlievanie z roztoku fibroinu v zmesi
inych polymérov. Transparentné filmy odliate zroztoku fibroinu a celulozy dosahuji
lepsie mechanické vlastnosti v porovnani s fibroinom samotnym. Kombinaciou fibroinu
s kolagénom poskytuju odliate filmy naockované hepatocytmi lepsSiu zivotaschopnost

buniek. Pritomnost’ keratinu vo fibroinovom filme zase znizuje zrdzanlivost krvi. [2]

2.2.1 Fibroinové filmy stabilné vo vode

Nerozpustnost’ vo vode je dominujucou vlastnostou najma fibroinu v konformacii

B-skladaného listu, ktorda prevazuje v stave Silk II. Vo vode nerozpustné filmy
so zvySenym obsahom konfomacie Silk Ije mozZné pripravit' odliatim z vodného roztoku
fibroinu za S$pecifickych podmienok. Vdaka pomalému suSeniu za pritomnosti viecka
vznikaja filmy so zvySenym obsahom Struktary Silk I. Takto pripraveny film dosahuje
lepsSiu elasticitu a rychlejSiu biodegradaciu oproti filmov oSetrenych metanolom alebo
vodnou parou, ¢o mdze rozsirit biomedicinske aplikicie na pripady, kde je potrebné
urychlit dobu degradacie in vivo. Dal$ie mechanické vlastnosti filmov nerozpustnych vo

vode st uvedené v tabulke 2. [26]

Tab. 2: Porovnanie mechanickych vlastnosti vo vode nerozpustnych fibroinovych filmov

[26]

Fibroinovy film Pevnost v tahu (MPa) | Modul pruinosti (MPa) | Predizenie (%)
ripraveny pomalym
pripraveny pomaty 1,4+0,1 460,83 260 + 24
susenim
oSetreny
vodnou parou 3,1+0,5 10,5+1,3 200 £ 20
osetreny metanol 3,9+0,9 17,6 £ 3,2 142 + 60
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2.3 Fibroinové vlakna

NajcastejSou a najvyhodnejSou metdodou pripravy mikro a nanovlakien je elektrostatické
zvlaknovanie, ktoré je zalozené na napinani viskoelastického roztoku fibroinu pomocou
elektrostatickej sily. Tento postup umoziuje regulaciu mechanickych vlastnosti, polomeru
a Struktiry vldkien uz pocas vyrobného procesu. [27] Ako vidno na obr. 5, nanovlakna
dosahuju priblizne desatndsobne mensi priemer ako vldkno prirodného fibroinu po

degummingu.
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Obr. 5: Porovnanie A) prirodného fibroinového vldkna a B) nanovlakna pripraveného

elektrostatickym zvlaknovanim z roztoku [27]

Rovnako ako u fibroinovych filmov, podiel Struktary B-skladaného listu vo fibroinovych
vldknach je regulovatelny pomocou osetrenia metanolom. U tkaniv z nanovlakien, ktoré
boli takto oSetrené, je pozorovatelny pokles poréznosti zo 76% na 68% z ddvodu
dehydratacie. [2] Morfologia povrchu tkaniv z nanovldkien pripomina extracelularny
matrix, vd’aka ¢omu st vytvorené vhodné podmienky na rast buniek in vivo. Napriek tomu
su ich moZnosti vyuzitia, najméd v oblasti ndhrady kostného a chrupavkového tkaniva,
obmedzené kvoli svojej nizkej pevnosti. [30] Nanovlakna mézu najst’ uplatnenie pri
vyrobe obvidzov alebo materidlu na tvorbu ndhradnych krvnych ciev. Pri spracovani
takéhoto materidlu sa vyuZziva zvlakiiovanie vo viacerych vrstvach v mriezkovej formaécii,
aby implantat odolaval dynamickému toku, ktorému je v podmienkach in vivo vystaveny.

[31]

2.4 Hydrogély

Fibroinové hydrogély maju Struktiru trojrozmernych polymérnych sieti v konformacii
B-skladaného listu a su odolné voc¢i napuciavaniu vo vodnom roztoku. Formuji sa

pomocou sol-gélovej metdody z vodného roztoku fibroinu za pritomnosti kyselin,
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dehydratacnych cinidiel alebo sonifikaciou. Sol-gél prechod vodného roztoku fibroinu
mdze trvat’ niekol'ko dni az tyzdilov a preto sa urychl'uje chemickymi alebo fyzikalnymi
metddami. Rychlost’ gelacie zvysuje koncentracia proteinu, pridanie Ca®" i6nov, zniZenie
pH alebo zvysSenie teploty. [32-34] Na zvySenie pevnosti hydrogélu sa pouziva
zosietovanie pomocou glutaraldehydu alebo prirodnych sietovadiel ako su genipin ¢i
tyrozin. DalSou spdsobom sietovania, ktora navyse eliminuje potrebu pridavania &inidla, je

ionizujuce ziarenie, ktoré podporuje vznik vol'nych radikélov. [34]

Moznosti pouzitia hydrogélov na baze fibroinu zahfnaji systémy na dodavanie liekov,
s riadenym uvolfovanym, ktoré je kontrolované hydrofilnymi/hydrofobnymi interakciami
medzi hydrogélom a podavanou latkou. [35] Na rychlost’ uvolfiovania latok ma vplyv
relativny obsah vody, pricom je mozné dosiahnut’ stabilizaciu vakcin a protilatok az po

dobu 6 mesiacov. [36]
Fibroinové hydrogély su Casto pouzivané pri regeneracii chrupavky, kde sa vyuziva ich
pomerne dlha doba degradécie oproti hydrogélom pripravenych z inych biopolymérov, ako

je napriklad kyselina hyaluronova [37,38]
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3 UPRAVY POVRCHU HOVABNEHO FILMU

Uprava povrchovej topografie hodvabnych filmov vyznamne ovplyviluje vlastnosti
a spravanie povrchovej vrstvy. Texturizacia povrchu je dolezitd nie len pre adhéziu a
proliferaciu buniek, ale taktiez rozSiruje moznosti pouzitia v oblasti elektroniky

a biosenzorov.

3.1 Patterning

Aplikacie hodvabneho proteinu sa ¢oraz viac rozsiruji nie len v rdmci biomediciny ale aj
v oblasti elektronickych a senzorickych systémov, optike a biofotonike.  V tychto
oblastiach sa vyuziva metoda textirovania povrchu — patterning na urovni mikro az

nanometrov pomocou $ablon.

Jednou zmoznosti vyroby velkoplosnych flexibilnych  fibroinovych  filmov
s mikroStruktirou je patterning filmu pomocou kremikovej dosky s fotolitografickou
textlirou z hliniku alebo zlata. SuSenie odliateho hodvabneho filmu trva priblizne 12 hodin
pri izbovej teplote. Pocas suSenia dochadza k naviazaniu kovovych prvkov na povrch
hodvéabneho filmu. Adhézia prvkov je spdsobend vytvorenim tiolovych vézieb so zlatom,
alebo interakciami oxidov hlinika s hydroxylovymi skupinami aminokyselin. Po zlupnuti
filmu poskytuji prenesené kovové vzory masku v ndslednom procese reaktivneho
16nového leptania, (obr. 6: A). Takto upravené filmy si zachovavaji svoju biokompatibilitu
a mohli by n4ajst’ vyuzitie ako kompozity v spojeni s kovmi s potencidlnou aplikaciou ako

biosenzory in vivo. [39]

Okrem kremikovych dosiek bola taktiez skiimand texturizdcia pomocou Sablony
z polydimetylsiloxanu (PDMS) v pozadovanom dizajne. Roztok fibroinu sa na PDMS
Sablonu odlieva metddou spin-coating a nasledne sa film spolu so Sablonou ponara do
metanolu, ¢im sa zabezpeci jeho krysStalizacia, aZ potom je mozne film zo Sablony
odlipnut’. Vyska znakov vytlatenych na hodvdbnom filme po vysuSeni zodpoveda

80-85 % pdvodnej vysky znakov na Sablone, (obr. 6: B). [40]
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Obr. 6: Priklady texturizacie povrchov metodou patterning

s pouzitim A) kremikovej sablony [39] a B) PDMS sablony [40]

3.2 Metody zaloZené na fazovej separacii

Féazové separécia predstavuje rychly a ekonomicky postup pri vyrobe 2D a 3D Struktur.
Tato metdda Upravy povrchu vyuziva nestabilitu povrchu tenkych polymérnych filmov
voci rozpustadlu. Pocas fazovej separacie dochddza k zmenam vlastnosti systému ako je
zlozenie, molekulovd hmotnost’ a hrubka filmu. Taktiez vedie k zmendm morfologie
povrchu filmu, ktoré sa prejavia vznikom poérov. Tvorbu a vysledni Struktiru vzorov
ovplyviiuje mnoho faktorov vratane teploty, typu rozpustadla, hrabku filmu, koncentracie
a chemického zlozenia polymérneho roztoku. Dolezitym parametrom je rychlost’

odparovania rozpustadla, ktord ovplyviiuje velkost’ a symetriu vzniknutych porov. [41]

Tvorba pravidelnej mikroStruktury povrchu pomocou fazovej separacie bola testovana aj
u zmesi vodného roztoku fibroinu a polyetylén oxidu (PEO). PEO bol vybrany s ohl'adom
na jeho vysoku biokompatibilitu a rozpustnost vo vode, nakolko filmy boli odlievané
z vodného roztoku. Tym sa prediSlo pouZitiu organickych rozpustadiel, ktoré by mohli
vysledni biokompatibilitu znizit. Filmy boli nasledne stabilizované metanolom alebo
vodnou parou. PEO moéze byt vyextrahovany do vody, ¢im sa zvy$i drsnost’ povrchu
filmu. Priklady morfoldgii povrchov po fazovej separécii fibroinového roztoku a PEO st

zobrazena na obr. 7. [42,43]
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Obr. 7: Priklady texturizdcie po fazovej separdcii fibroinového roztoku a PEO A) pred
stabilizaciou B) po stabilizacii metanolom C) po stabilizacii metanolom a extrakcii
PEO [42] D) a E) po stabilizacii vodnou parou [43]

3.2.1 Breath figures

Metdda ,,Breath figures® (BF) je jeden z najpouzivanejSich sposobov pripravy poréznych
polymérnych povrchov najmé pre svoju jednoduchost’. Predpriprava texturovanych sablon
nie je nutna, ¢o je velkou vyhodou tejto metddy. Ulohu $ablony nahradza matica kvapiek
vody, ktoré po odpareni vytvaraji pravidelné usporiadanie ,,honeycombs®. Velkost’ porov
sa dd regulovat pomocou vstupnych parametrov ako je teplota, vlhkost, koncentricia
polyméru.

Texturizacia povrchu pomocou BF sa sklada z niekol’kych krokov. Polymér rozpusteny
v prchavom rozpustadle je vystaveny pradu vzduchu s vysokou vlhkost'ou. V pociatocnej
faze dochadza k endotermickému vyparovaniu rozpustadla, ¢o spdsobuje ochladenie
povrchu filmu, (obr. 8: A). Nasledne na nom zacinaji kondenzovat’ a rast’ kvapky vody
z okolitého vzduchu, (obr. 8: B). Kvapky st termodynamicky stabilné a preto sa v tejto
faze neodparuji. Ked sa teplota povrchu vyrovnd teplote okolia, rozpustadlo aj
skondenzovand voda sa odpari, ¢im sa vytvori voS$tinova Struktira. Symetricka
hexagonalna Struktira vznika za predpokladu, zZe odparovanie rozpusStadla je dostatocne
dlhé na vyrovnanie rastu vodnych kvapiek a ziskanie uUplného pokrytia povrchu,
(obr. 8: C). Ak je doba odparovania kratka, vznikaju pory s ndhodnym usporiadanim.
V dosledku koalescencie kvapiek na povrchu, (obr. 8: D), vznikaji heterogénne pory,

(obr. 8: E). V pripade, Ze sa rozpustadlo stihne odparit’ pred zhlukovanim kvapiek, vznika
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monovrstva izolovanych poérov podobnej velkosti, (obr. 8: F). Ak dojde ku stabilizécii
kondenzovanej kvapky v polyméri a zdroveil sa zabrani zrazaniu, moze skondenzovana
kvapka poklesnut’ do roztoku, (obr. 8: G). Tento jav nastava, ak je hustota rozpustadla
nizsia ako hustota kondenzovanej vody a film je ma dostatocnu hrabku. Nasledne moze
dojst ku kondenzacii novej kvapky vody a vzniku viacvrstvovej poréznej Struktury,

(obr. 8: H). [44]

QOO0
H

Obr. 8: Princip metody ,, Breath figures “ v jednotlivych krokoch [44]

Riadenim parametrov experimentu je mozné ziskat' pravidelné struktiry s rozmermi 0,2 az
20 um. Najdolezitejsie parametre, ktoré treba pri metéde BF brat’ do uvahy st:

e Vlhkost
Zvysenie vlhkosti privadzaného vzduchu zvyc¢ajne vedie k va¢$im pérom.
e Prad vzduchu

Rychlejsie prudenie vzduchu zniZuje vel'kost’ porov, pretoze dochadza ku skrateniu

celkového ¢asu odparovania rozpustadla.
e Koncentracia roztoku
ZniZenim koncentracie polyméru v roztoku dochédza k zvicSeniu priemeru porov.

Avsak, vniektorych konkrétnych pripadoch nenastdva Ziadna zmena velkosti
ovplyvnena koncentraciou.
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e Molekulova hmotnost’ polyméru

Zvysenie molekulovej hmotnosti vedie ku zva¢Seniu priemernej vel'kosti porov.

e Rozpustadlo
Nizsia prchavost’ rozpustadla umoziuje dlhSiu kondenzaciu kvapiek vody a vznik
vacsich porov.

e Teplota

Rychlost’ odparovania sa zniZuje so znizovanim teploty, ¢o vedie k vzniku vacsich

kondenzovanych kvapiek a vacsich porov. [44]

V literatre bola popisand tvorba vostinovych vzorov na fibroinovom filme metédou
transkripcie pomocou S$ablony z polydimetylsiloxanu alebo polymetylmetakrylatu,
(obr.9). Na tuto Sabléonu bola generovana vostinova Struktura pomocou ,,Breath
figures“. Néasledne na fiu bol odliaty roztok fibroinu, ktory bol po uschnuti opatrne
odstraneny a ponoreny do metanolu po dobu 2 hodin na podporu usporiadania do
konformacie B-skladandho listu. [45] Priama metdda ,,Breath figures® nebola pre

fibroinové filmy literarne popisana.

06 07 08 09 10 L1

100 200 300 400

o

Obr. 9: Vzorované fibroinové filmy pripravené transkripciou
zo PDMS sablony upravenej pomocou BF A) fibroinovy film
s mikro-pormi B) s mikro-vystupkami [45]
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3.2.2 Metdda ¢asovo sekvenovanej fazovej separacie za rotacie

Proces upravy povrchovej textiry pomocou casovo sekvenovaného davkovania zmesi
dobrého a zlého rozpustadla na rotujiici povrch polystyrénového filmu bol popisany
v praci A. Minatika, E. Wrzecionka a kol. Ako dobré rozpustadlo polystyrénu bol pouzity
tetrahydroxyfuran (THF) a ako zI¢ rozpustadlo bol zvoleny etoxyetanol (ETH). Postup je
popisany v dvoch krokoch na obr. 10. [46]

Krok 1. __ Legenda:
3 . PS

Depozicia zmesi THF + ETH na povrch odparovanie - THF + ETH

D) B ps+HF

THF + ETH D ETH
odparovanie

Bobtnanie, tvorba malych kvapiek,
rozpuistanie, fizovd separdcia, Laplaceov - THF
tlak / pésobenie povrchového napitia

@ THF - Tetrahydrofuran
ETH - 2-Ethoxyethanol

PS - Polystyren

THF + ETH
odparovanie

Laplaceov tlak / pdsobenie povrchového
napiétia, tok PS v désledku rnjychleho
odparovania THF

<o N <o <o >

Krok 2.
D

L4 rutécia)
THF + ETH

Druhd depozicia, potiatotnd hribka odparovanie wiskdirna

@ PS + THF a priemer kvapiek ETH zévisi od viskoelasticky kvapalina
tasovej sekvencie medzi krokom 1a 2 polymeér pe

E THF + ETH
odparovanie

Marast hrabky nabobtnanej vrstvy PS a Rast nabobtnanej
priemeru ETH kvapiek, agregacia ETH vo elasticky vrstvy PS5 cez

& viskoznej vrstve PS, bobtnanie, rozpistanie, polymér viskoelasticky polymér
fazovd separdcia, Laplaceov tlak / posobenie a viskozne ETH kvapky
povrchového napitia

L4 rcrta'cia)
THF + ETH
odparovanie

T

Laplaceov tlak / pdsobenie povrchového
napétia, tok PS v dasledku rychleho
odparovania THF

Obr. 10: Schéma modifikacie povrchu polystyrénu metodou casovo
sekvenovanej fazovej separdacie za rotacie [46]
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Principom metddy je davkovanie zmesi dobrého rozpustadla, ktoré zabezpeci bobtnanie
povrchu filmu a zlého rozpustadla, ktoré je separované na povrchu v podobe mikrokvapiek
aumoznuje jeho formovanie. Opakované priddvanie zmesi po menSich davkach vedie
k zvdc¢Seniu hribky nabobtnanej vrstvy arastu mikrokvapiek zlého rozpustadla.
V poslednom kroku dochadza vplyvom rotacie k odpareniu najskor dobrého a potom zlého
rozpustadla. Vysledny charakter povrchovej textiry zavisi od procesnych parametrov ako
je pomer rozpustadiel, velkost' a pocet davok ale aj frekvencia davkovania a rychlost’
otacok spin-coatru. V zavislosti od tychto parametrov je mozné generovat povrchové

nerovnosti v podobe sietovych Struktir a izolovanych porov. [46]

Moznosti modifikacie fibroinovych filmov touto metdédou boli popisané v diplomovej
praci K. Kocourkovej. V ramci tejto prace bolo zistené, Ze vysledok modifikacie nie je
v tomto pripade ovplyvneny len procesnymi parametrami, ale aj sekundarnou Struktirou
fibroinu. Uz mierna zmena konformécie do stavu Silk II poskytuje moznost’ generovania
mikro a nano-textiry povrchu fibroinového filmu. Prechod fibroinu zo stavu Silk I do Silk

II podmieiiuje vznik nano, mikro a makro povrchovych nerovnosti. [47]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 POPIS EXPERIMENTU

Cielom prace bola modifikacia povrchu fibroinovych filmov metédou cCasovo
sekvenovane] fazovej separacie za rotacie, statickej modifikacie a metodou ,,Breath
figures®. Vzniknuté Struktry boli popisované pomocou AFM, SEM, optického
mikroskopu, optického a mechanického profilometra. Okrem toho bola posudzovana

stabilita filmov a ich transformacia zo stavu Silk I do Silk II pomocou FTIR.

4.1 Pouzité materialy a chemikalie

Pouzity regenerovany fibroin Bombyx mori bol pripraveny a spracovany do lyofilizovanej
formy na UFMI, FT UTB v Zline. Kokdny Bombyx mori boli zbavené sericinu v 0,02 M
Na,COs. Nasledne boli rozpustené v roztoku LiBr pri teplote 60°C pocas Styroch hodin.
Neziaduce i6ny boli zroztoku odstrdnené dialyzou. Roztok bol centrifugovany
a lyofilizovany. Pred odliatim filmov bol pripraveny 2 % (w/v) roztok fibroinu

v 1,1,1,3,3,3-hexaflouroizopropanolu (HFIP).

Vsetky fibroinové filmy boli odlievané do polystyrénovych misiek TPP Techno Plastic

Products AG s priemerom 34 mm.

Modifikacnda zmes na  Upravu textiry  fibroinového  filmu  obsahovala
hexafluoroizopropanol p.a. 99 % od abcr DmbH ako dobré rozpustadlo a dimetylsulfoxid

p-a. 99,99% od VWR Chemicals ako zl¢ rozpustadlo.

4.2 Priprava fibroinovych filmov

Z 2% roztoku fibroinu v HFIP boli filmy odlievané do polystyrénovych Petriho misiek
z 490 pl roztoku a nésledne suSené v inertnej atmosfére dusika v exsikatore po dobu 24
hodin prikryt¢ vieckom. Takto pripravené filmy vykazovali Struktaru Silk Iapred

modifikaciu boli uchovavané v exsikétore kvoli ochrane pred vzdusnou vlhkost'ou.

4.3 Uprava povrchu filmu pomocou metody ¢asovo sekvenovanej

fazovej separacie za rotacie

Fibroinové filmy v stave Silk Iboli modifikované zmesou HFIP, dimetylsulfoxidu
(DMSO) a vody v pomere 7:0,2:4, ktora bola postupne davkovana po 5 z 10 sekundach v
mnozstve 100 az 200 pl pri rychlosti 1500 az 2400 otaCok za minatu. Na Upravu povrchu

za rotacie bol pouzity spin-coater zostrojeny na UFMI, FT UTB v Zline. Zariadenie
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pozostava z rotujuceho drziaka na vzorku, ddvkovaca modifika¢nej zmesi a riadiacej

jednotky, obr. 11.

Obr. 11: Spin-coater na texturizdaciu povrchu filmov metodou casovo
sekvenovaného davkovania rozpustadiel za rotacie [46]

4.4 Uprava povrchu filmu pomocou statickej modifikacie

Statickd modifikacia je zalozend na deponovani modifika¢nej zmesi na nerotujuce vzorky
fibroinovych filmov v stave Silk I. Modifikacia prebiehala v exsikatore v atmosfére
pradiaceho dusiku. Bol pozorovany vplyv réznych pomerov dobrého rozpustadla HFIP
a zlého rozpustadla DMSO v modifika¢nej zmesi na charakter vzniknutych povrchovych
Struktar. Zmes sa samovol'ne odparovala po dobu 24 hodin. Misky boli pocas toho prikryté
vieCkom, aby nedochadzalo k zvineniu povrchu posobenim pradiaceho dusiku. Pomocou
FTIR bol vyhodnoteny konformacny prechod takto upravenych filmov a ich stabilita vo

vode.

4.5 Uprava povrchu filmu pomocou metody ,,Breath figures

Uprava povrchu fibroinového filmu metédou ,,Breath figures* prebiehala v dvoch krokoch.
Najskor bol na film deponovany HFIP, ¢o viedlo k nabobtnaniu povrchovej vrstvy. HFIP
bol ¢iastocne odpareny v atmosfére dusika alebo vzduchu. Thned’ nato bol film vystaveny
param DMSO, ktoré vznikali zahrievanim DMSO na 45 °C ana film boli privadzané

pomocou prudiaceho dusika. Filmy sa nechali Uplne vysu$it na vzduchu alebo
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v exsikatore, v ktorom boli nasledne skladované. Pomocou AFM, optického
a mechanického profilometra boli skimané zmeny povrchovych Struktar filmov

v zavislosti od nastavenia procesnych parametrov tejto metody.

4.6 Charakterizacia povrchu

Povrch upravenych fibroinovych filmov bol charakterizovany pomocou AFM, SEM,
optického mikroskopu, optického a mechanického profilometra. Vysledky boli spracované
v programoch Gwyddion vo verzii 2.51 a Imagel] vo verzii 1.52a. Zmeny konformacie

fibroinu boli potvrdené na zaklade merani FTIR spektier.

4.6.1 FTIR

Sekundarna konformécia a prechody fibroinu zo stavu Silk I do Silk II boli analyzované
pomocou FTIR spektrometra Nicolet iS5 s Ge kryStadlom. Metdda je zaloZend na merani
absorpcie infraderveného ziarenia, ktora je spojena so zmenami rota¢ne vibra¢nych
energetickych stavov, ktoré zavisia od zmeny dipolového momentu molekuly. Rozsah
merania bol od 400 do 4000 cm™ s opakovanim 32 skenov. Vyhodnocované boli najmi
posuny pre skupiny Amid [a Amid II v oblasti od 1700 po 1500 cm’, v ktorych sa

konformaény prechod fibroinu zo stavu Silk I do Silk II najviac prejavuje.

4.6.2 AFM

Zmena topografie povrchu po modifikaciach bola pozorovana a charakterizovanad pomocou
mikroskopie atomarnych sil. Meranie prebiehalo v okolitej atmosfére pri laboratornej
teplote 23 °C. Na charakterizaciu bol pouzity pristroj NTEGRA-Prima vyrobenym
spolo¢nostou NT-MDT. Povrch bol skenovany pomocou sondy NSGO1, tieZ od firmy NT-
MDT, ur¢enej na meranie v semikontaktnom mode. Frekvencia skenovania bola nastavena
v rozmedzi od 0,4 do 0,7 Hz a rozliSenie vyslednych snimok bolo 512 x 512 dpi. Velkost’
zobrazovanej plochy sa pohybovala od 10 do 50 um.

4.6.3 SEM

Na zobrazenie povrchovej Struktury bol pouzity skenovaci elektronovy mikroskop SEM
Phenom G2 PRO vyrobeny firmou Phenom World. Kvoli charakteru tejto metody
a nestabilite vzorky fibroinového filmu bolo nutné povrch filmov pred umiestenim do SEM
pokovovat’. Pre tento ucel bola pouzitd napraSovacka znacky Quorum mini SC7620.

Urychlovacie napdtie elektronov v mikroskope bolo nastavené na 10 kV. Vzorky boli
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zobrazované pri zvacSeni 730x, pri vacSom zvicSeni dochddzalo k deformacii povrchu.

Velkost’ pozorovanej plochy bola 400 x 400 pm.

4.6.4 Profilometer

Profilové rezy a parametre drsnosti boli spracované a vyhodnotené na zaklade merani na
mechanickom profilometri Dektak XT od firmy Bruker s diamantovym hrotom s pritlakom
5 mg a s polomerom krivosti 2,5 um. Povrchova topografia filmov bola vyhodnotend aj na
zéklade merani na optickom profilometri ContourGT-K takisto od firmy Bruker s pouzitim

bieleho svetla a so zvac¢senim 20x.

4.6.5 Opticky mikroskop

Na pozorovanie makroskopickych zmien Struktiry po modifikacii pomocou ,Breath
figures® bol pouzity opticky mikroskop znacky NIKON Eclipse 50i. Bolo zvolené
zviacSenie 4x a 10x, ¢o umoznilo pozorovanie Struktir na plochach s vel'kost'ou niekol’kych

mm.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

Experimentalna cast’ prace bola zamerand na testovanie viacerych postupov uUpravy
povrchovej topografie fibroinového filmu v stave Silk I, bez nutnosti predoslej stabilizacie
parami metanolu. Zakladné pomery dobrého a zlého rozpustadla v modifikacnej zmesi boli

zvolené na zaklade poznatkov z diplomovej prace K. Kocourkovej [47].

Typ sekundarnej Struktiry fibroinového filmu v zavislosti od konkrétnej metody
modifikacie bol analyzovany pomocou FTIR. Taktiez bola testovana stabilita filmu vo

vode a v atmosfére vzduchu.

Mikroskopické aj makroskopické zmeny povrchovej Struktiry boli charakterizované
pomocou mikroskopie atomarnych sil (AFM), optického mikroskopu (OM) a skenovacieho
elektronového mikroskopu (SEM). Na zobrazenie profilov filmov a analyzu parametrov

drsnosti bol vyuzity opticky a mechanicky profilometer.

5.1 Fibroinové filmy v stave Silk I

Po vysuseni odliateho filmu z roztoku HFIP bola potvrdena jeho konformécia pomocou
FTIR analyzy. Na obr. 12 je znazornena vybrand Cast absorpéného spektra, v ktorej
dochadza k posunom pri zmene konformécie fibroinu zo Silk I na Silk II. V pase Amid I je
maximum v 1653 cm™ avpase Amid II v 1541 cm™. Ztychto vysledkov, ktoré boli
porovnané s literatirou [9], je zrejmé, Ze sekundédrna Struktira filmu sa nachadzala
v amorfnom stave Silk I. Meranie bolo opakované po 6 dnoch, pocas ktorych bol film
vystaveny vzdus$nej vlhkosti. Absorpéné spektrum v oboch pripadoch vykazovalo rovnaké
polohy maxim. Napriek stabilite fibroinového filmu v atmosférickych podmienkach, boli

filmy az do modifikacie skladované v exsikatore.
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Obr. 12: FTIR absorpcné spektrum fibroinového filmu A) po dosuseni B) po 6 diioch

vystavenia vzdusnej vlhkosti

5.2 Uprava povrchu filmu pomocou metédy ¢asovo sekvenovanej

fazovej separacie za rotacie

Prvou testovanou metodou modifikacie fibroinovych filmov v stave Silk I bolo nanasanie

zmesi dobrého a zlého rozpustadla za rotacie. Pomery HFIP, DMSO a vody zostavali v

modifika¢nej zmesi rovnaké ato 7:0,2:4. Menili sa procesné parametre ako rychlost’

rotacie, poCet davok, davkovany objem a interval medzi davkami. V tab. 3 st uvedené

vybrané postupy modifikéacie, ktoré podla predchédzajucich s$tadii vedu ku vzniku

poréznej Struktiry na fibroinovych filmoch v stave Silk II [47] a v rdmci tejto prace boli

testované na fibroinovych filmoch v stave Silk L.

Tab. 3: Procesné parametre vybranych postupov modifikacie fibroinovych filmov
pomocou fazovej separdcie za rotdcie

Postup | Otacky/min | Poéet davok | Davkovany objem [ul] | Interval medzi davkami [s]
1 2400 10 200 5
2 1500 40 100 10
3 1500 10 100 10

Povrchova topografia upravenych filmov bola pozorovana pomocou AFM. Ako vidno na

obr. 13 a obr. 14, touto metddou bolo t'azké dosiahnut’ homogénnu poréznu Strukturu.
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Vo vicsine pripadov dochadzalo k miernemu zdrsneniu povrchu na urovni nanometrov.
Nevyhodou metddy bolo taktiez Ciastocné zlievanie filmu k okrajom Petriho misky pocas
rotacie, spdsobené rychlou rozpustnostou amorfného fibroinu v stave Silk I vo vode av

HFIP. Vysledkom bola nehomogenita povrchu filmu, pozorovatel'na vol'nym okom.
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Obr. 13: Film modifikovany postupom 3 z tab. 3, 1. zobrazenie ciastocného
zmytia filmu na mechanickom profilometri, 2. fotka ciastocne zmytého filmu, 3.
AFM zobrazenie A) miesta s ciastocne zmytym filmom B) miesta s prebytkom
filmu
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41.8 nm 38.2 nm

Obr. 14: AFM zobrazenie povrchov filmu zo stredu Petriho misky po modifikdcii
postupmi A) 1 a B) 2 uvedenych v tab. 3

Miera pokrytia Petriho misky filmom bola Studovana na zaklade merani FTIR spektier.
Ako je vidno na obr. 15, zmytie filmu nebolo uplné, ¢o potvrdzuje pritomnost’ fibroinu
v strede misky. Posun maxim v oblasti Amid I na hodnotu 1622 cm™ a v oblasti Amid II na
1520 cm™ dokazuje, ze metéda modifikéacie za rotacie sposobila transformaciu sekundarnej
Struktary filmu do stavu Silk II. Dévodom bola pritomnost’ vody v modifikacnej zmesi.
Vzhl'adom na tieto experimenty boli d’alSie modifikacie povrchu vykonavané staticky, aby

sa prediSlo zmyvaniu filmu ku okrajom misky.
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Obr. 15: FTIR absorpcné spektrum fibroinového filmu A) na okraji B) v strede,
s ciastocnym zmytim
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5.3 Uprava povrchu filmu pomocou statickej modifikacie

Na zéklade predoslych pozorovani vyplynulo, ze fibrinové filmy v stave Silk I st pocas
modifikdcie za rotacie nestabilné. Preto bol zvoleny pristup statickej modifikacie,
povrchového liatia zmesi rozpustadiel. Modifikacia prebiechala nanaSanim 450 pl zmesi
dobrého azlého rozpustadla v roznych pomeroch na suchy film v stave Silk I
Odparovanie zmesi trvalo 24 hodin, pocas ktorych boli filmy umiestnené v exsikatore
v atmosfére dusika a prikryté vieCkom. Bol pozorovany vplyv pomeru dobrého a zlého
rozpustadla na vysledny charakter povrchovej Upravy. Pouzitd modifikacna zmes HFIP,

DMSO a vody bola pripravena v tychto pomeroch (HFIP:DMSO:H,0):

o 7:0,1:4,
o 7:02:4
o 7:04:4.

Po odpareni zmesi bola skontrolovana sekundarna Struktura filmu. Z FTIR analyzy na
obr. 16 vyplyva, ze po€as modifikacie doslo ku transformacii filmu do stavu Silk II, ¢o sa
prejavilo ako posun maxima v oblasti Amid [z 1653 cm™ na 1623 cm™ a v oblasti Amid 11
z 1541 em™ na 1521 cm™. Zmenu sekundérnej $truktury je mozno vysvetlit' pritomnostou
vody v modifika¢nej zmesi. Vysledkom upravy su filmy v stave Silk II, aj ked pred
modifikaciou nebola cielene indukovand transformécia do tohto stavu pomocou metanolu
ani vodnej pary, ako to je popisané v literarnych zdrojoch [7], ktoré sa venuji problematike

upravy povrchu fibroinovych filmov.
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Obr. 16: FTIR absorpcné spektrum fibroinového filmu A) pred modifikdaciou
povrchovym liatim v stave Silk I B) po modifikdacii povrchovym liatim v stave Silk 11

Vybrané vzorky boli zobrazené pomocou SEM (obr. 17). Aj napriek pokovovaniu vzoriek
pred zavedenim do elektronového mikroskopu, sposoboval prud elektronov pri vicSom

zvacSeni degradaciu filmov aich povrchovej textiry. Preto bolo mozné filmy na SEM

zobrazit’ len pri malom zvicSeni.

Obr. 17: SEM zobrazenie povrchu fibroinového filmu upraveného staticky
modifikacnou zmesou, metodou povrchového liatia HFIP, DMSO a vody
v pomere A) 7:0,1:4 B) 7:0,2:4
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Zmeny povrchovej textury boli taktiez vyhodnotené pomocou profilovych rezov ziskanych
z merani na optickom a mechanickom profilometri a AFM (obr. 18, obr. 19, obr. 20,
obr. 21). Dizka pozorovanych profilov na AFM bola 50 um, na mechanickom profilometre
2 mm, preto sa mozu liSit’ aj parametre drsnosti. Profilové rezy ziskané z AFM potvrdili, ze
strednd aritmeticka odchylka profilu Ra, najvic¢sia vyska profilu Rz aj priemerna drsnost’
povrchu Sa anajvi¢sia vyska plus hibka na meranom povrchu Sz zaéinaju klesat po
prekroceni medznej hodnoty obsahu DMSO v modifikacnej zmesi. AvSak, najvysSie
hodnoty paramaterov Ra a Rz podl'a merani na mechanickom profilometri dosahuje film
modifikovany zmesou HFIP, DMSO a vody v pomere 7:0,2:4. Modifikdciou pomocou
zmesi v pomere 7:0,4:4 vznika povrch s najnizSou textrurizciou a najniz§imi parametrami

drsnoti, ¢o potvrdilo vyhodnotenie vSetkych profilovych rezov.

Obr. 18: Povrchova textura filmov zobrazené na optickom profilometri A) film bez
modifikacie povrchu B) film upraveny modifikacnou zmesou HFIP, DMSO a vody
v pomere 7:0,1:4 C) v pomere 7:0,2:4 D) v pomere 7:0,4:4. Sz vypovedda o maximdalnom

PpOzZorovanom prevyseni.
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Obr. 19: Povrchova textura filmov zobrazené na mechanickom profilometri A) film bez
modifikacie povrchu B) film upraveny modifikacnou zmesou HFIP, DMSO a vody
v pomere 7:0,1:4 C) v pomere 7:0,2:4 D) v pomere 7:0,4:4

Z merani na AFM je vidno, Ze statickou modifikdciou je mozné generovat’ vzajomne
prepojené pory, najmi pri nizSom obsahu DMSO v modifika¢nej zmesi. Vel'kost' porov
vzoriek A aj B je heterogénna a pohybuje sa od 5 do 30 um. Pri najvy$Som testovanom
obsahu DMSO v zmesi dochadzalo ku zdrsneniu povrchu filmu, ale tvorba poréznej
Struktiry nebola pozorovand. Vyrezy pod jednotlivymi zobrazeniami ukazuju, Ze pocas

modifikcie doslo k zmendm povrchove textiry aj na Grovni nanometrov.

[ )

-o ﬂ ' .;. . 200m . y
Obr. 20: AFM zobrazenie povrchu fibroinového filmu upraveného staticky

modifikacnou zmesou HFIP, DMSO a vody v pomere A) 7:0,1:4 B) 7:0,2:4 C) 7:0,4:4.

Sz vypoveda o maximalnom pozorovanom prevyseni.
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Ra=(99%9)nm Rz={530£40)nm Sa=286,3nm Sz=2350nm
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1lpum

um

Obr. 21: Povrchova textura filmov zobrazena na AFM A) film upraveny
modifikacnou zmesou HFIP, DMSO a vody v pomere 7:0,1:4 B) v pomere 7:0,2:4
C) v pomere 7:0,4:4

5.3.1 Stabilita filmov v stave Silk II vo vode

Modifikované fibroinové filmy boli na 24 hodin vystavené vodnému prostrediu s ciel'om
overit' ich stabilitu. Po vysuSeni boli filmy podrobené¢ FTIR analyze, podla ktorej
nedochadza k d’alSej transformdcii filmov vplyvom vody. Stabilitu je moZzné vysvetlit’
charakterom sekundarnej Struktiry Silk II, ktord vznikla vd’aka pdsobeniu modifikacnej
zmesi a vyznacuje sa nerozpustnostou vo vode. Maxima v oblasti Amid I zostali
vrozsahu 1621 az 1623 c¢cm™” avoblasti Amid II vrozsahu 1520 az 1521 cm'], ¢o
odpoveda stavu Silk II. Na obr. 22 je porovnanie FTIR spektier filmov po statickej

modifikacii a po naslednom vystaveni vodnému prostrediu.
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Obr. 22: FTIR spektra filmu A) po statickej modifikacii zmesou HFIP, DMSO
avody v pomere 7:0,1:4 B) a po 24 hodinach v prostredi vody, C) po statickej
modifikacii zmesou HFIP, DMSO a vody v pomere 7:0,2:4 D) a po 24 hodinach
v prostredi vody, E) po statickej modifikacii zmesou HFIP, DMSO a vody
v pomere 7:0,4:4 F) a po 24 hodinach v prostredi vody

Na obr. 23 st porovnané profilové rezy z AFM merani pred tym apo tom, ako boli
modifikované filmy vystavené vodnému prostrediu. Z tychto merani nemoZno usudzovat
zasadnejSie zmeny povrchového reliéfu. Hoci parametre Ra a Rz u vzoriek vystavenych
vodného prostredia klesajii, parametre Sa a Sz zostdvaji nemenné. Pre jednoznacnejSie
urcenie vplyvu pdsobenia vodného prostredia bude potrebné vykonat vicSie mnozZstvo
experimentov a merani. Z prvotnych vysledkov vyplyva, ze mikro-textury pripravené
metddou povrchového liatia su vo vodnom prostredi stabilné, ako z hl'adiska sekundarne;j

Struktary, ako aj z pohl'adu povrchovych nerovnosti.
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Obr. 23: AFM porovnanie povrchovej textury A) film upraveny modifikacnou zmesou
vpomere 7:0,1:4 B) po oSetreni vodou C) film upraveny modifikachou zmesou
v pomere 7:0,2:4 D) po oSetreni vodou E) film upraveny modifikacnou zmesou
v pomere 7:0,4:4 F) po oSetreni vodou

5.4 Uprava povrchu filmu pomocou metody ,,Breath figures

Cielom modifikdcie pomocou metddy ,,Breath figures® bolo vytvorenie homogénnej
poréznej Struktiry povrchu fibroinového filmu v stave Silk I. Procesné parametre, ktoré by
viedli ku vostinovej Struktare, charakteristickej pre tuto metodu, doposial neboli pre
fibroinové filmy literdrne popisané. Z tohto dovodu boli zvolené roézne kombinacie
parametrov. KI'icovymi boli najmd mnoZstvo a ¢as odparovania HFIP, pocas ktorého

dochéddzalo k bobtnaniu filmu a ¢as v parach DMSO, ktory mal vplyv na velkost
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vyslednych porov. Odparovanie rozpustadiel prebiehalo v prostredi laboratérnej atmosféry

alebo v exsikatore. Vybrané postupy modifikacie su popisané v tab. 4.

Tab. 4: Procesné parametre vybranych postupov modifikdcie fibroinovych filmov pomocou
., Breath figures “

Mnoistvo [ Cas odparovania | podmienky odparovania | Casv parach Lo
Postup Dosusenie
HFIP HFIP HFIP DMSO

1 450 pl 5 min % Iaboratérngj ?tmosfére, 10 min v IaI:,>oratér.mvej
bez viecka atmosfére, s vieCkom

) 500 10 min % Iaboratér'ntvej atmosfére, 15 min v IaI:,>oratér.mvej
s vieckom atmosfére, s vieCkom

v laboratérnej atmosfére, v laboratérmnei

3 500 pl 10 + 5 min najskor s vieckom, potom 10 min , . VJ
o atmosfére, s vieckom

bez viecka

. laboratérnej atmosfére, . laboratornej

4 500 pl 5 min v .J N 10 min Y X . VJ
bez viecka atmosfére, s vieckom
5 450 pl 5 min v atmosfére N,, bez viecka 10 min v exsikatore, s vieCkom
6 400 pl 10 min v atmosfére N,, bez viecka 5 min v exsikatore, s vieCkom

Povrchova topografia modifikovanych filmov na Grovni milimetrov az mikrometrov bola
pozorovana pomocou optického mikroskopu, (obr. 24). Okrem porov a zvlneni sa na
niektorych filmoch objavovali praskliny, ktoré mohli vzniknat v désledku rychleho

odparenia dobrého rozpustadla z modifikovaného povrchu.

Obr. 24: Zobrazenie povrchu fibroinového filmu upraveného postupom A) 1 B) 3
C) 4 z tabulky 4

Profilové rezy andasledne parametre drsnoti Ra a Rz boli ziskané na zéklade merani
z optického a mechanického profilometra. Na obr. 25 je na niektorych vzorkach (B, D)
pozorovatel'nd hierarchicky organizovana texturira. Pozostava z makro-priehlbin

a zvraneni s vel’kost'ou stoviek mikrometrov (obr. 24), v ktorych st uloZzené mensie pory
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vel'ké jednotky az desiatky mikrometrov (obr. 25, obr. 26) nasledované priehlbnami

s vel'kost'ou v rddoch stoviek nanometrov (obr. 27).

Sz=403,9 nm — Sz =226,1 nm

Obr. 25: Povrchovad textura filmov zobrazené na optickom profilometri A) film
modifikovany postupom 1 B) 2 C) 4 D) 5 E) 6 z tabulky 4. Sz vypoveda o maximdlnom
pozorovanom prevyseni.
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Ra=(51£9)nm Rz=(220%60)nm

Ra=(2601%40)nm Rz=(770+50) nm
W\/\f
Ra=(230%40)nm Rz=(1240% 160) nm D

Ra=(65%+8)nm Rz=(260%20)nm

m

0 05 ! 15 2
mm
Obr. 26: Povrchova textura filmov zobrazené na mechanickom profilometri A) film

modifikovany postupom 1 B) 2 C) 4 D) 5 E) 6 z tabulky 4
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Pomocou merani na AFM bolo mozné pozorovat Specifické povrchové zvrasnenia so
Sirkou a vyskou v radoch stoviek mikrometrov. Tieto submikronové priehlbne vnikaji na
povrchu velkych mikro a makro nerovnosti. Postupy 2, 3 a4 ztabulky 4, ktorych
spolo¢nym parametrom je nanesenie HFIP v mnozZstve 500 pl, vedu ku tvorbe symetricky
tvarovanych porov formovanych kondenzéaciou a oparenim rozpustadla z povrchu filmu.

Pory ale nevykazuji homogennu velkost’ ani pravedel'né usporiadanie.
Vzorky modifikované zvySnymi postupmi vykazuji nizsie pokrytie povrchu pérmi
s nizSou symetriou a hlbkou. Taktiez sa liSia nizkymi parametrami drsnosti, ako je mozno

vidiet’ na obr. 28.

Sz—1591nm Sz =20,3 nm
-

Obr. 27: AFM zobrazenie povrchu fibroinového filmu upraveneho metodou ., Breath
figures* postupom A) 1 B) 2 C) 3 D) 4 E) 5 F) 6 z tabulky 4. Sz vypoveda o maximdlnom
pozorovanom prevyseni.
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Ra=1(1,3+£0,2)nm Rz=(7,5+0,6)nm Sa=1,16 nm Sz=53,44nm F
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Obr. 28: AFM porovnanie povrchovej textury filmu modifikovaného pomocou
,, Breath figures* postupom A) 1 B) 2 C) 3 D) 4 E) 5 F) 6 z tabulky 4

Na obr. 29 st uvedené vybrané vzorky, ktoré boli po modifikacii podrobené FTIR analyze
na porovnanie sekundarnej Struktury s filmom v stave Silk I bez modifikacie (A). U filmov
modifikovanych postupmi 1 (B), 5 (E) a 6 (F) sa v oblasti Amid I sa maxima pohybovali
v rozsahu 1649 a7 1651 cm™ a v oblasti Amid II v rozsahu 1537 az 1541 cm™, &o odpoveda
konformécii Silk I. U filmov, ktoré boli modifikované postupmi 2 (C) a 3 (D) z tabulky 4
dochadzalo k c¢iastocnej transformacii sekundarnej konformadcii. To sa prejavilo najma

posunom maxim v oblasti Amid Il na 1515 cm” z 1541 cm™. Maximum v oblasti Amid II
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1

bolo na hodnote 1647 cm™, Co predstavuje mierny posun oproti povodnému stavu,

vplyvom zvysenej vlhkost'ou vzduchu pouzitého pri suSeni rozpustadiel.
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[72]
2
<
1651 D
1541
1649 E
1537
F
1750 1700 1650 1600 1550 1500 1450

Vinoéet [cm™]

Obr. 29: Porovnanie FTIR spektier filmu A) bez modifikacie B) modifikovanym postupom 1
C)2D)4E)5F)G6ztabulky 4
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ZAVER

V tejto praci boli Studované moznosti texturizacie povrchu fibroinového filmu v amorfnom
stave Silk I, ktory sa vyznacuje rozpustnostou vo vode a menSou stabilitou ako fibroin
v stave Silk II. Tym sa vyrazne zjednodusil postup pripravy filmu vynechanim stabilizacie
v parach metanolu alebo vodou, ako bolo prezentované v diplomovej praci K. Kocourkovej

[47].

Prvou experimentéalne testovanou metdodou modifikacie bola ¢asovo sekvenovana fazova
separacia za rotacie vzorky. Modifikacia sa prejavila miernym zdrsnenim povrchu filmu na
urovni nanometrov. V dosledku rychleho rozpustania fibroinu v stave Silk I pomocou
HFIP a vody spolu s rotaciou vzorky dochédzalo k nezelanému zmyvaniu filmu k okrajom
misky. Preto je tento postup modifikacie vhodnejsi na upravu fibroinu v stave Silk II, ako

je uvedené v praci K. Kocourkovej [47].

Oproti tomu, statickd modifikacia (povrchové liatie) vedie ku vzniku homogénnych
povrchovych nerovnosti cez plochu upravovaného fibroinového filmu. Dalsou vyhodou
tejto metddy je jednoduchost’ a nendrocnost’ prevedenia, ktoré spociva v jednokrokovom
naneseni modifika¢ného roztoku a naslednom vol'nom odpareni pouzitych rozpustadiel.
Vysledkom su fibroinové filmy so vzijomne prepojenymi poérmi, ktoré Struktirou
pripominaji fibroinové scaffoldy. Bolo zistené, Ze pre pripravu takychto ,,porous-like*
povrchov je nevyhnutné pouzitie limitného mnozZstva DMSO. Aplikaciou modifikacnej
zmesi s vy§§im objemom DMSO (3,5 %) vznikd na povrchu S$pecifické zvrasnenie bez
jasne ohranic¢enych priehlbni. Porovnanie FTIR spektier dokazuje, Ze vplyvom statickej
modifikacie dochadza k transformacii sekundéarnej Struktiry fibroinu zo stavu Silk Ido
stavu Silk II, ¢o je dosledok pritomnosti vody v modifikacnej zmesi. Testy stability takto
modifikovaného filmu vo vode potvrdzuju, Ze transformdcia je konecna a nedochadza

k d’al§im posunom, ako z hl'adiska konformacie, tak povrchovych nerovnosti.

Vdaka menSej stabilite fibroinu v stave Silk Ivo¢i HFIP a pardm DMSO bolo mozné
vhodnymi  procesnymi  nastaveniami  generovat  symetricky  tvarované pory
pomocou metody ,,Breath figures®. Z experimentov venovanych tejto problematike
vyplynulo, ze pomocou zvolenych procesnych podmienok nebolo mozné vytvorit
rovnomerné pokrytie povrchu symetrickym vzorom, ako je popisané pre Upravu inych
typov polymérov metédou "Breath figures" [44]. Na povrchu vznikalo zvrasnenie na

niekol’kych urovniach, tj. od stoviek nanometrov po stovky mikrometrov. V podstate bolo
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dokézané, ze pomocou metddy "Breath figures" mozno priamo pripravit’ textirové povrchy
na baze fibroinu. Modifikacia touto metdédou nema za nasledok Uplnu transformdciu
sekundarnej Struktary do stavu Silk II, u va¢Siny vzoriek je aj po Uprave pozorovatelny
stav Silk I, pripadne jeho c¢iastocna transformacia. Tento fakt je dany minimalnou

pritomnost'ou vody v priebehu zvoleného modifika¢ného pristupu.
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